VNIVERSITATG D VALENCIA
Facultat e Farmacia

Departament de Medicina Preventiva i Salut Publica, Ciéncies de I’Alimentacié,
Toxicologia i Medicina Legal

Programa de Doctorat amb Menci6 cap a I’Excel-léncia
en Ciéncies de I’Alimentaci6

Tesi Doctoral Internacional

RISK ASSESSMENT OF MYCOTOXINS IN CEREALS

EVALUACION DEL RIESGO DE MICOTOXINAS
EN CEREALES

Valeéncia, 2015

Presentada per: Dirigida per:
Ana Belén Setrano Serrano Dra. Guillermina Font Pérez

Dra. Emilia Ferrer Garcia






VNIVERSITAT [ ke _
® VALENCIA Q Facultat ¢e Farmacia

Departament de Medicina Preventiva i Salut
Publica, Ciencies de ’Alimentacié, Toxicologia i
Medicina Legal

La Dra. Guillermina Font Pérez, Catedratica de Universitat de I'area
de Toxicologia i la Dra. Emilia Ferrer Garcia, Professora Titular de I'area de

Toxicologia,

CERTIFIQUEN QUE:

D?* Ana Belén Serrano Serrano, llicenciada en Quimica, ha realitzat
baix la seua direcci6 el treball “Evaluacion del riesgo de micotoxinas en
cereales”, 1 autoritzen la seua presentacio per a optar al titol de Doctora per la
Universitat de Valencia.

I, perque aixi conste, expedeixen i signen el present certificat.

Burjassot (Valencia), Juny 2015

Dra. Guillermina Font Pérez Dra. Emilia Ferrer Garcia






Aquest treball ha sigut plasmat en 11 articles, publicats o que es publicaran en

les segiients revistes:

3.

. Comparative assessment of three extraction procedures for determination

of emerging Fusarium mycotoxins in pasta by LC-MS/MS. Food Control, 32
(2013) 105-114. Impact factor: 2.819

Dispersive liquid-liquid microextraction for the determination of emerging
Fusarium mycotoxins in water. Food Analytical Methods (under review). Impact
factor: 1.802

Development of a rapid = liquid chromatography/tandem mass
spectrometry method for the simultaneous determination of emerging
Fusarinm mycotoxins enniatins and beauvericin in human biological fluids.
Analytical and Bioanalytical Chemistry (under review). Impact factor: 3.578
Co-occurrence and risk assessment of mycotoxins in food and diet from
Mediterranean area. Food Chemistry, 135 (2012) 423-429. Impact factor: 3.334

. Emerging Fusarium mycotoxins in organic and conventional pasta. Food

and Chenical Toxicology, 51 (2013) 259-266. Impact factor: 2.610

. Risk assessment associated to the intake of the emerging Fusarium

mycotoxins BEA, ENs and FUS present in infant formula of Spanish
otigin. Food Control (2012) 28, 178-183. Impact factor: 2.738

. Risk assessment of beauvericin, enniatins and fusaproliferin present in

follow-up infant formula by 7 vitro evaluation of the duodenal and colonic
bioaccessibility. Food Control, 42 (2014) 234-241. Impact factor: 2.819

. Degradation study of enniatins by liquid chromatography—triple

quadrupole linear ion trap mass spectrometry. Food Chemistry, 141 (2013)
42154225, Impact factor: 3.259

. Effects of technological processes on enniatins levels in pasta. Journal of the

Science of Food and Agriculture (2015) doi: 10.1002/ jsfa.7282. Impact factor: 1.879

10. Development a mitigation strategy of enniatins in pasta under home-

cooking conditions. LW T-Food Science and Technology (under review). Impact
Sactor: 2.468

11. Evolution of enniatins levels and Maillard Reaction in pasta during one

year of storage. Journal of Agricultural and Food Chemistry (under review). Impact
Sactor: 3.107






La estudiante de Doctorado Ana Belén Serrano, agradece al Ministerio de
Economia y Competitividad la Ayuda Predoctoral de Formaciéon de Personal

Investigador (FPI) BES-2011-045454.

La presente Tesis Doctoral Internacional se engloba dentro de los

siguientes proyectos:

- Evaluacion del riesgo de las micotoxinas emergentes de Fusarium
(AGL2010-17024/ALI).

- Estudio de las micotoxinas y metabolitos en alimentos y muestras

biolégicas, de la toxicidad y de los procesos de descontaminacion
(AGL2013-43194-P).

La doctoranda agradece al Ministerio de Economia y Competitividad la
ayuda de movilidad para la mencién internacional del titulo de Doctora,
realizada en el Dipartimento di Chimica de la Facolta di Scienze, Matematiche,
Fisiche e Naturali de la Sapienza Universita di Roma (Italia), bajo la supervision

del Dr. Aldo Lagana.

La presente Tesis Doctoral Internacional forma parte del Programa de
Doctorado Internacional “Chemsistry, Toxicology and Healthiness of foods” dirigido
por el Prof. Pietro Damiani y la Prof.ssa Lina Cossignani. Universita degli Studi

di Perugia.







"No temas a las dificultades, lo mejor surge de ellas "

Rita Levi-Montalcini






A mi madre






Table of contents

Table of contents

ABBREVIATIONS ....ocitiiiiiiinrieeniinsssnteeesissssssessssssscssssssssssssssssnsssssssssssnnns 1
SUMMARY ..ittiiittiiiittieatieaateteateeesneseanseeesnesesnseessnssssnnesssnessssnnens 5
1. INTRODUCTION ...oiiiitiiiiniiiiintiaitiiintrenstsesstsesasssesnssosasssannes 9
0 AV oo 0« o V2 14
7.7.7.  ASPECtOS GENEIalES ...cont e e e 14

7.7.2. Legislacion .......cooiniiiiiiiii e 18
1.2. Micotoxinas emergentes de FUSAMUM ... 20
7.2.7. HONQOS ProdUCTOIES ... .vveeeietee e e e e eiiiee e e eraaeeens 20

7.2.2.  Estructuray propiedades quimicas ..............cooevereiiiiinininerinn, 21

1.2.3. TOXICIAAA ........oooonii et 24
7.2.4.  Mecanismo de aCCiON ..........eviniiiie i, 28
7.2.5.  TOXICOCINELICA +..vvteett ittt et ettt et e et e e e eaaeeas 29

7.2.6.  Presenciaen alimentos .........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiii 32

1.3. Prevencién y reduccion de la contaminacién por micotoxinas .............. 40
7.3.1. Medidas de prevenCion ...........ccooueiiiiiiiiiiiiii e 40

7.3.2.  Estrategias de reducCion ...........cooiiiiiiiiiiiiii i, 43

7.3.3.  Productos de degradacién y micotoxinas modificadas ................. 49

1.4. Andlisis de MICOTOXINAS +.iiiiieeitiiteie et eeeeeeeeeanns 50

1.5. Evaluacion del £iesgo .........oooviiiiiiiiiiiiiiiii 52

2. OBJECTIVES ..ottt 55



Table of contents

3. RESULTS it et e e e 61

3.1. Comparative assessment of three extraction procedures for determination

of emetrging Fusarinm mycotoxins in pasta by LC-MS/MS..........ccveiennntn. 63

3.2. Dispersive liquid-liquid microextraction for the determination of

emerging Fusarinm mycotoxXins i Water ..........cooeviiiiiiiiiiiiniiiiiiin., 103

3.3.Development of a rapid liquid chromatography/tandem mass
spectrometry method for the simultaneous determination of emerging
Fusarinm mycotoxins enniatins and beauvericin in human biological

FTUIAS et e 125

3.4. Co-occurrence and risk assessment of mycotoxins in food and diet

from Mediterranean area. .. ...o.vvuiiiiiiiiiiiii i 165
3.5. Emerging Fusarinm mycotoxins in organic and conventional pasta .......... 199
3.6. Risk assessment associated to the intake of the emerging Fusarium

mycotoxins BEA, ENs and FUS present in infant formula of

Spanish ofigin .. ....o.oiiii i 235
3.7. Risk assessment of beauvericin, enniatins and fusaproliferin present in

follow-up infant formula by in vitro evaluation of the duodenal and

colonic bioaccessibility .........ooiiiiiiiii 261

3.8. Degradation study of enniatins by liquid chromatography—triple

quadrupole linear ion trap mMass SPECtLOMELIY......ovviviieiieiiiiiiiiniiinne. 291
3.9. Effects of technological processes on enniatins levels in pasta ............... 327

3.10. Development a mitigation strategy of enniatins in pasta under

home-cooking conditions ............ccviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 361

3.11. Evolution of enniatins levels and Maillard Reaction in pasta during one

VEAL OF STOTAZE .. nvnttt ittt 391



Table of contents

4. GENERAL DISCUSSION ....ccctutiiieitiniiiitiiiniiiiiiiiiniieneienieenean 421
4.1. Validacién de la metodologia analitica para la determinacién de
MmMicotoxinas en aliMENtOS .....uiiuuiiiiii it e 423
4.1.1.  Optimizacion del método por LC-MS/MS ... ..ccooiiiiiiiiiien, 423

4.1.2. Optimizacion de los métodos de extraccion .................evee.n.nn. 425

4.2. Validacién de la metodologfa analitica para la determinacién de

micotoxinas emergentes de Fusarium en muestras de origen biolégico ......... 429

4.3. Presencia de micotoxinas en alimentos «.....veeieeiiiiniiiiiieiiiaeennnn. 431

4.3.1. Micotoxinas en cereales y productos derivados ..........c.ccceeen..... 431
4.3.2. Micotoxinas emergentes de Fusariumenpasta ........................ 433
4.3.3. Micotoxinas emergentes de Fusarium en papillas infantiles ......... 435

4.3.4. Micotoxinas emergentes de Fusariumenagua......................... 436

4.4. Evaluacion de 1a eXposiCiOn .........ocviiviiiiiiiiiiiiiiiiii e 437
4.4.1. Poblacion adulta .............ooooii 438
4.4.2. Poblacion infantil ... 440

4.5. Evaluacion de la bioaccesibilidad de las micotoxinas emergentes de

Fusarium ...........oooo i 441

4.6. Comportamiento de las micotoxinas emergentes de Fusarium durante

los tratamientos teCNOlOZICOS .. .uuviuiiui ittt 442
4.6.1. Evaluacion del proceso fabricacionde lapasta...................... 442

4.6.2. Evaluacion del proceso de coccionde lapasta......................... 444
4.6.3. Estrategia de descontaminacion ................ccvveiiieneeinnnen.. 445

4.6.4. Productos de degradacion ..............cceceiiiiiiiiiiiiiiie e, 446

4.6.5. Evaluacion del almacenamientode lapasta ..............cooeeennnn... 448
5. CONCLUSIONS ...iiiiiiiiiiiiiittiiiitiitiietiteteneteasseatsoatssnsssssmsennss 453
6. REFERENCES .....ccctiiitiiiiitiantranteneeeaneenssonsssnsssnsssnssssnsssnsnssnes 459

ANEXO I — Difusion de tesultados .....cuuiiiiiiiiiiiniiiiiiiieeeennniiieeeeennns 485



Table of contents




List of abbreviations

AcN
AcOEt
AECOSAN

AFs
ALARA
APPCC

a,

BEA

BPA

BPF

bw

C18

CE
CONTAM
DAS
Deacetil-FUS
DL,
DLLME
DON

EDI
EFSA
ENs

ENA

List of abbreviations

Acetonitrile

Ethil acetate

Agencia Espafola de Consumo, Seguridad Alimentaria y
Nutricion

Aflatoxins

As Low As Reasonable Achievable
Analisis de Peligros y de Puntos Criticos de Control
Water activity

Beauvericin

Buenas Practicas de Agricolas

Buenas Practicas de Fabricacion

Body weight

Octadecilsilice

Comision Europea

Panel on Contaminants in the Food Chain
Diacetoxyscirpenol

Deacetil-fusaproliferin

Dosis Letal 50

Dispersive Liquid-Liquid Micro-extraction
Deoxynivalenol

Estimated Daily Intake

European Food Safety Authority
Enniatins

Enniatin A




List of abbreviations

ENA,
ENB
ENB,
EPI
ER
ESI
FAO
FBs
FUS
GC
HyLv
I
IARC
IDE
Ile
1ILOD
ILOQ
JECFA

QUECHERS
LL
LC-LIT-MS

LC-MS/MS
LOD
LOQ

Enniatin A,

Enniatin B

Enniatin B,

Enhanced Product Ton

Enhanced Resolution

Electrospray Ionization

Food and Agriculture Organization of the United Nations
Fumonisins

Fusaproliferin

Gas Chromatography
2-hidroxy-3-methylbutanoic acid

Incidence

International Agency of Research on Cancer
Ingesta Diaria Estimada

N-methyl-isoleucine

Instrumental Limit of Detection

Instrumental Limit of Quantification

Joint Expert Committee on Food Additives of the
European Union

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe
Liquid-Liquid

Liquid Chromatography-Linear Ion Trap-Mass
Spectrometry

Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry
Limit of Detection

Limit of Quantification




List of abbreviations

MAGRAMA
MDL
MeOH
MQL
MON
MR
MRM
MS
MSPD
nd
NIV
OTA
PAT
pc

Ph

PM
PMTDI
PRS
QqQ
RASFF
ROS
RSD
SALLE
SCF
SCIRI
S-L.

Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente
Method Detection Limit

Methanol

Method Quantification Limit

Moniliformin

Maillard Reaction

Multiple Reaction Monitoring

Mass spectrometry

Matrix Solid Phase Dispersion

Non detected

Nivalenol

Ochratoxin A

Patulin

Peso corporal

N-methyl-phenilalanine

Peso Molecular

Provisional Maximum Tolerable Daily Intake
Pasta Resembling System

Triple Quadrupole

Rapid Alert System for Food and Feed
Reactive Oxygen Species

Relative Standard Deviation

Salting-out liquid-liquid extraction

Scientific Committee for Food

Sistema Coordinado de Intercambio Rapido de Informacion

Solid-Liquid



List of abbreviations

SPE
SPME
SRM
TCs
TDI
t-TDI

UE
Val
WHO
ZEA

Solid Phase Extraction

Solid Phase Micro-extraction
Selected Reaction Mode
Tricothecenes

Tolerable Daily Intake
Temporal Tolerable Daily Intake
Retention time

Unioén Europea

N-methyl-valine

World Health Organization

Z.earalenone




Summary

RESUMEN

Se ha realizado la evaluaciéon del riesgo de diferentes grupos de
micotoxinas: aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A, zearalenona, tricotecenos
y micotoxinas emergentes de Fusarinm.

Los procedimientos analiticos para determinar las micotoxinas en cereales,
productos elaborados a base de cereales, agua y fluidos biolégicos han sido
validados de acuerdo a la normativa europea con resultados satisfactorios en
cuanto a linealidad, exactitud, precision y limites de detecciéon y cuantificacion.
El nivalenol y las micotoxinas emergentes son las micotoxinas con una mayor
prevalencia en cereales y productos derivados. Un elevado porcentaje de
muestras han presentado simultineamente varias micotoxinas, principalmente
combinaciones de micotoxinas emergentes, de nivalenol y beauvericina, y de
nivalenol y alguna de las aflatoxinas.

El estudio de bioaccesibilidad pone de manifiesto que el contenido de
micotoxinas emergentes accesible en el tracto gastrointestinal es inferior al que
se encuentra en papillas infantiles. Por tanto, la exposicién de la poblacion
infantil tras el proceso de digestion podria ser menor a la estimada por
consumo de alimentos.

La estimacion de la ingesta diaria ha evidenciado la exposicién de la
poblacién adulta a aflatoxinas, ocratoxina A y nivalenol por consumo de
cereales y productos derivados, representando un riesgo potencial para la salud.

La poblacion infantil presenta un riesgo de exposiciéon a las micotoxinas
emergentes de Fusarium superior al riesgo estimado en la poblacién adulta, con
una ingesta diaria estimada comparable a las ingestas diarias tolerables

establecidas para las micotoxinas de Fusarium.
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Los procesos de elaboracién y coccidon de la pasta reducen parte de los
contenidos de micotoxinas emergentes de Fusarium. la estrategia de
descontaminacion basada en la modificacién del pH en el agua de coccion de la
pasta se ha propuesto para reducir en gran medida la concentraciéon de las
micotoxinas emergentes. El estudio de almacenamiento muestra que las
concentraciones se reducen progresivamente con el tiempo siguiendo un
modelo lineal. Se ha demostrado que los tratamientos aplicados dan lugar a la
formacion de nuevos productos de degradacion de toxicidad desconocida.

Especial atenciéon se debe prestar a la presencia de las micotoxinas en
cereales y productos derivados, especialmente en alimentos infantiles, siendo
necesarios estudios para evaluar la toxicidad y la influencia de los tratamientos

tecnologicos para realizar una adecuada evaluacion del riesgo.
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SUMMARY

It has been performed the risk assessment of different groups of mycotoxins:
aflatoxins, fumonisins, ochratoxin A, zearalenone, trichothecenes and emerging
Fusarium mycotoxins.

The analysis methods to determinate mycotoxins in cereals, cereal-based
products, water and biological fluids, have been validated according to the
European regulation with satisfactory results in terms of linearity, precission,
trueness and limits of detection and quantification. Nivalenol and emerging
Fusarium mycotoxins were the mycotoxins with the highest prevalence in the
samples of cereals and cereal-based products. Various mycotoxins co-occurred
in a high percentage of samples. Among the most common combinations were
of the emerging mycotoxins, nivalenol and beauvericin, and nivalenol with one
of the aflatoxins.

The bioaccessibility study highlighted that the accesible concentrations of
emerging mycotoxins were lower than those found in infant formula.
Therefore, the exposure of infant population after the digestion process may
be lower than those estimated by food consumption.

The estimated daily intake have shown the exposure of adult population to
aflatoxins, ochratoxin A and nivalenol from consumption of cereals and cereal-
based products, representing a potential health risk.

Infant population presents a risk of exposure to emerging Fusarium
mycotoxins higher than the estimated risk on adult population, with a
estimated daily intake comparable to the tolerable daily intake of other Fusarium
mycotoxins.

