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PREFAZIONE

Da qualche anno & emersa la necessita di affrontare e risolvere il pro-
blema delle metodiche di analisi per il controlle della contaminazione da

micotossine degli alimenti destinati all'uomo ed agli animali.

Di non facile accertamento infatti & la presenza di micotossine, fre-

quenti sono i dubbi analitici, preoccupanti le conseguenze.

L'Assalzoo, in collaborazione con 1l'stituto di Scienze della Nutrizione
della Facoltd di Agraria dell'Universitd Cattolica del Sacro Cuore, ha rite-
nuto opportuno pertanto promuovere il 1° "Corso di aggiornamento sulle

metodiche analitiche di determinazione delle aflatossine By ed Mq".

L'Istituto di Scienze della Nutrizione, che si occupa di questo impor-
tante problema da oltre un decennio e dispone delle pil sofisticate attrez—
zature, si & avvalso, per la realizzazione del predetto corso, della collabo-

razione dei migliori specialisti italiani.

Procedendo alla pubblicazione delle relazioni svolte dai diversi docenti
nel 1° Corso di aggiornamento, I'Assalzoo & convinta di rendere un servizio
d'interesse generale e di offrire un sostanziale contributo a quanti intendo-
no approfondire, su basi strettamente scientifiche, un problema che diventa

ogni giorno piu attuale nella sua gravita.

E' in questa via che l'Assalzoo intende proseguire.

ASSOCIAZIONE NAZIONALE TRA I PRODUTTORI




ASPETTI GENERALI
DEL PROBLEMA DELLE AFLATOSSINE

GIANFRANCO PIVA
EMANUELA CARINI

Istituto di Scienze della Nutrizione - Facolta di Agraria U.C.S.C. - Piacenza




INTRODUZIONE

Le micotossine sono metaboliti secondari prodotti
da funghi. Anche le tossine di miceti erroneamente conside

rati eduli appartengono a questa categoria.

Le sostanze tossiche di origine micotica, a diffe

renza di quelle di origine batterica e vegetale, non deter
minano la produzione di anticorpi e quindi non inducono im
munitd. Hanno azioni sull'organismo animale assai differen
ziate (neurotossica, nefrotossica, epatotossica, emotossi-
ca, dermotossica, enterotossica, osteotossica, immunosop—
pressiva con relativa soppressione dei poteri immunitari).
I1 numero di micoctossine identificate supera il centinaio
e alla loro azione si possono fare risalire sindromi ad e-

ziologia sconosciuta.

Si tratta di malattie non trasmissibili, non epi-
demiche che non rispondono alle normali terapie, ma che
hanno un andamento stagionale di tipo ciclico. Secondo al-
cuni la prima sistematica descrizione si & avuta nella Bib
bia; infatti pare che 1'ultima delle sette piaghe d'Egitto

la piu grave, fosse dovuta a micotossine.

Dei gravi episodi che hanno maggiormente contri-
buito a far prendere coscienza del problema, due soprattut

to meritano di essere ricordati:

- 11 primo occorsco in Russia nel 1942 ad opera di micotos-

sine prodotte da Fusarium sporotrichioides,muffa che si




sviluppa sui cereali e produce tossine a seguito di rea-
zioni climatiche (disgelo). La popolazione della zona di
Oremburg, che ingeri i cereali contaminati,fu colpita da
una sindrome assai grave denominata A.T.A. (Aleuchia tos

sica alimentare);

- il secondo, verificatosi in Inghilterra nel 1960, causa-
to da una partita di farina di estrazione di arachide

contaminata da aflatossine prodotte da Aspergillus fla-

vus. Il relativo quadro morboso, per aver determinato la
morte di numerosi giovani tacchini fu denominato (essen-
do inizialmente sconosciuta 1'eziologia) "Turkey X disea

se". Furono anche colpiti anatroccoli, suini e bovini.

AFLATOSSINE

Termine generico per un gruppo di metaboliti ad a
zione tossica (micotossine) e carcinogenica prodotti da

ceppi di Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus du-

rante il loro sviluppo sugli alimenti.

Le proprieta tossiche delle aflatossine si mani-
festano in modo differente a seconda del sistema alimenta-
re adottato, della dose impiegata e della durata dell'inge

stione.

Le diverse specie animali manifestano una diffe-
rente sensibilitd nei confronti delle aflatossine (tabella

n°® 1).
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Inoltre, come risulta dalla tabella n® 2, nell'am
bito della stessa specie animale le diverse aflatossine han

no una tossicitad differente (per gli anatrocceli, in ordi-

ne decrescente: aflatossina Bl’ Gl’

Tabella n° 2 - delle aflatossine somministrate per via

DL50
orale ad anatroccoli di 1 giorno

AFLATOSSINE DL, (mg/kg p-v.)
B, 0,36
B, 1,70
G, 0,80
G, 2,50
M, 0,80
M, 3,10




L'aflatossina B1 esercita l'azione tossica sullo
organismo animale a seguito di una attivazione biologica
da parte del sistema ossidasi microsomiale alla forma mole
colare attiva definita 8,9 epossido dell'aflatossina Bl.
L'epossido elettrofilo complessa i nucleofili cellulari,qua
li gli acidi nucleici e le proteine, rendendo queste macro
molecole funzionali biologicamente inattive. La formazio-

ne di questi complessi determina lesioni biologiche prima

rie con inibizione del DNA-RNA.

Da un'indagine condotta negli U.S5.A., gli alimen-
ti che piu frequentemente contengono aflatossine sono:mais
semi di cotone, farina di estrazione di cotone, farina di
estrazione di lino, avena, farina di estrazione di arachi-
de, riso, granella di sorgo, soia integrale, farina di e-

strazione di soia, frumento.

Nel 1977 fu riscontrata una consistente contamina
zione da aflatossina B1 su mais in diversi Stati degli U.
S.A. Pili del 50% del mais immagazzinato conteneva quanti-
té-superiori a 21 p.p.b. (ug/kg) di aflatossina, il 25%
pit di 100 p.p.b. ed una percentuale relativamente ampia
presentava una contaminazione superiore a 200 p.p.b. Sem-
pre negli U.S.A. nel 1978 si verificod un'alta contaminazio

ne del cotone e nel 1980 di mais, arachide e cotone.

L'ingestione da parte della vacca 1in lattazione
di alimenti contaminati pud provocare una sindrome acuta o

semplicemente 1'eliminazione, con il latte, di un metaboli



ta con caratteristiche chimiche leggermente diverse, ma
che & sempre tossico e carcinogenico. Nel latte parte del-
l'aflatossina Bl appare in forma idrossilata: 1'aflatossi-—

na Ml'

Segnalazioni di latte contaminato da aflatossina
M1 sono state fatte in varie parti del mondo (U.S.A., Ger—
mania, Francia, Italia, ecc.). La aflatossina M1 & preva-

lentemente associata alle proteine del latte.

Quando la vacca da latte ingerisce alimenti conta
minati da aflatossina Bl’ il 40% della tossina viene degra
dato dalla microflora ruminale (tabella n. 3). L'aflatossi
na B1 eésercita anche un'azione di inibizione della micro-

flora ruminale.

Tabella n° 3 - Degradazione dell'aflatossina B1 in vitro

da parte del liquido ruminale

AFLATOSSINA AFLATOSSINA
CAMP IONE RESIDUATA DEGRADATA
{ug)* %
0 h 24 h
Liquido ruminale 3,4 2,0 42
Liquido ruminale
centrifugato 5,5 3,5 37

*7.5 pg aggiunti ad ogni test




L'ingestione di aflatossina B1 determina ...anche
un‘alterazione del metabolismo lipidico a seguito della no-
tevole riduzione di produzione di acidi grassi volatili da
parte dei microrganismi ruminali, con depressione della

produzione globale di latte.

L'eliminazione dell'aflatossina M1 attraverso il

latte rispetto alla aflatossina ingerita, varia, secondo

alcuni Autori, da 0,17 a 3% {tabella n® 4).

Tabella n° 4 - Eliminazione dell'aflatossina M1 nel latte
come percentuale dell'aflatossina B1 ingeri
ta giornalmente

RIFERIMENTO AFLATOSSINA M1
Masri et al. (1969) 1 - 3%
Linde et al. (1965) < 1%
Polan et al. (1974) 0,17 - 0,30%
Nabney et al. (1967) 0,35%
Da ricerche in corso nel nostro istituto risul-

ta che 1'aflatossina Ml compare nel latte gia nella mungi-

tura successiva all'ingestione dell'alimento contaminato
da aflatossina B1 e che si trovano tracce nel latte anche

quando il contenuto in aflatossina B, del mangime & infe-

1
riore al limite di legge. Il latte della mungitura pomeri-



diana risulta pil contaminato rispetto a quello della mat-

tina e ‘l'aflatossina M, scompare 3-4 giorni dopo la sospen-

1
sione della somministrazione dell'alimento contaminato.
Alcuni trattamenti fisici comunemente applicati al
latte possono inattivare 1'aflatossina Ml (tabella n® 5},
mentre & ancora in fase sperimentale 1'applicazione di par
ticolari trattamenti chimici quale 1'aggiunta di acqua os-

sigenata, agente ossidante e batteriostatico.

