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Bienvenida 
 

 

En nombre del Comité Organizador tenemos el placer de darles la bienvenida al II 

Workshop de la Red de Excelencia sobre las micotoxinas y hongos toxigénicos y de sus 

procesos de descontaminación (MICOFOOD) que se celebra en Cáceres durante los 

días 5 y 6 de septiembre de 2016. Confiamos en que el esfuerzo realizado sirva para 

posibilitar el encuentro y la comunicación directa entre los investigadores, docentes y 

profesionales  que trabajan en  distintos aspectos relativos a los mohos toxigénicos y las 

micotoxinas. 

Esperamos que el programa que ha elaborado el Comité Científico resulte atractivo y 

permita debatir ampliamente sobre los avances recientes en el campo de las 

micotoxinas. 

El programa se ha diseñado para facilitar la participación, por lo que les invitamos a 

compartir su experiencia con los demás asistentes, y de manera especial queremos 

animar a participar a los jóvenes que se están formando como investigadores. 

Estamos convencidos de que tanto el Instituto de la Carne y Productos Cárnicos como la 

Facultad de Veterinaria de la Universidad de Extremadura nos ofrece el marco y los 

medios idóneos para las diferentes actividades a desarrollar en estas jormadas. 

Queremos también transmitir nuestro agradecimiento a cada una de las instituciones y 

empresas que con su desinteresado apoyo y colaboración han hecho posible esta 

reunión. 

Finalmente os animamos a conseguir el máximo rendimiento de las sesiones científicas 

y a aprovechar esta oportunidad para disfrutar del atractivo cultural de Cáceres y de 

Extremadura.  

 

Mar Rodríguez y Félix Núñez 

Comité Organizador 
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flavus using high-resolution orbitrap mass spectrometryò.  
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(Universitat de Lleida) 
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ñComparative assessment of different extraction procedures for multianalysis by 

LC-MS/MS of emerging mycotoxins in wheat based productsò. 
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12:00-14:30 Sesión de posters  (premio al mejor poster) 

14:30-15:30 Pausa comida 
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Sesión III:E strategias de reducción y prevención I  

Moderan: Agustín Ariño y Vicente Sanchis 

16:00-16:15 ñAumento de la vida ¼til de productos panarios y reducci·n del contenido en 
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C. Luz, J. Calpe, JM. Quiles, F. Saladino, M. Fernández-Franzón, G. Meca (Universitat 

de València) 
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L. Sánchez-Montero, F. Núñez, V. Bernáldez, E. Bermúdez, y J.J. Córdoba 

(Universidad de Extremadura) 

17:30-18:30 Reunión de coordinación de la red 

20:00-21:00 Visita guiada a la Ciudad Monumental de Cáceres. Ofrecida por el Excmo. 

Ayuntamiento de Cáceres. 
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Sesión IV: E strategias de reducción y prevención II  

Moderan: Misericordia Jiménez y Mar Rodríguez  

10:00-10:15 ñEfecto de la temperatura y la actividad del agua en el crecimiento y la 
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10:15-10:30 ñActividad antif¼ngica de extractos de mostaza frente a hongos micotoxig®nicosò. 

J. M. Quiles, F.  Saladino, C. Luz, J. Calpe, M. Fernández-Franzón, G. Meca 

(Universitat de Val¯ncia) ñ 

10:30-10:45  ñEstudio de la relaci·n entre las condiciones ecofisiol·gicas del ma²z y la 
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11:00-11:30 Coffee break 
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13:00-14:00  CLAUSURA DEL CONGRESO 
Entrega de premios a mejor presentación oral y poster. 
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STUDY OF THE FUNCTION OF GENES INVOLVED IN SECONDARY 

METABOLISM IN ASPERGILLUS FLAVUSUSING HIGH -RESOLUTION 

ORBITRAP MASS SPECTROMETRY  
 
 

N. Arroyo-Manzanares1,2, J. Diana Di Mavungu1, V. Uka1, S.V. Malysheva1, J.W. 

Cary3, K.C. Ehrlich3, L. Gámiz-Gracia2, A.M. García-Campaña2, L.Vanhaecke4, D. 

Bhatnagar3, S. De Saeger1 

 

 

1Laboratory of Food Analysis, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Ghent University, 

Ghent, Belgium; 

 2Department of Analytical Chemistry, Faculty of Sciences, University of Granada, 

Granada, Spain; 

 3Southern Regional Research Center, Agricultural Research Service, US Department of 

Agriculture, New Orleans, LA, USA; 

 4Laboratory of Chemical Analysis, Department of Veterinary Public Health and Food 

Safety, Faculty of Veterinary Medicine, Ghent University, Merelbeke, Belgium 
 

narroyo@ugr.es 
 

The fungus Aspergillus flavus is known for its ability to produce the toxic and 

carcinogenic aflatoxins in food and feed. While aflatoxins are of most concern, A. flavus 

is predicted to be capable of producing many more metabolites based on a study of its 

complete genome sequence. Some of these metabolites could be of great importance in 

food and feed safety. Here we describe an analytical methodology based on Orbitrap 

high-resolution mass spectrometry (HRMS) technology that allows the untargeted 

determination of fungal metabolites, in support of the study of the function of genes 

involved in secondary metabolism in fungi. The applied strategy implies the detection 

and identification of differentially expressed metabolites in extracts of wild-type and 

mutant fungal strains, using Orbitrap HRMS accurate mass data. The suitability of this 

approach was demonstrated by the confirmation of previously characterized genes 

involved in the aflatoxin biosynthetic pathway, namely a polyketide synthase (pksA), an 

oxidoreductase (ordA) and a O-methyltransferase (omtA) gene. Subsequently, the 

proposed methodology was applied for the detection and identification of metabolites 

produced by a yet uncharacterized gene cluster in A. flavus, cluster 23. Comparative 

Orbitrap HRMS analysis of extracts of A. flavus wild-type strain and an over-expression 

mutant for the transcription factor of gene cluster 23 (lepE) demonstrated that this gene 

cluster is responsible for the production a set of 2-pyridone derivatives, the leporins. 

Besides the known derivatives leporin B and leporin B precursor that could be identified 

by automatic de-replication of the accurate mass data, five other compounds belonging 

to this class of fungal secondary metabolites were detected and identified for the first 

time, combining MS and multiple-stage MS data. 

Keywords:Aspergillus spp.; gene function; comparative metabolomics; high-resolution 

mass spectrometry 
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ANÁLISIS COMPARATIVO DEL CLUSTER BIOSINTÉTICO DE 

OCRATOXINA A EN ESPECIES DE ASPERGILLUS 
 

J. Gil-Serna1, C. Vázquez1, M. T. González-Jaén2, B. Patiño1 

 

1Departamentos de Microbiología III, Universidad Complutense de Madrid. 
2Departamentos de Genética, Universidad Complutense de Madrid. 

 

jgilsern@ucm.es 
 

La ocratoxina A (OTA) es una de las principales micotoxinas debido a su elevada 

toxicidad y amplia incidencia en productos alimentarios. Esta toxina está producida por 

especies de Aspergillus y Penicillium, aunque la información sobre la ruta de biosíntesis 

y su control genético no están totalmente dilucidados. La identificación de los genes 

implicados es imprescindible para conocer cómo se regula la producción de OTA y 

poder establecer medidas de control efectivas. La secuenciación de genomas de especies 

productoras de micotoxinas ha proporcionado información y herramientas de análisis 

que están permitiendo avanzar rápidamente en el conocimiento de la regulación de su 

producción. En este trabajo, se ha utilizado la información genómica disponible para 

tres especies productoras de OTA (A. carbonarius, A. niger y A. steynii). En un trabajo 

realizado en nuestro laboratorio se describió la presencia de tres genes (p450ste, nrpsste, 

pksste) localizados consecutivamente en el genoma de A. steynii y cuyos niveles de 

expresión se correlacionaban positivamente con la síntesis de OTA. El estudio del 

genoma de A. steynii publicado ha permitido localizar dos genes candidatos más a 

formar parte del cluster biosintético: un factor de transcripción BZip que regularía la 

síntesis del resto de genes y un gen que codifica para una halogenasa que incorporaría el 

§tomo de cloro a la mol®cula de ocratoxina ɓ. El an§lisis de los genomas de A. niger y 

A. carbonarius reveló una región genómica similar a la descrita en A. steynii. El análisis 

de la expresión de los cinco genes identificados en cepas productoras y no productoras 

de OTA mediante RT-PCR a tiempo real mostró inducción de su síntesis en las cepas 

productoras. Estos resultados sugieren la participación de estos genes en la biosíntesis 

de OTA en Aspergillus. 

Agradecimientos: Este trabajo ha sido financiado por el MINECO (AGL2014-53928-C2-

2-R). 