Pasta processing and cooking process reduced part of the contents of

emerging Fusarinm mycotoxins. It has been prposed the mitigation strategy
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based on pH modification in the cooking water, to greatly reducing the
emerging mycotoxins concentration. The storage study showed that the
concentrations are reduced gradually with the time according to a linear model.
It has been demonstrated that the applied treatments resulted to the formation
of novel degradation products with unknown toxicity.

Special attention should be paid to the occurrence of mycotoxins in
cereals and products derived from them, specially to infant products. Studies to
evaluate the toxicity and the influence of industrial treatments are required in

order to perform a suitable risk assessment.
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Introduction

1. INTRODUCCION

La seguridad alimentaria es una de las grandes preocupaciones de la
sociedad actual. El concepto seguridad alimentaria ha adquirido diferentes
significados y ha ido evolucionando con el paso de los afios. Segun la FAO
(Food and Agriculture Organization of the United Nations), existe seguridad
alimentaria cuando “todas las personas tienen en todo momento acceso fisico,
social y econémico a alimentos seguros, nutritivos y en cantidad suficiente para
satisfacer sus requerimientos nutricionales y preferencias alimentarias, a fin de
llevar una vida activa y saludable”, término que fue ratificado en la dltima
Cumbre Mundial sobre Seguridad Alimentaria de 2009 (FAO, 2009). Esta
definicion plantea cuatro componentes primordiales: la disponibilidad fisica, el
acceso y la utilizaciéon de los alimentos (diversidad de la dieta, y correcta
preparacién, distribucién y uso de los alimentos dentro de los hogares), v la
estabilidad en el tiempo respecto a los tres componentes anteriores. Para que
puedan alcanzarse los objetivos de seguridad alimentaria, deben cumplirse
simultineamente estos cuatro componentes. No obstante, el grado de
importancia varfa en funcién de la zona geografica y de la poblaciéon de
referencia. El componente de mayor repercusion en los paises desarrollados es
la utilizacion de los alimentos, asociado habitualmente a la inocuidad, garantia
de que un alimento no cause dafio en la salud del consumidor cuando sea
preparado y/o ingerido de acuerdo al uso que se destine (FAO, 2011). Es por
ello que en las ultimas décadas se han adoptado diferentes medidas para
prevenir, controlar, y reducir los riesgos de origen alimentario para velar por la
salud del consumidor. Los controles y el seguimiento del alimento se efectian
a lo largo de toda la cadena alimentaria y en todos los sectores de la

alimentacion: “de la granja a la mesa” (European Commission, 2015).
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A nivel europeo, el sistema RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed)
cataloga los peligros en seguridad alimentaria sobre una base de datos semanal
y anual. Este sistema representa la herramienta de intercambio de informacion
mas importante, proporcionando una elevada proteccion del consumidor ante
los peligros para la salud que se ocasionan en el sector alimentario. De acuerdo
con el informe mais reciente, un total de 3205 notificaciones relativas a
productos alimenticios fueron transmitidas a través del RASFF en el afio 2013,
de las cuales, 405 correspondieron a notificaciones relacionadas con la
presencia de micotoxinas en alimentos (Annual Report RASFF, 2013). Como
se puede observar en la Figura 1, las micotoxinas ocuparon el tercer lugar de
los peligros alimentarios con un mayor nuimero de notificaciones realizadas en
el afio 2013, ocupando el primer y segundo puesto las notificaciones
relacionadas con la presencia de microorganismos patdgenos y plaguicidas,
respectivamente.

En Espana, el Sistema Coordinado de Intercambio Rapido de Informacion
(SCIRI) coordinado por la Agencia Espafola de Consumo, Seguridad
Alimentaria y Nutricion (AECOSAN), gestioné mas de 3000 notificaciones en
el aflo 2013. Los peligros originados por toxinas fingicas dieron lugar a 375
notificaciones, de las cuales 8 correspondieron a alertas, 102 a informaciones y
265 a rechazos de productos alimenticios (SCIRI, 2013).

En la actualidad, la presencia de micotoxinas en los alimentos, constituye un
problema de salud publica a nivel mundial. La FAO ha estimado que la
contaminaciéon por micotoxinas afecta una cuarta parte de las cosechas en el
mundo (FAO/WHO, 2002). Las pérdidas por presencia de micotoxinas en
productos alimenticios se han estimado en alrededor de mil millones de

toneladas anuales. Todo ello repercute en la productividad agricola y pecuaria,
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dando lugar a considerables pérdidas econdémicas en el comercio de muchos
paises productores y en muchos casos, al encarecimiento del producto final.
De hecho, algunos estudios han indicado que una reduccién de las pérdidas
causadas por la presencia de micotoxinas, podria provocar un impacto
sustancial en los medios de subsistencia de paises en vias de desarrollo y en la

seguridad alimentaria (Ramos, 2011).

Peligros alimentarios
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Figura 1. Notificaciones por peligros alimentatios (Annual Report RASFF, 2013).
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1.1. Micotoxinas

1.1.1. Aspectos generales

Las micotoxinas son un grupo de sustancias biolégicamente activas de bajo
peso molecular (PM<700), producidas por diferentes especies de hongos
filamentosos. La produccién de micotoxinas tiene lugar durante la dltima fase
de crecimiento del hongo o metabolismo secundario. Los hongos
micotoxigénicos son capaces de crecer y producir micotoxinas en una amplia
variedad de sustratos. Los principales hongos que producen micotoxinas en los
alimentos, pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium y Alternaria.
Las especies que pertenecen a los géneros Fusarium y Alternaria precisan de un
clevado contenido en humedad para crecer, y normalmente producen
micotoxinas en el campo. Las especies de los géneros Penzcillinm y Aspergillus
proliferan durante el trasporte y almacenamiento de la materia prima, ya que
requieren bajos contenidos en humedad, aunque excepcionalmente se han
dado casos de produccién en campos de cultivo (Sanchis et al., 2007). Es
importante destacar que el hongo puede crecer y producir micotoxinas en la
planta o alimento, sin ser visible para el ser humano, lo que complica su
deteccioén precoz en el campo. El crecimiento del hongo y la producciéon de
micotoxinas dependen de una serie de factores fisicos, quimicos y biologicos.
Entre los factores fisicos mas destacados se encuentran la actividad del agua
(a,), la temperatura y la integridad fisica del grano o del alimento. Por lo que
respecta a los factores quimicos, el pH, la composiciéon del sustrato y la
disponibilidad de oxigeno, diéxido de carbono y nitrégeno son los factores
mas significativos. La presencia de invertebrados y microorganismos

contribuye al deterioro biolégico de los cereales, y también pueden actuar
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como portadores de esporas de los hongos micotoxigénicos, aumentando asi el
riesgo de proliferaciéon del moho (Brera et al., 2002).

Las micotoxinas son responsables de una serie de efectos adversos (agudos
o cronicos) en los seres humanos y animales, llamados wicotoxicosis. En el afo
2001, la JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives of the European
Union), como 6rgano de asesoramiento cientifico para la FAO y la WHO
(World Health Organization), evalué los efectos toxicos de diversas
micotoxinas, considerando que el riesgo de intoxicacion aguda es entre
moderado y bajo en comparaciéon con otras familias de compuestos de origen
microbioldgico. Sin embargo, el riesgo se incrementa cuando se consideran los
efectos cronicos atribuidos a estas sustancias (FAO/WHO, 2001). En la
actualidad, las micotoxinas representan un mayor riesgo de intoxicacién
crénica que el resto de contaminantes alimentarios, incluyendo plaguicidas,
aditivos, medicamentos de uso veterinario, etc. (Kuiper-Goodman, 2004). La
IARC (International Agency for Research on Cancer) ha clasificado al grupo de
las aflatoxinas (AFs) como compuestos carcinégenos para el hombre (Grupo
1), a la ocratoxina A (OTA) y fumonisinas (FBs) como posibles carcinégenos
(Grupo 2B), y al grupo de los tricotecenos (TCs) y la zearalenona (ZEA) como
no carcinégenos para el ser humano (Grupo 3) IARC, 1993).

Los mecanismos de accién de las diferentes micotoxinas son muy vatiables,
principalmente debido a la diversidad de estructuras quimicas que presentan.
Es por ello, que los sintomas ocasionados en la salud humana y animal son
muy diversos dependiendo del tipo de micotoxina responsable, pudiendo
afectar a distintos organos, aparatos o sistemas (higado, rifién, sistema
nervioso, endocrino e inmunitario). En la tabla 1 se muestran las principales

micotoxinas, los efectos toxicos que causan y las principales especies de
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hongos responsables de su produccion. No obstante, es importante considerar
los posibles efectos de sinergismo, antagonismo y/o de adicién que puede
provocar la presencia simultinea de varias micotoxinas en el organismo

(Speijers & Speijers, 2004).

Tabla 1. Tipos de micotoxinas, principales especies de hongos micotoxigénicos

productores y efectos toxicos causados por las micotoxinas (Martinez-Larraflaga &

Anadoén, 2000).

Principales hongos

Micotoxina Efectos toxicos
productores
. Aspergillus flavus Carcinbégenas, hepatotoxicas
Aflatoxinas perg J . ogenas, Acpatote ’
Aspergillus parasiticus nefrotoxicas, neurotoxicas
Aspergillus ochraceus Teratégena, hepatotdxica,

Ocratoxina A LS.
Penicillinm alutacens

nefrotéxica, neurotdxica

Fusarium sporotrichioides

Teratogenos, citotoxicos,

Tricotecenos . : .
Fusarium graminearnm irritantes de mucosas
. . Hepatotoxica, estrogena,
Fusarium graminearnm L.
Zearalenona . nefrotoxica, efectos
Fusarium culmorum i
endoctinos
.. Fusarium moniliforme Teratégenas, hepatotoxicas,
Fumonisinas . ) o , .
Fusarium proliferatum nefrotoxicas, neurotoxicas
. Penicillium patulum Carcinégena, hemorragias en el
Patulina

Penicillium c-expansum

pulmoén

La principal via de exposiciéon del ser humano y los animales a las
micotoxinas se produce por via directa a través de la ingesta de alimentos
contaminados. Excepcionalmente, la exposicion puede ocurrir por via
indirecta, bien por inhalaciéon a través del medio ambiente o por absorcién
cutinea a través del contacto con productos contaminados (Figura 2)
(Rubinstein & Theumer, 2011). Los

alimentos mas habitualmente

contaminados por micotoxinas son los productos del sector primario,
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incluyendo cereales (maiz, trigo, cebada, avena, arroz, etc.), frutas y verduras
(manzana, uva o tomates), café, cacao, especias y frutos secos. Algunas
micotoxinas pueden resistir a los tratamientos fisicos, quimicos y biologicos
aplicados durante el procesado de algunos alimentos, pudiendo persistir en el
alimento procesado destinado al consumo humano o animal (piensos, pan,
pasta, galletas, cerveza, vino, zumos, etc.). Por tanto, una vez la micotoxina ha
contaminado la materia prima alimentaria, es muy dificil su eliminaciéon de la
misma (Delledonne, 2006). Ademas de los productos de origen vegetal, las
micotoxinas pueden estar presentes en productos de origen animal, como
leche, carne, huevos o pescado, procedentes de animales que han sido

alimentados con piensos contaminados (Vélkel et al., 2011).

Alimentos procesados
para consumo humano

\ V

Maerias ! Productos de ~

. aas . origen animal
primas “ W g
Animales

7

cutanea

Pescado de acuicultura

Figura 2. Vias de exposicién de micotoxinas a animales y humanos.
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1.1.2. Legislacion

Respecto al marco legislativo, diferentes pafses presentan regulaciones para
controlar los niveles de micotoxinas en alimentos y piensos. Segun la ultima
revision completa realizada por la FAQO, se estim6 que alrededor de 100 paises
presentaban Reglamentos en los afios 2002-2003 para estas toxinas de origen
fungico: 39 paises de Europa (99% de la poblacién del continente), 15 paises
de Africa (59% de la poblacién), 26 paises de Asia y Oceanfa (88% de la
poblacién), 19 paises de  Latinoamérica (91% de la poblacién) y Estados
Unidos y Canada (FAO, 2004). No obstante, se considera que el numero de
paises con normativas para las micotoxinas ha aumentado considerablemente
en la ultima década, lo que refleja la preocupacion general de los gobiernos
sobre los efectos potenciales de las micotoxinas.

Aunque en la actualidad se han identificado mas de 400 micotoxinas,
unicamente se han adoptado medidas legislativas para 13 de ellas. Segun la
FAO (2002), los factores que mas influyen cuando se requiere fijar limites y
reglamentar los contenidos de micotoxinas, son los siguientes:

- Disponibilidad de datos toxicoldgicos, de métodos analiticos, y de datos
relativos a la presencia de las micotoxinas en diversos productos basicos.

- Conocimiento de la distribucién de las concentraciones de las micotoxinas en
un lote.

- Legislacion de los paises con los que existen contactos comerciales.

- Necesidad de un abastecimiento suficiente de alimentos.

En la Unién Europea existen diversos reglamentos de directa aplicacion. En
el afo 2006, la Comisién Europea establecié el Reglamento (CE) N°
1881/2006 de la Comisién, por el que se fija el contenido maximo de

determinados contaminantes en los productos alimenticios. En este
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Reglamento se establecieron contenidos maximos en piensos y alimentos para
las llamadas “micotoxinas tradicionales”, que comprenden el grupo de las AFs
B, B,, G,, G,y M,, OTA, ZEA, fumonisinas B, y B,, deoxinivalenol (DON), y
patulina (PAT). Esta normativa ha sido modificada posteriormente por los
siguientes Reglamentos:

- Reglamento (CE) N° 1126/2007 que establece limites para las micotoxinas de
Fusarium en maiz y productos derivados.

- Reglamento (CE) N° 165/2010 y (CE) N° 1058/2012 en lo que respecta al
contenido maximo de AFs.

- Reglamento (CE) N° 105/2010 y (CE) N° 594/2012, concerniendo a los
contenidos maximos de OTA.

- Reglamento (CE) N° 212/2014 en lo que concierne a los contenidos
maximos de citrinina en complementos alimenticios.

Actualmente la Comisién Europea esta estudiando la posibilidad de fijar
contenidos maximos para las toxinas T-2 y HT-2, habiéndose establecido en el
afio 2013 la Recomendacion 2013/165/UE, en la cual se fijaron diferentes
niveles indicativos para las toxinas HT-2 y T-2 en cereales no elaborados y en
productos a base de cereales para consumo humano y animal.

Ademas, la Unién FEuropea ha establecido recomendaciones para la
prevencion y reduccion de micotoxinas de Fusarium en cereales y productos a
base de cereales (Recomendacion 2006/583/CE), para la prevencion vy
reduccion de la contaminacion por PAT en zumo de manzana
(Recomendacién 2003/598) y sobre el control de la presencia de alcaloides de

cornezuelo en piensos y alimentos (Recomendacion 2012/154/UE).

19



Introduction

1.2. Micotoxinas emergentes de Fusarium

Fusarinm es considerado el género productor de micotoxinas de mayor
prevalencia en los cereales cultivados en las regiones templadas de América,
Europa y Asia (SCF, 2002). Los TCs, FBs y ZEA son las micotoxinas mas
comunes producidas por diferentes especies de Fusarium. El género Fusarium es
también responsable de producir otro grupo de toxinas menos comunes,
llamadas micotoxinas emergentes de Fusarium, que incluyen el grupo de las
eniatinas (ENs), beauvericina (BEA), fusaproliferina (FUS) y moniliformina
(MON). Estas micotoxinas son compuestos de creciente interés en la

actualidad debido a su posible impacto negativo en la salud humana y animal.

1.2.1. Hongos productores

Entre las especies productoras de ENs y BEA, destacan F. proliferatum, F.
subglutinans, F. poae, F. avenaceum, F. oxysporum, F. sambucinum, F. tricinctum y F.
vertilliordes (Herrmann et al., 1996; Logtrieco et al., 1998; Shephard et al., 1999;
Logtieco et al., 2002; Srobarova et al., 2002). La FUS fue aislada por primera
vez de un cultivo de F. proliferatum, habiéndose comprobado posteriormente
que también podia ser producida por F. subglutinans, F. globosum y F. vertillioides,
entre otras especies productoras (Randazzo et al., 1993; Logrieco et al., 1996;
Shephard et al., 1999; Srobarova et al., 2002). Estas especies del género
Fusarium pueden proliferar en zonas de todo el mundo con diferentes
caracteristicas climaticas, tanto templadas como en zonas tropicales vy
subtropicales, habiendo sido aisladas en diferentes sustratos tales como los
cereales, algoddn, cafia de azucar, orquideas, higos y suelos (Cabafies et al.,

2007).
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1.2.2. Estructura y propiedades quimicas

El grupo de las ENs y la BEA se caracteriza por presentar una estructura
de depsipéptido ciclico (Figura 3). Actualmente se conocen al menos 29
analogos de las ENs, los cuales se pueden agrupar en diferentes series en
funcién de los grupos funcionales presentes en su estructura: eniatinas de tipo
AB,CD,E, F,G HL]J,K, L, M, N, Oy P (Uhlig et al., 2009; Sy-Cordero
et al., 2012). De todas ellas, unicamente siete ENs se han encontrado en
productos alimenticios de forma natural. La eniatina A, eniatina A, eniatina B
y eniatina B, (ENA, ENA,, ENB y ENB,, respectivamente) son las de mayor
interés por presentar una mayor incidencia en los alimentos, mientras que las
ENs B,, B, y B, solo se han detectado en algunos alimentos de manera
excepcional (Tittlemier et al., 2013). En la Figura 3, se muestra la estructura
quimica de la BEA, ENA, ENA,, ENB y ENB,. Como se puede observar en
esta figura, presentan una estructura de hexadepsipéptido ciclico compuesto
por tres aminoacidos alternos con acido 2-hidroxi-3-metilbutanoico, unidos
por enlaces peptidicos y enlaces éster intramoleculares. Los 5 compuestos
unicamente se diferencian por el tipo de residuo de acido N-metilamino: la
BEA presenta tres residuos de N-metil-fenilalanina (Ph), la ENA tres residuos
de N-metil-isoleucina (Ile), la ENA, presenta dos Ile y un residuo de N-metil-
valina (Val), la ENB contiene tres Val, y la ENB, dos Val y una Ile.