Tabella n® 5 - Stabilita' dell'aflatossina M, nel latte

.
TRATTAMENTO DURATA DECADIMENTO %
Refrigerazione 0 + 4°C 3-4 gg 11+40
Pastorizzazione 62° C 30° 32
720 C 40"-5-45” 45
88° C 40" =45 64
Sterilizzazione (1 atm.) 15"+20" T 24
Surgelazione - 18°C 30+120 gg 0+14
Concentrazione sotto vuoto
a 40°C - 64
Essiccamento spray - 86

In merito all 'abbattimento del tenore in aflatos-—
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sina M1 a seguito dei trattamenti fisici del latte, va det
to che non ¢ ancora del tutto chiaro quanto 1la riduzione
riscontrata analiticamente, sia reale, o quanto dovuta a

problemi analitici.

Indagini in corso nel nostro Istituto dimostrano
che la contaminazione da aflatossina M1 del latte e deriva
ti & un fatto reale, anche se a livelli sostanzialmente mol
to bassi, rilevabili grazie alla elevata sensibilita del

metodo di determinazione adottato (tabella n® 6).

Tabella n® 6 ~ Tenore in AFM1 in latte e latticini in cam-
pioni controllati nel periodo gennaio-marzo
1984
n°® campioni % A-ca@plonl.sgpg
Prodotto esamin ti itivi riori al limite
a post della Legisla-
zione svizzera
LATTE ' 150 24,66 5,33
FORMAGG 10 25 100,00 16,00
Limite di sensibilitd del metodo: 3 ppt (ng/kg)

Da quanto esposto appare evidente che una eventua
le regolamentazione dei livelli massimi tollerabili negli
alimenti a base di latte non pud prescindere dagli analo-

ghi valori stabiliti per i mangimi destinati alle lattife-
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re, in altri termini & necessario esista una correlazione

fra gli uni e gli altri.

In Italia la legislazione vigente in questo setto
re prende per ora in considerazione solo i mangimi destina
ti agli animali. In altri Paesi le norme legislative si e-
stendono anche agli alimenti destinati all'uomo. A tale
proposito la legislazione svizzera sulla regolamentazione
del contenuto in aflatossina M, nel latte e latticini & la

1
piu rigorosa e precisa (tabella n® 7).

Tabella n°® 7 - Ufficio Federale di Sanitd Svizzera. Divi-
sione controllo derrate alimentari valore

limite per aflatossine nelle derrate (art.

6/1 0DA)
DERRATE VALORE LIMITE

(ppt)
Latte: - per infanzia * 10
- di produttori 50
Burro 20
Latticello e derivati 25
Panna 50

Latte in polvere ricostituito
condensato 50
Formaggi 250

Latte elaborato od in polvere ricostituito
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In conclusione il problema della presenza delle a
flatossine negli alimenti di interesse zootecnico & nelle
derrate destinate all'uomo va studiato con una corretta me
todologia di rilevamento. Solo quando si conoscerd la rea-—
le incidenza del fenomeno in Italia sara possibile precisa
re il rapporto rischio/benefici derivanti ed opportuni prov

vedimenti.

In fase avanzata di studio sono inocltre processi

industriali per la decontaminazione dell'arachide e dei ce

reali.

Fortunatamente le produzioni zootecniche rappre-
sentano un elevato fattore di decontaminazione, dato che
l'organismo animale & filtro biologico assai attivo. Per

il momenteo ogni allarmismo pare quindi ingiustificato.

E' in ogni caso importante vengano adottate preci
se, rapide e sensibili metodiche analitiche che evitino la

possibilita di incorrere in errori.

Per le aflatossine questo problema & in gran par-
te risolto. Maggiori sono le difficolta per altre micotos-

sine, fra queste in particolare, per i tricoteceni.



CONSERVAZIONE DEGLI ALIMENTI,
CON PARTICOLARE RIFERIMENTOQ
AL PROBLEMA DEGLI INSILATI

EMILIO SANTI

Istituto di Scienze della Nutrizione - Facoltd di Agraria U.C.S.C. - Piacenza




Fin da tempi remoti la contaminazione micotica dei
foraggi aziendali conmservati §ecchi e/o umidi & stato un

problema che ha destdto preoccupazione per gli allevatori.

Numerose turbe dismetaboliche e patologiche degli
animali in produzione zootecnica sono state associate alla
somministrazione di foraggi pit o meno marcatamente ammuf-
fiti.

Le origini di queste alterazioni possono essere

dovute a varie cause, a seconda del tipo di foraggio consi

derato.

FORAGG1 ESSICCATI

La produzione di questo tipo di alimenti & forte-
mente condizionata dall'andamento stagionale. Spesso, in
particolare in occasione del primo sfalcio primaverile o
dell'ultimo autunnale, si presenta l'esigenza di raccoglie
re il foraggio non ancora completamente essiccato, ovvero
con un tenore in umidita superiore al 20%. In queste condi
zioni, indipendentemente dal tipo di imballo utilizzato,
nella massa del foraggio si crea un microclima ottimale per

la proliferazione fungina.

Questa risulta dannosa sia all'uomo che agli ani-
mali. Diverse ricerche hanno infatti associato le altera-
zioni a livello polmonare degli agricoltori alle inalazio-

ni di spore di Micropolyspora faeni e di Thermoactinomyces
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corymbifera (1) specie fungine isolate da fieni alterati.

Sempre su questi foraggi si sviluppano diverse spe

cie di aspergifli (A. fumigatus, A. glaucus, ecc.) e di

Absidia corymbifera che provocano aborti nelle bovine, a-

spergillosi ed altri tipi di infezioni nell 'uomo e negli a

nimali.

Anche se molte turbe sono attribuibili alla sola
azione del micete, non di rado sono i prodotti metabolici,

le micotossine, che hanno azione specifica prevalente.

Nei foraggi essiccati ed ammuffiti mentre & raro
il riscontro della presenza delle aflatossine - micotossi-
ne che sono prodotte preferenzialmente da miceti che trova

no il loro pabulum ottimale su granelle di cereali e di se

.mi oleaginosi - risulta relativamente facile ritrovare mi-

cotossine della classe dei tricoteceni (diacetossiscirpeno

lo, luteroskirina, T-2, ecc.), o da Stachybotrys atra (vo-

mitossina, roridina, ecc.) (2, 3).

FORAGGI CONSERVATI UMIDI: INSILATI

Sono alimenti ad alto rischio in quanto se la lo-
ro cbnservazione non viene accuratamente effettuata, SONo
un substrato ottimale per la proliferazione micotica a cau
sa della ricchezza in acqua e in sostanze nutritive facil-

mente metabolizzabili dai funghi.

I1 metodo di produzione degli insilati ¢ basato
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essenzialmente sulla induzione di una spinta anaerobiosi
dell'intera massa che 1limita fortemente o porta alla com-
pleta inibizione dello sviluppo dei microrganismi saprofi-
ti.

Questi ultimi sono sempre presenti nella massa di
foraggio fresco, sono cosmopoliti, largamente diffusi ed i
niziano il loro sviluppo aerobico all'inizio della conser-

vazione dell 'insilato.

Allorche la fase respiratoria porta alla rarefa-
zione dell'ossigeno nella massa, vengono bloccati tutti i
processi metabolici; se 1'insilamento & stato effettuato
con accuratezza dopo circa 5 ore viene completamente inibi
to lo sviluppo delle specie strettamente aerofile (4). Piu
generalmente la proliferazione micotica regredisce in fun-
zione della loro esigenza di ossigeno o della tolleranza

alla anidride carbonica (5).

Il processo di insilamento si sviluppa in due fa-
si: la prima caratterizzata dalla rapida proliferazione dei
batteri acetici seguiti dai lattici che portano ad una so-
stanziale modifica del substrato arricchendolo di acidi
grassi a corta catena, acidificando cosi la massa a pH in-
feriore a 4,2; la seconda caratterizzata dallo sviluppo di

lieviti e funghi anaerobi o microaerofili (Candida sp.,Han-

senula sp., ecc.} che utilizzano i prodotti di fermentazio
ne direttamente per bioconversione (idrolisi dei carboidra

ti, proteine solubili).
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E' possibile riassumere 1 'evoluzione della micro-
P

flora:

I FASE: sviluppo della microflora di campo {condizionata
dalla concentrazione di ossigeno della massa):Fusarium sp.,

Aspergillus sp., Actinomyces sp., Botrytis cinerea, Peni-

cillium sp., Mucor sp., ecc.;

11 FASE: proliferazione batterica: Acetobacter, Lactobacil-

lus sp., Pediococcus sp., ecc.;

111 FASE: sviluppo di lieviti che favoriscono una azione i

drolitica: Candida, Hansenula sp.;

IV FASE: sviluppo di:
a) per eccesso di umiditad e non corretta acidificazione del
le masse: clostridi e batteri putrificanti;

b) per aereazione: Trichoderma, Byssochlamys, Penicillium,

Mucor, ecc.