Palabras clave: genes, ocratoxinas, biosíntesis. 
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EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DEL INÓCULO EN EL CRECIMIENTO 

Y PRODUCCIÓN DE AFLATOXINA B 1 POR ASPERGILLUS FLAVUS  
 

L. Aldars-García, A.J. Ramos, V. Sanchis, S Marín 
 

Unidad de Micología Aplicada, Departamento de Tecnología de Alimentos, Universitat 

de Lleida. UTPV-XaRTA, Agrotecnio Centre. Av. Rovira Roure 191. 25198 Lleida. 
 

laldarsgarcia@tecal.udl.cat 
 

La necesidad de reducir/evitar la presencia de aflatoxinas en los alimentos es de 

gran importancia para la industria alimentaria, ya que son compuestos de elevada 

toxicidad y carcinogenicidad. El objetivo del presente trabajo consistió en estudiar las 

diferencias entre las probabilidades de crecimiento y producción de aflatoxina B1 

(AFB1), junto con parámetros cinéticos de crecimiento, a dos niveles de concentración 

de esporas de Aspergillus flavus distintos. Un nivel de inóculo se obtuvo mediante 

siembra en superficie con el fin de estudiar una sola espora y el otro nivel se realizó 

mediante un punto de inoculación con aproximadamente 500 esporas. El experimento se 

llevó a cabo a 25 °C y dos actividades de agua (0,85 y 0,87) en agar extracto de pistacho 

al 3%. Se elaboraron modelos probabilísticos para el crecimiento y la producción de 

AFB1 a los dos niveles de concentración. Además, se estimaron parámetros cinéticos de 

crecimiento ajustando mediante regresión lineal el radio de las colonias frente al tiempo. 

El cambio del inóculo concentrado al de una sola espora dio lugar a un retraso en la fase 

de latencia de 3-5 días, obteniéndose también mayores velocidades de crecimiento para 

el inóculo concentrado. En cuanto a los modelos probabilísticos, se obtuvo un retraso de 

varios días (entre 6-12), tanto para el crecimiento como para la producción de AFB1, 

cuando las estimaciones se realizaron a partir de los modelos obtenidos del estudio de 

las colonias originadas a partir de una sola espora en lugar de a partir del inóculo 

concentrado. Dependiendo de la concentración de esporas empleada para generar los 

datos se puede llegar a una sobreestimación del crecimiento o de la presencia de AFB1. 

Las diferencias observadas muestran la necesidad de estandarizar la concentración de 

los inóculos a la hora de generar datos en micología predictiva, con el fin de obtener 

unos resultados lo más representativos posible de una contaminación real.  

Palabras clave: aflatoxinas, inóculo, micología predictiva, Aspergillus flavus. 
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VALIDACIÓN DE UN MÉTODO ANALÍTICO POR LC -MS/MS PARA LA 

CUANTIFICACIÓN SIMULTÁNEA DE 10 TRICOTECENOS EN LECHE DE 

VACA  

 

M.E. Flores-Flores, E. González-Peñas 

 

Universidad de Navarra. Facultad de Farmacia y Nutrición. Dpto. Química Orgánica y 

Farmacéutica. C/Irunlarrea 1, 31008 Pamplona. Navarra. 

 

mgpenas@unav.es 

 

El género Fusarium es uno de los principales productores de micotoxinas en climas 

templados, especialmente de tricotecenos. Estos compuestos aparecen frecuentemente 

en cereales y alimentos derivados, por ejemplo para rumiantes. Se considerael rumen 

como una barrera frente a las micotoxinas. Sin embargo, estos compuestos pueden ser 

absorbidos y llegar a la leche ya que algunos no sufren metabolismo ruminal, y 

enfermedades de los animales o una contaminación alta en forrajes y piensos podrían 

hacer que atravesaran esta barrera.La leche es un alimento muy consumido y por toda la 

población, incluyendo los niños, grupo especialmentevulnerable a los tóxicos.Así, el 

control de compuestos tóxicos en la leche tiene gran importancia en temas de seguridad 

alimentaria. Para realizar este control, así como otros estudios, como por ejemplo de 

transferencia de micotoxinas a la leche,se necesitan métodos analíticos adecuados. De 

entre las micotoxinas, la presencia más estudiada en la leche es la de la aflatoxina M1, 

ya que es la única micotoxina regulada por la UE en esta matriz. Hay muy pocos 

estudios acerca de la presencia de tricotecenos en leche. Se presenta el desarrollo y 

validación de un método analítico empleando LC-MS/MS para la determinación 

simultánea de 10 tricotecenos en leche de vaca: nivalenol, deoxinivalenol, deepoxi-

deoxinivalenol, 3-acetildeoxinivalenol, 15- acetildeoxinivalenol, neosolaniol, 

diacetoxiscirpenol, fusarenona-x, y las toxinas T-2 y HT-2. El tratamiento de la leche 

incluye una extracción de las micotoxinas con acetonitrilo acidificado y posterior 

separación de la fase acuosa del extracto con acetato de sodio. En la comunicación se 

hará especial referencia al proceso de validación del método desarrollado,  incluyendo  

el procedimiento llevado a cabo para el estudio de los parámetros: linealidad e intervalo, 

límites de detección y cuantificación, precisión y exactitud (tanto en condiciones de 

repetibilidad como de precisión intermedia), recuperación, efecto matriz y estabilidad. 

Palabras clave: Micotoxinas; Tricotecenos; leche de vaca; LC-MS/MS; Validación. 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

PRESENCIA DE MICOTOXINAS DE FUSARIUM EN PANES COMERCIALES  
 

A.Vidal1, M. De Boevre2, V. Sanchis1, S. Marín1, A. Ramos1, X. Pascari1, S. De 

Saeger2. 
 

1Unidad de Micología Aplicada, Departamento de Tecnología de Alimentos, Universitat 

de Lleida. UTPV-XaRTA, Agrotecnio Centre. Av. Rovira Roure, 191. 25198 Lleida. 
2 Laboratory of Food Analysis, Department of Bioanalysis, Faculty of Pharmaceutical 

Sciences, Ghent University, Ottergemsesteenweg 460, 9000 Ghent, Belgium. 
 

arnau.vidal@tecal.udl.cat 
 

Los productos a base de cereales representan una de las principales vías de 

exposición a las micotoxinas. Estas toxinas pueden encontrarse en los alimentos en 

forma libre o conjugada. Las micotoxinas conjugadas encontradas en los panes pueden 

ser producidas por los hongos, por las plantas o durante el proceso de elaboración de los 

mismos. Estas micotoxinas, que no son muy conocidas, pueden ser transformadas a sus 

formas libres durante la digestión, pudiendo ser un problema adicional para la salud del 

consumidor al no ser detectadas en los análisis rutinarios. Es por esta razón que el 

objetivo de este trabajo fuecuantificar 9 micotoxinas producidas por hongos del género 

Fusarium:deoxinivalenol(DON), deoxinivalenol-3-glucósido (DON-3-glucósido), 3-

acetildeoxinivalenol (3-ADON), 15-acetildeoxinivalenol (15-ADON), 

zearalenona(ZEA), Ŭ-zearalenol (Ŭ-ZEA), ɓ-zearalenol (ɓ-ZEA), zearalenona-14-

glucósido (ZEA-14-glucósido) ynivalenol(NIV) en 56 muestras de pan procedente del 

mercado españolque contenían diferentes cereales.El análisis se realizó mediante 

cromatografía líquida con detector de masas (LC-MS/MS). Los resultados obtenidos 

muestran que todos los compuestos analizados fueron detectados en alguno de los panes 

estudiados,siendo el NIV (46%) y el DON (21%) las micotoxinas más abundantes con 

unas concentraciones medias de 272,3 ng/g y 38,4 ng/g respectivamente. El DON-3-

glucósido fue el conjugado de DON más habitualmente encontrado (8.9%), con una 

concentración media (ὼӶ) de 21,8 ng/g. La presencia de ZEA fue escasa (12,5%), y, 

además, se detectóa una baja concentración (ὼӶ=5,4 ng/g). Entre los conjugados de la 

ZEA, el Ŭ-ZEA fue elmás común (41%), aunque su concentración también fuebaja 

(ὼӶ=17,7 ng/g). Los resultados obtenidos demuestran la importancia de realizar el control 

de las micotoxinas, tanto en su forma libre como conjugada, en los alimentos a base de 

cereales con la finalidad de conocer la exposición real de los consumidores a las 

micotoxinas a través de este producto tan importante en nuestra dieta.  

Palabras clave: deoxinivalenol, zearalenona, micotoxinas conjugadas, pan, cereales. 
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Due to the matrix complexity for wheat based products, a comparative study of 

different rapid extraction procedures was performed for the extraction of enniatins 

(ENA, ENA1, ENB, ENB1) and beauvericin (BEA) in flour, pasta, breakfast cereals 

and biscuits. For this purpose, three different approaches were studied during the 

extraction and purification steps (shaker with acetonitrile:water, Ultra-Turrax with 

acetonitrile, QuEChERS with acetonitrile:water and salts) for each matrix. Liquid 

chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) with electrospray 

source working in a positive mode was used. The three methods were tested in terms of 

linearity, recovery, matrix effect, precision, limit of detection (LD) and limit of 

quantification (LQ). According to the analytical results, UltraTurrax extraction was 

chosen as the best method, having the best values for recovery, precision and matrix 

effect. For this method, the validation values were: coefficients of correlation in the 

range 0.995-0.999; LQs between 2 ɛg kg-1 (ENB, ENB1) and 12 ɛg kg-1 (BEA); 

recovery, carried out in the four matrixes using blank samples spiked at three different 

concentrations (LQ, 2LQ and 10LQ), from 71 to 119% and relative standard deviations 

for intraday and interday precision lower than 18%; matrix effect revealing a signal 

enhancement (between 108 and 128%) for all mycotoxins, except ENB which presented 

signal suppression (between 79 and 90%). In conclusion, optimal values were reached 

using the Ultra-Turrax extraction. This method, could be applied for the analysis of 

wheat-based products, helping the monitoring process of emerging mycotoxins presence 

in food.  
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La bioconservación es una aplicación biotecnológica que consiste en el empleo de 

microoganismos o sus productos metabólicos en los alimentos para inhibir el 

crecimiento microbiano, con el objetivo de mejorar la seguridad alimentaria y extender 

la vida útil de los alimentos. El uso de metabolitos secundarios producidos por 

microorganismos para la conservación de los alimentos está ganando cada vez más 

interés para la industria alimentaria con el objetivo de reemplazar los aditivos de 

s²ntesis. La Ů-Polilisina (Ů-PL) es un polipéptido formado por la unión de unos 20-25 

residuos de L-lisina por enlaces peptídicos entre el grupo carboxílico y amino épsilon. 