En general, la BEA y las ENs se pueden considerar compuestos lipofilos,
debido a los grupos apolares (grupos fenil, sec-butil, zso-propil y metil) que estan
orientados hacia la superficie externa con respecto al plano de la molécula,
pero también presentan un cierto caracter hidréfilo debido a los grupos amida
y carbonil éster orientados hacia el centro de la molécula (Khaled & Davies,

1982). Tanto los atomos de oxigeno de los grupos carbonilo, como los atomos
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de nitrégeno de las amidas encadenadas, poseen pares de electrones libres que
pueden actuar como nucleéfilos, dando lugar a interacciones quimicas débiles
con cationes (i6n-dipolo). Debido a ello, tanto la BEA como las ENs, son
capaces de formar complejos estables con cationes metalicos o con moléculas
cargadas o neutras (Hilgenfeld & Saenger, 1982; Krska et al., 1996). En la Tabla

2 se muestran algunas de las propiedades quimicas de estas micotoxinas.

R, R, R,
BEA fenilmetil fenilmetil fenilmetil
ENA sec-butil sec-butil sec-butil
ENA, sec-butil sec-butil zso-propil
ENB zso-propil zso-propil zso-propil
ENB, Zso-propil zso-propil sec-butil

Figura 3. Estructura quimica de la BEA, ENA, ENA;, ENB y ENB;.
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Tabla 2. Férmula empirica, peso molecular y punto de fusién de las ENs, BEA y FUS

(Jestoi, 2008).

Micotoxina Férmula Peso molecular Punto de
empirica (g/mol) fusion (°C)
ENA C36He3sN309 681.46 121-122
ENA; C35sHaN3O9 667.44 66-67
ENB C33Hs57N309 639.41 172-174
ENB; C34H359N309 654.42 -
BEA C4sHs7N309 783.00 93-97
FUS C27H4005 444.00 142-147

“ Dato no disponible

En la figura 4 se muestra la estructura de la FUS. La FUS es un
sesterterpeno biciclico compuesto por cinco unidades isoprénicas. L.a molécula
presenta una naturaleza bipolar: los grupos hidroxilo, carbonilo y éster crean
un entorno hidréfilo, mientras que los cuatro sustituyentes metilo posicionados
en el plano opuesto del anillo, le confieren un entorno hidrofébico. La
molécula presenta una mayor estabilidad en condiciones basicas (pH=9) que en
acidas (pH=4). A temperatura ambiente (25°C) se puede producir la
degradaciéon de la FUS para dar lugar mayoritariamente a la deacetil-
fusaproliferina (deacetil-FUS) (figura 4), la cual presenta una toxicidad limitada
en comparacion con la FUS. La deacetilacion de la FUS esta favorecida en

condiciones de humedad (Ritieni et al., 1999), mientras que el almacenamiento

a bajas temperaturas es suficiente para que no se produzca (Wu et al., 2003).
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R

R FUS CH,CO-

Deacetil-FUS H-

Figura 4. Estructura quimica de la FUS y de la deacetil-FUS.

1.2.3. Toxicidad

Las ENs y la BEA presentan un amplio rango de actividades biolégicas,
habiéndose descrito una serie de propiedades antimicrobianas, insecticidas y
herbicidas, asi como actividad antibiética sobre organismos patdgenos (Klaric
et al., 2010). Se ha comprobado que la BEA en combinacién con miconazol y
ketoconazol, presenta efectos sinérgicos antifingicos (Fukuda et al., 2004).
También se ha demostrado que esta micotoxina presenta una actividad
fitotoxica en protoplastos de tomate (Paciolla et al., 2004) y raices de maiz
(Pavlovkin et al., 2006). Algunos estudios han afirmado que la FUS presenta
propiedades fitotoxicas, pudiendo disminuir el contenido de clorofila en maiz
(Nabudinska et al., 2003). Por otra parte, se ha demostrado que la FUS no
presenta actividad antibacteriana frente a Escherichia Coli y Saccharomyces Aurens

(Meca et al., 2009).
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Diversos estudios de toxicidad 77 vivo e in vitro han indicado que las
micotoxinas emergentes de Fusarium pueden causar una serie de efectos
adversos.

Los estudios de toxicidad 7z vivo son muy limitados: Gnicamente existe un
trabajo que evalu6 la toxicidad aguda de la BEA en ratones, siendo la Dosis
Letal 50 (DLs;) de 100 mg/Kg de peso corporal (Kg pc) por via oral, y de 10
mg/Kg por via intraperitoneal (Omura et al., 1991). En la mayoria de estudios
donde se ha evaluado la toxicidad aguda de las ENs, se administré una mezcla
de ENA, ENA,, ENB y ENB,. McKee et al. (1997) observaron una reduccién
de peso y la muerte de las ratas después de 2-5 dias de administracion por via
intraperitoneal de 10-40 mg de ENs/Kg pc. En un estudio mas reciente, se
evaluo la toxicidad de la ENA individualmente: un pienso contaminado por
ENA fue suministrado a 5 ratas Wistar en una dosis diaria de 20.91 mg
ENA/Kg pc durante 28 dias, no observandose efectos adversos en las ratas
tratadas (Manyes et al., 2014). Hasta el momento no existen estudios
disponibles que evalien los efectos de toxicidad crénica y subcronica 7 vivo.

El nimero de estudios de toxicidad 77 vitro es considerablemente mas
amplio, habiéndose demostrado la accién citotoxica de las ENs y la BEA en
diferentes lineas celulares, incluyendo células de ovario (CHO-K1) y células
pulmonares (V79) de hamster chino (Behm et al., 2012; Lu et al., 2013), células
epiteliales PK15 de rinén de cerdo (Klaric et al,, 2006), células SF-9 de
lepidopteros Spodoptera frugiperda (Fornelli et al., 2004), lineas celulares de
macréfagos murinos RAW 264.7 (Gammelsrud et al., 2012) y células epiteliales
Vero de rifion de mono (Ruiz et al., 2011). En cuanto a las lineas celulares de
humanos, se ha indicado que las micotoxinas emergentes pueden causar

citotoxicidad en células dendriticas, en células de colon Caco-2 y HT-29, y en la
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linea celular de higado humano Hep-G2 (Meca et al., 2011; Juan-Garcia et al,,
2013; Ficheux et al., 2013). En estos estudios 7z vitro se demostré que las ENs 'y
la BEA pueden causar immunotoxicidad, mielotoxicidad y hematotoxicidad.
En la mayoria se obtuvieron valores de I1C;, (50% concentracién inhibitoria) a
bajos rangos de concentracion (1.4-30 uM).

La BEA podria presentar un potencial efecto genotoéxico, de acuerdo con
diversos trabajos en los que se trataron linfocitos y leucocitos humanos, y
células epiteliales de cerdo PK15 con esta micotoxina (Klaric et al., 2010; Celik
et al., 2010).

Segin Ivanova et al. (2000), la citotoxicidad de las ENs frente a
hepatocitos de carcinoma humano HepG2 podria ser comparable a la
evidenciada para el DON en un ensayo basado en medir la sintesis del ADN.

Aunque los diferentes autores han indicado una serie de efectos adversos
ocasionados por estas micotoxinas de forma individual, es importante
considerar las posibles interacciones que varias micotoxinas pueden ocasionar
cuando estan presentes en un mismo alimento, pudiendo dar lugar a un efecto
sinérgico, aditivo o antagonico. En este sentido, diferentes estudios de
toxicidad 7z vitro se han llevado a cabo para evaluar el efecto toéxico resultante
de la combinacién de varias micotoxinas. Recientemente, Prosperini et al.
(2014) evaluaron el efecto que diferentes interacciones entre las ENs A, A, B
and B, podrian ocasionar en la viabilidad de las células Caco-2 tras 24h de
exposiciéon. Los resultados obtenidos mostraron que las interacciones
producidas por diferentes combinaciones binarias, ternarias y cuaternarias de
estas ENs, pueden dar lugar a un efecto aditivo en la viabilidad celular.
Unicamente la mezcla de ENB y ENB, dio lugar a un efecto antagénico.

Resultados similares fueron obtenidos por Lu et al. (2013) en un estudio
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desarrollado con células CHO-K1. Los autores observaron un efecto sinérgico
o aditivo en la mayorfa de los casos, con la excepcion de las mezclas de las
ENA+ENA,+ENB, y de ENA,+ENB+ENB,, en las cuales se observé un
efecto antagénico. Klaric et al. (2008) demostraron que diferentes
combinaciones de BEA, OTA y FB1 dan lugar a efectos aditivos o sinérgicos
sobre la actividad de la lactato deshidrogenasa y de la caspasa-3, y sobre el
indice de apoptosis en células epiteliales de rinén de cerdo PK15.

Debido a los efectos toxicos descritos, en los ultimos afios diferentes
estudios han sido enfocados en la reduccién del potencial citotoxico de estas
micotoxinas mediante la adiciéon de sustancias de origen natural. Segun el
estudio realizado por Lombardi et al. (2012), diferentes polifenoles como
quercetina, rutina o miricetina, presentan un efecto citoprotector en las células
CHO-K1 cuando se exponen a la presencia de ENs. Asimismo, se ha
estudiado que el resveratrol puede disminuir el potencial riesgo toxicolégico de
la BEA en células CHO-KI1, cuando ambos compuestos se encuentran en
combinacién (Mallebrera et al., 2015).

Por lo que respecta a la toxicidad de la FUS, existen limitados estudios que
han evaluado su toxicidad. En el afio 1997 se demostré que puede causar
teratogenicidad asi como una serie de efectos patégenos en embriones de pollo
(Ritieni et al., 1997). En el afio 2004, Fornelli et al. obtuvieron valores de IC;
y de CCg, (50% concentracion citotoxica) superiores a 100 uM en células de
insecto SF-9. Asimismo, se ha observado que es toxica para Artemia salina L.
larvae y para linfocitos B humanos IARC/LCL 171 (Jestoi, 2008). Sin embatgo,
los estudios realizados empleando lineas celulares de humanos (Caco-2 y HT-
29), han indicado que la FUS no presenta efectos citotoxicos a las dosis

ensayadas (Prosperini et al., 2012).
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1.2.4. Mecanismo de accion

Las ENs y la BEA presentan acciones toxicodinamicas muy parecidas
debido a su similitud estructural. Debido a sus propiedades ionéforas, son
capaces de formar complejos estables tipo sandwich con iones de metales
alcalinos, pudiendo transferir cationes monovalentes (K', Na") y divalentes
(Ca™) a las membranas celulares (KKamyar et al., 2004; Tonshin et al., 2010). La
formacion de estos complejos da lugar a un aumento de la permeabilidad de las
membranas biologicas y a la formacién de canales catién-selectivos en las
membranas lipidicas, los cuales pueden afectar a la homeostasis celular y al
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa. Asimismo, se ha demostrado
que estas toxinas pueden causar dafios del ADN; e induccion de la apoptosis y
necrosis dando lugar a la muerte celular (Ruiz et al., 2011; Manyes et al., 2014).

Estudios recientes han evidenciado que el mecanismo de acciéon de las
ENs y la BEA, podrtia ser mucho mas complejo, ya que pueden actuar como
inhibidores enzimaticos. Las ENs y la BEA presentan efectos inhibitorios en la
actividad del colesterol aciltransferasa, asi como en la actividad catalitica de las
topoisomerasas, y de la enzima 3,5 -nucleétido ciclico fosfodiesterasa (Escriva
et al,, 2015).

La citotoxicidad de las ENs y la BEA también es debida a la generacién de
ROS (Reactive Oxygen Species) de forma dosis-dependiente en células Caco-2,
que podria ser consecuencia de alteraciones mitocondriales, como la
disminucién del potencial de membrana mitocondrial (Prosperini et al., 2013a,
Prosperini et al. 2013b). Existen estudios que han relacionado la generaciéon de
ROS con un incremento de la peroxidacion lipidica y una disminucion del nivel

de glutation (Mallebrera et al., 2014).
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Respecto al mecanismo de accion de la FUS, diferentes estudios han
evidenciado que los efectos teratégenos de la FUS en embriones de pollo, en
parte son debidos a las interacciones no covalentes entre la FUS y las cadenas
dobles y simples de los oligonucledtidos de ADN, con una relacién

estequiométrica 1:1 (Ritieni et al., 1997; Pocsfalvi et al., 2000).

1.2.5. Toxicocinética

Los estudios 2 vitro desarrollados hasta el momento han indicado que las
ENs y la BEA se absorben y metabolizan rapidamente dando lugar a una serie
de metabolitos, la mayoria de ellos sin caracterizar. Unicamente se han
identificado 12 metabolitos de la fase I de metabolismo de la ENB en dos
estudios realizados a partir de microsomas hepaticos de humanos, de rata y de
perro (Faste et al.,, 2011; Ivanova et al., 2011). Recientemente, Ivanova et al.
(2014) identificaron un nuevo metabolito de la ENB en un estudio realizado
con microsomas hepaticos de pollos. Los autores obervaron que el nuevo
metabolito no se formdé en las incubaciones de microsomas humanos,
concluyendo asi que la ENB presenta diferentes rutas de biotransformacion
dependiendo de la especie tratada.

Diferentes estudios de bioaccesibilidad 7z vitro mediante simulacion de la
digestion gastrointestinal, han sido llevados a cabo para evaluar la fraccién de
compuesto ingerido que esta disponible para la absorcién intestinal en el
organismo. En estos estudios se ha evaluado la adicién de diferentes sustancias
como fibras, compuestos prebidticos o bacterias probidticas en la
bioaccesibilidad de las micotoxinas. Mallebrera et al. (2013) evaluaron la
bioaccesibilidad de la BEA en un sistema modelo, obteniendo porcentajes de
reduccion en el tracto gastrointestinal con respecto a la cantidad inicial, del 1.9-

27% en presencia de fibras, del 60-80% con prebidticos, y del 30-85% en
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presencia de bacterias probioticas. La bioaccesibilidad de las ENs fue evaluada
por Meca et al. (2012a), obteniendo una fraccion disponible del 10-60% en pan
tostado. Asimismo, se han realizado algunos estudios para evaluar el transporte
de las ENs y de la BEA a través de las monocapa celular en células Caco-2. El
transporte de la BEA a través de la capa monocelular se estimé en un 25% vy
52% después de 2 y 4 horas, respectivamente. El transporte de las ENs alcanzé
porcentajes del 20-42% (2h) y 55-70% (4h), dependiendo del tiempo de
incubacion (Prosperini et al., 2012).

En cuanto a los estudios toxicocinéticos realizados # vive, existen vatrios
grupos que han desarrollado estudios en animales de experimentaciéon y de
granja. En un estudio piloto llevado a cabo por Devreese et al. (2013), la
absorcion oral de las ENs y la BEA fue estudiada en un cerdo, mediante el
analisis de muestras de plasma a diferentes tiempos tras la administracion
intragastrica (0.05 mg/Kg pc). Las concentraciones mas elevadas en plasma
fueron detectadas 20-30 min después de la administracién, mientras que niveles
de trazas se detectaron tras 40 min, mostrando una rapida eliminacién de estas
micotoxinas. Segun los autores, la BEA presenté la menor biodisponibilidad
oral, siendo necesaria una mayor dosis para cuantificar la micotoxina en
plasma. Se observo una gran diferencia en la absorcion oral entre los diferentes
analogos de las ENs, a pesar de que presentan una estructura quimica similar.
La ENB present6 la mayor absorciéon oral (concentracion maxima 73.4
ng/mL), seguida de la ENB,, ENA, y ENA (concentracién maxima 35.2, 11.6,
y 0.8 ng/ml., respectivamente). La rapida eliminacion de las ENs fue
comparable con la obtenida para el DON en estudios similares.

En un trabajo posterior del mismo grupo, se llevé a cabo un estudio

toxicocinético y de biodisponibilidad oral absoluta de la ENB,; (0.05 mg/Kg
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pc) en 5 cerdos. Tanto con la administracién oral como con la intravenosa, la
absorcion de la ENB,; fue rapida. Asimismo, fue rapidamente distribuida y
eliminada, con un porcentaje de biodisponibilidad oral absoluta del 90.9%
(Devreese et al., 2014).

Ivanova et al. (2014) realizaron dos estudios suministrando pienso
contaminado por ENB a dosis de 12.7 mg/Kg en pollos, y de 11.2 mg/Kg en
gallinas por via basal durante 14 dfas. La ENB fue detectada en
concentraciones de 3.6-7.0 ng/mlL, en el 89% de las muestras de suero, y en el
63% de las muestras higado. Los huevos de las gallinas del periodo de
tratamiento fueron analizados, obteniéndose una incidencia del 100% con una
maxima concentracién de 19.4 pg de ENB/Kg. Segun los autores, este
resultado era de esperar debido a la naturaleza lipofilica de la ENB y al elevado
contenido en lipoproteinas de los huevos. Asimismo, se detectaron diferentes
niveles de concentracién de la ENB en las muestras de huevos, higado y suero.

En un estudio desarrollado en el afio 2014, cinco ratas de experimentacion
fueron alimentadas por pienso contaminado por ENA (465 mg/Kg) durante
28 dias, con una ingesta diaria estimada en 20.9 mg de ENA/Kg pc. Tras el
estudio, los resultados demostraron la presencia de ENA en los siguientes
6rganos: higado (22.7 mg/Kg), colon y duodeno (2.2-2.9 mg/Kg), y liquidos
del tracto gastrointestinal (1.3-9.6 mg/Kg). Los niveles de ENA en plasma
fueron analizados cada 7 dias, obteniéndose los niveles mas elevados (4.76
pg/mL) tras 28 dias de exposicion (Manyes et al., 2014; Juan et al., 2014a).