Le conseguenze dello sviluppo micotico non con-
trollato sono molteplici. Oltre a favorire un rapido dete~
rioramento dell 'insilato, questo diventa un alimento ad al

to rischio per la presenza di micotossine a diversa azione.

Genere Fusarium: normale contaminante del mais, oltre alle
gid menzionate micotossine del gruppo dei tricoteceni, tro

va nella massa insilata un buon substrato che favorisce lo
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sviluppo delle specie produttrici di zearalenone, tossina
ad elevata azione estrogenica cui sono particolarmente sen
sibili i suini ed alla quale sonoc attribuite turbe quali
la vulvovaginite delle scrofe, aborti e diminuzione della

fertilita (6, 7).

Genere Geotrichum: specie molto comune - Phelate (8) la ha

riscontrata nel 78% degli insilati di mais - che pur non
producendo micotossine specifiche sembra favorire alcune
micosi (9). La proliferazione di questi funghi provoca al
tresi una azione idrolitica simile a quella prodotta dai
lieviti con sviluppo di odore rancido della massa ed un au
mento di azoto ammoniacale, fattori questi che favorisco-

no¥una diminuzione della appetibilita dell‘alimento.

Genere Aspergillus: Smith (10) ha rilevato la presenza di

A. fumigatus nel 21% degli insilati che presentavanc anche

solo tracce di ammuffimento. A questo fungo vengono imputa
te turbe polmonari ed a livello epatico. E' anche produtto

re di aflatossine.

Genere Byssochlamys: & una specie comune che & stata rile—

vata nel 50% degli insilati (5) ed & produttrice di acido
bissoclamico e di patulina. Quest'ultima micotossina & pro
dotta in particolare sul fronte degli insilati, in partico
lare di quelli di oltre tre mesi di conservazione. Escoula

(11) ne ha rilevato un livello variante da 1,5 a 40 mg /kg

nel 50% degli insilati mal riusciti e fortemente ammuffiti.

Le intossicazioni da patulina sono rilevabili nei ruminanti
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da 'un abbondanza di scoloc nasale, blocco della ruminazione,
sensibilita dolorosa retro sternale, anoressia e dimagra-

mento.

Genere Paecilomyces: & frequentemente associato con la for

ma perfetta della Byssochlamys fulva e sembra produrre le

stesse micotossine.

CONTROLLO DELLA MICROFLORA

I1 controllo micologico dei foraggi pud solamente
indicare il livello di contaminazione da muffe ma non 1lo

stato di conservazione, ovvero la qualita dell'alimento.

E' indubbic che ne debba essere controllata in ma
niera rigorosa la proliferazione, in particolare nei casi
in cui i foraggi vengano conservati secchi per lungo perio

do di tempo.

E' consigliabile, allo scopo di frenare i fenome-
ni respiratori e fermentativi, trattare alla raccolta con
acidi organici o loro sali. L'ammonio diproprionatoe &€ ri-
sultato ottimo nel controllare la stabilitd dei fieni e la

riduzione delle perdite dal 9 al 12% (2).

Per quanto concerne gli insilati il problema prin
cipale per quelli di mais & 1'attuazione di alcune precau-
zioni all'atto dell'insilamento: taglio corto(inferiore al
centimetro), rapiditd di riempimento del silo,accurata com

pressione della massa, immediata copertura,desilamento con
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taglio netto.

L'impiego dell'acido propionico o dei suoi sali in
copertura pud favorire una riduzione della proliferazione

fungina in queste zone di rischio.

Per quanto concerne gli altri foraggi insilati ri
sulta indispensabile 1'utilizzo di additivi per la conser-—
vazione. La loro scelta deve essere fatta in funzione del

tipo di essenza che si deve conservare (13).

Nella tabella che segue sono riportati i principa

li additivi normalmente usati.
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ADDITIVI PER GLI INSILATI CLASSIFICATI A SECONDA DELLA
RO FUNZIONE PRIMARIA

REGOLATORI DELLE FERMENTAZ IONI

Colture microbiche

Fonti di carbeidrati:

batteri lattici

melasso

cereali

siero di latte '
polpe di bietola
cellulasi

INIBITORI DELLE FERMENTAZIONI

Acidi

Altri

minerali
sorbico
formico
lattico
citrico

ac.
ac.
ac.
ac.
ac.

formaldeide
paraformaldeide
sodio nitrito

sodio cloruro
anidride carbonica
esametilentetrammina
sodio idrato

INIBITORI DELLA DEGRADAZ IONE AEROBICA

FONT1 AZOTATE

acido propionico
acido sorbico
ammoniaca

urea
biureto
ammoniaca

LO-



(1)

(2)

(5)

(6)

(7)

(8)
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Le aflatossine sono sostanze cristalline, incolo-
ri, ad alto punto di fusione, abbastanza termostabili. Al-
cune proprieta chimiche e fisiche sono riportate in tabel-

la n° 1.

La struttura chimica delle principali aflatossine
e di alcuni metaboliti viene riportata nelle figure n° 1 e
n° 2. Sono caratterizzate dalla presenza nella molecola di
un nucleo cumarinico, al quale & condensato un gruppo bifu
ranico, che nel caso delle aflatossine Bl’ G1 e Ml ha un

doppio legame particolarmente importante nell'esplicazione

del potere mutageno e oncogeno.

Le aflatossine del gruppo B presentanc inoltre un
anello ciclopentenoico, mentre le G possiedono un lattone

ciclico a 6 atomi.

Le aflatossine sono solubili in: cloroformio, ben
zene, metanolo e acetone, acetronitrile; sono invece poco
solubili in etanolo e diossano ed insolubili in: acqua, e-
sano, isoottanc, tetracloruro di carbonio, etere etilico,E

tere di petrolio.

La tabella n°® 1 evidenzia che le aflatossine pre-
sentano un forte assorbimento nell'ultravioletto attorno
ai 360 nm: altri massimi di assorbimento sono rilevabili a

lunghezze d'onda inferiori.

I due principali tipi di aflatossine sono stati

chiamati B e G (blue e green) dal colore della fluorescen
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za che queste molecole presentano se esposte a luce ultra-
violetta attorno ai 360 nm; in queste condizioni esse rie-
mettono la radiazione a circa 430 nm nel campo del blu (B1
e Bz) o a 450 nm nella zona del verde (G1 e GZ)(tabella n°
2). Le proprietd fluorescenti sono alla base di quasi tut-
ti i metodi di analisi di queste tossine, consentendo una

sensibilita da 10 a 100 volte superiore rispetto alla spet

trofotometria ultravioletta.

Le aflatossine sono molecole stabili negli alimen
ti, mentre sono reattive agli estremi di pH (¢ 3 e > 10} e
se esposte a luce ultravioletta in presenza di ossigeno. 1
siti pit reattivi di queste molecole sono il doppio legame

furanico e il lattone a 6 atomi.

L'azione del calore a elevate temperature in pre-
senza di acqua provoca 1l'apertura del lattone e decarbossi
lazione. Gli alcali provocano 1'idrolisi del lattone: que-
sta reazione & stata particolarmente studiata, in gquanto i
principali trattamenti di detossificazione di farine conta
minate da aflatossina si basano proprio sulla azione di
reagenti basici, a temperature e livelli di umidita oppor-

tuni.

In presenza di acidi minerali, le aflatossine Bl’

Gl ed M1 vengono convertite in aflatossine BZa’ G2a e M2a
(figura n° 1), avendosi una addizione catalizzata da acidi
al doppio legame dell'anello furanico. Questa reazione vie

ne spesso utilizzata per la conferma delle aflatossine Bl’
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G1 e Ml sia nelle determinazioni per cromatografia su stra

to sottile (TLC) che per cromatografia liquida (HPLC).

Agenti ossidanti quali 1'ipoclorite di sodio, il
permanganato di potassio, il cloro, 1'acqua ossigenata,l'o
zono, il perborato di sodio, sono pure attivi nei confron-
ti delle aflatossine, pur essendo incerto il meccanismo del
la reazione; l'ipoclorito & particolarmente consigliato per
la decontaminazione della vetreria utilizzata nelle anali-

si di laboratorio.

Gli agenti riducenti provocano 1'apertura del lat
tone seguita dalla riduzione del gruppo acido e di quello

chetonico del ciclopentenone.
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FIGURA N° 1 - STRUTTURA DI ALCUNE AFLATOSSINE
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FIGURA N° 2 - STRUTTURA D1 ALCUNE AFLATOSSINE & LORO METABOLITI




- 34 —

BIBLIOGRAFIA

GOLDBLATT L.A., 1969 - Aflatoxin: scientific background,con

trol and implications, Academic Press, New York and London.

RODRICKS J.V., HESSELTINE C.W., MEHLMAN M.A., 1977 - Myco-
toxins in human and animal health,Patholox Publishers, I1-

lincis.

WILLIE T.D., MOREHOUSE L.G., 1977 - Mycotoxic fungi, myco-
toxins, mycotoxicoses, Vol. 1, Marcel Dekker, New York and

Basel.

APPLEBAUM R.S., BRACKETT R.E., WISEMAN D.W., MARTH E. H.,
1982 - Aflatoxin: toxicity to dairy cattle and occurrence

in milk and milk products - A review; ]J. Food. Prot.,45(8),
752-777.