En este estudio, biofilms de almid·n con Ů-PL a distintas concentraciones se testearon 

frente a tres hongos micotoxigénicos Aspergillus parasiticus, Penicillium expansum y 

Fusarium verticillioides utilizando el ensayo Kirby-Bauer (método antibiograma). A 

parte de determinar cualitativamente la actividad antif¼ngica de los biofilms de Ů-PL, se 

realizó un estudio cuantitativo aplicando estos biofilms en alimentos. Se emplearon los 

biofilms de Ů-PL como dispositivos antimicrobianos de envasado en la conservación de 

pan inoculado con esporas de A. parasiticus y P. expansum, y se realizó un seguimiento 

de la vida útil de estos. A continuación, se realizó un estudio microbiológico de los 

panes, realizando recuentos en placa de esporas viables tras los siete días de 

conservación, y una determinación de micotoxinas de las muestras de pan mediante CL-

MS en tándem. Los resultados evidencian que los biofilms presentan una actividad 

fungistática frente a P. expansum y actividad fungicida frente a F. verticillioides y A. 

parasiticus en placa. Los panes con biofilms de Ů-PL presentaron un alargamiento de la 

vida útil entorno a 1-3 días respecto al control. En cuanto al análisis microbiológico se 

obtuvieron reducciones significativas del crecimiento fúngico de 1.42-2.73 log UFC/ml 

para ambos hongos micotoxigénicos. Los resultados del análisis de las AFs evidencian 

que todos los panes con biofilms de Ů-PL presentan una reducción media en el 

contenido de AFs del 97.76%. 

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, bioconservación, actividad antifúngica, vida 

útil pan. 
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Chemical compounds with different mode of action have been used for decades in 

the control of fungal diseases in agriculture. However, the indiscriminate and excessive 

use of fungicides in crops has been a major cause of the development of resistant 

pathogenic and toxigenic fungi, resulting in the use of higher concentrations and the 

consequent increase of toxic residues in food products. The development of new, safe, 

biodegradable and effective alternatives to reduce the utilization of synthetic chemical 

fungicides in food is needed. Metabolites produced by plants are a promising alternative 

because plants produce a wide variety of compounds, either as part of their development 

or in response to stress or pathogen attack. In recent years, essential oils have attracted 

increasing interest because many of them are considered GRAS (ñGenerally Recognized 

As Safeò) by the FDA. The aim of this work was to study the effect of essential oils: 

oregano, cinnamon and their major active constituents, carvacrol and 3-phenyl-2-

propenal cinnamaldehyde, respectively on: i) control of growth of A. flavus and A. 

parasiticus, and ii) control of aflatoxin production by these two species in corn-based 

medium under different environmental conditions. The effect of essential oils on fungal 

growth rate and the effective doses 50 (ED50) and 90 (ED90) were determined in solid 

medium in direct contact with the mold. The antifungal and anti-aflatoxigenic activity 

of the different oils was assayed at 0.95 and 0.99 aw and at 25 ºC and 37 ºC. The 

effectiveness tocontrol fungal growthand aflatoxin production decreased in the 

following order: cinnamaldehyde> carvacrol >oregano>cinnamon. Hence, 

cinnamaldehyde and carvacrol were the most active agents, with the lowest EDs. The 

activity of the different oils was dependent on the fungal species, aw of substrate and 

environmental temperature. 
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La proteína antifúngica PgAFP, producida por Penicillium chrysogenum,inhibe a 

Aspergillus flavusaflatoxigénico en medio de cultivo y embutidos. Sin embargo, 

PgAFP no lo inhibe en queso, lo cual podría deberse a la presencia de cationes. Para 

esclarecer este hecho, se evaluó la actividad de PgAFP frente a A. flavusen presencia 

de distintos cationes.El potasio no afectó al efecto antifúngico, mientras que los 

cationes divalentesCa+2 y Mg+2 disminuyen este efecto drásticamente. La 

permeabilidad de A. flavus incrementó con0,1 M CaCl2, no viéndose alterada tras la 

adición de PgAFP. En presencia de 0,1 M CaCl2, PgAFP sólo se localizó en la capa 

externa de A. flavus, perono alteró la actividad metabólica, deposición de quitina, 

niveles de especies reactivas de oxígeno y viabilidad de las hifas.Losanálisis de 

proteómica comparativa revelaron cambios en el proteomade A. flavus por efecto de 

PgAFP en medio enriquecido con 0,1 M CaCl2.Con PgAFPaumentaron125 

proteínasrelacionadas con diversas rutas metabólicas, incluyendo el estrés oxidativo. 

Además, 70 proteínasdisminuyeron su abundancia, muchas de ellas involucradas en la 

biosíntesis de metabolitos secundarios. Estos cambios descartarían el bloqueo de 

receptores de PgAFP en A. flavuscomo causa de la ausencia de actividad antifúngica. 

De hecho,la resistencia de este mohofrente aPgAFP en presencia de0,1 M CaCl2parece 

estar mediada por la calcineurin Ca2+-bindingregulatorysubunitCnaB, por la G-

proteincomplex ɓ subunitCpcB yla g-glutamyltranspeptidase,relacionadas con la 

conservación de la integridad de la pared celular y con la respuesta alestrés oxidativo, 

impidiendo la apoptosis. Por lo tanto, la aplicación individual de PgAFP no es eficaz 

frente aA. flavus en productos ricos en calcio, en los que debe contemplarse como 

estrategia alternativa la utilización conjunta de cultivos protectores. 

Agradecimientos: Trabajo financiado por el Ministerio de Economía y Competitividad, 

Gobierno de Extremadura y FEDER (AGL2010-21623, AGL2013-45729-P, GR15108). 
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Las condiciones ambientales en las que tiene lugar la maduración de los 

embutidos crudos-curados pueden favorecer el desarrollo de una población fúngica en 

la superficie de estos productos. Algunos de esos mohos son beneficiosos, sin 

embargo, muchos de ellos son capaces de producir micotoxinas. El pimentón 

constituye uno de los ingredientes característicos en la formulación de embutidos 

crudos-curados y la adición del mismo podría influir en el crecimiento y la producción 

de micotoxinas de los mohos presentes en estos productos. El objetivo del estudio ha 

sido evaluar el efecto del pimentón sobre el crecimiento de mohos toxigénicos, así 

como su capacidad de producción de ocratoxina A (OTA), aflatoxina B1 (AFB1) y 

aflatoxina G1 (AFG1). Se empleó una cepa de Penicillium nordicum (Pn4) productora 

de OTA y otra de Aspergillus parasiticus (CECT2682) productora de AFB1 y AFG1. 

Los mohos se cultivaron en un medio de cultivo elaborado a partir de carne liofilizada 

y adicionado con diferentes concentraciones de pimentón (1, 2 y 3%) a diferentes 

valores de actividad de agua (0,98, 0,94 y 0,87) y temperatura (20ºC en el caso de P. 

nordicum y a 25ºC para A. parasiticus) habituales en el proceso de maduración de los 

embutidos crudos-curados. Los cultivos se incubaron durante 10 días, evaluándose el 

crecimiento midiendo el diámetro de la colonia cada 24 horas, y la producción de 

micotoxinas mediante UHPLC-MS/MS cada 2 días. Los resultados mostraron cómo el 

pimentón influye en el crecimiento de los mohos, de tal forma que el desarrollo tanto 

de A. parasiticus como de P. nordicum es mayor a medida que se incrementa la 

concentración de pimentón. Sin embargo, a una actividad de agua de 0,98, se observan 

menores producciones de OTA y aflatoxinas cuando la concentración de pimentón es 

de un 3%. El uso del pimentón en embutidos crudos-curados favorece el crecimiento 

fúngico mientras, que en determinadas condiciones de maduración (aw 0,98) puede 

reducir la producción de OTA y aflatoxinas. 