En general, todos los autores han descrito una rapida excreciéon de las
micotoxinas emergentes de Fusarium, asi como la formaciéon de metabolitos de
fase I de la ENB, existiendo diferencias significativas en cuanto a las rutas de

biotransformacion dependiendo del tipo de especie de animal tratada.

31



Introduction

1.2.6. Presencia en alimentos

En los ultimos afios diferentes autores han estudiado la incidencia y niveles
de concentracion de las ENs, BEA y FUS en productos alimenticios
procedentes de diferentes pafses. Estos estudios han puesto de manifiesto que
las micotoxinas emergentes de Fusarium pueden estar presentes en alimentos
procedentes de zonas geograficas con diferentes caracteristicas climaticas como
Sudafrica, América (Argentina y EEUU), norte de Europa (Reino Unido,
Finlandia, Dinamarca y Noruega), este de Europa (Republica Checa), Asia
(China e Iran) y cuenca del Mediterraneo (Espafia, Italia, Tunez y Marruecos)
(Santini et al., 2012). Los alimentos con una mayor presencia de micotoxinas
emergentes de Fusarinm son los cereales sin procesar y productos a base de
cereales para consumo humano y animal (Jestoi, 2008). En la tabla 3 se
muestran los resultados de los estudios mas recientes que han evaluado la
presencia de FUS en diferentes alimentos. Las tablas 4-6 presentan los niveles
de concentracién y la incidencia de la FUS, ENs A, A, By B, y de la BEA en
diferentes cereales y productos derivados, descritos en los dltimos 10 afos.

Recientes estudios han mostrado que existe un amplio rango de matrices
susceptibles de contaminaciéon por ENs y BEA, como los frutos secos, el café
y otros productos alimentarios menos comunmente contaminados por toxinas
de Fusarium (Tabla 7) (Tolosa et al., 2013; Hu y Rychlik, 2014; Garcia-Moraleja
et al., 2015). Asimismo, las ENs y la BEA han sido detectadas en productos de
origen animal destinado a consumo humano (pescado, carne y huevos)
procedentes de animales alimentados con piensos contaminados (Tabla 8)
(Jestot et al., 2007; Jestoi et al., 2009; Tolosa et al., 2014).

Los trabajos disponibles hasta el momento han evidenciado una elevada

incidencia de las ENs y BEA en la mayoria de alimentos, habiéndose detectado
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niveles de concentracién muy elevados en cereales (procesados y sin procesar)
procedentes de paises caracterizados por un clima templado. Por lo general, las
ENs tipo B presentan una mayor incidencia que de las ENs tipo A y la BEA.
La FUS esta presente ocasionalmente en alguno de los alimentos analizados,
mostrando bajos porcentajes de incidencia en la mayoria de estudios (Tabla 3).
Las maximas concentraciones de ENB,, BEA y FUS se detectaron en muestras
procedentes de Marruecos, con niveles de 795 mg/Kg de ENB, en una
muestra de cereales para el desayuno (Tabla 5), 590 mg/Kg de BEA en una
muestra de maiz en grano (Tabla 4), y 19.6 mg/Kg de FUS en una muestra de
arroz (Tabla 3). La maxima concentracién de ENA, fue de 814.42 mg/Kg en
una muestra de arroz procedente de Espana (Tabla 4). Las maximas
concentraciones de ENA y ENB se detectaron en una muestra de harina de
trigo procedente de Tunez (121 mg/Kg y 295 mg/Kg, respectivamente) (Tabla
5).

En cuanto a la co-ocurrencia de varias micotoxinas en un mismo alimento,
por lo general se ha observado la presencia conjunta de las micotoxinas
emergentes de Fusarium en un mismo alimento. En la actualidad, las ENs y la
BEA se han empezado a incluir en estudios multimicotoxina. En estos estudios
se ha evidenciado la presencia simultinea de las ENs y la BEA con otras
micotoxinas de Fusarium, como las FBs o el nivalenol (NIV), y con micotoxinas
modificadas, como el deoxinivalenol-3-glucésido (Tansakul et al., 2013; Streit
et al., 2013; Garcia-Moraleja et al., 2015). Sin embargo, los estudios sobre la
FUS han disminuido considerablemente en los ultimos afios, probablemente
debido a los bajos porcentajes de incidencia descritos en los alimentos y a la

dificultad de obtener estandares para realizar los estudios.
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Tabla 3. Presencia y rangos de concentracién de la FUS en alimentos.

Origen Alimento Incidencia Rango Referencia
alimento (n/N) ® (ng/kg)
2)
Eslovaquia Maiz 8/22 <25 - Srobarova et al.,
8200 2002
Finlandia Trigo, cebada, avena y 0/38 nd Jestoi et al., 2004a
centeno
Productos a base de 0/18 nd Jestoi et al., 2004b
cereales
Italia Productos a base de 0/12 nd Jestoi et al., 2004b
cereales
Espafia Trigo 3/21 3120 @ Meca et al., 2010
Maiz 1/28 2470 @ Meca et al., 2010
Cebada 0/4 nd Meca et al., 2010
Tunez Cereales en grano y 0/51 nd Oueslati et al.,
productos a base de 2011
cereales
Marruecos Cereales para el 7/68 500 - Mabhnine et al.,
desayuno 7400 2011
Trigo 4/25 2000 & Zinedine et al.,
2011
Maiz 1/31 600 ® Zinedine et al.,
2011
Cebada 0/8 nd Zinedine et al.,
2011
Arroz 3/70 200 - Sifou et al., 2011
19600

@ I: incidencia, n: n® muetras positivas, N: n° muestras totales
@ nd: no se detecta

©) Media (ng/ke)



Tabla 4. Presencia y rangos de concentraciéon de ENs y BEA en cereales sin procesar.

Cereal Origen ENA ENA, ENB ENB, BEA Referencia
I Rango I Rango I Rango I Rango I Rango
O/N)  (ug/kg ©/N)  (wg/ke  @/N)  (ug/kg ©/N)  (wg/kg  @/N)  (neg/kg
) ® o @ ) @ o ® ) @
Noruega  23/80  <3-30  62/80  <4-190  80/80  <3-5800  78/80  <3-1600  10/80 <38 Uhlig etal.2006
Finlandia 4/9 1-29 7/9 4-49 9/9  3.8-1920 9/9 108399  8/9 nd-<10  Ylietal 2006
. 123/ nd- Lindblad et al.
@ _ _ _ _ _ _ _
Trigo Suecia 195 481 63/125 nd-12 2013
Ttalia 6/43 31181 11/43 45404 18/43 31872 11/43 15698 6/43 1851 Alkadri et al.
Siria 4/40 1522 4/40  0.6-2.1 1/40 nd-0.9 0/40 nd 5/40 1517 2014
Marruccos  11/80 490 14/80 740) 49/80 930) 42/80 510 8/80 94 Blesa et al.2014
Burkina Faso y Warth et al.
Morambiduc 0/13 nd 2/13  0.1-0.1 0/13 nd 1/13 0.1 11/13  0.1-35.6 oo
Maiz Alemania : . . : 28/80 1150 - - 34/80 3150 i?%fod
Sudifrica  0/42  nd  0/42 nd 0/42 nd 0/42 nd 342 <roQ  Midkereal
Finlandia  12/29 17 25/29 <481 29/29 <3.8-614  29/29 10.8-338 27/29  nd-<10  Ylietal 2006
Noruega  23/75 <359  67/75 <4500  75/75 <33200 75/75 <3-1900 14/75 <321 _ Uhligeral. 2006
Cebada Republi 5.96 5.56 513 Bolech
cpu ca J0- D0~ A0- olechova et
S 28/28 500 28/28 361743 28/28 1451416 28/28 0 28/28 L0 2018
Noruega  12/73  <3-17  24/73 <475  73/73 <3190 61/73 <3270  49/73  <3-120 _ Uhlig et al.2006
Avena Suecia ®  93/93 nd-862 - . . . . . 91/95  nd3z7  Fredinderal
Maiz, trigo y nd- 14000- 5000- 8000- 1000- Zinedine et al.
cebada Marruecos — 1/64 5,00, 25/64  usa00 1404 50000 4/64 3000 /%% 59000 2011
Ttigo, maiz, ~ 33380- 2230- 4340- 510- ,
s Espafia 0/64 nd 47/64 g 5/64 51370 3/64 iioqo 264 g0 Mecacal2010
Sotgo, atroz, Burkina Faso Warth et al.
i v sésame 3 Mozambique 2/7 0220  2/7 0.2-4.1 1/7 nd-0.9 1/7 nd-4.1 7/7 3.5-486 ol

M I:incidencia, n: n® muetras positivas, N: n° muestras totales
@ nd: no se detecta, -: dato no disponible
@ Media (ug/kg)
@ Los datos de la ENA son referidos a la suma de las ENs A, Ay, B, By, B, y B3



Tabla 5. Presencia y rangos de concentracién de ENs y BEA en productos a base de cereales para consumo humano.

Producto Origen ENA ENA, ENB ENB, BEA Referencia
I Rango 1 Rango I Rango I.(n/N) Rango I Rango
®/N)  (ug/ke) @/N)  (ug/kg)  (@/N)  (ug/kg) a (mg/ke)  (/N)  (ug/kg)
o) ® M © ) ® ) Q) o)
10100- 37500- 1000- 600- Mahnine et
Marruecos — 2/68 g0 21/68 oo 9/68  eoron  12/68 195000 4/68  nd-2000 al. 2011
Cereales Republica 77 36078 2/7 18410 7/7 18941 6/ 10-785 - - Malachova ct
desayuno Checa al.,, 2011
Ttnez 0/4 nd 4/4 156100 4/4 57400 4/4 2510 0/4 nd (1‘11“213?1“
Republica Malachova
Snacks b 34/34 2065 5/34 24-61 2334 13240 18/34 8106 - - otal. 2011
. Republica 27- Malachova
Harina G212 L 16/22 7100 21/22 26256 21/22 7-71 - - ccal. 2011
. <LOQ <LOQ- <LOQ- Juan et al.,
Pasta Ttalia 1/25 s 1/25  <LOQ-9  11/25 106 1/25 . 0/25 nd 013
Harina, pasta , 19600- 11100- 1500- 4800- Oueslati et
y cous cous Toez 1451 o000 4750 4goo00 21 p0s000 2051 qpp000 /5! nd al,, 2011
Cereales Blesa et al
desayuno, pan  Portugal ~ 10/61  2.6-71  32/61  3.4-789  30/61  1.6-491  27/61 28369  1/61  nd-3.2 ot
y harina
Papillas Ttalia 0/75 nd 3/75 6.58 10/75 10130 1/75 7.80 1/75 1180 Jugglztbal-
Arroz para Iran 0/65 006G  5/65 nd 0/65 nd 0/65 nd 26/65  nd-0.47 Naz;gle; al,
consumo 8400 56200 4400 3600 Sifou et al
- J. - - 20 - ou et al.
humano Marruecos 16/70 119500 4/70 448700 21/70 36200 17/70 23700 53/70 3.8-26.3 2011
Galletas Italia 2/20  <LOQ  2/20  <LOQ  2/20  <LOQ  2/20  <LOQ : : C:fnzo(ﬁl 4‘*

@ I incidencia, n: n® muetras positivas, N: n° muestras totales
@ nd: no se detecta, -: dato no disponible
@ Media (ug/kg)



Tabla 6. Presencia y rangos de concentracién de ENs y BEA en piensos.

Alimento ENA ENA, ENB ENB; BEA Referencia
(Origen) I Rango I Rango I Rango I Rango I Rango
@/N)  (ug/kg)  (@/N)  (ug/kg)  (@/N)  (eg/kg)  (@/N)  (ug/ke)  (@/N)  (ug/kg)
o @] M @) o ) () @ O] )
iﬁ;:; S}’E&iﬁﬁg 6/100  nd-106  20/100  nd-107  95/100 2“:9;; 64/100  nd-496  55/100  nd-988 S‘if“;ggget
Rasmussen et
Maiz sin procesar 7/20 nd-200 al., 2010
Dinamarca Storm et al.,
( ) 28/99  nd-365 o
Piensos formulados
con cereales y semillas Streit et al
(Austria, Hungtfa y 72/83  nd-1745  79/83  nd-2216  76/83 nd-780 76/83  nd-2690  81/83  nd-2326 2013 °
Dinamarca, América,
Australia)
Piensos para pollos
formulados con maiz y
Warth et al.,
frutos secos 4/10 0.6-7.9 4/10 3.4-439 4/10 2.2-114 7/10 0.1-94.4 10/10 3.3-418 2012
(Mozambique y
Burkina Faso)
Piensos para animales
de granja formulados 0.1- 0.3- Zachariasova
con cereilles (Republica /395 2816 /395 0.1-400 /395 4614 /395 0-1-845 /395 0.3-685 etal., 2014
Checa y Reino Unido)
Piensos de piscifactoria
formulados con 20/20 0634  20/20 0365  20/20 0432  20/20 01510 19/20 04540  rolosactal,

cereales y pescado
(Espafia)

2014

@ I: incidencia, n: n® muetras positivas, N: n® muestras totales

@ nd: no se detecta, -: dato no disponible



Tabla 7. Presencia y rangos de concentracién de ENs y BEA en otros alimentos de origen vegetal.

Alimento ENA ENA; ENB ENB; BEA Referencia

(Origen) I Rango I Rango I Rango I Rango I Rango

@/N)  (g/ky @/N) (@g/k9 @ @/N)  (g/kg  ©O/N)  (ug/kg ©O/N)  (ug/kg)
o ® 0 o @ ® @ o @

Chufa nd- 21.6- 5/47 51.6- Sebastia et
Fspadia 1/47 676.5 8/47 32.2-4440 1/47 nd-44.8 5/47 346 2985 al., 2012
p
Cacahuetes (Mozambique Warth et al.,
v Burkina Faso) 0/23 nd 0/23 nd 0/23 nd 1/23 nd-0.3 16/23 0.1-24.0 2012
Frutos secos 39- 22- Tolosa et al.
(Espafia) 27/30 23300 6/30 7-523 26/30 14610 10/30 22-784 12/30 1-42 2013
18.2- Tolosa et al.
Frutas deshidratadas 10/28 1386% 13/28 nd-11 15/28 ??37;8 1/28 nd-22 7/28 131.8 2013
(Espafia) el e Azaiez et al.,
0/14 nd 4/14 2.2-8.1 7/14 227.7 2/14 30-39.9 2/14 nd-7.0 2014
Café molido e 0.96- 0.52- Garcia-
instantaneo 0/6 nd 4/6 0.64-4.82 5/6 7)% 14 4/6 5 33 1/6 nd-0.37 Moraleja et
(Espafia) oY - al,, 2015
. .. Hu &
Hierbas Medicinales <0.8- <1.1- <1.0- <1.1- <1.2- .
(China) MO0 ahe MO0 252.5 7/60 290.5 /60 402 12/60 o4 Rggﬂk’

@ T:incidencia, n: n° muetras positivas, N: n® muestras totales
@ nd: no se detecta, -: dato no disponible



Tabla 8. Presencia y niveles de concentracion de ENs y BEA en productos de origen animal.

Alimento ENA ENA, ENB ENB; BEA Referencia
(Origen)
1 Rango 1 Rango 1 Rango I Rango I Rango
0/N)  meg/ke) @/N) /ke @ @/N) we/ke  @/N) (wg/ke)  @/N)  (ug/kg)
@ @ ) o @ o @ @ ®
Carne e higado de pollo y nd- 2/31 nd- nd- nd- Jestoi et al,,
pavo (Finlandia) 1319 60 9 aoq B89 nd200 12319 66 T 16g 2007
Huevos 7/47 254/47 Jestoi et al.,
inlandia o o o e o
Finlandi 4/479 nd-1.3 9 nd-7.5 66/479 nd-7.0 9 nd-3.8 66/479 nd-7.0 2009
Huevos Capriotti et
(Italia) 0/27 nd 0/27 nd 0/27 nd 0/27 nd 0/27 nd al., 20122
Pescado _ Tolosa et al.,
(Espafia) 0/20 nd 8/20 1.7-7.5 13/20 1.3-44.6 10/20 1.4-31.5 0/20 nd 2014

@ I:incidencia, n: n° muetras positivas, N: n® muestras totales
@ nd: no se detecta, -: dato no disponible
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1.3. Prevencion y reduccion de la contaminacién por micotoxinas

La aplicacion de diferentes estrategias de prevencion y de reducciéon de los
niveles de micotoxinas, junto con el cumplimiento de las diferentes normativas
que fijan contenidos maximos de estos toxicos, es en la actualidad, la forma
mas factible de gestionar y controlar la contaminacién por micotoxinas en

productos alimenticios.
1.3.1. Medidas de prevencion

La prevencion se basa en la aplicaciéon de diferentes sistemas preventivos.
El Sistema de Analisis de Peligros y de Puntos Criticos de Control (APPCC)
constituye un sistema de gestiéon de la inocuidad de los alimentos con el cual se
pretende garantizar la seguridad de los alimentos. El sistema APPCC esta
encaminado a identificar, prevenir y controlar los peligros que pueden aparecer
en cualquier etapa de la cadena alimentaria (Sanchis et al., 2011). Si el sistema
APPCC se aplica de forma adecuada, deberia permitir la reducciéon de los
niveles de micotoxinas en materias primas, piensos y alimentos para consumo
humano. El sistema APPCC para la prevencién de micotoxinas, debe basarse
en la aplicacién de Buenas Practicas Agricolas (BPA), durante el periodo previo
a la cosecha, y de Buenas Practicas de Fabricaciéon (BPF), durante el sistema de

produccién y elaboracién de los alimentos (FAO/WHO, 2012).