EFFETTI BIOLOGICI DELLE AFLATOSSINE

SILVIO BORRELLO™
AGOSTINO MACRI™*

% s s - . N . . A .
Ministero della Sanitd - Direzione Generale dei Servizi Veterinari

**Istituto Superiore di Sanitd - Roma




— 37 -

INTRODUZIONE
Le aflatossine sono un gruppo di sostanze con
struttura chimica di tipo bisfurano-cummarinico, prodot-

te dal metabolismo di alcuni ceppi di Aspergillus flavus

e fumigatus, miceti largamente diffusi in tutto il mondo,
escluse le regioni artiche.

Quando si parla di aflatossine, in genere, ci si
riferisce alle quattro aflatossine 'primarie" Bl’ Bz, Gl
e G2 ed al principale metabolita dell'aflatossina Bl(AFBl):
l'aflatossina M1 (AFMI).

In figura n°l viene riportata la formula di strut
tura di alcune aflatossine e relativi metaboliti. Nella

figura n® 2 & schematizzato il metabolismo dell'AFBl a li

vello epatico.
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TOSSICITA'

La prima osservazione della tossicita delle afla
tossine & stata effettuata in Inghilterra nel 1960, in se
guito alla moria di almeno centomila tacchinotti, ai qua-
li era stato somministrato un mangime contenente farina
d'arachidi contaminata da aflatossina B, (circa 10 mg /kg
mangime).

La malattia era caratterizzata da rapido scadi-
mento delle condizioni dei soggetti, morte in breve tem-
po, estese emorragie sottocutanee, ed all'esame anatomopa
tologico, il fegato si presentava pallido con aree di ne
crosi e proliferazione dei dotti biliari (1).

Successivamente altri autori hanno descritto del
le lesioni simili nei tacchini di un giorno, nei polli(2)
nei bovini, nei maiali e nei cani, in seguito a sommini-
strazioni di mangimi contenenti quantita variabili di a-

flatossine. (3}

TOSSICITA' ACUTA

Sono state compiute numerose ricerche sperimenta

nelle divez

1
se specie animali e si & visto che questa oscillava da va

li per stabilire la DL50 per 1'aflatossina B

lori minimi di 0,3 mg/kg peso per il ratto femmina, e per
il coniglio a 17,9 mg/kg.

Su tutti i soggetti sono state riscontrate lesio
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nt a livello epatico. In tabella n® 1 sono riportate

DL o Per le diverse specie animali e la localizzazione

5

patica delle alterazioni.

le

Tabella n., 1 - Tossicita acuta aflatossina B,J
SPECIE DL 50 mg/kg p.c.| ZONA DI LESIONE
AL FEGATO
embrione pulcino 0,025 pg/emb.
coniglio 0,3
anatroccolo 0,33 periportale
gatto 0,55 periportale
suino 0,68 centrolobulare
cane 0,5 -1 centreolobulare
pecora 1,0 centreclobulare
cavia 1,4 centrolobulare
babuino 2,0 centrolobulare
ratto m. 7,2 periportale
macaco f. 7.8 centrolobulare
topolino 9,0
hamster 10,2
ratto f. 17,9
da O.M.A. 1979 - Mycotoxins
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Sono stati compiuti anche degli studi per verifi
care 1'attivitd tossica delle principali aflatossine, B

B

1 3
2 Gl’ G2, M1 ed M2'

Carnanghan ed altri (4) hanno osservato la morte
di anatroccoli di un giorno di vita, dovuta a singole do-
si delle differenti aflatossine, somministrate per gavag-

gio, ed hanno concluso che le aflatossine B2 e G2 sono me

no tossiche delle corrispondenti B, ¢ B. e che le aflatos

o*

1 2
sine G1 e 62 sono meno tossiche delle aflatossine B1 e B
I valori trovati delle DL50 per l'anatroccolo di

un giorno sono di: 0,36 - 1,70 - 0,78 - 3,45 mg/kg p.c.ri
spettivamente per B1 - B2 - G1 e G2.

Nella tabella n°® 2 vengono riportati 1i rappor-
ti dei valori della tossicitd acuta sull'anatroccolo del-

le singole aflatossine, riscontrati da Carnanghan (4).

Tabella n. 2 - Rapporti di tossicita acuta tra le aflatos
sine
Bl Bz = 1 4,7
G1 G2 = 1 A
B1 G1 = 1 2,15
B G = ]- 2’03
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Anche Wogan (5) ha ottenuto dei risultati analo-
ghi a Carnanghan negli anatrocceli. Lo stesso autore ha
determinato la DL50 per somministrazione endoperitoneale

nei ratti maschi per le diverse aflatossine, ottenendo i

valori seguenti: AFB. 1,16 mg/kg p.c.; AFG1 1,5 - 2 mg/kg

1
p.c.; i livelli di AFB, di 12-200 mg/kg e 170-200 mg / kg
di AF62 non hanno provocato la morte in alcuno dei sogget

ti trattati.
Holzapfel ed altri (6) danno i seguenti dati di

DL50 per via orale per gli anatroccoli (peso corporec 40-

50 g): AFB, 12 pg; AFM. 16,4 pg; AFM2 61,4 pg. 1 soggetti

1 1

trattati sia con aflatossina B1 che Ml hanno mostrato le
stesse lesioni epatiche. Anche questi ultimi dati concor-

dano con le primitive osservazioni di Carnanghan.

TOSSICITA' SUB-CRONICA E CRONICA

Nella tabella n® 3 vengono riassunti i risulta-
ti ottenuti dai diversi autori in esperienze di tossici-
ta sub-cronica e cronica. (3)

Per le aflatossine sono stati condotti studi di
tossicita a lungo termine nelle diverse specie animali e
sono disponibili molti dati anche sulle scimmie, animali
con caratteristiche fisiologiche pilt vicine all‘uomo.

Le lesioni riscontrate nelle diverse specie sono
state costantemente a carico del fegato, con steatosi, a-

ree di necrosi e proliferazione dei dotti biliari.
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Le lesioni, di tipo irreversibile, compaiono piut
tosto rapidamente indipendentemente dalla dose impiegata,
anche se si notano differenti sensibilita tra le diverse

speclie sottoposte a sperimentazione.

ATTIVITA' CANCEROGENA

Somministrazioni di aflatossina B1 per via ora-
le sono risultate cancerogene per tutte le specie animali
sperimentate, eccezione fatta per il topo, in cui gli ef-
fetti cancerogeni sono stati ottenuti s0lo nei necnati,
per somministrazione per via intraperitoneale.

Nelle tabelle n® 4 e 5 sono riportati i dati di
epatocancerogenicitad nei roditori e non roditori della
AFBI. .
Carnanghan (7) ha studiato 1'incidenza dei tumo-
ri epatici in due gruppi rispettivamente di 16 e 18 ratti
femmina appena svezzati, ceppo Wistar, ai quali aveva som
ministrato singole dosi orali di AFB1 o dosi miste di AFBl
e AFG1 (rispettivamente 40 e 60%), alla dose di 0,5 mg
per ratto. Entro 21-32 mesi, 7 ratti di ciascun gruppo han
no mostrato tumori epatici; in meta dei casi si sono o0s-
servate metastasi. Non si sono sviluppati tumori epatici
in 22 ratti maschi, ceppo Fischer, ai quali era stata som

ministrata una dose singola di AFB, di 5,0 mg/kg p.c. som

1
ministrata per gavaggio.
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Wogan ed altri (3) hanno potuto constatare 1'esi
stenza di una relazione lineare dose-effetto nello svi-
luppo delle cellule cancerogene nel fega£o di ratti ma —
schi, ceppo Fischer, alimentati con diete contenenti AFB1

da 1 a 100 pg/kg (Tabella n® 6).

Tabella n. 6 - Dose/effetto AFB, nella carcinogenesi in

1
ratti maschi ceppo Fischer

LIVELLT AFB, [ DURATA INCIDENZA TU| TEMPO DI COM-
1 ug/kg AL IMENT . MORI EPATICI| PARSA (SETT.)
0 74 - 109 0/18 -

1 78 - 105 2/22 104
5 65 — 93 1/22 93
15 69 - 96 L/21 96
50 71 - 97 20/25 ' 82
100 54 - 88 28/28 54

da Aflatoxins, O0.M.S5. 1979

Gli effetti cancerogeni delle differenti aflatos
sine sono stati studiati in un limitato numero di casi. 1
risultati delle indagini condotte da Butler ed altri (8)

in ratti, maschi e femmine, ai quali erano state sommini-
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strate aflatossine Bl’ G1 o B2 nell'acqua di bevanda sono

riportati nella tabella n® 7.
Wogan (9) confrontando l'attivitad cancerogenatra

le aflatossine Bl’ B2 e G1 nei ratti maschi & giunto alla

conclusione che 1'aflatossina B1 & piu cancerogena della

G1 ed entrambe pil della B,. Una dose di 150 mg/ratto AFB

somministrata nell'arco di 8 settimane per via intraperi-
toneale ha provocato carcinomi epatici in 3 ratti su 9; a

nalogamente, con livelli di AFB, di 1,3 mg/ratto, i tumo-

1
ri epatici si sono manifestati su 9 ratti su 9.