Palabras clave: aflatoxinas, OTA, pimentón, productos crudos-curados. 
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Durante el proceso de maduración del jamón curado es habitual la presencia de 

una población de mohos en su superficie, entre los que se encuentran las especies 

Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticusproductoras deaflatoxinas (AFs). Estas 

micotoxinas tienen una elevada toxicidad, por este motivo sería importante determinar 

si las condicionales ambientales propias del procesado de este producto influyen sobre 

el crecimiento de estos mohos y la producción de AFs. El objetivo de este trabajo 

fueevaluar la influencia dela actividad de agua(aw)y la temperaturasobre el 

crecimiento,dedos cepas de A. parasiticus y dos cepas de A. flavusy la producción de 

AFsen medios de cultivo elaborados con carne (MBA) y jamón curado (DHA). En 

primer lugar, se evaluóen las cuatro cepas el efecto de la aw a temperatura constante 

(25 ºC). A continuación, una vez seleccionada una cepa de cada especie en base a los 

diferentes perfiles de crecimiento y producción de AFB1, éstas se incubaron a 25, 20, 

15 y 10 ºC y 0,95, 0,90 y 0,85 aw. A. flavuspresentó fases de latencia más cortas que A. 

parasiticus; sin embargo, las velocidadesde crecimiento fueron similares. Para ambas 

especies, el crecimiento óptimo se produjo a 25 ºC y 0,95 aw. Ambas cepas produjeron 

AFs cuando la temperatura y la aw eran Ó 15 ÜC y Ó 0,90 aw. Estos resultadospodrían 

ayudar en la toma de decisiones en relación con la temperatura y la awpara minimizar 

la contaminación de AFs durante la maduración del jamón curado. 
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Las micotoxinas son compuestos altamente tóxicos cuyo origen se encuentra en el 

metabolismo secundario de distintas especies de hongos, entre las que destacan los 

géneros Aspergillus, Penicilium, Fusarium, Claviceps y Alternaria. La mostaza es una 

especia elaborada a partir de semillas de varias plantas de la familia de las 

Brassicaceae, empleada frecuentemente en gastronomía por sus propiedades 

organolépticas y terapéuticas. En este estudio se evaluó el potencial antifúngico de 

extractos de harinas de mostaza tanto amarilla (Sinapsis. alba) como oriental (Brassica 

juncea) para inhibir el crecimiento de diversos hongos micotoxigénicos. Para ello los 

dos tipos de harinas fueron sometidas al siguiente procedimiento. En primer lugar se 

dispuso 1 g de harina junto a 25 mL de agua destilada y fueron homogeneizados 

mediante ultraturrax (11000 rpm, 3 min), para a continuación centrifugar (2500 rpm, 

15 min, 4 ºC) y filtrar a vacio con filtro de celulosa. Este extracto se concentró por 

liofilización, y se llevo a cabo un ensayo cualitativo de su actividad antifúgica 

depositando 10 uL de concentrado sobre placas de medio PDA sembradas con hongos 

de los géneros Aspergillus, Penicilium y Fusarium. En una segunda etapa, a partir de 

ese mismo extracto sin liofilizar, se procedió a una extracción tipo QuEChERS (Quick, 

Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) y posterior caracterización de los 

compuestos responsables de dicha actividad mediante Cromatografía Liquida de Alta 

Resolución (HPLC). Los resultados mostraron una significativa actividad antifúngica 

del extracto procedente de la harina de mostaza amarilla frente a todos los hongos 

ensayados. 
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El maíz (Zea mays L.) es un cultivo susceptible de ser contaminado por 

Aspergillus flavusen las etapas de pre-cosecha y post-cosecha con el consiguiente 

riesgo de acumulación de micotoxinas dependiendo de las condiciones de temperatura 

y actividad de agua (aw). El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto que las 

diferentes condiciones ambientales aw y temperatura relacionadas con estas etapas 

sobre el crecimiento de A.flavusy en la producción de aflatoxina B1 (AFB1).En este 

estudio se evaluó en un medio elaborado a partir de maízel efecto de la aw(0.99, 0.95 y 

0.90) y de la temperatura (20, 25 y 30ºC) sobreA.flavusproductor de aflatoxinas 

durante 10 días de incubación. Posteriormente, se utilizó un sistema modelo con maíz 

en el que se inoculóA.flavus, siendo las condiciones ambientales de aw 0.97 y 25ºC 

durante 10 días. La recogida de muestras para determinar la producción de AFB1se 

llevó a cabo al final del tiempo de incubación, mientras que el muestreo para 

determinar la expresión del gen aflP, implicado en la biosíntesis de AFB1, se realizó a 

los días 2, 4, 6, 7, 8 y 9.Los resultados obtenidos en el medio de cultivo, manifestaron 

que A. flavusprodujo AFB1cuandoawÒ 0.95 y T = 20ºC. Por otro lado, con respecto a la 

expresión relativa del gen aflP, los resultados mostraron como la expresión máxima se 

obtuvo en los días 6 y 8, disminuyendo posteriormente en el día 9. De ello se deduce 

que, dado que la expresión del gen aflPfue anterior a la producción de AFB1, ésta 

puede utilizarse como un buen indicador del riesgo de producción de AFB1 por A. 

flavus en maíz y ser utilizado para disminuir el peligro asociado a AFB1en el producto 

final.  
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R. Martin 

 

Resp. Biología FACSSA-Prolongo 

 

FACCSA-PROLONGO, fundada originalmente en 1.820, se dedica tanto a la 

elaboración y comercialización de carnes frescas (FACCSA), como a la elaboración y 

comercialización de  embutidos (PROLONGO), tanto cocidos como curados. 

En la elaboración de embutidos curados, se distingue entre productos curados con 

recubrimiento de moho y productos curados sin recubrimiento de moho. En la 

elaboración de los productos con recubrimiento de moho, una vez las piezas son 

embutidas, se realiza el sembrado de las piezas por inmersi·n en un ñba¶oò  de 

preparado de moho, compuesto por medio acelerador y moho liofilizado, un 

penicillium que genera un micelio blanco, de aspecto lanoso y desarrollo homogéneo. 

El uso del moho de recubrimiento proporciona a los productos PROLONGO (Fuet, 

Salchichón Málaga, Salchichón Casero) un sabor dulce característico y único que los 

identifica, les confiere un aspecto tradicional y atractivo para el consumidor, favorece 

el correcto secado y conservación del producto, y evita la aparición de mohos 

indeseables. Para que este proceso se desarrolle adecuadamente se recomienda 

mantener una cepa de moho de recubrimiento bien identificada, definida y aislada, 

realizar los procesos con higiene y buenas prácticas, limpieza y desinfección adecuada 

y constante de secaderos, barras y andamios donde se realiza la curación de los 

productos con recubrimiento de moho y acondicionar el secadero a una humedad y 

temperatura favorable para el desarrollo de moho deseable y perjudicar el desarrollo 

de los indeseables. 
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Many studies have been conducted worldwide to distinguish between the different 

types of diseases caused by Fusarium spp. in maize. Particularly, 

Fusariumverticillioides, F.proliferatum, and F.subglutinans are the major causative 

agents of pink ear rot, while F.graminearum, F.culmorum, F.cerealis, and F.avenaceum 

are often associated with red ear rot. Pink ear rot is presented frequently in regions with 

cooler climates and red ear rot in regions with moderate-high temperatures. New 

scenarios associated to climate change will have direct impact on ear rot in maize crops 

and in the occurrence, levels and types of mycotoxins in the cereal. Two species, 

F.graminearum and F. culmorumare of concern in Spain because they may produce a 

range of toxins, particularly type B-trichothecenes. In this work, a full factorial design 

was applied to study the potential impact of temperature and water activity on the 

production of type B trichothecenes in maize kernels contaminated in vitrowith isolates 

of F. graminearumand F. culmorumfrom Spanish maize grown in different agro-climatic 

regions. 

Maizekernels, previously analyzed to ensure they had undetectable levels of type B 

trichothecenes, were placed in Erlenmeyer flasks and autoclaved for 20 min at 121 ºC. 

Then, the water activity was adjusted to 0.95 and 0.98 by addition of sterile distilled 

water using a moisture adsorption curve and the grains were inoculated with three 3-mm 

agar disks taken from the margin of a 5-7-day-old growing colonies of F. graminearum 

and F. culmorumand incubated at 16, 22 and 28 ºC. 

All the studied isolates belonged to the deoxynivalenol (DON)/3-acetyl-

deoxynivalenol (3-ADON) chemotype. DON and 3-ADON production was very 

significantly affected by the three single factors (P < 0.001). The interaction 

temperature x isolate was also significant (P< 0.001 for DON and P< 0.01 for 3-

ADON). 

Acknowledgements: Financial support from FEDER and MINECO (Spanish Government) 

(Project AGL2014-53928-C2-1-R) is gratefully acknowledged. 
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HT-2 toxin (HT2) and T-2 toxin (T2) are type A trichothecenes produced 

predominantly by F. sporotrichioidesand F. langsethiae in cereals. Deoxynivalenol 

(DON) and nivalenol (NIV) are type B trichothecenes produced predominantly by F. 

culmorumand F. graminearum. Isolates of the two last species are either DON or NIV 

producers. DON producers are referred to as type 1 chemotype. This chemotype is 

further divided into 1A and 1B, depending on the acetylated DON that is produced as a 

co-contaminant, 3- or 15-acetyl DON, respectively. The trichothecene toxicity has been 

evaluated and the European Commission has set legislative limits for DON. A combined 

limit for HT2 + T2 will be introduced in the near future, although, currently there are 

recommendation about tolerable levels of the sum of both toxins in cereals in the EU.  

The most frequently applied techniques for the determination of trichothecenes are 

GC with electron capture or MS detection as well as LC with fluorescence detection 

after derivatization or with tandem MS detection. However, LC coupled with UV 

detection little has been used. Due to the relevance of these mycotoxins in cereals, 

especially in oat crops, the aim of this work was to develop a new, rapid, cheap and easy 

method for the determination of type A and type B trichothecenes in oat grains by LC-

DAD. Therefore, a study of different clean-up procedures and liquid chromatographic 

conditions was performed. With regard to clean-up procedures, various cartridges 

containing different mixtures of sorbent materials were prepared in the laboratory and 

their performances were compared.  