¢ Buenas Pricticas Agricolas

Las BPA constituyen la primera linea de defensa para la prevencion de la
contaminacién por micotoxinas en el campo. Sin embargo, la mayoria de
factores que influyen en la contaminacién por micotoxinas en el campo estan

relacionados con las condiciones climaticas, no pudiendo ser controlados. El
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Codex Alimentarius ha establecido un Coédigo de Practicas con una serie de
pautas y recomendaciones para garantizar unas BPA en la prevencién y/o
reduccion de la contaminacién por micotoxinas (Codex Alimentarius,
CAC/RCP 51-2003). Las practicas a desatrollar previamente a la cosecha
(prevencion pre-cosecha) son las siguientes:
- Elaboracién de un plan de rotacién de cultivos.
- Seleccion del momento para la plantacion de los cultivos.
- Seleccién de variedades vegetales resistentes y seleccion de semillas
modificadas genéticamente para resistir al desarrollo de los hongos
micotoxigénicos y a las plagas de insectos.
- El control del suministro de agua a través del sistema de riego
- El uso de fertilizantes y/o acondicionadores del suelo para garantizar un pH
adecuado.
- El empleo de fungicidas con capacidad inhibitoria de los hongos productores
de micotoxinas.
- La prevencion de la infesta de insectos, malas hierbas y plagas mediante el
uso de agentes quimicos registrados (insecticidas, herbicidas, etc.), también
puede ser una forma indirecta de controlar la presencia de hongos y por tanto,
la aparicién de micotoxinas.

Durante la cosecha se recomiendan las siguientes practicas:
- La seleccion cuidadosa del momento de realizar la cosecha para recolectar los
cereales, comprobando que el contenido de humedad es adecuado (inferior al
15%).
- La seleccién de la maquinaria adecuada de recolecciéon para no causar dafio
fisico al grano o reducir al minimo los dafios mecanicos, y evitar el contacto del

cereal con el suelo.
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- La seleccion de contenedores adecuados para el transporte de la materia
prima, garantizando que estén limpios, secos, libres de insectos y de
proliferacion fingica visible.

Las practicas para la prevencién de la proliferacion de hongos y
producciéon de micotoxinas tras la cosecha (prevenciéon post-cosecha)
comprenden:

- La determinacion de los niveles de humedad de los cereales cosechados, y en
el caso de presentar un contenido en humedad superior al 15%, la aplicacion
de una etapa de secado previa al almacenamiento para evitar la proliferacion de
los hongos.

- La aplicacién de procesos de limpieza de los granos, mediante la eliminacién
de materias extrafias, asi como de los granos dafiados o deteriorados
previamente al almacenamiento.

- El control en todo momento de la temperatura (< 20°C), del aire de
circulaciéon y de los niveles de humedad (a,<0.7) de las instalaciones. El
empleo de atmosferas modificadas o gases alternativos como el didxido de
carbono, el nitrégeno, el monoéxido de carbono o el didxido de azufre, puede
prevenir el desarrollo de mohos micotoxigénicos durante al almacenamiento.

- La adopcién de buenos procedimientos de limpieza para reducir la presencia
de hongos e insectos en las instalaciones del almacenamiento, mediante la
utilizacién de sustancias adecuadas.

Con el fin de mejorar las BPA, es aconsejable documentar los
procedimientos de plantacion, recoleccion, trasporte y almacenamiento de cada
temporada, para poder explicar las posibles causas de la proliferaciéon de los

hongos y la produccién de micotoxinas en determinadas condiciones, evitando
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asi, los errores cometidos en futuras practicas (Codex alimentarius, CAC/RCP

51-2003).

**  Buenas Pricticas de Fabricacion

La aplicacion de las BPF engloba los procesos de produccion y elaboracion
del alimento, el almacenamiento y la distribucion de los alimentos destinados al
consumo humano y animal. El principal objetivo de las BPF es evitar que estos
procesos sean una fuente de contaminacién por micotoxinas. L.as micotoxinas
son peligros quimicos, pero de origen biolégico, por lo que las medidas
empleadas en las BPF también son aplicables para otros peligros de origen
quimico y biolégico. Segin Sanchis et al. (2011), las BPF comprenden el
desarrollo de diferentes procedimientos para un adecuado mantenimiento,
limpieza y desinfeccion de las instalaciones, para el control de plagas, asi como
el desarrollo de un plan de trazabilidad. Las BPF tambié comprenden el
establecimiento de un plan de formacién y evaluaciéon de los trabajadores,
incluyendo el cuadro de incompatibilidades para evitar contaminacion cruzada,

y el desarrollo de un plan de homologacion de proveedores.

1.3.2. Estrategias de reduccion

En ocasiones las medidas de prevenciéon no logran detener el desarrollo
fungico y la produccién de micotoxinas. En esta situaciéon es recomendable
aplicar procedimientos de descontaminacién para reducir los niveles de las
toxinas al minimo. Por lo general, se considera que un proceso de
descontaminacién es efectivo cuando ha sido aceptado por las agencias
regulatorias y cumple la funcién de reducir la exposicion del consumidor a los

alimentos contaminados por micotoxinas. Los requisitos generales que deben
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de cumplir los métodos de descontaminacion son los siguientes (Dalcero et al.,
2011):
- Deben de destruir, eliminar o inactivar las micotoxinas, asi como las esporas
fungicas y micelios de hongos, para asegurar que no se vuelvan a producir
micotoxinas
- No deben producir residuos toxicos, carcindgenos o mutigenos en el
producto final.
- No deben alterar las propiedades tecnoldgicas del producto final,
manteniendo el valor nutritivo, las caracteristicas organolépticas y asegurando
la aceptabilidad del producto.
- Deben de ser econémicamente viables para permitir la aplicabilidad a gran
escala.
- No deben producir alteraciones en el ambiente resultantes de los tratamientos
aplicados.

Los procesos de descontaminacion se pueden clasificar en funcion del tipo
de tratamiento aplicado, existiendo métodos fisicos, quimicos, bioldgicos, y

combinaciones de los mismos.

S Meétodos quimicos

Diversos métodos que emplean la adiciéon de agentes quimicos, han sido
propuestos para lograr una efectiva reduccion de los niveles de micotoxinas. El
empleo de algunos acidos y bases, de agentes clorados y de agentes reductores
y oxidantes ha permitido minimizar la presencia de micotoxinas (Jard et al,
2011). Sin embargo, la mayoria de estos agentes quimicos alteran las
caracteristicas del producto alimenticio, dando lugar a una importante pérdida

del valor nutricional y a la formacién de diferentes compuestos toxicos. En
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este sentido, de acuerdo con el Articulo 3 del Reglamento (CE) 1881/20006, es
de destacar que en la Uniéon Europea, la detoxificacion de micotoxinas
mediante la aplicacién de tratamientos quimicos esta prohibida.

En la actualidad existen diferentes alternativas al uso de sustancias
sintéticas, habiéndose demostrado que las sustancias de origen natural, como
los isotiocianatos o los compuestos fendlicos, pueden presentar un gran
potencial en la reduccién de diversas micotoxinas. No obstante, los
mecanismos de actuacién y transformaciéon de estos compuestos son
desconocidos, por lo que son necesarios mas estudios para poder ser

empleados en la industria alimentaria (Azaiez et al., 2013; Pani et al., 2014).
*  Métodos bioldgicos

Los métodos bioldgicos se basan en la adicién de un agente bioldgico,
principalmente microorganismos y sus metabolitos, que actian como agentes
de adsorciéon o de transformacién de la micotoxina. El empleo de
microorganismos para la detoxificacion de alimentos contaminados por
micotoxinas, requiere en primer lugar tener conocimiento acerca de su
patogenicidad y de su toxicidad. Asimismo, se debe considerar la formacién de
nuevos metabolitos derivados de la detoxificacion microbiana, y de los efectos
adversos que puedan producir.

En la literatura se han descrito una serie de estrategias para reducir los
contenidos de micotoxinas emergentes de Fusarium, que engloban el empleo de
enzimas y bacterias. La actividad de enzimas de Saccharomyces cerevisiae para
degradar la BEA durante el proceso de fabricacién del pan y de la cerveza se ha

demostrado recientemente por Meca et al. (2013b). Asimismo, se ha
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demostrado el potencial de ciertas bacterias acido lacticas para la reduccion de
las ENs (Roig et al., 2013).

Por lo general, los métodos biolégicos presentan el inconveniente de
requerir condiciones dificilmente aplicables en la industria alimentaria,
comprometiendo en muchas ocasiones la aceptabilidad del producto final (Jard

etal, 2011).
* Métodos fisicos

Diversos métodos fisicos han sido aplicados para reducir el contenido de
micotoxinas. Las técnicas mas difundidas son la separaciéon de los granos
dafados, la limpieza fisica de los granos, el empleo de técnicas de extrusion, la
inactivacion térmica, y la aplicacion de diferentes radiaciones (Voss et al., 2008;
Dalcero et al., 2011).

La aplicacion de diferentes tipos de radiacién como rayos X, rayos gamma
o radiaciéon UV puede reducir los niveles de ciertas micotoxinas segun algunos
autores, pero presenta el inconveniente de requerir un elevado coste, por lo
que no es viable su aplicacion en la industria (Dalcero et al., 2011).

Los tratamientos térmicos constituyen una herramienta efectiva y sencilla
para la reduccién de micotoxinas. Estos tratamientos son facilmente adaptables
a las diferentes etapas de procesado de los alimentos y piensos, tanto durante
los tratamientos tecnolégicos como durante las condiciones de cocinado en los
hogares. Sin embargo, es importante considerar que algunas micotoxinas son
compuestos termoestables, pudiendo persistir inalteradas a las elevadas
temperaturas alcanzadas durante el procesado. En la actualidad, diversos
autores han estudiado el efecto de los tratamientos tecnolégicos en la

reduccion de los niveles de micotoxinas. El grado de reduccién alcanzado
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depende del tipo de micotoxina, de las concentraciones en el producto final y
del tipo de tratamiento aplicado (Milani y Maleki, 2014).

Se han desarrollado diversos procesos para reducir las concentraciones de
micotoxinas, aunque la mayorfa de ellos no las pueden eliminar completamente
(Bullerman & Bianchini, 2007). Asi, los procesos de coccidon-extrusion (80-
200°C) de los cereales pueden dar lugar a reducciones superiores al 80% en los
contenidos de AFs, FBs y ZEA, y a reducciones del 30-55% en el caso del
DON, OTA y MON (Castells et al., 2005).

Las AFs y la OTA son estables al tostado de diferentes alimentos. Las FBs
son estables a diversos procesos como el pasteurizado (Kabak, 2008).

El DON es una de las micotoxinas mas estudiadas durante el procesado
de diversos cereales. La descontaminaciéon por vapor sobrecalentado a
temperaturas de hasta 185°C, da lugar a reducciones de hasta el 50% en los
contenidos de DON presente en trigo en grano (Cenkowski et al., 2007).

Diversos estudios se han centrado en la influencia de la fabricacion y
coccion de la pasta en la concentraciéon de DON. El proceso de elaboraciéon de
la pasta no modifica los niveles de DON, mientras que el cocinado repercute
mas significativamente en los contenidos de DON (reducciones de hasta el
75%). Estos autores han evidenciado que las reducciones de DON alcanzadas
en la pasta cocida, no son debidas a las elevadas temperaturas del tratamiento,
si no a la transferencia del DON desde la pasta al agua de coccidn, debido a su
naturaleza hidrofilica (Visconti et al., 2004; Brera et al., 2013; Cano-Sancho et
al., 2013).

El efecto de la elaboracién del pan también ha sido estudiado por varios
autores. LLa mayorfa de los estudios han obtenido reducciones del 5-10% en los

contenidos de DON a temperaturas de 170-210°C (Scudamore et al., 2009;
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Numanoglu et al., 2012; Vidal et al., 2014). Asimismo, la elaboracién de galletas
y de tortas a temperaturas de hasta 280°C no da lugar a importantes
reducciones de DON (Scudamore et al., 2009).

Hasta el momento, escasos estudios han demostrado la influencia del
procesado en los niveles de las micotoxinas emergentes de Fusarium.
Vaclavikova et al. (2013) realizaron un estudio de molienda de trigo
convencional y de agricultura organica, contaminado de forma natural por ENs
tipo B. En este estudio se estimé que alrededor del 75% del contenido inicial
de ENs fue eliminado durante este proceso. LLos autores explicaron este hecho,
debido a la localizacién de las ENs en las capas externas de los granos de trigo,
que son separadas para la obtencién de la harina blanca. Resultados similares
fueron obtenidos por Hu et al. (2014a), que indicé reducciones del 70-82% en
los contenidos de las ENs B y B, después de la molienda de granos de trigo y
de centeno. Estos autores también evaluaron la influencia del proceso de
elaboracién del pan a partir de las harinas resultantes de la molienda.
Reducciones del 50-60% fueron obtenidas con el tratamiento térmico durante
14min a 240°C, mientras que las reducciones fueron del 25-41% cuando se
aplic6 una temperatura de 200°C durante 25min. Los contenidos de BEA
fueron evaluados durante el fabricado del pan por Meca et al. (2013a),
obteniendo reducciones del 92-95%.

El proceso de produccién de la cerveza también ha sido evaluado en
varios estudios, dando lugar a bajas concentraciones de ENs y BEA en el

producto final (Meca et al., 2013a; Vaclavikova et al., 2013; Hu et al., 2014b).
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% Reduccion de la absorcion de micotoxinas en el tracto gastrointestinal

Esta estrategia se basa en la adicion de diferentes aditivos en el alimento,
llamados secuestrantes o detoxificantes. Se trata de sustancias que pueden
suprimir o reducir la absorcién de las micotoxinas en el tracto gastrointestinal.
Estos métodos presentan el inconveniente de que pueden absorber
importantes micronutrientes. No obstante, el uso de ciertos aditivos en piensos
esta permitido en la Unién Europea. En el Reglamento (CE) N° 386/2009 de
la Comision, se define a estos aditivos como “nuevos aditivos para piensos que
suprimen o reducen la absorciéon, promueven la excrecion de micotoxinas o
modifican su modo de accioén, mitigando asf los posibles efectos nocivos de las
micotoxinas en la salud animal”. El Reglamento 1060/13 autoriza la adiciéon de
bentonita (un tipo de arcilla) a una dosis maxima de 20.000 ppm en los piensos
de rumiantes, aves y cerdos, y el Reglamento 1016/13 autoriza la adicion de
ciertos microorganismos de la familia Coriobacteriaceae en los piensos de cerdos.
Estos aditivos forman parte de un nuevo grupo funcional de aditivo dentro de

la categoria de aditivos tecnolégicos.

1.3.3. Productos de degradacion y micotoxinas modificadas

Los diferentes tratamientos aplicados para la reducciéon de micotoxinas asi
como ciertos mecanismos de detoxificacion naturales de algunas plantas,
pueden dar lugar a diferentes compuestos de degradaciéon asi como a las
llamdas micotoxinas modificadas o enmascaradas. Ias micotoxinas
modificadas se producen como consecuencia de reacciones entre las
micotoxinas y diversos componentes de los alimentos, como azucares,
proteinas o lipidos. Por lo general, estos compuestos presentan un

comportamiento muy diferente a las micotoxinas de origen, pudiendo
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presentar una mayor o menor toxicidad. Un factor a tener en consideracion es
la posibilidad de que una micotoxina modificada sea ingerida, y posteriormente
hidrolizada durante la digestién generando la micotoxina inicial. De esta forma,
alimentos que inicialmente no presentaban elevados niveles de micotoxinas,
pueden inducir efectos toéxicos acusados debido a la liberaciéon de estos
compuestos en el organismo (Broekaert et al., 2015).

En la actualidad es muy dificil detectar estos compuestos en los analisis
rutinarios para determinar micotoxinas. Es por ello, que son necesarios
métodos analiticos especificos para la identificacion de los productos de
transformacion, tanto de la degradaciéon de las micotoxinas como de su
conjugacion con otros compuestos presentes en la matriz alimentaria, con el

fin de poder evaluar la exposicion real del consumidor a estos toxicos.

1.4. Analisis de micotoxinas

El andlisis de micotoxinas en materias primas, piensos, alimentos y
matrices biolégicas, es un punto critico de control en el ambito de la seguridad
alimentaria. Con el fin de alcanzar el nivel de proteccion deseado, se debe de
disponer de datos fiables que permitan una adecuada evaluacién de riesgos con
la consiguiente toma de decisiones. Para ello, son necesarias metodologias
analiticas apropiadas que permitan la correcta identificacién y cuantificacion de
las micotoxinas en las diferentes matrices en las que pueden estar presentes.
Muchas micotoxinas son toxicas a concentraciones muy bajas y por tanto, los
métodos analiticos deben de ser capaces de proporcionar una elevada
sensibilidad y selectividad, asi como una elevada fiabilidad en la cuantificacion,

incluso a niveles traza (Capriotti et al., 2012b).
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Los criterios generales que deben reunir los métodos de muestreo y de
analisis para el control oficial de micotoxinas en productos alimenticios, se han
establecido en el Reglamento n°® 401/2006, modificado por el Reglamento
(UE) 519/2014 en lo relativo a los métodos de muestreo de los lotes de gran
tamafio, las especias y los complementos alimenticios, y los métodos analiticos
de cribado.

El analisis de micotoxinas requiere una primera etapa de muestreo, y una
segunda etapa de tratamiento de la muestra que consiste en la extraccién y/o
purificaciéon de acuerdo al tipo de matriz y las micotoxinas objeto de estudio.
Por dltimo, se aplica un método analitico para la separacion, deteccion y
cuantificacion de las micotoxinas (Meneely et al., 2011).

Diversas técnicas de extraccion han sido empleadas para la determinacion
de micotoxinas, destacando las técnicas tradicionales, como la extraccién
liquido-liquido (L-L) y solido-liquido (S-L), seguidas de una etapa de
purificacién (clean-up) con el fin de reducir las interferencias presentes en la
matriz. Las técnicas de extraccion alternativas a las técnicas tradicionales
comprenden la realizacién de la extracciéon y la purificaciéon en un solo paso,
como el QUECHERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) y la
Dispersion de Matriz en Fase Solida (MSPD, Matrix Solid Phase Dispersion),
asi como la aplicaciéon de técnicas de micro-extraccién, como la Micro-
extraccion Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME, Dispersive Liquid-Liquid
Micro-extraction) y la Micro-extraccién en fase solida (SPME, Solid Phase
Micro-extraction). Estas técnicas presentan las ventajas de ser rapidas,
econdmicas y de emplear un reducido volumen de disolvente.