L'aflatossina M1 sintetica alla dose di .1 mg/rat

to, saggiata su 29 ratti, mediante somministrazione intra
gastrica per 8 settimane, ha provocato la comparsa di tu-
more epatico in un solo soggetto alla 1002 settimana. In
ratti ai quali era stata somministrata uguale quantita di

AFB1 si sono prodotti epatocarcinomi un anno dopo il trat

tamento. La minore capacita carcinogena della AFM. rispet

1

to alla AFB1 ¢ stata dimostrata anche nelle trote,special

mente nei maschi. Infatti solo il 14% delle trote maschio
alimentate per un anno con mangime contenente 4 pg/kg ha
presentato tumori al fegato rispetto al 68% di quelle ali

mentate con lo stesso livello di AFB Nelle femmine la

E
differenza & stata meno pronunciata con il 48% delle tro-
te trattate con AFM1 rispetto al 78% di quelle alimenta-

te con AFB1 {10) (tabella n® 7).

2
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Tabella n. 7 - Attivita cancerogena della AFM, nella tro-

1
ta iridea (Salmo gairdneril

AFLATOSSINA INCIDENZA TUMORIT EPATICI
NELLA DIETA MASCHI FEMMINE
M, 4 ng/kg 4/28 (14%) 13/27 (48%)
M, 16 pg/kg 22/27 (81%) 11/14 (79%)
M, 32 ug/kg 24/25 (96%) 13/14 (93%)
M, 64 pg/kg 21/24 (88%) 9/10 (90%)
B, 4 Hg/kg 15/22 (68%) 18/23 (78%)

Anche se il fegato & il primo organo dove si ri-
scontrano sia lesioni acute che manifestazioni tumorali,
l'attivita cancerogena delle aflatossine si manifesta an-
che a livello di colon, stomaco ghiandolare, ghiandola la
crimale, lingua ed esofago (3).

Sono stati anche effettuati degli esperimenti di
somministrazione intratracheale di aflatossine nel ratto,
dati che possono essere utili per un confronto con quelli
provenienti dalla patologia indotta in laboratori esposti
a polveri contenenti aflatossine. Nella trachea degli ani
mali trattati sono comparsi cellule precancerose e carci-
nomi in 3 ratti su 6 che hanno inalato una miscela di a-
flatossine (B, - B, - G, - GZ) alla dose di 300 pg/ ratto

1 2 1
due volte la settimana per 30 settimane; in 4 ratti si so
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no sviluppati anche epatomi.

ATTIVITA' MUTAGENA

L'aflatossina B1 provoca aberrazioni cromosomiche
caratterizzate dalla comparsa di rottura e ponti di croma
tidi, rottura del DNA nelle cellule animali e vegetali.
Anche con il test di Ames, previa attivazione microsomia-
le, si sono ottenuti risultati positivi. In vivo sul to-

po non si sono osservati effetti mutageni. (3)

ATTIVITA' TERATOGENA

Una singola iniezione per via intraperitoneale di
AFB1 alla dose di 4 mg/kg p.c., a 8 giorni dall'inizio
della gravidanza, ha provocato all 'hamster elevate morta-
lita perinatali, la comparsa di numerocse malformazioni e
il ‘riassorbimento di molti feti. Non sono stati notati ef
fetti teratogeni in 12 topoline gravide trattate con dosi

ripetute giornaliere di AFB. per via intraperitoneale di

1
4 mg/kg p.c.; tuttavia si e verificata una alta percentua

le di feti morti o riassorbimento fetale rispetto ai con-

trolli (3).
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PERICOLI PER LA SALUTE UMANA (11)

Dai dati sugli effetti tossici provocati dalle a
flatossine, sia in condizioni sperimentali che naturali,
si possono evidenziare i possibili danni derivati dalla
ingestione di queste sostanze da parte dell 'uomo.

Tre sono le possibili fonti di assunzione di a-
flatossine:

a) polveri contenenti miceti e tossine, di ambienti dove
avviene la lavorazione di semi di arachide o altri se-
mi quali i mangimifici;

b) alimenti di origine vegetale contaminati da A.flavus e

A. parasiticus;

¢) prodotti di origine animale come latte, latticini, uo-
va, etc., derivanti da animali alimentati con mangimi
contenenti aflatossina.

In letteratura sono stati segnalati tre casi di
lavoratori che sono morti in seguitc ad esposizione a pol
veri contenenti aflatossina. Undici operai appartenenti
ad un gruppo di 55 addetti in un'industria per la lavora-
zione di arachidi ed altri semi sono deceduti nell'arco_di
tempo compreso tra i 2 e i 9 anni, per tumori in vari or-
gani, ed altri due per epatite in seguito ad assunzione
attraverso l'aria inspirata di quantitativi variabili di
aflatossina B1 da 39 ng a 3,2 pg per settimana. Tuttavia
il pericolo di assunzione di aflatossina, per 1l'uomo, me-

diante gli alimenti di origine vegetale & quello che de-

sta maggiori preoccupazioni alle autorita sanitarie mon-
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diali.

Le ragioni della maggior frequenza di aflatossi-
cosi nell'uomo, e di tumori epatici nelle popolazioni dei
paesi tropicali e subtropicali, diﬁendono dal caldo e dal
1'umidita che favoriscono lo sviluppo dei miati tossino-
produttori, in alimenti quali le arachidi che costituisco
no una parte fondamentale della dieta.

1 dati su tumori epatici in rapporto all'assun-
zione di aflatossine sono stati -oggetto di numerose pub-
blicazioni.

In uno studio condotto in Uganda si & visto che
aumentando la frequenza della contaminazione dei cibi da
aflatossine aumentava anche l'incidenza di tumori epati
ci nell'uomo.

Anche Keen e Martine (riportato in 3) hanno os-
servato che le differenze regiocnali, nello Swaizland, nel
la frequenza di tumori epatici, era legata alle differen-
ti contaminazioni riscontrate nelle arachidi a livello re
gionale.

Altre indagini simili sono state condotte in Ke-
nia, Tailandia, Mozambico, etc., e vengono riportate in
tabella n°® 8 (3).

Un'altra manifestazione patologica che sembra es
sere correlata ad assunzione di aflatossine & la sindrome
di Reye (encefalopatia con digenerazione grassa degli or-
gani); Becroft e Webster (12) hanno trovato nel fegato di

due bambini morti in Nuova Zelanda per sindrome di Reye,
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aflatossina B1 e Gl'

Anche in Cecoslovacchia e U.S.A. in fegati di pa
zienti con sindrome di Reye & stata evidenziata la AFBl,
e da Hogan, negli U.S5.A., & stata trovata anche nel san-
gue di due pazienti (3).

Casi di intossicazione umana acuta sono stati as
sociati a livelli alimentari di aflatossine notevolmente
pit alti di quelli ritenuti responsabili degli effetticro
nici e dei tumori epatici.

In tabella n® 9 sono riportati i dati di epatiti
acute correlate ad assunzione di aflatossine.

La somministrazione di mangimi e foraggi contami
nati con aflatossina provoca gravi pericoli per la salute
umana; infatti i livelli presenti nei mangimi raramente
provocano lesioni e pdtologie rilevabili all 'esame clini-
co degli animali mentre, al contrario, sono in grado di
lasciare dei residui nelle derrate di origine animale,car
ne, latte e uova.

La méggior parte degli animali metabolizza rapi-
damente le aflatossine assunte per via alimentare, tanto
che queste in poco tempo sono difficilmente rintracciabi-
li nei tessuti; si ritrovano invece con pill facilita i
metaboliti e in particolare 1l'aflatossina Bl'

Sono state fatte numerose ricerche sulla cineti-
ca delle aflatossine nei tessuti degli animali; Stoloff

(13) ha riportato in una tabella gli indici di conversio-

ne delle aflatossine dai mangimi al latte, uova,fegéto bo
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vino, suino e broiler (tabella n®° 10).

Tabella n. 10 - Indici di conversione della AFB,| dali man-

gimi ai tessuti in AFB1 o AFM1

ANIMALE : AL IMENTO ggiAigggégg CONVERSIONE
bovino fegato B1 14.000
bovina in

lattazione latte M1 300
suino fegato B1 800
ovaiole uova B1 2.200
broiler fegato Ml 1.200

Per quanto riguarda la presenza di aflatossina.B1

nel latte, si & sempre visto che questa aveva delle con-

centrazioni inferiori rispetto alla M e numerosi studi

1)
hanno permesso di accertare che esiste un rapporto linea-

re tra aflatossina B1 assunta ed M1 trovata nel latte(gra

fico n° 1).
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Grafico n. 1 - Rapporto tra aflatossina B1 presente nella
dieta ed aflatossina M1 presente nel latte
{14)
50_
40
S 30
pas .
—~ 20
‘o
o
= 107
. B
= 6 -
v} -
W)
8 4
rd -
G-
=1
2...
J a
1 0
T i T =TT
2 5 10 20 40 %0

Aflatossina By somministrata (g/giorno)

Kiermeier (14) indica nell'l,5% circa di quella

assunta la quantita di aflatossina M, che pud essere ri-

1
trovata nel latte, con valori minimi dello 0,2% e massimi
del 2,3%. 1 picchi pil elevati si hanno tra la 12° e la
24° ora dall'assunzione, e i residui non si ritrovano piu
dopo 3-5 gg. di tempo di interruzione.