The best results (recoveries, limits of detection and cleaner chromatograms) were 

obtained using alumina-charcoal-C18 silica-silica gel-C8 silica-ion exchange silica 

column in the clean-up step. 

Acknowledgements: Financial support from FEDER and MINECO (Spanish 

Government) (Project AGL2014-53928-C2-1-R) is gratefully acknowledged 
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Las micotoxinas son metabolitos secundarios de origen fúngico que se encuentran 

contaminando alimentos principalmente de origen vegetal. Los piensos destinados a la 

alimentación animal incluyen en su composición materias primas susceptibles de 

contaminación por hongos y, por tanto, por micotoxinas, como los cereales y otras 

fuentes energético-proteicas de origen vegetal, aumentando el riesgo de contaminación 

por micotoxinas (Nizza & Piccolo, 2009).  

El hecho de que los piensos estén contaminados con micotoxinas, implica que éstas 

puedan estar presentes en los tejidos animales, bien como la molécula original o como 

metabolitos. Algunos estudios indican la presencia de micotoxinas o sus metabolitos en 

productos de origen animal como leche, huevo y carne, entrando así en la cadena 

alimentaria y llegando al consumidor final (Yiannikouris & Jouany, 2002; Jestoi, Rokka 

& Peltonen, 2007; Jestoi, Rokka, Järvenpää, & Peltonen, 2009; Zhao et al., 2015).   

En un estudio previo llevado a cabo en nuestro laboratorio, se ha detectado la 

presencia de eniatinas (ENs) y beauvericina en piensos de piscifactoría y, también en 

muestras de lubina, dorada, salmón y trucha, procedentes de la acuicultura (Tolosa, 

Font, Mañes & Ferrer, 2014). Actualmente se están llevando a cabo análisis 

multirresiduo (233 micotoxinas) empleando la cromatografía líquida acoplada a 

detectores de masa de tiempo de vuelo (TOF). Mediante el empleo de la misma se han 

sometido a análisis muestras de salmón de acuicultura, detectando hasta un total de 40 

micotoxinas en las diferentes muestras analizadas y 4 nuevas moléculas no 

identificadas. Dado que esta técnica puede ser empleada para la elucidación estructural, 

identificación y caracterización de compuestos por masa exacta, se considera necesario 

el empleo de ésta con el fin de elucidar e identificar los compuestos detectados no 

identificados hasta el momento. 

Palabras clave: productos de origen animal, micotoxinas, cromatografía líquida, pescado. 
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Las micotoxinas son contaminantes de los alimentos relacionados con efectos 

nocivos sobre la salud como carcinogénesis, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad o 

inmunosupresión. La evaluación de la exposición humanaa las micotoxinas se puede 

llevar a cabo de manera indirecta a través delanálisis de orina. Sin embargo, debido a 

los bajos niveles de micotoxinas detectados en muestras biológicas, el desarrollo de 

métodos analíticos sensibles y precisos para la determinación de micotoxinas y sus 

metabolitos en orina es un paso esencial. En este estudio un método de microextracción 

dispersiva líquido-líquido (DLLME) ha sido optimizado y validado para el análisis 

cuantitativo de 11 micotoxinas (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, OTA, ZEA, BEA, EN A, 

EN B, EN A1 y EN B1) en orina humana por cromatografía líquida-espectrometría de 

masas en tándem (CL-EM/EM). La influencia de diferentes condiciones de extracción; 

tamaño de la muestra, tipo y volumen de disolventes, y adición de sales, fue evaluada 

con objeto de obtener el máximo rendimiento en la extracción de las micotoxinas de 

estudio. Una vez optimizado, el método fue validado de acuerdo a lo establecido en el 

documento SANCO 1495/2011. La exactitud se evaluómediante el ensayo de 

recuperación a cuatro niveles de concentración analizadas por triplicado. La precisión 

intradía e interdía se determinó mediante el cálculo de la desviación estándar relativa 

(RSD%) de triplicados (repetibilidad),analizados en tres días diferentes no consecutivos 

(reproducibilidad). Los límites detección (LODs) y cuantificación (LOQs) fueron 

calculados como la concentración correspondiente a laseñal/ruido 3 y 10, 

respectivamente.El método DLLME mostró valores satisfactorios de recuperación (73-

113%), reproducibilidad (RSD<12%) y repetibilidad (RSD<15%), conLODs (0,005-2 

ɛg/L) y LOQs (0,1-4 ɛg/L) acorde a las necesidades de sensibilidad requeridas. Dicho 

método será aplicado al análisis de muestras reales de orina de voluntarios sanos para 

estimar la exposición humana a micotoxinas. 
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Competitividad (AGL2013- 43194-P; BES-2014-068039) 
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Penicilliumgriseofulvumis associated in stored apple fruits with blue mould decay, 

the most important postharvest disease of pome fruit worldwide. Thispathogen has the 

ability to simultaneously produce both detrimental and beneficial secondary metabolites 

(SM). In order to gain insight into SM synthesis in P. griseofulvumin vitro and during 

disease development on apple, we sequenced the genome of P. griseofulvum strain PG3 

and analysed some important SM clusters present in the studied strain. The analysis of 

the sequenced PG3 genome (29.3 Mb) shows that P. griseofulvumbranched off after the 

divergence of P. oxalicum but before the divergence of P. chrysogenum. Genome-wide 

analysis of P. griseofulvum PG3 genes revealed a complete putative gene cluster for 

patulin biosynthesis, and partial griseofulvin and roquefortine C clusters. Besides the 

bioinformatics analysis of these gene clusters, we quantified the SM production in vitro 

and on apple fruits during the course of infection. Furthermore, the SMs detected in 

infected apple were examined by studying the expression kinetics of their key genes 

under controlled conditions. In addition, we found additional SM clusters in PG3, 

including those potentially responsible for the synthesis of penicillin, yanuthone D, 

cyclopiazonic acid and predicted a cluster that may be responsible for the synthesis of 

chanoclavine I. These findings provide relevant information to understand the molecular 

basis of SM biosynthesis in P. griseofulvum and this resource will allow further 

research directed to the overexpression or blocking of specific SM synthesis. 

Palabras clave:Penicillium griseofulvum, blue mold, patulin, roquefortine C, griseofulvin. 
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El objetivo de este trabajo es desarrollar un método analítico rápido y sensible para el 

análisis de Ocratoxina A, OTA,  puesto que se trata de un carcinogénico del grupo 2B 

(IARC) producido por mohos ocratoxigénicos con bastante presencia en ensilados para 

alimentación animal. El método se basa en una etapa de extracción de OTA del 

ensilado, mediante un tratamiento directo con disolvente orgánico, evaporación a 

sequedad y reconstitución en acetonitrilo, sin etapa de clean-up;  y una segunda etapa de 

análisis instrumental, mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 

masas con tecnología de trampa de iones, LC-MS-IT. La parte de LC es una elución en 

gradiente convencional con fase A (5mM formiato amónico y 0,1% ácido fórmico) y 

fase B (acetonitrilo). En la parte del MS, se exploró la posibilidad de fragmentaciones 

de masas en tándem, MSn,  que permite el detector de trampa de iones, dado el elevado 

peso molecular de la OTA (403 uma). Así se desarrolló un método de MS3 en 

ionización positiva. El ion precursor es m/z = 404, el ion de cuantificación m/z = 341 

con los cualificadores m/z = 239 y 257. El método instrumental presentó una adecuada 

sensibilidad con un límite de cuantificación de 0.5 µg/L (ppb), basado en la relación 

señal/ruido; y la repetitividad (intra-day) presentó una desviación estándar relativa 

inferior a 10%. Se prepararon dos rectas de calibrado entre 0.5-15 µg/L (ppb) una en 

disolvente y otra en matriz (matrix-match), presentando un R2>0.99 y de la 

comparación de las pendientes de ambas rectas  se denota un importante efecto matriz, 

por lo que se selecciona el calibrado en matrix-match para el análisis en rutina. Para la 

cualificación se utilizó las relaciones iónicas del ión de cuantificación y los 

cualificadores. La selectividad del método instrumental fue comparada con la 

fragmentación MS2 (m/z 404->358), presentando más ruido de fondo y menor 

sensibilidad que MS3. El método instrumental también se aplicó al análisis de rutina de 

ensilados extraidos sin clean-up y a extractos de medio de cultivo, también sin clean-up, 

presentando una adecuada sensibilidad y selectividad en ambos casos proporcionada por 

el modo de trabajo de MS3. 

Palabras clave:  Ocratoxina A, ensilados, trampa de iones, MS3 

 

 



33 
 

BIOTRANSFORMACIÓN DE LA OCRATOXINA A POR CELULAS CACO -2 Y 

HEPG2 EN UN SISTEMA TRANSWELL 

 

C.A. González-Arias1,2, S. Marín1, A.E.Rojas-García2, V. Sanchis1, A.J. Ramos1. 

 
1Unidad de Micología Aplicada. Departamento de Tecnología de Alimentos, 

Universidad de Lleida. UTPV-XaRTA, Agrotecnio Center. Av. Rovira Roure, 191. E-

25198 Lleida, España. 
2Universidad Autónoma de Nayarit, Secretaría de Investigación y Posgrado. Boulevard 

Tepic-Xalisco s/n, Cd. de la Cultura Amado Nervo, C.P. 63190 Tepic, Nayarit, México. 

