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Introduzione

Le micotossine sono metaboliti secondari tossici prodotti da funghi, che entrano nella filiera
alimentare attraverso colture contaminate con cui sono prodotti alimenti e mangimi: la
contaminazione puo avvenire in campo e¢/o durante lo stoccaggio. In alcuni casi le micotossine
possono essere trasferite agli animali attraverso i mangimi e da qui ai prodotti di origine animale.
Le micotossine possono causare malattie e morte sia nell’uomo che negli animali.

Anche le piante possono produrre sostanze, le tossine vegetali, che hanno effetti avversi sulla
salute dell’'uvomo e degli animali. Le tossine vegetali sono molecole bioattive prodotte
principalmente dalle piante come difesa naturale contro insetti, animali ecc. Le tossine vegetali
entrano nella filiera alimentare, perché sono presenti in colture alimentari oppure a causa della
contaminazione con infestanti; alcune possono essere trasferite agli animali attraverso i mangimi
e da qui ai prodotti di origine animale.

L’ Autorita Europea di Sicurezza Alimentare (European Food Safety Authority, EFSA), altre
agenzie e organizzazioni internazionali e la comunita scientifica in generale si occupano da tempo
dell’analisi del rischio connesso con I’assunzione di micotossine e tossine vegetali attraverso la
dieta per I’'uomo e gli animali: dalle risultanze di questa analisi sono derivati alcuni limiti massimi
tollerabili negli alimenti e nei mangimi, che, per quanto riguarda I’Unione Europa, sono indicati
nel Regolamento (CE) 1881/2006 (1) e nella Direttiva 2002/32/CE (2), rispettivamente per
alimenti e alimenti per animali e sono stati piu volte aggiornati nel corso del tempo. In molti casi
’analisi del rischio ¢ ancora in corso o0 sono in corso i processi decisionali di gestione del rischio,
che porteranno a stabilire nuovi limiti massimi tollerabili per tossine ancora non inserite nella
legislazione oppure per nuove combinazioni tossina-alimento (3).

Da queste considerazioni si deduce 1I’importanza di precorrere i tempi dell’implementazione
normativa, sviluppando e applicando metodi analitici idonei alla rilevazione e quantificazione di
tossine, quali ad esempio alcaloidi dell’ergot, tossine dell’alternaria, alcaloidi pirrolizzidinici, ecc.

Sono stati sviluppati metodi multiresiduali per la determinazione di micotossine e tossine
vegetali in conformita ai regolamenti e alle raccomandazioni di riferimento (4-15). In particolare
¢ stato studiato 1’uso di standard marcati isotopicamente per massimizzare le prestazioni in termini
di accuratezza e precisione a livello di quantificazione.

In Tabella 1 sono elencate le micotossine e tossine vegetali che sono analizzate in alimenti ad
Uuso umano e zootecnico.
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Tabella 1. Tossine analizzate e validati in alimenti ad uso umano e zootecnico

Gruppo Tossina Gruppo Tossina
Aflatossina B+ Echimidina
Aflatossina B2 Echimidina-N-ossido
Aflatossina G1 Erucifolina
Aflatossina G2 Erucifolina-N-ossido
Ocratossina A Europina
Fumonisina B Europina-N-ossido
Fumonisina B> Eliotrina
Tossina T-2 Eliotrina-N-ossido

. . Tossina HT-2 Indicina

Micotossine : T -

e metaboliti Deossplvalenplg Ind|C|na-N-OSS|do
3-Acetildeossinivalenolo Intermedina
Deossinivalenol-3-glucoside Intermedina-N-ossido
Nivalenolo Jacobina
Zearalenone Jacobina-N-ossido
Alfa-zearalenolo Alcaloidi Lasiocarpina
Beta-zearalenolo pirrolizidinici Lasiocarpina-N-ossido
Fusarenone X Licopsamina
Neosolaniolo Licopsamina-N-ossido
Diacetossiscirpenolo Monocrotalina
Acido Tenuazoico Monocrotalina-N-ossido
Tentossina Retrorsina

Tossine Alternaria Alternariolo Retrorsina-N-ossido
Alternariolo-9-metil etere Senecionina
Altenuene Senecionina-N-ossido
Ergocornina Senéefillina
Ergocorninina Senéefillina-N-ossido
Ergocristina Senecivernina
Ergocristinina Senecivernina-N-ossido
Ergocriptina Senkirkina

o , Ergocriptinina Tricodesmina

Alcaloidi dell'ergot  “Eroometrina Scopolamina
Ergometrinina Alcaloidi Atropina
Ergosina Tropanici Anisodamina
Ergosinina Atropina N-ossido
Ergotamina . o Alfa-solanina