Las técnicas de separacion, deteccion y cuantificacion de micotoxinas de mayor

difusién son la cromatografia de gases (GC, Gas Chromatography) y la
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cromatografia de liquidos (LC, Liquid Chromatography) acopladas a diferentes
detectores. Los detectores de espectrometria de masas (MS, mass
spectrometty), especialmente de MS en tindem (MS/MS), han supuesto un
gran progreso en las dltimas décadas, permitiendo la deteccion de diferentes
sustancias en niveles de concentraciéon extremadamente bajos con una 6ptima
resolucion y un elevado grado de fiabilidad.

Los métodos analiticos actuales suelen aplicar una sola etapa de
tratamiento de muestra seguida del anilisis por GC-MS/MS o por LC-MS/MS
para la separacion, deteccion y cuantificacion de los compuestos de interés. No
obstante, en los ultimos anos se ha observado una preferencia en el empleo de
la LC-MS/MS para determinar micotoxinas, principalmente debido a que los
métodos basados en la GC-MS/MS solo son adecuados para ciertas
micotoxinas y suelen presentar un tiempo mayor de tratamiento de muestra,
debido a las reacciones de derivatizacion, dando lugar a métodos mas costosos
y complejos (Li et al, 2013). La LC-MS/MS ha permitido el desarrollo de
nuevos métodos multi-componente, ofreciendo un alto grado de sensibilidad,
selectividad y fiabilidad, permitiendo la identificacién inequivoca de la mayoria
de las micotoxinas, incluyendo las micotoxinas emergentes de Fausarium (Santini

et al., 2012).

1.5. Evaluacion del riesgo

La evaluacion del riesgo se define como la evaluacion de la probabilidad de que
tengan lugar efectos adversos para la salud, conocidos o potenciales, resultantes
de la exposiciéon de los seres humanos a peligros trasmitidos por los alimentos,
siendo la base cientifica primaria para los reglamentos (FAO, 2002). El proceso

de evaluacion del riesgo presenta cuatro etapas: identificacion del peligro,

52



Introduction

caracterizacion del peligro, determinaciéon de la exposicién, y caracterizacion
del riesgo. En la Unién Europea, la JECFA y la EFSA son los organismos que
se encargan del proceso de evaluacion del riesgo de contaminantes
alimentarios. Los datos toxicoldgicos y los datos de presencia de micotoxinas
en productos alimenticios proporcionan la informacién necesaria para la
evaluacion del riesgo y la consiguiente disposicion de limites reglamentarios.

En la actualidad no existe normativa que regule los contenidos maximos
permitidos de las micotoxinas emergentes de Fusarium en alimentos y piensos.
Recientemente, la EFSA ha adoptado un dictamen cientifico a peticion de la
Comisién Europea, sobre los riesgos para la salud humana y animal asociados a
la presencia de ENs A, Al, B, Bl y BEA en alimentos y piensos. Con este
objetivo, el panel de expertos de contaminantes en la cadena alimentaria de la
EFSA (CONTAM) evalué los estudios toxicologicos existentes hasta el
momento, y un total de 12.685 resultados analiticos con relacién a la presencia
de BEA y ENs en muestras de alimentos, piensos y materias primas (EFSA
CONTAM Panel, 2014). En este dictamen cientifico se indic6 que los
productos alimentarios que mas contribuyen a la exposicion crénica a estas
micotoxinas son los cereales y los productos a base de cereales, especialmente
el pan, la pasta y los productos de bollerfa. El Panel de expertos CONTAM de
la EFSA concluyé que:
- No existe un riesgo apreciable para la salud humana y animal con relacién a la
exposicion aguda de la BEA y las ENs.
- Existen escasos datos para establecer la IDT y/o Dosis de Referencia Aguda.
- Existe cierta incertidumbre con respecto a la exposicion cronica.

El panel CONTAM concluy6é que son necesarios mas datos de toxicidad

in vivo para realizar una evaluacién del riesgo con garantias. Asimismo, se
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establecieron una serie de recomendaciones acerca de los estudios que se
deberian realizar para poder llevar a cabo una futura evaluacion del riesgo:

- Se recomienda la aplicacién de métodos analiticos para determinar ENs y
BEA, basados en el uso de la LC-MS/MS. Los métodos analiticos se deben
evaluar mediante estudios de validacion inter-laboratorio.

- Es necesario desarrollar material de referencia certificado para determinar
ENs y BEA en alimentos y piensos.

- Se deben llevar a cabo mas estudios sobre la co-ocurrencia de la BEA y las
ENs con otras micotoxinas de Fusarium en alimentos y piensos, asi como los
posibles efectos combinados de estas toxinas.

- Son necesarios estudios de investigacion sobre el comportamiento de las ENs
y la BEA durante la preparacion de productos a base de cereales, especialmente
de pan, productos de bolleria y pasta.

- Son necesarios datos de genotoxicidad 7 vive e in vitro.

- Estudios de toxicidad 7z »ivo son imprescindibles para llevar a cabo la
evaluacion del riesgo, siendo de gran interés el estudio de los efectos para la
salud derivados de una exposicion cronica, especialmente de los efectos en el
sistema nervioso, endoctino, e inmune.

- Son necesarios estudios sobre los efectos adversos de las ENs y la BEA en

animales de granja, especialmente en cerdos y caballos, para identificar el

NOAEL.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es la evaluacion del riesgo

de micotoxinas en cereales.

Para lograr este proposito, se han planteado los siguientes objetivos

especificos:

1. Realizacién de una revision bibliografica para obtener la informacion

disponible acerca de la presencia de micotoxinas en alimentos.

2. Validacién de métodos de analisis y determinacién de micotoxinas en
cereales, productos elaborados a base de cereales, agua y fluidos

biolégicos.

3. Evaluaciéon de la bioaccesibilidad de las micotoxinas emergentes de

Fusarium mediante un modelo de digestion 7 vitro estatico.

4. Evaluacion del riesgo de micotoxinas en diferentes grupos de

poblacién mediante la estimacion de la ingesta diaria.

5. Estudio del comportamiento de las micotoxinas emergentes de
Fusarium y de los productos de degradaciéon formados durante los

procesos de fabricacion, coccién y almacenamiento de la pasta.
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2. OBJECTIVES

The overall objective of this study was the risk assessment of mycotoxins

in cereals.
To achieve this aim, the following specific objectives were proposed:

1. To perform a bibliographic review in order to obtain information

available on mycotoxins in foodstuffs.

2. To validate analysis methods and to determine mycotoxins in cereals,

cereal-based products, water and biological fluids.

3. To determine the bioaccessibility of emerging Fusarium mycotoxins

using a static zz vitro digestion model.

4. To assess the risk of mycotoxins in different population groups by

estimating the daily intake.

5. To study the fate of emerging Fusarium mycotoxins and their related

degradation products, during pasta processing, cooking and storage.
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ABSTRACT

A new rapid, sensitive, reproducible and reliable method was developed
for the quantitative determination of enniatins A, A, B and B, beauvericin and
fusaproliferin in dry and fresh pasta by liquid chromatography-triple
quadrupole-tandem mass spectrometry. A comparative study of different rapid
and economical extraction procedures was performed for the extraction of
these mycotoxins in pasta. For this purpose, three different approaches were
studied during the extraction step (Ultra-Turrax, ultrasonic bath and
microwave). Optimal extraction conditions were reached using Ultra-Turrax
with acetonitrile for 3 min without purification step. The chromatographic
separation of the six mycotoxins was accomplished in 15 min. The method was
extensively validated with satisfactory results: recovery rates ranged from 86-
112% and the relative standard deviations were lower than 15%. Limits of
detection ranged from 0.02 to 0.15 ug kg™ The applicability of the method was

assessed with the analysis of 30 samples of dry and fresh pasta.

Keywords: occurrence, pasta, emerging Fusarium mycotoxins, extraction

procedures, LC-MS/MS
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1. INTRODUCTION

Mycotoxins are a group of natural substances produced as a result of the
secondary metabolism of different species of filamentous fungi, which have
been found occurring in foods and feeds. A wide range of undesirable effects
on consumer health and economical losses in the world caused by the
mycotoxins have been reported during years. The genus Aspergillus, Fusarinm,
Penicillinm, Claviceps and Alternaria are the major species capable of producing
mycotoxins in agricultural commodities during their growth period, and during
harvest and post-harvest period under certain environmental conditions
(Hussein & Brasel, 2001). According to the Scientific Committee on Food
(SCF), the Fusarium fungi are probably the most prevalent toxin producing
fungi in the temperate regions of America, Europe and Asia (SCF, 2002). The
genus Fusarium includes more than 100 different phytopathogenic fungi
species. Some of these species are known to produce mycotoxins such as
deoxynivalenol, zearalenone or fumonisins, for which the European Union has
set maximum levels (MLs) in certain foodstuffs (Commission Regulation,
20006). Also, several Fusarium species can produce other mycotoxins without
established MLs, such as enniatins (ENs), beauvericin (BEA) and fusaproliferin
(FUS), usually called emerging Fusarium mycotoxins. Over the last few years,
emerging Fusarinm mycotoxins have acquired importance because of their toxic
effects in human and animal health such as cardiotoxicity, cytotoxicity or
teratogenicity (Jestoi, 2008). Enniatins A, A;, B and B, (ENA, ENA,, ENB and
ENB,, respectively) and BEA are ionophoric compounds with similar
toxicodynamic actions, which possess similar chemical structures with a cyclic
hexadepsipeptide distinguished only by alternating amino acid residues (Fig. 2).

FUS is a bicyclic sesterterpene derived from five isoprenic units (Fig. 1). These
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compounds present similar polarity, both with a hydrophilic and hydrophobic

environment (Jestot, 2008).

R
FUS CH,CO-
Deacetil-FUS H-

Fig. 1. Chemical structures of fusaproliferin (FUS) and deacetilfusaproliferin
(Deacetil-FUS)

H3C\/CH3 cH,
RE
R4 o ™o
0 CH4
HaC
L.
HsC
’ \} o N\CH3
CH3 Ry
Ry R; R;

BEA Phenilmethyl ~ Phenilmethyl =~ Phenilmethyl
ENA sec-butyl sec-butyl sec-butyl
ENA sec-butyl sec-butyl Zso-propyl
ENB iso-propyl Zso-propyl iso-propyl
ENB; iso-propyl Zso-propyl sec-butyl

Fig. 2. Chemical structures of beauvericin (BEA) and enniatins (ENA, ENA;,
ENB and ENB;)
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Limited studies exist about their incidence in food, which have indicated
their presence mainly in grain cereals and in cereal products from different
countries in the world (Argentina, South Africa, Morocco, Spain, Italy, Finland,
etc.). The highest concentration levels have been found in samples from
countries characterized by a Mediterranean climate such as Tunisia, Spain or
Morocco (Meca, Zinedine, Blesa, Font, & Mafies, 2010; Oueslati, Meca, Mliki,
Ghobel, & Mafes, 2011; Sifou et al, 2011). To carry out the analysis of
mycotoxins, specific procedures are required for the extraction and removal of
impurities using clean-up steps. Ultra-Turrax and rotatory shaker are the most
widely used approaches for the extraction of emerging Fusarium mycotoxins.
Ultra-Turrax provides extracts with few matrix interferences, so it does not
need further steps of purification (Sifou et al., 2011), while rotatory shaker
extraction usually requires clean-up of the sample (Jestoi, Rokka, Rizzo, &
Peltronen, 2005; Zapata et al., 2010). Recently, new extraction methods have
been developed for other mycotoxins (toxin T-2 and HT-2, ochratoxin A or
aflatoxins) using different approaches such as the microwave and the ultrasonic
bath (Liazid, Palma, Brigui, & Barroso, 2007; Romero-Gonzailez, Garrido,
Martinez, Prestes, & Grio, 2011). The methods employing ultrasonic bath and
microwave are characterized by being economic, rapid and efficient. In
microwave, the radiation causes motion of molecule and rotation of dipoles
favoring the extraction of the studied compounds in the solvent (Wang, Meng,
Lu, Liu, & Tao, 2007). Moreover, the use of the ultrasonic bath is probably the
most simple and versatile tool for the disruption of cells. During the extraction
with ultrasonic bath, the acoustic cavitation leads to local increase of pressure

and temperature, and a reduction of the particle size producing an
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enhancement on contact between solvents and compounds (Rostagno, Palma,
& Barroso, 2003).

Usually ENs, BEA and FUS are analysed using liquid chromatography
(LC) coupled to diodearray ultraviolet-visible detector (UV-Vis) (Serrano,
Meca, Font, & Ferrer, 2012b), or LC coupled to tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) (Jestoi et al., 2005). Studies using UV detection present several
limitations. One of the main disadvantages is the analysis of mycotoxins in
complex matrices, since LC-UV-Vis is a method vulnerable to interfering
substances (substances that absorb at the same wavelength as the target
mycotoxins). The analysis employing UV detection in complex matrices is not
reliable and a method of confirmation is necessary, such as MS/MS detection
(Serensen, Nivelsen, Rasmussen, & Thrane, 2008). LC-MS/MS is one of the
most suitable techniques for the analysis of mycotoxins: it provides a high
selectivity, sensibility and reliability of the analysis. Matrix effects (ME) are the
main problem of the MS/MS detection, since some compounds in the matrix
frequently lead to reduce or enhance the analyte signal. The best way to
address this problem is the use of isotopically labelled internal standards.
Calibration curves prepared with matrix-matched standards is also a good
alternative (Rubert, Soler, & Manes, 2012; Soleimany, Jinap, & Abas, 2012).
Therefore, the principal problem of the LC-MS/MS is easily solved resulting in
a high confidence of the results.

Given that wheat products are frequently infected by Fausarium mycotoxins,
a new LC-MS/MS-based method has been developed and validated for the
simultaneous analysis of ENA, ENA,; ENB, ENB,, BEA and FUS. Different
extraction procedures employing different approaches (Ultra-Turrax, ultrasonic

bath and microwave) were tested for conducting to the study of the best
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procedure to extract emerging Fusarinm mycotoxins in pasta. Finally, a survey
of several samples of dry and fresh pasta was carried out demonstrating the

applicability of the method.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Reagents and Materials

Acetonitrile (AcN), methanol (MeOH) and ethyl acetate (EtOAc) were
provided by Merck (Darmstadt, Germany). Ammonium formate (99%) and
formic acid (> 98%) were supplied by Panreac Quimica S.A.U. (Barcelona,
Spain) (Madrid, Spain). Solid-phase used for purification was octadecysilica
cartridges (C,y) (SEP-Pack Ligh C,¢ cartridge 55-105 pum) from Waters
(Ireland). Deionized water was obtained in the laboratory using a Milli-Q SP”
Reagent Water System (Millipore, Bedford, MA, USA). All solvents were
passed through a 0.45 um cellulose filter from Scharlau (Barcelona, Spain)
before use.

The standards of ENA, ENA,, ENB, ENB, and BEA were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The standard of FUS was kindly
given by Professor A. Ritieni (Department of Food Science, University
“Federico II” of Naples, Italy). Individual stock solutions of ENA,, ENB,
ENB,, FUS and BEA with concentration of 1000 pg mlL.", and the solution of
ENA with concentration of 500 ug mL", were prepared in methanol. They
were stored in glass-stoppered bottles and darkness in security conditions at -
20 °C. These stock solutions were then diluted with pure methanol in order to
obtain the appropriate working solutions and were stored in darkness at -20 °C

until the LC-MS/MS analysis.
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2.2. Sample collection

The applicability of the method was assessed in thirty samples of pasta (20
of dry pasta and 10 of fresh pasta) that were collected from different
supermarkets in Valencia (Spain). The composition of dry pasta samples was
mainly durum wheat, and the composition of fresh pasta samples was durum
wheat, water and eggs (20%). Before the analysis, all samples were ground and
were divided in subsamples of 200 g. The subsamples were stored in a dark

and dry place at 4 °C until analysis.
2.3. Instrumental and Chromatographic Conditions

A Quattro LC triple quadrupole mass spectrometer from Micromass
(Manchester, UK), equipped with an LC Alliance 2695 system (Waters,
Milford, MA, USA) consisting of an autosampler, a quaternary pump, a
pneumatically assisted electrospray probe, a Z-spray interface and a Mass Lynx
NT softwate version 4.1 were used for the MS/MS analyses. The separation
was achieved by a Gemini-NX C; (150 mm x 2 mm L.D., 3 um particle size)
analytical column supplied by Phenomenex (Barcelona, Spain), preceded by a
security guard cartridge C,s (4 mm x 2 mm L.D.), using an elution in gradient
that started at 90% of A (AcN) and 10% of B (20 mM ammonium formate in
MeOH), increased linearly to 50% B for 10 min. After, it was decreased linearly
to 10% of B for 3 min. Afterwards, the initial conditions were maintained for 2
min. Flow rate was maintained at 0.2 mL min™. The analysis was performed in
positive ion mode. The electrospray ionisation source values were as follows:
capillary voltage, 3.50 kV; extractor, 5 V; RF lens 0,5 V; source temperature,
100 °C; desolvation temperature, 300 °C; desolvation gas (nitrogen 99.99%

purity) flow, 800 L h'; cone gas 50 L h' (nitrogen 99.99% purity). Cone
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voltages and collision energies were different at each mycotoxin and are
reported in Table 1. The analyser settings were as follows: resolution 12.0 (unit
resolution) for the first and third quadrupoles; ion energy, 0.5; entrance and
exit energies, -3 and 1; multiplier, 650; collision gas (argon 99.995% purity)
pressure, 3.83 x 10 mbar; interchanel delay, 0.02 s; total scan time, 1.0 s; dwell
time 0.1 ms. The mass spectrometer was operated in “full SCAN”, Selected
Ion Recording (SIR), and Multiple Reaction Monitoring (MRM) modes. All
time measurements were carried out in triplicate. The MRM parameters and

product-ions and precursor ion selected, are presented in Table 1.

Table 1. Product-ions obsetved in product ion scan mode for selected mycotoxins

and MRM optimized parameters.