Uno studioc condotto da Shreeve ed altri (15) ha
permesso di accertare che mangimi con aflatossine ai 1i-
velli massimi consentiti dalla C.E.E., 20 pg/kg, contenen-

ti anche ocratossina e zeralenone, somministrati a bovine

razza Jersey alla dose di 10 kg mangime pro-capite, dava-
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no luogo a dei residui nel latte di AFM1 pari a 0,06 pg/l

Nella tabella n° 11 sono riportati i livelli di
aflatossina M1 riscontrati nel latte bovino liquido o in
polvere in una indagine compiuta in Inghilterra (16).

Anche nei tessuti di suini, bovini e pollame,sot
toposti a diete sperimentali contaminate, sono state ri-
cercate la AFB1 e la AFMZ'

Neff (17) ha studiato recentemente i livelli di
AFB1 e del suo metabolita principale in suini in accresci
mento alimentati, per un periodo di 3 settimane, con man-
gimi con aflatossine AFB compresi tra 34 e 1253 pg/kg man
gime. 11 residuo pilt alto & stato riscontrato, al tempo
di sospensione zero, come AFMl nel rene dei soggetti trat
tati con i tenori piu elevati, a titoli di 1,30 pug/g tes-—
suto. L'AFB1 dopo un giorno di sospensione non @& stata
trovata nei tessuti, mentre la M, era ancora presente do-

1
po due giorni; al quarto giorno di sospensione nessun re-
siduo & stato trovato nei tessuti ed organi.

Krog ed altri (18) hanno alimentato suini con
diete contenenti 300-500 pg/kg aflatossina B1 + B2 per
120-231 giorni ed hanno riscontrato i seguenti valori mas
simi: ‘

- nei fegati risﬁltati non idonei all'esame ispettivo 92

p.p.b. di aflatossina B, e 45 di aflatossina B,;

1 2
- nelle carcasse i cui fegati erano stati ammessi al libe
ro consumo 51 p.p.b. e 3 p.p.b. rispettivamente per AFB

e AFBZ;

1
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— i residui riscontrati per la AFM1 erano rispettivamente
di 3 p.p.-b. e 6 p.p.b. nel fegato e nel rene.

Jacobson ed altri (19) hanno studiato i residui
di AFB1 e AFMl nei tessuti di suini alimentati con mangi-
mi contenenti aflatossina B1 a livelli di 100, 200, 400
pg/kg per 4 settimane. Nel grafico n® 2 sono riportati 1
valori medi riscontrati ai diversi dosaggi; il piu alto
residuc si & avuto nel rene suino con 4,44 pg/kg di tessu

to per la AFB, (0,63-10,0 ng/kg tessuto)(grafico n® 2).

1

L'AFMl & stata trovata anche nel rene bovino da
Shreeve (15) a concentrazioni di 0,07-0,2 pg/kg in anima-
1i alimentati con mangimi contenenti aflatossine ai livel
li tollerati, ma contaminati sperimentalmente con ocratos
sina e zeralenone. Le concentrazioni pilt alte si sono avu
te nelle bovine, nella cui dieta era stata aggiunta ocra-
tossina rispetto a quelle alimentate con zearalenone,tan-
to da far pensare a possibili interazioni tra le due tos-
sine. Razioni contenenti AFB1 sono state somministrate a
broilers per 8 settimane, a dosaggi da 0,025 p.p.m. a 15
p.p.m. 1 residui (metodo sensibilita 0,1 p.p.b.) sono sta
ti trovati nel fegato, muscolo della coscia e del petto a

partire da soggetti trattati con desi di 0,1 p.p.m. {(ta-
bella n° 12).
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UovAa
11l passaggio di aflatossine dal mangime alle uo-
va & stato studiato da Lotzsh e Leistner sia sulle qua-

glie (Coturnix coturnix) che nelle ovaiole (tipo HNL bian

che e nere) (20).
Sono state somministrate diete contenenti da 40

a 10.000 p.p.b. di AFB, e 30-13.000 di AFG, per un perio-

1
do di tempo di 28-56 giorni. Le uova di quaglia, prove-
nienti da soggetti alimentati con 100 p.p.b. di AFBl, pre
sentavano residui di B1 rilevabili, mentre per le ovaiole
erano necessari dosaggi di 30-50 volte superiori.

Le concentrazioni massime riscontrate erano di
2,4; 0,4; 0,2 p.p.b. rispettivamente per le uova di qua-
glia, ovaiole HNL bianca e nera. Inoltre, a dosaggi di

10.000 p.p.b. di AFB., dopo alcuni giorni & cessata la

1
ovodeposizione sia delle quaglie che delle ovaiole.

Da questo esperimento si pud evincere che i 1i-
velli di tolleranza ammessi per le ovaiole non sembrano
creare problemi per il consumatore.

Nel grafico vengono riportati i valori medi ri-
scontrati ai diversi dosaggi (grafico n°® 3).

Le aflatossine, ed in particolare la B sono

1°
molto tossiche, anche a basse dosi, per diverse specie a-
nimali. E' stata dimostrata la loro attivita mutagena e,
sia da studi in vivo su animali da laboratorio che da os-
servazioni epidemiologiche, & stata riscontrata anche 1la

loro attivita cancerogena.
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Da un punto di vista di economia zootecnica il
problema pil importante e rappresentato dalla tossicitid a
breve termine, poiché la somministrazione di mangimi con-
tenenti aflatossina provoca un abbassamento delle produ-
zioni zootecniche e quindi un danno economico. Meno im-
portante & invece l'attivita cancerogena, in quanto la
"carriera produttiva" ha una durata limitata a brevi pe-
riodi di vita e quindi difficilmente si instaurano fenome
ni neoplastici.

I1 problema maggiore per le produzioni zootecni-
che & invece rappresentato dalla possibile persistenza di
residui di aflatossine.

Per prevenire possibili danni alla salute pubbli
ca attraverso i residui, sin dal 1975 la C.E.E. ha 1impo-

sto dei limiti di tolleranza per 1'aflatossina B, nei man

gimi, variabili da 0,01 p.p.m. a 0,05 p.p.m. a siconda dei
mangimi e delle specie animali destinatari (Direttiva C.
E.E. 17.12.73, modificata dalla Commissione C.E.E. il 15.
12.75). Nel nostro paese come pure negli altri paesi ade-
renti alla C.E.E., la commercializzazione di mangimi for-

temente inquinati da aflatossina B, & proibita. 1 1limi-

1
ti indicati sono in corso di revisione da parte della C.
E.E.

Dagli studi effettuati sulla tossicocinetica del
le aflatossire appare evidente che in vivo, probabilmente

a livello epatico, si ha la trasformazione dell'aflatossi

na B1 in aflatossina Ml’ che ha una minore attivita tossi
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ca e che probabilmente non & cancerogena.

Secondo stime effettuate dall'O.M.S. e conferma-

te da altri studi sul metabolismo, un massimo del 3% -del-
le aflatossine ingerite si ritrova sotto forma di residui
nelle produzioni animali.
‘ Facendo un calcolo molto approssimativo, quindi
rispettando i limiti indicati dalla Direttiva C.E.E., si
possono avere nelle produzioni animali livelli di aflatos
sina dell'ordine di 1-2 p.p.b. Tali livelli, soprattutto

se si tratta di aflatossina M probabilmente non induco-

1’
no danni molto rilevanti nelle popolazioni; tuttavia trat
tandosi di sostanze cancerogene o potenzialmente tali, &
opportunc che i valori tollerabili nelle produzioni anima
1i siano ai limiti della sensibilita dei metodi di anali-
si. Per ottenere questi valori dovrebbe essere necessario
abbassare i limiti di tolleranza nei mangimi di cinque -
dieci volte.

I1 latte & 1'alimento su cui recentemente si e
appuntato l'interesse delle autoritad sanitarie, e alcuni
paesi hanno posto come limite di tolleranza delle aflatos
sine 1o zero analitico. Tale misura appare quanto mai op-
portuna soprattutto per il largo uso che viene fatto di
questo alimento. Per ottenere un latte esente da aflatos-
sine & perd necessario attuare delle misure preventive su
gli allevamenti controllando i foraggi e i mangimi. Men-

tre per questi ultimi wun controllo & di relativa facile

attuazione, per i foraggi di produzione aziendale il con-
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trollo & praticamente impossibile.

In conclusione per le carni e le uova derivanti
da allevamenti in cui si ha l'alimentazione esclusiva con
mangimi composti integrati, potrebbe essere sufficiente
come misura preventiva indicare dei limiti di tolleranza
delle aflatossine nei mangimi, riconsiderando i valori
proposti dalla C.E.E. nel 1975.