Glicoalcaloidi

Ergotaminina

Alfa-Caconina

Materiali e metodi

Preparazione del campione

Considerando quanto riportato nella recente letteratura scientifica a livello di sviluppo di
metodi per la determinazione di tossine e alcaloidi (10, 16-39), la preparazione del campione
sviluppata prevede una fase di estrazione con solvente e/o miscela di solventi appropriati. Ad
esempio, mentre la maggior parte delle micotossine sono estraibili da ambienti acquosi con
solventi organici basso pH, gli alcaloidi dell’ergot necessitano di soluzioni a pH basico per poter

essere efficacemente estratti in solventi organici (10).

In funzione della categoria di tossine e della matrice in esame, ’estratto del campione viene
quindi sottoposto a diversi tipi di purificazione: liquido/liquido, Dispersive Solid Phase
Extraction, Solid Phase Extraction, filtrazioni o colonnine di immunoaffinita. Il campione estratto
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e purificato viene infine solubilizzato e sottoposto ad analisi strumentale in cromatografia liquida
abbinata alla spettrometria di massa (Liquid Chromatography-Mass Spettrometry, LC-MS/MS)
e/o cromatografia liquida abbinata alla spettrometria di massa ad alta risoluzione (Liquid
Chromatography- High Resolution Mass Spettrometry, LC-HRMS).

Spettrometria di massa tandem a bassa risoluzione

La spettrometria di massa ¢ la tecnica analitica di elezione per contaminanti come micotossine
e alcaloidi (molecole a bassi livelli di concentrazione) in matrici alimentari, in quanto permette di
ottenere elevate performances in termini di selettivita ¢ di sensibilita in matrici complesse, sia a
livello qualitativo, che a livello quantitativo. Il recente approccio multi-residuale consente,
rispetto al passato, maggiore sostenibilita generale a livello di tempi di esecuzione e di costi
correlati, oltre che maggiore affidabilita dei risultati. Questo significa, in termini industriali,
possibilita di azione/reazione sul mercato efficace, tempestiva e rapida.

Un aspetto tecnico-scientifico importante legato all’utilizzo della spettrometria di massa ¢ quello
relativo all’utilizzo di standard interni marcati, che possono essere di prima generazione, quindi con
deuterio al posto di idrogeno, oppure di seconda generazione, quindi con C3 e/o Nis al posto di Ci»
e/ (6] N14.

Tali standard consentono di affrontare in maniera opportuna due punti importanti correlati alle
analisi residuali: D’effetto matrice e I’efficacia estrattiva in termini di recupero (40-47).
Complessivamente questo significa analisi residuali sempre piu precise e piu accurate, quindi in
generale piu affidabili, soprattutto in matrici complesse e difficili, sia in termini di prodotti destinati
ad uso umano (per adulti, ma soprattutto per I’infanzia), che ad alimentazione animale.

Spettrometria di massa ad alta risoluzione

Nei casi di matrici complesse, dove ¢ sorta la necessita di migliorare ulteriormente la
selettivita, ci si € approcciati all’analisi in spettrometria di massa ad alta risoluzione (HMRS): con
tale tecnica ¢ stato possibile studiare gli spettri di massa esatta, utilizzandoli sia per 1’analisi
quantitativa, che qualitativa, a livello di screening mirato e a livello di screening non mirato (Non
Targeted Screening), che ha consentito 1’identificazione a posteriori di tossine e/o
metaboliti/prodotti correlati non attesi e/o non noti (48-50).

In Figura 1 si riporta un esempio relativo a due estratti di prodotti da forno la cui analisi mirata
aveva subito evidenziato la presenza di deossinivalenolo (DON) in uno dei due campioni.

Successivamente I’approccio HRMS aveva consentito di rilevare nel campione in cui era stata
rilevata la presenza di DON, anche la presenza del metabolita deossinivalenolo-3-glucoside
(DON-3-glucoside) successivamente confermato e quantificato.

Risultati e discussione

Metodi di estrazione e di purificazione del campione efficaci combinati con opportuni utilizzi
della spettrometria di massa e con I’impiego di materiali di riferimento isotopicamente marcati di
prima e seconda generazione, portano a buoni risultati in termini di selettivita e sensibilita in
matrici complesse, oltre che a livello di accuratezza e precisione.
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Figura 1. Cromatogrammi HRMS di deossinivalenolo-3-glucoside (DON-3-glucoside) in prodotti da
forno: la parte alta (1) mostra assenza di DON-3-glucoside mentre il tracciato in basso (2) consente
di ipotizzare la presenza di DON-3-glucoside

In Figura 2 sono riportati due campioni: un peperoncino con un’alta concentrazione di
fumonisina B; (> 300 pg/kg) e una paprika avente una concentrazione < LOQ (Limit of
Quantification) (con LOQ = 10 ng/kg).