Mycotoxin Precursor ion Product Cone Collision Retention
(m/z) ion (m/z) V) energy (eV) time (min.)
ENA 681.9 [M+H]* 228.2Q 40 35 3.81
210.04 35
ENA1 667.9 [M+H]* 228.29 40 35 3.60
210.04 35
ENB 639.8 [M+H]* 214.29 40 35 341
196.24 35
ENBI1 654.9 [M+H]* 214.2Q 40 35 3.53
196.24 35
FUS 445.0 [M+H]* 409.0° 50 10 6.50
427.09 10
BEA 784.4 [M+H]* 244.0Q 40 40 3.22
262.04 40

2 Q, Quantification transition g, Confirmation transition
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2.4. Extraction Procedures
24.1.  Extraction with Ultra-Turrax

Samples (5 g) were extracted with 50 mL of AcN using a Ika T18 basic
Ultra-Turrax (Staufen, Germany) for 3 min. After, centrifugation for 15 min at
3554 g and 5 °C, the supernatant was evaporated to dryness with a Buchi
Rotavapor R-200 (Postfach, Switzerland). The extract was dissolved with 5 mL
of AcN and then, it was evaporated to dryness by nitrogen gas at 35 °C using a
multi-sample Turbovap LV Evaporator (Zymark, Hoptikinton, USA). After
solvent evaporation, the extract was reconstituted with 1000 upl of
AcN/MeOH (50/50 v/v), and was filtered through 13 mm/0.20 pm nylon
filter (Membrane Solutions, Texas, USA) prior to injection in the LC-MS/MS

system.

2.4.2.  Extraction with microwave

Samples (5 g) were extracted with 50 mL of AcN using a microwave
Saivod WP700P17-2 (Manisa, Turkey) for 2 min at 250 W. After,
centrifugation for 15 min at 3554 g and 5 °C, the supernatant was purified with
cartridges of C,,. The clean-up procedure was based on three steps:
conditioning with 2 mL of AcN, application of the supernatant into the
column and elution of the analytes from the column with 10 ml of
AcN/MeOH (50/50 v/v) 20 mM ammonium formate. The vacuum was
adjusted to provide a flow rate of about 3 ml/min. The total eluate was
evaporated to dryness by nitrogen gas at 35 °C using a multi-sample Turbovap
LV Evaporator (Zymark, Hoptikinton, USA). After solvent evaporation, the
extract was reconstituted with 1000 uL. of AcN/MeOH (50/50 v/v), and was

74



Results

filtered through a 13 mm/0.20 um nylon filter (Membrane Solutions, Texas,
USA) prior to injection in the LC-MS/MS system.

2.4.3. Extraction with ultrasonic bath

Samples (5 g) were extracted with 50 mL of AcN using an ultrasonic bath
of 200 W (Branson, Germany) for 30 min at 40 °C. After, centrifugation for 15
min at 3554 g and 5 °C, the supernatant was purified with cartridges of Cq.
The clean-up procedure was based on three steps: conditioning with 2 mL of
AcN, application of the supernatant into the column and elution of the
analytes from the column with 10 mL of AcN/MeOH (50/50 v/v) 20 mM
ammonium formate. The vacuum was adjusted to provide a flow rate of 3
ml/min. The total eluate was evaporated to dryness by nitrogen gas at 35 °C
using a multi-sample Turbovap LV Evaporator (Zymark, Hoptikinton, USA).
After solvent evaporation, the extract was reconstituted with 1000 pl. of
AcN/MeOH (50/50 v/v), and was filtered through 13 mm/0.20 pm nylon
filter (Membrane Solutions, Texas, USA) prior to injection in the LC-MS/MS

system.
3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Development of the LC-MS/MS analysis

The optimization of MS/MS conditions was performed by direct injection
of individual standards at 100 ug mL"' in “full SCAN”, both positive and
negative ESI mode. The most abundant mass-to-charge ratio (m/z) was
selected for each compound of interest. The mycotoxins exhibited precursor
ions and product ions with reasonably high signal intensities in positive ESI
mode (ESI+), being found protonated molecules [M+H]", sodium adduct ions
[M+Na]" and potassium adduct ions [M+K]". The adducts were formed
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because studied mycotoxins are ionophoric compounds and they are capable
of forming complexes with monovalent and divalent cations through
interactions with carbonyl groups oriented towards the centre of the molecule
(Fig. 2). The monovalent and divalent cations can be presented during the
analytical process in the solvents or in the instruments coatings, among others.
If the formation of complexes is not under control, the resulting adducts may
be present in the analysis by LC-MS/MS, leading to quantification problems.
Several authors have reported that sodium adduct ions [M+Na]® and
potassium adduct ions [M+K]" can be eliminated by addition of modifiers in
the mobile phase, as ammonium acetate or ammonium formate (Jestoi et al.,
2005; Kamenik et al., 2010). On this account, different concentrations of
ammonium formate added to the mobile phase were evaluated. The adducts of
[M+Na]" and [M+K]" were removed with the addition of ammonium formate
at a concentration of 20 mM to the mobile phase. However, ammonium
adduct ions [M+NH,]" were found with this addition. According to other
authors, it was decided to change the cone voltage, since the application of the
appropriate cone voltage of the MS-ion source has an effect on the abundance
of the different adducts (Uhlig et al., 2004). The change of a cone voltage of 25
V to 40 V resulted in a decrease in the formation of ammonium adduct
[M+NH,]" compared to the abundance of the protonated molecule [M+H]".
With this, higher sensitivity was achieved in the method, as well as more
reliable quantification of the mycotoxins in the samples. The method was
optimized according to the guidelines established in the Commission Decision
(2002), which establishes that a substance can be identified using LC-MS/MS
in MRM mode by at least two transitions. The most abundant product ions

were selected for quantification and the second one for confirmation.
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Fig. 3. LC-MS/MS QqQ MRM chromatograms and daughter ion spectrums
obtained from an extract of the blank sample after spiking it with 25 pg kg of

ENA, and 50 pg kg of BEA, FUS, ENA, ENB and ENB;.
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Therefore, the quantification of each mycotoxin was carried out with the
primary transition (transition of quantification) and the confirmation with the
second transition (transition of confirmation). Table 1 shows the MS/MS
transitions as well as the cone voltages, collision energies and retention times
(ty) optimized for each compound. Fig. 3 shows the LC-MS/MS QqQ MRM
chromatograms and daughter ion spectrums (with the structures of fragments)
obtained from an extract of the blank sample after spiking it with 25 ug kg™ of
ENA, and 50 ug kg of BEA, FUS, ENA,, ENB and ENB,. Fig. 4 shows the
chromatograms of an extract of dry pasta naturally contaminated (1.26 ug kg

of BEA, 3.10 ug kg of ENB,, and 2.05 pg kg of ENA).
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Fig. 4. Chromatograms of an extract of dry pasta naturally contaminated (1.26
ug/kg of BEA, 3.10 ng/kg of ENB1, and 2.05 pg/kg of ENA).
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3.2. Extraction procedures

Three procedures (Ultra-Turrax, microwave and ultrasonic bath) were
compared for the extraction of emerging Fusariumz mycotoxins. For this
purpose, different parameters such as the volume and nature of the extraction
solvent or the extraction time, were evaluated for each technique separately. All
experiments were carried out in triplicate using blank sample of pasta spiked at
2.5 ug kg of ENA and 5 pg kg'! of ENA,, ENB, ENB,, BEA and FUS. The
extraction efficiency was evaluated in terms of recovery and the time achieved
during the analysis. In Fig. 5 and in Tables 2 and 3, are shown the results for

the critical parameters in the tested extractions.

3.2.1. Ultra-Turrax optimization

The critical parameters of this extraction were the volume and nature of
the solvent and the time during the extraction. In order to select the most
adequate solvent, the extraction was performed for five minutes, with 5 g of
sample and 50 mL of solvent. These initial parameters were set based on other
studies (Meca et al., 2010; Oueslati et al., 2011; Sifou et al., 2011). Solvents with
different polarities were tested: AcN, MeOH, EtOAc and a mixture of
AcN/MeOH 50/50 v/v. Because the melting point of the ENA, is 66-67 °C
(Jestoi, 2008), the evaporation of the solvents during the extraction process
was carried out at temperatures lower than 65 °C. Mixtures of organic solvents
with water were discarded since the water evaporation at 65 °C would result to
long waiting times. Results are presented in Fig. 5a. Using MeOH, acceptable
mean recoveries were obtained for ENB, ENB, and BEA (> 70%). When the
extraction was performed with EtOAc and with the mixture of AcN/MeOH

50/50 v/v, mean recoveries were not acceptable for all mycotoxins. The best
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results were obtained using AcN: the extracts and chromatograms were
clearest and the recoveries of all studied mycotoxins were the highest (mean
recoveries between 88.0 and 113.3%).

Then, a study to determine the efficiency of extraction was carried out by
testing different volumes of AcN (30, 50 and 70 mL). When 30 mL of AcN
were used, mean recoveries (ranging from 54.3 to 103%) were lower than those
obtained with 50 and 70 mL of AcN. Mean recoveries were acceptable both
for volume of 50 mL (between 88.0 and 113.3%) and volume of 70 mL
(between 91.9 and 110.0%). The differences between the mean recoveries
obtained with both volumes were not statistically significantly (see Table 2).
Considering the results, a volume of 50 mL was selected for the extraction.
This was a good compromise between recovery and volume of extraction
solvent.

Finally, the optimum extraction time was evaluated. In the previous assays
for the optimization of volume and nature of the extraction solvents,
acceptable recoveries were obtained with 5 min of extraction time. Therefore,
it was decided to test the extraction efficiency for 1 and 3 min. The results are
presented in the Table 2. When the extraction was carried out for 1 min,
recoveries were not acceptable for ENA, ENB,, BEA and FUS. The highest
mean recoveries were obtained for a time of 5 min (ranging from 88.0 to
113.3%). Nevertheless, there were not remarkable differences between the
recoveries obtained for 3 and 5 min. For this reason, 3 min was employed as
the optimum time for a fast and efficient extraction. The mean recoveries with
the selected parameters were 90.4, 86.0, 108.7, 97.1, 92.9 and 91.3% for ENA,
ENA,, EN B, ENB,, BEA and FUS, respectively. The relative standard

deviations (RSD) were < 10% in all cases. Further purification of the extract
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was avoided in order to reduce analysis time, since the final extracts were

transparent and suitable for LC-MS/MS analysis.
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Fig. 5. Effect of the extraction solvent in analyte recoveries using: (a) Ultra-
Turrax, (b) Microwave, (c) Ultrasonic bath.




Table 2. Recovery data and relative standard deviations (n=3) of the critical parameters in the extractions
using Ultra-Turrax, microwave and ultrasonic bath.

Recovery £ RSD (%)

Mycotoxin Extraction Volume Temperature * Time "
method
30 mL 50 mL 70 mL 25°C 30°C 40°C 50°C 1min 2 min 3 min
ENA Ultra-Turrax 64470 91.3+43 934%£35 - - - - 61.1£34 904%£50 91.3%43
Microwave 60.7£ 6.7 91254 902t74 - - - - 65.5£ 4.8 764+ 4.6 91.2+54
Ultrasonic bath  66.2£ 59 932+ 57 943%£55 827 89.0 92.1 93.2 83.4+ 6.3 888t 46 93.2%+57
+67 +£30 +£41 +57
ENA1 Ultra-Turrax 543+ 3.5 88.0x39 91.9+45 - - - - 75.6+ 4.1 86.0+ 44 88.0+3.9
Microwave 587t 43 68.7£50 70837 - - - - 662139 71556 68.7£5.0
Ultrasonic bath  60.3£ 5.0 79.3=5.1 77.3+6.8 0606.2 75.3 82.6 79.3 742156 77363 79.3%5.1
+40 =+£58 +53 =£5.1
ENB Ultra-Turrax 103.0£ 49 1133£53 110.0£6.7 - - - - 86.2£3.0 108.7£7.0 113.3+£5.3
Microwave 762t 37 887t40 921f£54 - - - - 76.5t 42 853X 7.6 88.7%4.0
Ultrasonic bath  80.3= 8.6 89.7+ 4.8 88.0+ 6.4 746 82.7 86.4 89.7 8241 69 83.0f4.6 89.7+438
+31 *£64 +50 £48




Table 2 cont.

Recovery £ RSD (%)

Mycotoxin Extraction  Volume Temperature * Time ”
method
30 mL 50 mL 70 mL 25°C 30°C 40°C 50°C 1 min 2 min 3 min
ENB1 Ultra-Turrax ~ 95.1£ 5.6 99.7£3.0 103.7£50 - - - - 634+ 46 97164 99.7%
3.0
Microwave 778+ 6.0 783+33 837138 - - - - 69.5+ 34 79.6£49 783%
3.3
Ultrasonic 80.4+ 4.7 883+27 85.6%+7.0 80.5 86.5 89.6 88.3 75.6£ 53 83.6+£ 8.7 883%
bath t46 =*£37 $64 *27 2.7
BEA Ultra-Turrax ~ 75.9% 6.8 942+ 49 931+ 34 - - - - 56.6£ 45 929%48 942+
4.9
Microwave 70.6£3.8 753X 5.7 80.4% 43 - - - - 60.6+39 723£7.6 75.3%
5.7
Ultrasonic 735+ 54 874+ 3.6 82.06% 44 72.4 78.7 81.9 87.4 793+ 7.6 789t 6.7 87.4%
bath +24 =+ 4 +26 *36 3.6
FUS Ultra-Turrax ~ 89.72 52 958+ 4.0 96.0+ 3.3 - - - 524+ 43 913%+55 958%
4.0
Microwave 347+ 39 350+ 23 33,6t 45 - - - - 13.4£33  37.9£ 6.8 35.0%
2.3
Ultrasonic 33.0+ 4.8 352+20 387t1.6 37.8 42.6 38.9 352 259+ 48 29.6£45 352%
bath +62 £33 +50 +£20 2.0

* Data available for the extraction with Ultrasonic bath

In the extraction with Ultrasonic bath, the times of thermal treatment are 10, 20 and 30 min instead of 1, 2 and 3 min, respectively



Table 3. Recovery data and relative standard deviations (n=3) of the critical parameters in the purification step.

Recovery + RSD (%)

. Extraction Eluting Solvent Modifier Concentration of modifier (mM)
Mycotoxin method Ammonium  Formic
AcN MeOH AcN/MeOH" . 5 10 20
formate acid
ENA Microwave 754+ 7.1 453%6.3 83.7+ 4.8 86.4+ 3.2 76.6% 8.1 834t 44 864132 828% 406
Ultrasonic bath ~ 72.81 6.1 427+ 4.6 81.3+ 6.4 80.6t 4.4 69.31 4.9 80.0£ 6.7 86.6£4.4 89.7+3.1
ENAL1 Microwave 643129 364*24 7241+ 4.3 73.0+ 4.3 70474  703+21 73.0+43 759%+28
Ultrasonic bath  65.7£ 3.9  38.6%+ 4.6 75.9% 3.7 773+ 6.4 721+ 4.3 723+ 3.8 773+ 6.4 80.0% 3.6
ENB Microwave 78.2+ 4.6 50.9% 8.8 80.1% 3.0 84.3+ 24 76.1%+ 3.8 774+ 9.2 843+24 824%+52
Ultrasonic bath  76.5£ 3.8 452+ 1.9 85.3£ 5.6 806.6£ 7.3 65.31 4.6 83.1£85 86.6£7.3 86.3% 6.0
ENB1 Microwave 777+ 4.6 74.6% 3.8 83.4+ 22 82.3+ 3.9 78.3+ 4.9 753t 64 823%£39 77.0%+23
Ultrasonic bath ~ 73.6£ 5.5 70.2+ 1.6 83.91 4.7 81.3£ 5.3 66.2% 6.6 823149 813153 8506t 44
BEA Microwave 69.3+ 3.8 59.7£29 66.4% 4.0 68.8+ 6.9 63.4+22 584+ 6.6 688+6.9 (9.4%21
Ultrasonic bath ~ 67.71 4.4  56.3%+ 4.8 62.8% 6.6 66.5+ 3.3 55.3+ 1.6 643+ 1.5 66.5+33 751%+34
FUS Microwave 349+ 6.6 37.8£7.1 40.5% 3.4 342+ 8.4 30.1+ 6.6  284%6.6 342184 37.0+33
Ultrasonic bath  36.4%£ 4.9 30.3% 6.6 36.8+ 2.9 352+ 4.6 248+49 254146 3521406 37.0+33

* Mixture of AcN/MeOH 50/50 v
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3.2.2.  Microwave optimization

The critical parameters were the time, the potency, and the volume and
nature of the extraction solvent. Initially, a study of the temperature during
microwave extraction was carried out since ENA, presents a melting point
relatively low (66-67 °C), while the other studied mycotoxins show highest
melting points (between 93 and 174 °C) (Jestoi, 2008). The variation of the T
with the time and the potency (250, 500 and 1000 W) was studied during the
extraction. This study was performed with two solvents: AcN and MeOH, with
a boiling point of 82 and 65 °C, respectively. The AcOEt was discarded due to
its high volatility and the low recoveries obtained previously in the Ultra-
Turrax extraction. When the extraction was performed using a potency of 1000
and 500 W, the T were higher than 65 °C. T were of 70, 62, 50 and 40 °C using
a continuous potency of 250 W for 6, 5, 3 and 1 min of extraction,
respectively. Finally, recovery experiments were performed using a continuous
potency of 250 W testing times less than 3 min.

For the study of the extraction solvent, microwave extraction was
performed for 3 minutes at 250 W, with 5 g of sample and 50 mL of solvent.
As discussed above, the solvents tested were AcN, MeOH and the mixture of
AcN/MeOH 50/50 v/v. Results are shown in Fig. 5b. Low recoveties (<
35%) were obtained for FUS in all cases, probably due to its deacetylation: the
production of deacetyl-fusaproliferin (Fig. 1) is favored at high temperatures,
although it has been reported to occur even at 25 °C (Wu, Leslie, Thakur, &
Smith, 2003). With regard to ENs and BEA, acceptable mean recoveries were
obtained when AcN was used in the extraction (between 75.3 and 91.2%),
while no acceptable results were obtained using MeOH (< 65%). The mixture

of AcN/MeOH 50/50 v/v provided the highest mean recovery for ENA,
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(83.2%), but low mean recoveries for the other mycotoxins (< 55.5%). AcN
was selected since it provided the best mean recoveries for most mycotoxins.
The optimum volume of solvent was studied in the same way as that of the
Ultra-Turrax extraction. The obtained results were similar to those obtained in
the Ultra-Turrax extraction and the volume of solvent was set at 50 mL (see
Table 2).