 

ajramos@tecal.udl.es 

 

La ocratoxina (OTA) es una micotoxina producidapor algunas especies de los 

géneros Aspergillus y Penicillium. La presencia de OTAha sido descritaa nivel mundial 

en alimentos contaminados por estos mohos, siendo el grupo de alimentos 

principalmente afectado los cereales, así como sus productos derivados, y bebidas con 

importancia económica como el vino y la cerveza. La OTA se ha descrito como un 

frecuente contaminante natural en los alimentos, y los estudios que han evaluado los 

efectosde la OTA in vitro e in vivo han demostrado que la OTA tiene propiedades 

citotóxicas, genotóxicas e inmunotóxicas. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar la citotoxicidad, el transporte de la OTA y su 

biotransformación en un sistema Transwellusandocélulas Caco-2 y 

HepG2simultáneamente, para simularel paso a través de la membrana intestinal y el 

metabolismo a nivel hepático. Se realizaron tratamientosdurante 3 hcon tres 

concentraciones de OTA (5, 15 y45 mM). La evaluación de la citotoxicidad se realizó 

mediante el ensayo MTS en ambas líneas celulares. Para la detección de la OTA y la 

identificación de sus metabolitos se analizó el medio de cultivo mediante UHPLC/MS-

MS. 

Los resultados mostraron que las concentraciones de OTA utilizadas no causaron 

citotoxicidad a las 3 h.Además, la OTA no incrementó la permeabilidad de la membrana 

a las dosis utilizadas, pero se determinó que laconcentración de OTA disminuyóen un 

intervalo del 39-53% en la cámara apical, respecto a la concentración inicial. Los 

metabolitos identificados a las 3h fueron principalmente la OTAmetil éster y OTA-

GSH, mientras que a las 12 y 24 h aparecieron, además, otros metabolitos como la OTB 

y la OTA etil éster. 
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A study was carried out on the co-occurrence of emerging Fusarium mycotoxins: 

Enniatins (EN A, EN A1, EN B, EN B1) and Beauvericin (BEA) in 52 samples of barley 

from Tunisia. The present work is the first one ever drafted exclusively on the co-

occurrence of the emerging Fusarium mycotoxins in Tunisian barley. Barley samples 

(n=52) were collected in 2016 and were analyzed using a solid-liquid extraction using a 

mixture of acetonitrile:water (84:16, v/v) developed by Juan et al. (2013) and 

determinate by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Results showed that 

36% of total samples were contaminated with at least one mycotoxin. In fact, both EN B 

and EN B1 were the most prevalent metabolites showing an incidence of 66% for each 

in positive samples. EN B had an average concentration of 14.8 ng/g and its 

contamination level ranged between 10.3 to 184.5 ng/g, while EN B1 had an average 

concentration of 12.7 ng/g with a contamination level ranging from 7.2 to 162.7 ng/g.   

Co-occurrence reached 66% of positive samples. Although different combinations 

were observed, main combinations were EN B and EN B1 (44% of positive) and En A+ 

EN A1+ EN B and EN B1 (17% of positive). Other combination was observed EN A1+ 

EN B and EN B1 (5% of positive). Such studies are relevant in order to assess the 

toxicity effects produced by the combinations of different mycotoxins and also estimate 

the risk assessment by the co-presence in the same commodities.  
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La mayoría de cereales, como el trigo, el maíz y el arroz, pueden estar contaminados 

por hongos filamentosos y microscópicos que pueden producir diferentes micotoxinas. 

Las micotoxinas son compuestos que pueden causar gran variedad de toxicidad en 

humanos y animales.Algunas micotoxinas tienden a persistir durante la transformación 

y procesamiento de los alimentos y por lo general no se eliminan durante la cocción y 

esterilización. Existen escasos estudios acerca del comportamiento de las micotoxinas 

durante los diferentes procesos de cocción a lo que es sometido el alimento previo a su 

consumo. Se han realizado estudios de tratamientos térmicos para reducir los niveles de 

AFs en arroz, los cuales se mantuvieron en el 83% - 89% del nivel inicial después de la 

cocción, los resultados indican solo una pérdidadel 18%  lo que muestra que las AFs 

son relativamente estables durante el tratamiento térmico al que es sometido el alimento 

(Sakuma et al 2013), además se han detectado otras micotoxinas como zerealenona en 

arroz ylas Eniatinas B en las pastas (Serrano et al 2016). Los alimentos en que se 

encuentran con mayor frecuencia son los cereales. En este estudio se evaluó la presencia 

de micotoxinas en varios platos de alimentos preparados a base de cereales y legumbres. 

Para ello, las micotoxinas se extraen porQuEChERS y la determinación de 16 

micotoxinas se realiza porcromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en 

tándem con trampas de iones(LC-MS/MS-IT).Los resultados ponen de manifiesto la 

presencia de las  micotoxinas:Aflatoxina G2 y Zearalenona y Eniatina B en las muestras 

analizadas a concentraciones del orden de µg/kg. 
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Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by several fungi species and 

represent an important group of contaminants. They have the potential to enter the 

human food chain through carry-over of contaminants from the feed into animal-derived 

products and represent a serious threat to the health of humans and animals all over the 

world. The present study was undertaken to determine 10 mycotoxins including 

aflatoxins B1, B2, G1, G2; enniatins A, A1, B, B1; OTA and BEA in chicken liver 

using liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Samples were collected from 

different supermarkets and shops from Egypt and Spain in the period from March to 

July 2016. Homogenized samples were extracted with acetonitrile followed by 

centrifugation, and purification by dispersive solid phase extraction (d-SPE) before 

being injected into LC-MS/MS. The results showed that aflatoxins were the most 

prevalent mycotoxins followed by enniatins, OTA and BEA. The mean concentration of 

mycotoxins found was ranged from 0.10 to 1.25 µg/kg. Mycotoxins were detected at 

important percentage as follows: AFB1 (28%), AFB2 (52%), AFG1 (60%), AFG2 

(52%), ENNA (8%), ENNA1 (12 %), ENNB (36%), ENNB1 (52%), BEA (12%) and 

OTA (28%). Furthermore, co-occurrence of mycotoxins was found in most of analyzed 

samples, being AFB2, AFG1, AFG2, ENNB1 and ENNB the most frequent 

combination found. Obtained results of this study indicate the importance of continuous 

monitoring mycotoxins in different animal tissues, meat and meat products.  
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Citrinin (CIT) is produced by several species of fungus Penicillium, Aspergillus and 

Monascus. It is generally formed after harvest and occurs mainly in stored grains (as 

rice). In addition to economic losses, CIT contamination entails a risk for human and 

livestock health due to its nephrotoxicity and other chronic effects [1]. Therefore rapid 

and sensitive analytical methodologies for the accurate quantification of CIT are needed 

in order to ensure consumer health and to promote international trade. 

In this study a rapid, simple and effective method for the determination of CIT in rice 

by ultra-high performance liquid chromatography coupled to fluorescence detection 

(UHPLC-FLD) was developed and validated. The separation was performed in a Zorbax 

Eclipse Plus RRHD (50×2.1 mm, 1.8 µm) column, with a mobile phase of water-

acetonitrile containing 2% formic acid, at a flow rate of 0.5 mL/min, a column oven 

temperature of 45°C and an injection volume of 5 µL. FLD was performed with 

excitation/emission wavelengths of 331/500 nm. Extraction of CIT from rice was 

achieved with a simple QuEChERS-based extraction/partitioning process with water 

and acetonitrile and the aid of partitioning salts (4 g MgSO4, 1 g NaCl, 1 g tri-sodium 

citrate dehydrate and 0.5 g sodium hydrogen citrate sesquihydrate). 

The method was fully validated for white rice, using spiked samples, and its 

applicability for brown and red rice was ensured by means of recovery experiments. 

Recoveries ranged from 72.5 to 92.8%, with relative standard deviations lower than 

7.1%. Detection and quantification limits were 1.5 and 5.0 µg kg-1, respectively. The 

method was applied to the analysis of 21 organic rice samples of different varieties 

(white, red and brown) and none of them were contaminated with CIT above the 

detection limit of the method.  
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Las aflatoxinas(AFLs) suponen un grave riesgo para la seguridad alimentaria y 

provocan elevadas pérdidas económicas, contaminando los cultivos en campo y durante 

su almacenamiento. Estas toxinas son producidas sobre los alimentos durante el 

desarrollo de Aspergillus flavusy A. parasiticus, principalmente. La mejor estrategia 

para prevenir las AFLs en alimentos es impedir el crecimiento fúngico. Los fungicidas 

utilizados deben de ser efectivos y duraderos, dado que los productos se almacenan 

durante largos periodos de tiempo en silos. En los últimos años se ha incrementado la 

investigación de alternativas basadas en productos naturales,destacando losaceites 

esenciales (AEs).  

En este estudiose ha evaluado el efecto in vitrodeAEsde Satureja montana 

L.(ajedrea) y Origanumvirens L. (orégano) sobre el crecimiento y la capacidad de 

producir AFLsdeA.flavus(cepa S44-1) en medio CYA suplementado con AEs.Tras 8 

días de incubación a 28ºC, se determinó la tasa de crecimiento y la concentración de 

AFLs(AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2) mediante HPLC.También se evaluó la actividad 

fungicida de estos AEsmanteniendo una suspensión de esporas en contacto directo con 

los AEs durante 24 y 48 horas.Tras este periodo, se lavaron las esporas y se sembraron 

en medio CYA. El crecimiento del hongo se evaluó periódicamente hasta 60 días. 