11 problema piu grave & rappresentato dal latte,
in quanto non & possibile controllare i foraggi conserva-
ti, quindi 1'unica misura possibile & quella di fissare
dei limiti di tolleranza delle aflatossine nel latte; co-
me misura cautelativa si potrebbe indicare lo zeroc con il

metodo piu sensibile.
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Come detto pil estesamente in altre parti di que-
sto corso, le aflatossine sono metaboliti secondari di al-

cuni ceppi di Aspergillus flavus. Tali funghi sono ubiqui-

tari per cui & molto diffusa la possibilita di una contami
nazione di alimenti e mangimi. L'entitad di tale contamina-
zione varia enormemente con i fattori geografici ed ambien
tali ed anche con le condizioni di coltura, raccolta e con

servazione.

Come & noto si tratta di composti estremamente tos
sici (la aflatossina B1 ¢ fra le sostanze pill cancerogene
finora conosciute che vengono poco o affatto distrutti sot
to le normali condizioni di cottura (1) e pasteorizzazione;
l'arrostimento convenzionale (5 h a 150°C) riduce apprezza
bilmente (fino al1'80%) il livello delle aflatossine nelle

arachidi (2).

Dal punto di vista chimico, sebbene sianc stati i
solati ben 17 composti chiamati aflatossine, con tale ter—
mine ci si riferisce normalmente a 4 composti, le aflatos—
sine Bl’ B2’ Gl’ G2 aventi struttura furanocumarinica.Que-
ste aflatossine sono tutte fluorescenti ed esse sono state
infatti classificate sulla base della loro fluorescenza, B
indicando fluorescenza blu e G fluorescenza verde, mentre
il suffisso si riferisce alla loro mobilita cromatografica
(in ordine di valori RF decrescenti in cromatografia su

strato sottile su 5102).

Delle 4 principali aflatossine la B, & quella che

1
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si trova in maggior concentrazione seguita dalla G1 mentre
la B2 e la 62 si hanno sempre a livelli minori. In figura
n® 1 sono riportate le strutture delle principali aflatos-

sine.

L'elevata tossicitd delle micotossine in generale
ha portato un gran numero di paesi a stabilire dei limiti
per la presenza di tali tossici in alimenti e mangimi; il
problema affrontato con maggiore decisione & stato quello
relativo ai limiti per 1'aflatossina Bl,anche se & verosi-
mile, oltre che auspicabile che in futuro vengano prese in

esame anche altre micotossine.

Nella tabella n® 1 pubblicata dalla U.S5.Fcod and
Drug Administration (3) sono indicati i 1limiti stabiliti
in 54 paesi per la presenza delle aflatossine in alimenti

e mangimi.

Questi limiti per le aflatossine nei mangimi sono
stati ovviamente stabiliti allo scopo di evitare il pit

possibile il "carry-over'" di aflatossina B, dal mangime a-

1
gli alimenti di origine animale destinati all'uomo.

Anche la Comunita Economica Europea ha stabilito
dei limiti per i mangimi come si vede dalla tabella n°2 do

ve sono presi in esame i vari tipi di mangime.

In Ttalia le direttive della CEE sonc state rece-

pite con la definizione dei limiti per l'aflatossina B1

nei mangimi (D.M. 30.12.75 pubblicato sulla G.U. n° 43 del
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Tabella n. 1 - Livelli massimi di aflatossine ammessi in alimenti e mangimi nei vari paesi

ri per animali da
latte

TOLLERAN |DIPENDEN -
ZA AMMES [TE DAL LI
PAESE PRODOTTO sa? MITE DI LEGISLAZ IONE NOTE
(ng/g) RIVELAZIQ
/8 NED
AUSTRALIA Tutti gli alimenti 5 Recommendation National
Health ard Medical Re=-
search Council Dct.1976
AUSTRALIA Arachidi e predotti
{Victoria) derivati 15 Victoria Food and Drug
Administration Standards
(Amendment 17 Regulation
1977,5tatutory Rule 373/
1977)
AUSTRIA Tutti i mangimi 50 Futtermittelverordnung
198t Bundesgesetzblatt
48/1981-17.03.1981
BELG1O Tutti gli alimenti 5 (Bl) + Keninklijk Besluit~03.01.! Membro della
1975-Benelux Aanbeveling CEE
M(77)5-03.05.1977
Latte e derivati 1 (M) + Koninklijk Besluit-03.01.
1
1975
Tutti i mangimi vedi CEE vedi CEE
BRASILE Farina di estrazione 50 P.Krogh,Pure
di arachide [(esporta Appl.Chem.49
zione) (1977),1719
CANADA Neoci e darivati 15 Regulation B.01.047 (n} Sotto 1'aute
ritd del
"Food and Drug
Act"
COLOMB EA Semi di sesamo 20 Publicacion official del
Semi oleosi{arachidil} | 10 Instituto Colombiane de
Cereali, granaglie, a0 normas tecnicas "lcentec”
{sorge, miglio} 536, 600, 748, 1232
REP.DI CUBA Cereali, granaglie, a | zero Non pubblicata
rachidi
CECOSLOVAC- Tutti gli alimenti zero Nen pubblicata
CHIA Arachidi 5 Nen pubblicata
Alimenti per L'in- 1 Non pubblicata
fanzia
DAN IMARCA Arachidi e derivati 10 Indenrigsﬁin.bekend:gdrel Membro della
5e-07.01.1971 CEE
Noci brasiliane 10 Miljémin.bekendt gdrelse
no. 555 29.11.1974
Mangimi vedi CEE vedi CEE
REP.DOMINICA | Mais e prodotti deri- | zero Non pubblicata Primo con-
NA vati (alimenti),arachi| 6. gresse di
di, soia,pemedori e (31 Y Microbiolo-
prodotti derivati. gia e Paras-
Mais e prodotti deri- | 30 Non pubblicata sitologia do
vati. minicana, Ne
vembre 1980
CEE Mangimi semplici 50 (Bll Direttiva CEE 74/63/CEE Comprende:
Mangimi composti in~ |50 (B} del 17.12.1973 pubblicata | Belgio,Dani=-
tegrati tranne per a sul Giornale Ufficiale marca,Rep.
nimali da latte, vi- della CEE (38,11.02. Fed.Tedesca,
telli, agnelli 1974, p. 35} Francia,Gre~
mangimi composti in- | 20 (Bl) cia,lIrlanda,
tegrati per suini e italia,Lus-
pelli semburge, O-
Altri mangimicomposti 10 (Bl) landa, Gran
Mangimi complementa- | 20 (BL) Bretagna
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REP. FEDERALE

Arvachidi e derivati

10 o 5B

Aflatoxinverordung Bunde-

Membro CEE

TEDESCA Nocclole,noci ,noct bri 10 o 531’ Sgesundhettsblatt (BGB1)
siliane,pistacchi,noc 1S 3313-30.11.1976 Aflate
cieli di albicocche e xinverordnung BGB1l 15
pesche,semi di papave-| 3313-30.11.1976
re ¢ sesame, cerali
e loro derivati
Mangimi vedi CEE Vedi CEE
FINLANDIA Mandorle,noci e deri- |3 National Board of Health
vati DNo.3515/881/74 and Natio
nal Board of Trade and
Consumers Interest deci-
sion no.3050/51/79, amen-
ded 17.06.1980
FRANCTA Tutti gli alimentdi 10 Conseil Superieur d'Hygid [Membro CEE
ne Publique de France,
séance 25.11.1975
Alimenti per 1'infan-} 5 arrdté 01.07.1976,publ.
zia Journal Officiel 13.09.
1976
Alimenti dietetici a
base di latte vedi note arrdté 30.3.1978, publ. 0.024 ug/100
Journal Officiel 24.05. k]
1978
Preparazioni enzimati [ 5 arvdté 30.03.1978, publ.
che utilizzate per Journal Cfificiel 24.05.
sciroppl di glucosio 1918
Siero di latte 5 arraté 16.01.1980, pubt.
Journal Officiel 16.02.
1980
Mang {mi vedi CEE vedi CEE
GRECIA Mangimi vedi CEE vedi CEE Membro CEE
REGNQ ASCEMI-| Mandorle, cereali,man | 30 o 1531 Minister of Finance and
TA D1 GIORDA-| gimi, mais, arachidi, Custom Instructions {5/
NIA pistacchio, pinoli,ri 35/8521)-11.03,1981,1e1
10 ter of Minister of
Health (48/37/2049) 03.°
03.1981
HONG KONG Tutti gli alimenti 15 Raccomandazio
Arachidi e derivati 20 ni OMS
IND1A Farina di arachidi 30 P_Krogh, Pure
(ad uso umano) Appl. Chem.49
Farina di arachidi 1.000 (1977), 1719
(per 1'esportazione)
IRLANDA Mangimi vedi CEE vedi CEE Mambro CEE
ISRAELE Tutti i mangimi, or- 20
dinamento Ln accordo
con la CEE vedi CEE
ITALIA Arachidi 50 Circolare no.135-25.08. Membre CEE
1965 e Circolare no.
144-13.09.1965
Mangimi vedl CEE vedi CEE
GLAPPONE Tutti gli alimentt 10 {Bl) Food Sanitation Investi Hon chiaro se
gation Council April B1 -] BI+B2
1974
Armchidl e derivati 10 (BI)
Farine di{ estrazione Non impiegabile
di arachide di impor in mngimi per
tazione 1.000(31) pulcini,vitelli,

suini ,non pii del
2 nei mangimi
per vacche da lat]
te,non pib del 4%
in mangimi per al|

tri animali
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KENYA Arachide e altri olii| 20 Food, Drugs and Chemical
vegetall Substances Act 1978
Arachidi e derivati 20