Then, three different times (I, 2 and 3 min) were explored. Mean
recoveries obtained during 1 min of extraction (65.5-76.5%) were lower than
those obtained during 2 and 3 min. Results were very similar for 2 min (mean
recoveries between 71.5 and 85.3%) and 3 min of extraction (mean recoveries
between 68.5 and 91.2%). The best recoveries for the majority of the studied
mycotoxins (ENA;, ENB, ENB, and FUS) were reached for 2 min of
extraction (see Table 2). Therefore, a time of 2 min was selected to carry out
the extraction.

The purification of the extracts was necessary because the sample extracts
from microwave extraction had not been transparent, probably due to
increased solubility of several compounds during the thermal treatment. Clean-
up was performed in order to reduce the presence of compounds that may
interfere in the determination. SPE employing cartridges of octadecyl-silica
phase (C,g) was selected for the purification step, since in further experiments
it gave satisfactory results for studied emerging Fusarium mycotoxins (Jestoi et
al., 2004; Turner et al., 2009; Zapata et al., 2010). The optimum eluting solvent
was evaluated testing the following solvents: MeOH, AcN and a mixture of
MeOH/AcN 50/50 v/v. Recovery experiments wete performed employing a
constant volume of 10 mL. Results are shown in Table 3. The mixture of

MeOH/AcN 50/50 v/v was the best eluting solvent, since it provided the
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higher mean recoveries for ENs (ranging from 72.4 to 83.7%). With regard to
BEA and FUS no acceptable mean recoveries were obtained with the three
tested solvents (< 70%). Several authors have suggested that the addition of
modifiers to the eluting solvent may result in better extraction efficiencies for
some mycotoxins, although it must always be considered that the polarity of
the eluting solvent is the most relevant parameter (Krska, Schubert-Ullrich,
Molinelli, Sulyok, Macdonald, & Crews, 2008; Serrano, Font, Ruiz, & Ferrer,
2012a). In order to improve the recoveries, the addition of several modifiers
(ammonium formate and formic acid) was studied in the purification step. The
recoveries were not improved when formic acid was added in the eluting
solvent. However, the addition of ammonium formate resulted in an increase
of the recoveties for ENA, ENB and BEA, whereas the recoveries for the
other mycotoxins remained constant. Finally, different concentrations of
ammonium formate were evaluated giving the best results with the
concentration of 20 mM. The mixture of MeOH/AcN (50/50 v/v) 20mM
ammonium formate was used as eluting solvent, which provided final mean
recoveries of 82.8% for ENA, 75.9% for ENA,, 82.4% for ENB, 77.0% for
ENB,, 69.4% for BEA and 42.0% for FUS. The RSD were acceptable for all

mycotoxins (< 10%).

3.2.3. Ultrasonic bath optimization

The critical parameters in this extraction were the sonication time, the T
and the volume and nature of the extraction solvent. For the study of the
solvent, the extraction was carried out in an ultrasonic bath for 30 min at 50
°C, with 5 g of sample and 50 mL of solvent. These initial parameters were set

based on other studies (Liazid et al., 2007; Romero-Gonzalez et al., 2011). As
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discussed above, the solvents tested were AcN, MeOH and the mixture of
AcN/MeOH 50/50 v/v. Results are presented in Fig. 5c. No acceptable mean
recoveries (< 37%) were obtained for FUS, probably due to its deacetylation.
Mean recoveries were better for ENs and BEA using AcN (ranging from 79.3
to 93.5%) than using the other evaluated solvents (ranging from 29.8 to
87.3%). The optimum volume of solvent was studied in the same way as the
extractions with Ultra-Turrax and microwave, obtaining similar results to those
obtained in both extractions (see Table 2). The volume of AcN was set at 50
ml.

Then, different T's were evaluated (25, 30, 40 and 50 °C) to establish
which provided the best recoveries. The results are presented in Table 2. Low
mean recoveries were obtained for FUS, ranging from 35.2 to 42.6%. For ENs
and BEA acceptable recoveries were obtained with all tested T (> 70%). The
highest recoveries were provided employing 40 °C as operating T for the
extractions (between 81.9 and 92.1%).

The time of extraction was the last parameter studied. When the
extraction was carried out for 10 and 20 min, mean recoveries were inferior
than those obtained for 30 min (Table 2). Therefore, a time of 30 min. was
used as optimum time for the extraction.

The purification of the extracts was necessary to minimize the
interferences, since no transparent extracts were obtained in the extraction.
The acoustic cavitation caused a local increase of P and T, resulting in a
reduction of the particle size and an increase of the solubility of several
compounds. The optimization of the purification step was performed in the
same way as the optimization for the extraction with microwave. The results

are reported in Table 3. Results were very similar than those obtained by
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microwave extraction, and the elution solvent selected was the mixture of
MeOH/AcN (50/50 v/v) 20mM ammonium formate. The final mean
recoveries with the selected parameters were 89.7, 80.0, 86.3, 85.6, 75.1 and
37.0% for ENA, ENA,, ENB, ENB,, BEA and FUS, respectively. The RSD

were acceptable for all mycotoxins (< 10%).
3.2.4. Comparison and selection of the optimum procedure for the extraction

Fig. 6 shows the mean recoveries and the RSD achieved for pasta samples
with the three tested procedures. All procedures presented good recoveries for
ENs and BEA ranging from 69.5 to 109.0%. With regard to FUS, recoveries
using microwave, ultrasonic bath and Ultra-Turrax were 41.6, 37.1 and 91.0%,
respectively. Low efficiency was obtained for FUS when microwave and
ultrasonic bath were employed in the extraction. As discussed above, the
deacetylation of the FUS is favored at the T achieved in both extractions (Wu
et al., 2003). On the other hand, the extraction with Ultra-Turrax was the most
suitable procedure for the extraction of FUS. Furthermore, the use of Ultra-
Turrax provided recoveries for ENs and BEA higher than those obtained
using microwave and ultrasonic bath, probably because the Ultra-Turrax
promotes the contact of the matrix with the solvent. Besides, the extraction
with Ultra-Turrax was the fastest of the three procedures, since the procedures
using microwave or ultrasonic bath showed a high number of manipulations.
Therefore, the extraction using Ultra-Turrax may be advised as a convenient
procedure for the extraction of ENs, BEA and FUS in pasta samples. For this

reason, validation experiments were carried out with this procedure.
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Fig. 6. Results from the comparative study by the three extraction procedures.

3.3. Evaluation of matrix effects

Some substances present in the matrix can change the instrumental
response of the analyte, resulting in an enhancement or suppression of the
analyte signal. For a reliable and selective LC-MS/MS quantification of the
mycotoxins, in the literature has been described the use of isotopically labeled
internal standards (Rubert et al., 2012). When isotopically labeled internal
standards are not available for target compounds, it is best to use of matrix-
assisted calibration curves, which is an accepted method for the correction of
ME (Uhlig & Ivanova, 2004; Soleimany et al., 2012). As isotopically labeled
internal standards were not available for ENs, BEA and FUS, the evaluation of
the ME was performed by the use of matrix-assisted calibration curves: the

slopes from the calibration curve prepared with known amounts of standards
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and extracts of blank sample (with matrix), were compared with the slopes
from the calibration curve prepared with the same amounts of standards and
methanol (without matrix). According to other authors (Rubert, Soler, &
Manes, 2011), a mixture of extracts of dry and fresh pasta, where none of the
studied mycotoxins were detected, was used as a blank sample in order to
ensure results representatively. The standards were prepared at six
concentration levels: 0.025-25 ug kg for ENA and 0.05-50 pg kg for ENA,,
ENB, ENB,, BEA and FUS. The -calculation of the signal
suppression/enhancement (SSE) due to matrix effects was petformed as

follows:
SSE (O/O) = 100 * Slope\vith matrix/SIOpe\vithout matrix Eq (]‘>

SSE values higher than 100% reflect the enhancement in the signal. SSE
values lower than 100% reflect the suppression of the signal. SSE values of
100% indicate that there are not absolute ME. Results are presented in Table 4.
There was a suppression of the signal for all mycotoxins (between 53.0 and
78.6 %). For more certain results, matrix effects were evaluated using blank
extracts of fresh pasta and dry pasta separately, since they have different
compositions. For this purpose, a blank sample of dry pasta and a blank
sample of fresh pasta were selected and the same procedure described above
was applied for the evaluation of ME. The results indicated that the SSE for
dry pasta (SSE,) and SSE for fresh pasta (SSE;) were very similar to SSE for the
mixture of both types of pasta (SSE) (Table 4). Therefore, there was no
difference in the use of standards prepared in extracts of dry pasta, fresh pasta

or in a mixture of both types. For the evaluation of the other parameters
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(linearity, precision, ...), matrix-assisted calibration curves were prepared with

a mixture of fresh and dry pasta.

Table 4. Linearity (t?) from calibration curves prepared with and without matrix.

Evaluation of matrix effects: signal suppression/enhancement (SSE).

e Slope SSEm SSEq  SSE
Mycotoxin ~ Without ~ With  Without ~ With 0" ot o
‘ ; ’ L ) (%) (%) ©

matrix matrix martrix martrix
ENA 0.999 0997  51.869 40770 786 763 79.5
ENA1 0.999 0999 34431 23449 681 705 69.6
ENB 0.996 0994 69706 36934 530  54.1 51.7
ENB1 0.999 0998 56057 32649 582  60.9 59.8
FUS 0.998 0995 72364 47390 655  63.4 66.2
BEA 0.999 0992 32453 22999 709  67.6 67.9

2 SSEmm: SSE of mixture of blank samples from dry and fresh pasta.
b SSEq: SSE of blank sample from dry pasta.
¢ SSEg SSE of blank sample from fresh pasta.

3.4. Method validation

Method validation was carried out according to the guidelines established
by the European Union (Commission Decision, 2002; Commission Regulation,
20006). The method validation included the determination of linearity, limits of
detection (LODs), limits of quantification (LOQs), recoveries, repeatability
(intra-day precision) and reproducibility (inter-day precision).

In order to determine the linearity, calibration curves for each studied
mycotoxin were constructed from the standards prepared in methanol and
from the standards prepared in extract of blank sample. The standards were

prepared at six concentration levels (each level was prepared in triplicate):
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0.025-25 pg kg for ENA, 0.05-50 ug kg' for ENA,, ENB, ENB,, BEA and
FUS. Calibration curves were constructed using the analyte peak area versus
the concentration of the analyte. The calibration curves showed good linearity
with correlation coefficients r*> 0.992 (Table 4).

LODs and LOQs were estimated from an extract of a blank sample
fortified with decreasing concentrations of the analytes. For 6 days additions
were performed from three different blank samples (n=18), to the estimated
concentrations for each mycotoxin. The LODs were calculated using a signal-
to-noise ratio of 3. The LOQs were calculated using a signal-to-noise ratio of
10. LODs for ENA, ENA,, ENB, ENB,, BEA and FUS were 0.15, 0.08, 0.15,
0.15, 0.02 and 0.03 pg kg'. LOQs for ENA, ENA,, ENB, ENB,, BEA and
FUS were 0.5, 0.25, 0.5, 0.5, 0.1 and 0.05 pg kg'. Values obtained for LOQ and
LOD from this study were significantly lower than the values obtained in other
published methods for determination of ENs, BEA and FUS in cereal samples
(Jestoi, 2008). As far as we know, the LODs of the developed method were
only comparable with those obtained in the method developed by Jestoi et al.
(2005), which analyzed ENs and BEA in eggs obtaining LODs ranged between
0.1 and 0.7 ug kg

Recoveries, repeatability (intra-day precision) and reproducibility (inter-day
precision) were evaluated through recovery studies using spiked blank samples
at two concentration levels (LOQ and 100 x LOQ). For this purpose, 1 mL of
working solution was added to each blank sample before and after extraction.
This addition was performed five times at two concentration levels. Recovery
experiments were carried out by comparison of absolute peak areas from each
analyte in blanks spiked before the extraction, and the absolute peak areas in

blanks spiked after the extraction. Intra-day precision was assessed by five
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determinations at each addition level in the same day. Inter-day precision was
assessed by one determination at each addition level for five days. The mean
recoveries and the RSDs are presented in Table 5. RSD values ranged between
4 and 11% for the intra-day precision, and between 5 and 15% for the inter-
day precision. Recovery ranges at the low spiked level (LOQ) and the high
spiked level (100 x LOQ) were 85-110% and 86-112%, respectively. Therefore,
the results were satisfactory and in accordance with the limits set in the
Commission Decision 2002/657/EC: a mean recovery (n=5) between 70%
and 120%, and a RSD lower than 20%.

3.5. Commercial samples

The developed method was applied to the analysis of 30 samples of pasta.
The results are presented in Table 6. Fig. 4 shows the chromatograms of an
extract of dry pasta naturally contaminated (1.26 ug kg of BEA, 3.10 ug kg
of ENB, and 2.05 pg kg' of ENA). Emerging Fusarinm mycotoxins were
detected in thirteen of the total samples (43%). The prevalence of mycotoxins
was slightly superior in samples of fresh pasta (50%) than in samples of dry
pasta (40%). Two or more mycotoxins were present in 92% of the positive
samples (12 samples), while one mycotoxin was detected in only one sample.
According to other authors, BEA and FUS were detected in a lower number of
samples in comparison with the samples contaminated by ENs (Mahnine et al.,
2011). The incidence of ENs type B (100%) were higher than the incidence of
ENs type A (77%). This is in accordance with the frequency of contamination

obtained in similar works (Mahnine et al., 2011; Sifou et al., 2011).
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Table 5. Recovery values (%) and relative standard deviations given in brackets (%) at two concentration levels (ug kg).

Intra-day precision * Inter-day precision b

Mycotoxin Low level (LOQs) High level (100 x LOQs) Low level (LOQs) High level (100 x LOQs)

Concentration  Recovery = Concentration  Recovery = Concentration  Recovery  Concentration  Recovery

ENA 0.5 92 (5) 50 91 (4) 0.5 93 (8) 50 90 (6)
ENAI1 0.25 88 (7) 25 86 (9) 0.25 85 (11) 25 88 (8)

ENB 0.5 109 (8) 50 112 (6) 0.5 110 (8) 50 109 (9)
ENB1 0.5 99 (10) 50 97 (11) 0.5 97 (13) 50 95 (15)

BEA 0.05 93 (6) 5 94 (4) 0.05 96 (7) 5 94 (5)

FUS 0.1 94 (13) 10 91 (11) 0.1 93 (14) 10 91 (13)
2 Number of replicates: 5

b Different days: 5
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Table 6. Incidence and concentration range of enniatins, beauvericin and

fusaproliferin in dry and fresh pasta.

Dry pasta Fresh pasta
Mycotoxin I (n/N) » Concentration range I (o/N) » Concentration range
(ng k') (hg ke

ENA 3/20 <0.5-12.98 5/10 <0.5-6.93
ENAI1 4/20 <0.25-0.29 5/10 <0.25-1.23
ENB 7/20 <0.5-0.58 5/10 0.85-3.99
ENB1 7/20 <0.5-3.10 5/10 0.52 —3.63
BEA 2/20 0.62 -1.26 3/10 <0.1-0.12
FUS 3/20 <0.05-0.13 2/10 <0.05-0.11

2 I: incidence, n: number of positive samples, N: number of total samples

Concerning the contamination levels, the maximum value for the sum of
ENs (1259 ug kg') was found in a sample of fresh pasta. The maximum
concentrations of ENA (12.98 ug kg"), BEA (1.26 ug kg') and FUS (0.13 ug
kg") were detected in three different samples of dry pasta, while the highest
concentrations of ENA, (1.23 ug kg™), ENB (3.99 g kg') and ENB, (3.63 ug
kg ') were found in one sample of fresh pasta. In general, ENs were present at
concentration levels higher than BEA and FUS, which is usual in other studies.
In 2004, Jestoi et al. (2004) analysed ENs, BEA and FUS in grain-based
products from Finland and Italy, and detected ENs in a wide range of
concentrations (<0.6-170.0 ug kg"), while FUS and BEA were not detected in
any sample. Recently, several authors have reported high levels of emerging
Fusarium mycotoxins in cereal-based products. In the year 2010, Meca et al.
(2010) found ENs, BEA and FUS in cereals from Spain with concentration
ranges of 2.2-814.4, 0.5-11.8 and 1.0-6.6 mg kg‘l, respectively, while in
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Mahnine et al. (2011) showed the contamination of ENs (0.6-795.0 mg kg™),
BEA (2.1-10.6 mg kg') and FUS (0.5-7.4 mg kg') in breakfast and infant
cereals from Morocco. Analyzing the results from this study, a general
conclusion is that emerging Fusarium mycotoxins levels were lower than those
found in previous studies carried out in different geographic areas. At the
moment, the European Union has not proposed MLs for emerging Fusarium
mycotoxins, and for this reason it was not possible to establish a relationship

between the results from this study and the MLs.

4. CONCLUDING REMARKS

The main advantages of the proposed extraction procedure are the
rapidity, the application facility and the low cost, since Ultra-Turrax requires
economic equipment readily available in any laboratory. Good recoveries and
precision in a short period of time were obtained indicating the reliability of
the developed method by LC-MS/MS QqQ. This resulted in increased
confidence in the mycotoxin identification when the developed procedure was
applied to real samples. This is a novelty method for the simultaneous analysis
of emerging Fusarium mycotoxins applied in samples of dry and fresh pasta.
The results showed the presence of ENs, BEA and FUS in 43% of the
analysed samples. Further studies are necessary in order to determine the
potential presence of emerging Fusarium mycotoxins in foodstuffs from

different geographical areas.
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