La tasa de crecimiento de A.flavus en presencia de los AEs estudiados se redujo de 

forma significativa en ambos casos, observándose reduccionesmáximas del 81 y 

77%para orégano y ajedrea, respectivamente a 1.000 ppm. A esta misma concentración, 

laconcentración AFB1 se redujo un93% para orégano y un 81% para ajedrea.Los AEs 

ensayados poseen actividad fungicida frente a A.flavus, ya que las esporasfueron 

incapaces de germinar tras el tratamiento con los AEs, 
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Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos 

(Da Rocha et al., 2014). Estos metabolitos fúngicos son potencialmente tóxicos para los 

animales y los seres humanos, ya que originan efectos biológicos adversos como: 

hepatoxicidad, nefrotoxicidad, actividad inmunosupresora, mutagenicidad, 

teratogenicidad, carcinogenicidad, estrogenicidad y acción diabetógena. Las especies 

fúngicas toxigénicas que se encuentran con mayor frecuencia en los alimentos 

pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Marín et al., 2013). 

Fusarium es responsable de la producción de las denominadas micotoxinas emergentes. 

Acerca de las micotoxinas emergentes existen datos limitados debido a la tardía 

comprensión de su papel como micotoxinas, pero se ha demostrado que las Eniatinas 

(ENs ) y la beauvericina (BEA) poseen efectos citotóxicos (Juan-García et al., 2013). 

Actualmente se siguen consumiendo plantas medicinales debido a razones históricas y 

culturales, por tratarse de productos naturales y por sus diferentes propiedades 

terapéuticas. Hay muy poca información acerca de la presencia de micotoxinas 

emergentes en las plantas medicinales (Hu & Rychlik, 2014) y hasta la fecha su 

presencia solo se ha evaluado en la materia prima de las plantas medicinales y no en las 

infusiones preparadas a partir de estas, ya listas para el consumo humano. En este 

contexto, el objeto del presente estudio es evaluar la presencia de ENs en 25 tipos de 

plantas medicinales, con un total de 50 muestras adquiridas de diferentes herbolarios y 

preparadas para el consumo humano. Para ello, se ha puesto a punto un método 

mediante microextracción liquido/liquido dispersiva (DLLME) y determinación por 

Cromatografía Líquida- Espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS) con trampa 

de iones (IT). Los resultados obtenidos tras analizar las 50 muestras (dos por tipo de 

infusión) muestran que solo se han detectado ENB y ENB1 con una incidencia del 12 y 

2% respectivamente con concentraciones que oscilan desde <LOQ a 0.24 ɛg/L para la 

ENB e inferiores a LOQ para la ENB1. 
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El Reglamento 386/2009 de la UE estableció un nuevo grupo funcional de aditivos 

para piensos denominado ñreductores de la contaminaci·n de los piensos por 

micotoxinasò. A ra²z de dicho Reglamento se ha incrementado el inter®s por 

caracterizar, tanto in vitro como in vivo, este tipo de aditivos, tales como los compuestos 

inorgánicos no nutritivos basados en arcillas del tipo de las bentonitas. Enel presente 

estudio,diferentes arcillasprocedentes de diversos yacimientos se han caracterizado 

tanto por sus propiedades físico-químicas como por su capacidad adsorbente de 

micotoxinas. Para ello, se realizó un estudio preliminar in vitro con 17 adsorbentes 

(ensayados al 0,02%, p/v), enuna solución tampón a pH 5 y 37 °C, con 5 micotoxinas 

ensayadas por separado (AFB1: 4 mg/L; DON: 10 mg/L; ZEA: 5 mg/L; OTA: 1 mg/L; 

FB1: 10 mg/L), y con determinación de la adsorción mediante ELISA.Los resultados se 

correlacionaron con las características físico-químicas de los secuestrantes y, en función 

del impacto de las variables estudiadas sobre la adsorción de las diferentes toxinas, se 

seleccionaron 3 adsorbentes, que fueron sometidos a un ensayo de adsorción in vitro 

usando jugos fisiológicos simulados (a pH 1,2 y pH 6,8). De este modo se 

determinaron, mediante HPLC, las isotermas de adsorción frente a AFB1 (en el 

intervalo 0,02-4 mg/L) y DON (2-12 mg/L). Los resultados se compararon con los 

obtenidos con 4 adsorbentes comerciales. Este estudio demostró la alta efectividad y el 

alto rendimiento de las bentonitas triocta®dricas en la adsorci·n de AFB1 (å100%), 

incluso utilizando concentraciones muy bajas de adsorbente (0,02%). Además,la 

adsorción de AFB1 aumentó de manera inversa a la concentración de toxina siguiendo 

la forma de una isoterma de Langmuir, mientras que para el DON la adsorción máxima 

obtenida a la concentración más baja de micotoxina ensayada (2 mg/L) fue del 33%. 
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Alternariaes un género fúngico ubicuoque contamina una amplia variedad de 

sustratos entre los que se encuentra el tomate. En Argentina, los grupos-especie 

Alternariaarborescensy Alternariatenuissima productoras de micotoxinas han sido 

aisladas de dicho cultivo provocando graves pérdidas económicas a los productores 

sumado al riesgo sanitario asociado a dichoscompuestos. El objetivo de este trabajo 

fueevaluar el efecto de distintas temperaturasque se pueden encontrar en las etapas del 

procesado de este vegetal (cosecha, cámaras de almacenamiento y refrigeración) sobre 

elcrecimiento de A. arborescensy A. tenuissima.Para ello, se inocularon 2 µL de 

suspensiones de 106 esporas/mL en un medio de cultivo elaborado con pulpa de tomate 

fresco, simulando las condiciones de temperatura normales en el fruto (5-35ºC). Cada 

tratamiento (cepa ʭ temperatura) se realiz· por quintuplicado y se incub· hastaque 

alcanzó la fase estacionaria (12-35 días).El crecimiento radial de las colonias se registró 

diariamente. La temperatura influyó en el período de adaptación (ɚ) y en la velocidad de 

crecimiento (µ)de A. arborescensy A. tenuissima,no habiendo diferencias en el 

comportamiento entre ambas a 15°C y 25°C. A dichas temperaturas, ambas especies 

empezaron a crecer rápidamente (con l<1 día) y se presentaron las mayores velocidades 

de crecimiento (µ=4,7-9,8 mm/día). Sin embargo, a5 y 35°C se observaron diferencias 

entre los aislamientos. Mientras queµ fue similar (å 2 mm/día), A. tenuissimaempezó a 

crecer despuésque A. arborescens,siendo l en todos los casos >5 días. Estos resultados 

preliminares sugieren que el almacenamiento en refrigeración del tomate sería una 

práctica adecuada para evitar la proliferación deAlternaria. Los estudios de expresión 

génica y producción de micotoxinasque se están realizando actualmente ayudarán a 

proponer nuevas estrategias para evitar el riesgo sanitario asociado a la presencia de 

micotoxinas de Alternaria. 
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La enfermedad celíaca (EC) es un intolerancia permanente al gluten del trigo, 

cebada, centeno y probablemente avena, que se presenta en individuos genéticamente 

predispuestos, caracterizada por una reacción inflamatoria, de base inmune, en la 

mucosa del intestino delgado que dificulta la absorción de macro y micronutrientes. La 

única terapia posible es una dieta sin gluten, que consiste en la ingesta de cereales 

como: arroz, maíz, trigo sarraceno y mijo. Los objetivos del presente trabajo han sido 

estudiar la presencia de 16 micotoxinas en 60 muestras de alimentos para celíacos, 

evaluar la exposición de las personas celíacas a estas toxinas y caracterizar el riesgo 

asociado al consumo de estos alimentos. Para conseguir estos objetivos se extrajeron las 

muestras utilizando metanol y los extractos obtenidos se inyectaron en un equipo 

cromatógrafo líquido con espectrómetro de masas en tandem. En el 48% de las muestras 

se detectó al menos una micotoxina y en una muestra se detectaron hasta 4 micotoxinas. 