Il protocollo di validazione utilizzato ha previsto 1’esecuzione di test a livello di: linearita,
recupero (a diversi livelli di concentrazione), effetto matrice, precisione, accuratezza, limiti di
quantificazione e rilevabilita. I risultati della validazione e dei controlli di qualita confermano
I’efficacia complessiva dei metodi sviluppati e applicati.

Nelle Tabelle da 2 a 7 si riportano esempi/estratti dell’analisi dei dati di validazione per 2
micotossine e 4 alcaloidi in diverse matrici (principalmente cereali, farine, prodotti da forno e di
gastronomia ed estratti secchi) a diversi livelli di concentrazione, vale a dire il LOQ e 10xLOQ.
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Figura 2. Fumonisina B1: cromatogramma LC-MS/MS in peperoncino e paprika

Tabella 2. Analisi di dati di validazione del deossinivalenolo

Dati statistici

CcVv 9,8% Recuperom 69,7%
r 27,1% s(Recupero) 6,8%
N 28 N 28
Gradi di liberta 14 s(Recuperom) 1,3%
N medio 14 Recupero <> 100% TRUE
Tabella 3. Analisi di dati di validazione della tossina T2
Dati statistici
Ccv 10,7% Recuperom 79,5%
r 29,6% s(Recupero) 10,6%
N 28 N 28
Gradi di liberta 14 s(Recuperom) 2,0%
N medio 14 Recupero <> 100% TRUE
Tabella 4. Analisi di dati di validazione dell’atropina
Dati statistici
cVv 10,4% Recuperom 65,1%
r 28,7% s(Recupero) 13,5%
N 103 N 103
Gradi di liberta 78 s(Recuperom) 1,3%
N medio 25 Recupero <> 100% TRUE
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Tabella 5. Analisi di dati di validazione della scopolamina

Dati statistici

CcVv 11,4% Recuperom 78,0%
r 31,7% s(Recupero) 13,2%
N 103 N 103
Gradi di liberta 78 s(Recuperom) 1,3%
N medio 25 Recupero <> 100% TRUE
Tabella 6. Analisi di dati di validazione echimidina

Dati statistici

cv 14,6% Recuperom 88,5%
r 40,4% s(Recupero) 19,0%
N 64 N 64
Gradi di liberta 45 s(Recuperom) 2,4%
N medio 19 Recupero <> 100% TRUE
Tabella 7. Analisi di dati di validazione senecionina

Dati statistici

Ccv 17,1% Recuperom 86,5%
r 47,3% s(Recupero) 21,2%
N 64 N 64
Gradi di liberta 45 s(Recuperom) 2,7%
N medio 19 Recupero <> 100% TRUE

Particolare importanza riveste il ruolo della robustezza del metodo in relazione alle diverse
matrici che vengono sottoposte ad analisi: tale parametro viene costantemente monitorato, anche
grazie alla partecipazione a circuiti interlaboratorio (Proficiency Test, PT) e utilizzo di Matrici di
Riferimento Certificate (CRM).

L’applicazione in routine del metodo validato viene monitorata e verificata con regolarita
mediante Campioni di Controllo di Processo (Process Control Sample, PCS) e analisi di campioni
bianchi di processo opportunamente inseriti in ogni lotto di campioni.

Oltre alle tossine validate ed elencate in Tabella 1, & previsto, per il prossimo futuro, un
continuo lavoro di sviluppo/validazione/accreditamento di metodi per la determinazione di
tossine non ancora monitorate: un esempio ¢ l’attivita di ricerca e sviluppo per 1’analisi di
enniatine e beauvericina. Parallelamente ¢ in atto un processo costante di ricerca e messa a punto
di metodi sempre piu performanti, sia in termini tecnico-scientifici (a livello di selettivita e
sensibilita), che in termini di sostenibilita economica (costo/prezzo e tempo di esecuzione). Infine
attraverso la diffusione e I’utilizzo di approcci di screening non mirati basati su HRMS e
MS/HRMS si migliorera sempre di piu la capacita di rilevare e identificare metaboliti e relativi
prodotti di degradazione.
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