En total se detectaron 8 micotoxinas de las 16 estudiadas (aflatoxina B1, G1 y G2, 

fumonisinas, eniatina B y B1), algunas de ellas superaron el límite legislado por la 

Unión Europea. Por lo que respecta a la caracterización del riesgo, realizada mediante el 

estudio de la ingesta de alimentos, no se supone un riesgo para la población celiaca. 
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A fast and simple analytical method has been developed and validated for the 

determination of aflatoxins (B1, B2, G1 and G2) in rice samples. The procedure is based 

on a very simple solid-liquid extraction without further clean-up, and subsequent 

analysis by ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC) coupled with 

fluorescence detection (FLD), using a mobile phase consisting on water and a mixture 

of acetonitrile and methanol 1:1, v/v, in gradient mode. Fluorescence emission of 

aflatoxin B1 (AFB1) and aflatoxin G1 (AFG1) were enhanced by post-column chemical 

derivatization using pyridinium bromide perbromide (PBPB) as reagent. Variables 

affecting this on-line step, such as reagent concentration and flow rate, were optimized 

by means of experimental design. A three-ways peek ñTò connector, with cero dead 

volume was used to mix the PBPB solution with the eluate coming from the 

chromatographic column, in order to avoid peak diffusion. A reaction coil of 38 µL, 

consisting on a peek tube of 3 m length and 0.127 mm I.D., was placed in an oven at a 

25 ºC constant temperature, joining the outlet of the ñTò connector with the inlet of the 

FLD cell. The excitation and emission wavelengths for the determination of aflatoxins 

derivatives were 365 and 460 nm, respectively. The method was satisfactorily 

characterized in white and brown rice. Under optimum conditions, external calibration 

in solvent could be used for quantification purposes, and limits of quantification were 

well below the maximum contents established by the Commission Regulation (EC) No 

1881/2006 for this commodity group. Trueness study was carried out at three different 

concentration levels, with recoveries in the range 84.5 % and 105.3 % and RSDs lower 

than 5 %. 
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La amplia variedad de ingredientes en la dieta de los rumiantes, que incluye cereales, 

forrajes, ensilados y piensos, puede exponer a las vacas lecheras a una amplia gama de 

contaminantes. Las aflatoxinas son un grupo de micotoxinas sintetizadas principalmente 

por los mohos Aspergillus flavus y A. parasiticus, que están presentes en numerosas 

materias primas utilizadas en alimentación animal. Estas toxinas causan efectos 

adversos en la salud humana y animal y están clasificadas como agentes carcinogénicos 

para humanos (Grupo 1) por el IARC. Es bien sabido que las aflatoxinas presentes en 

los alimentos para animales pueden transferirse a la leche en forma de aflatoxina M1. 

El objetivo de este estudio fue determinar las tasas de contaminación por aflatoxinas 

(B1, B2, G1 y G2) en 37 muestras de raciones unifeed y de piensos para alimentación 

de ganado vacuno lechero, así como la presencia de aflatoxina M1 en leche cruda de 

vaca (n = 43). Tras la extracción/preparación de las muestras, la purificación se realizó 

con columnas de inmunoafinidadAflatest WB y Afla M1 de Vicam. La determinación 

se llevó a cabo mediante HPLC con detector de fluorescencia (FLD) con derivatización 

fotoquímica post-columna (PHRED).  

La prevalencia de aflatoxinas en productos destinados a la alimentación animal fue 

del 46% para aflatoxina B1, 20% para AFG2 y 17% para AFB2 y AFG1. Dos muestras 

de pienso a base de concentrado fueron positivas a la presencia de las 4 aflatoxinas 

analizadas, mostrando una concentración de aflatoxina B1 por encima del límite 

máximo permitido de5 µg/kg para piensos compuestos para vacas lecheras (Reglamento 

UE Nº 574/2011). Asimismo, se encontró que el 42% de las muestras de leche 

analizadas estaban contaminadas con aflatoxina M1, aunque únicamente 2 

muestras(4,7%)superaron el contenido máximo permitido por la normativa europea de 

0,05 µg/kg para leche cruda de vaca (Reglamento CE Nº 1881/2006). 
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Las aflatoxinas son micotoxinas que pueden formarse tanto en el cultivo en campo de 

numerosos productos agrícolas, como durante la recolección, transporte y 

almacenamiento posterior, por lo que contaminan una gran variedad de materias primas 

y alimentos elaborados. La incidencia de estas micotoxinas se ha visto incrementada en 

los últimos años por factores relacionados con el cambio climático. Los alimentos 

contaminados plantean amenazas de seguridad alimentaria, afectando especialmente la 

salud de la población más vulnerable como los lactantes y niños de corta edad. Por ello, 

la presencia de aflatoxinas en alimentos infantiles es preocupante, existiendo además 

cierta laguna legal ya que en estos productos únicamente está legislado el contenido 

máximo de aflatoxina B1 (0,10 µg/kg), pero no el del resto de aflatoxinas (B2, G1 y 

G2). 

El objetivo de este estudio consistió en evaluar las tasas de contaminación por 

aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en 60 muestras comerciales de alimentos infantiles a base 

de cereales. Las micotoxinas se extrajeron con una mezcla de metanol/agua 

(80:20)seguida de una purificación con columnas de inmunoafinidad. La determinación 

se realizó por cromatografía líquida de alta resolución acoplada a detectores de 

fluorescencia y fotoquímico. 

El porcentaje de positividad en las muestras fue del 18,3% (n=11) con unas tasas de 

contaminación comprendidas entre 87,3 y 226,8 ng/kg. Del total de las muestras 

contaminadas, el 81,8 % superaron el contenido máximo establecido por la legislación 

para aflatoxina B1 en alimentos infantiles. La presencia simultánea de aflatoxinas B1 y 

G1 se observó en 45,5% de muestras. Sin embargo, sólo se detectó aflatoxina G2 en una 

muestra y en ninguna de ellas se determinó la presencia de las cuatro aflatoxinas 

investigadas. 

Teniendo en cuenta la composición de los productos alimenticios, los cereales 

mayormente implicados en la positividad de las muestras fueron arroz (90,9%), trigo 

(63,6%) y maíz (54,5%). Es importante destacar que el 27,3 % de las muestras positivas 

contenía cacao en su composición, por lo que se sospecha que este ingrediente también 

pueda ser fuente de contaminación. 

Agradecimientos: ProyectosJIUZ-2015-CIE-03 (UZ),AGL2014-57069-R (MINECO-
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El objetivo general de este trabajo es evaluar in vitro el efecto del aceite esencial 

obtenido de plantas aromáticas de Rosmarinus officinalis cultivadas en Aragón, sobre el 

crecimiento de Aspergillus toxigénicos y la consiguiente producción de aflatoxinas.  

El estudio se ha llevado a cabo mediante la técnica de dilución en frascos de caldo 

YES (extracto de levadura y sacarosa) inoculados con una solución de esporas de 

Aspergillus flavus (CECT 2687) y Aspergillus parasiticus (CECT 2682), a los cuales se 

adicionaron concentraciones crecientes del aceite esencial: 0,0 (Control); 0,2; 0,4; 0,6; 

0,8; 1; 3 y 5 µL/mL. Tras 10 días de incubación en agitación a 25 ºC, se determinó la 

concentración mínima inhibitoria (MIC:concentración más baja de aceite esencial en la 

que no se observa crecimiento visible en los frascos) y la concentración mínima 

fungicida (MFC: concentración más baja de aceite que es capaz de destruir el 99,9% de 

los mohos). Además, en todos los frascos con crecimiento fúngicose determinó el peso 

de micelio y se comparó con el control. 

La evaluación de la actividad antimicotoxigénica se realizó en los frascos con las dos 

concentraciones de aceite inmediatamente inferiores a la MIC, utilizando el medio 

líquido recogido tras la filtración del micelio. Para ello, se llevó a cabo una extracción 

de los analitos mediante agitación con una mezcla de metanol/agua (80:20), filtrado y 

purificación con columnas de inmunoafinidad y determinación por cromatografía 

líquida acoplada a detectores de fluorescencia y fotoquímico. 

Ninguna de las concentraciones ensayadas de aceite consiguió inhibir completamente 

el crecimiento de Aspergillus. Sin embargo, las concentraciones más altas de aceite 

evaluadas (3 y 5µL/mL) sí que produjeronuna importante reducción en el crecimiento 

del micelio, de hasta el 50% con respecto al control.Estas mismas concentraciones, 

también lograron inhibir la síntesis de todas las aflatoxinas investigadas, con 

importantes reducciones en su concentración con respecto al control. 
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Las aflatoxinas son un grupo de micotoxinas sintetizadas por mohos del género 

Aspergillus,asociándose a productos agrícolas de las regiones tropicales y subtropicales. 

Recientes informes evidenciancontaminación por aflatoxinasen cereales producidos en 

Europa, así como tasas de aflatoxina M1 en leche por encima del límite legal, lo que 

pone de manifiesto una problemática en la seguridad alimentaria, puesto que la 

aflatoxina B1, y su metabolito hidroxilado M1están clasificadas como como agentes 

carcinogénicos para humanos por elIARC. 

La producción de leche de oveja es inferior a la de vaca, pero tiene gran importancia 

en la economía rural en el área mediterránea. El objetivo de este estudio fue determinar 

las tasas de contaminación por aflatoxinas (B1, B2, G1 y G2) en 31muestras de raciones 

alimenticiasde ganado ovinolechero, así como la presencia de aflatoxinaM1 en leche 

cruda de oveja (n = 31), procedentes de 7 explotaciones ovinas durante la estación 

finales de invierno-primavera. Para la purificación se utilizaron columnas de 

inmunoafinidadAflatest WB y Afla M1 de Vicam y la determinación se realizó 

mediante HPLC con detector de fluorescencia (FLD) con derivatización fotoquímica 

post-columna (PHRED).  

Se detectó contaminación por aflatoxinas en 7 de las 31 raciones analizadas (23%). 

La prevalencia fue de 6,5 % para aflatoxina G1 y10% para aflatoxinas B1, B2 y G2. 

Ninguna de las muestras analizadas superó la concentración de 5 µg/kg de aflatoxina 

B1, límite legal establecido para piensos compuestos para ovejas lecheras (Reglamento 

UE n º 574/ 2011). No se detectó la presencia de aflatoxina M1 en ninguna de las 

muestras de leche de oveja analizadas.  
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