LUSSEMBURGO Arachidi e derivati 5 (Bl) Grand-ducal regulation Membro CEE

. 22.09.1978 Gesetz 25.09.
1953,art.7f,11 and 12 Be
nelux Verordnung M{77)5-
03.05.1977
Mangimi vedi CEE vedi CEE

MALAWI Arachidi (esportazio-| 5 (Bll Non pubblicata
ne)

MALAYSIA Tutti gli alimenti zero P.Krogh,Pure

Appl.Chem.
(1979} 49.1719
OLANDA Arachidi e derivati 5 (Bl) Warenwet art.3 quinquies | Membro CEE
Benelux Aanbeveling M{77}
5-03.05.1977
Latte liquide 0,1 (Ml) Administrative guideline
of Public Health Inspectg
rate
Mangimi vedi CEE vedi CEE

NUOVA ZELAN Tutti gli alimenti 15

DA Piselli (esportazig
ne) 5

NIGER1A Alimenti Deve uni- Non pubblicata

formarsi
ai rego-
lamenti
del pae-
5€ espor
tatore

NORVEGTA Arachidi, noci bra- 20 o 551 Ron pubblicata
siliane
Mangimi (panello di 50 Ministero dell'Agriceltu-
arachide e di coto- ra, decisione provviscria
ne, mais)

FILIPPINE Noci di cocco, ara- 20 Non pubbticata Raccomandazie
chidi e derivati (g ni OMS
sportazione)

POLON LA Tutti{ gli alimenti S (Bl) P.Krogh, Pure
Tutti i mangimi La percen Appl.Chem. 49

tuale di (1977} 1719
farina di
estrazio—
ne di ara
chide im=
piegabile
nel mangi
mi campo—
sti dipen
de dal 1i
; vello di
cantamina
zione

PORTOGALLO Arachidi zero Non pubblicata

REP .CINESE Riso, arachidi, 50 (Bl) Bulletin National Health
mais,sorge, fagio- Administration 01.12.
1i, frumente, orze, 1978
avena

SUD AFRICA Tutti gli alimenti 10 o SB1 Government Gazette no.

4959-16.01.1976

SINGAPORE Tutti gli alimenti 10 - 15 Food Regulaticns 1974,

{arachidi e derivati, art. 2; para. 3,C
oli alimentari, scia
e derivati}
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SUR INAM Arachidi e derivati, 5 (BIJ Gouvernement sblad van Su-
legumi riname no.199. 1971
SYEZILA Tutti gli alimenti 5 National Food Administra-
{nocl e arachidi) tion Ordinance {Statens
Livsmedelswerk FS 1980:3)
11.04.1980
Neci nel guscio 20 National Food Administra- |da sottoporre
tion Ordinance {Statens- ad ulteriori
livsmedel swerk 1974:17) lavorazioni
Mangimi 600 Statens jordbruksamnels
Cirkular no. 131-24.10.
1973
SVIZZERA Mandorle e prodotti 5o 181 Kreisschreiben no. 21 des
dertvati,arachidi e Eidgendssisches Gesundheit
derivati,nocciole e samt 14.12.1977 and art.
derivati,nocl brasi- 6a Lebensmittel Verordnung
liane,pistacchi,noci
dl cocco, semi di se
samo ¢ di papavero,
pinoli. nocecteli di
albicocche e pesche,
noci varie & tuttl i
Frutti
Latte e latticini zero art. ba, Lebensmittel Ve-
rordnung
TALLAND 1A Olif{ alimentari 20 Announcement of Ministry
of Public Health no.22 and
23 (B.E.2522-AD 1979- 21.
09.1979)
URSS' Tutti gli alimentt 5
REGNO UNITO Hoci e derivati 5 (Bl) Letter of Ministry of Agri|Membro CEE
culture Fisheries and Foed
mentioned in Special Circu
lar 12/81, Leatherhead
Food Research Association
Mangimi vedi CEE vedi CEE
Mangimi (farine di zZetro + Fertilizers and Feeding
estrazione di ara- Stuffs (Amendment} Regula
chide e cotone} tions 1981
U.s5.a Tutti gli alimenti 20 Section 402{al{l}of the
e i mangimi Food Drug ,and Cosmetic
Act and supporting FDA Ad
Latte liquido 0.5 M1 ministrative Guidelines
[UGOSLAVIA Frumento,mais,riso, I(BI+G1) Article 57,Federal Regi-
orzo e altrl cerea- ster ne.2,1980,5luzbeni
11 list Socijalesticka Fede-
rationa Republika Jugosla
vija (SFRJ) 2/1980
Fagioli,piselli,len 5 (BI+GIJ Article 57,Federal Regi-
ticchie,nocciole,ng ster no.2,1980 Sluzbeni
ci,mandorle,caffi, list SFR] 2/1980
the, cacao
Arachidi 10 {BI+GI) Article 57, Federal Regi-
ster no.2,1980, Sluzbeni
) list SFR] 2/1980
Mangimi Non comuni Federal Committee for A-
cAta gricultiure

* Tolleranza ammessa espressa come somma di aflatossine Bl' B

mente.

2 1

b Alcuni paesi non specificano il livello ammesso o stabiliscono “zero". In entrambi

i casi il
vello massimo ammesso dipende dal limite di rivelazione del metodo di analisi utilizzate.

» G G2 ove non specificato diversa-

li=-
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Tabella n. 2 - Contenuto massimo di aflatossina B1 consenti

to dalla legislazione italiana per i diversi

mangimi (in accordo con la direttiva C.E.E.)

MANG M1 AFLATOSSINA B1

(mg/kg-p.p.m.)

Mangimi semplici 0,05
Mangimi composti integrati {(mangimi com-
pleti) per: bovini, ovini e caprini (sal
vo animali da latte, vitelli e agnelli) 0,05

Mangimi composti integrati (mangimi com-
pleti) per suini e pollame {(salvo anima-

li giovani) -0,02
Nuclei {mangimi complementari) e mangimi
semplici integrati per gli animali da
latte 0,01

Mangimi composti integrati (mangimi com-
pleti) per animali giovani e per animali
da latte 0,01

Materie prime (panelli. e farine di ori-
gine vegetale) 0,5
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17.2.76 e D.M. 25.11.83 pubblicato sulla G.U. n°12 del 12.
1.84).

In tabella n°® 3 vengono riportati i valori massi-
mi tollerati per micotossine diverse da aflatossine in va-

ri paesi.

Prima di passare all'aspetto analitico delle a-
flatossine in alimenti e mangimi & necessario dare un bre-
ve accenno alle precauzioni ed ai pericoli derivanti dalla
manipolazione di tali composti. E' di notevole importanza
che tutto il personale che opera con le micotossine sia in
formato sulle precauzioni che devono essere usate durante
le vafie operazioni, e sulla corretta decontaminazione usa
te durante le varie operazioni, e sulla corretta decontami
nazione da tali tossici dei materiali che sono venuti in

contatto con essi.

Indicazioni molto precise in tal senso posscno es
sere trovate nella TARC Scientific Publication n°33 (1979)
(4) e nella NIH Guidelines (1981) (5). Vengono di seguito
date alcune norme di massima da seguire nella manipolazio

ne delle aflatossine:

- poiche le aflatossine allo stato secco sono elettrostati

che & generalmente consigliabile lavorare con soluzioni;
- tutte le operazioni devono essere condotte sotto cappa;

- & raccomandato 1'uso di guanti e maschera. A tal proposi

to & stato recentemente verificato (6) che i guanti in
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Tabella n. 3 ~ Livelli massimi ammessi in vari paesi di micotossine diverse dalle aflatossine

D IPENDEN
LIVELLO TE DAL
PAESE PRODOTTO MICOTOSSINA AMME 550 LIMITE NOTE
DI RIVE-
ng/g LAZ IONE®
BELG1O Tutti gii akimenti Patulina zero * Keoninklijk Beslutt - 03.01.1975
Tutti gli alimenti Ccratossina A zero + Koninklijk Besluit - 03.01.1975
Tutti gli alimenti Sterigmatoci- zZero + Koninklijk Besluit - 03.01.1975
stina
Tutti gli alimenti Zearalenons zero + Koninklijk Besluit - 03.01.1975
DANIMAR |Carne di maiale Ocratossina A 25 I limiti fissati per i reni de-
CA Fegato e reni di Ocratossina A 10 g%i antmall.mécellati sono ?té_
ti calcolati in base ai limiti
maiale : R
per gli altri tessuti
NORVEG1A|Succo di melalconc)| Patulina 50 Sul succo ricostituito
SVEZ1A Succo di mela{conc)| Patulina 50 Direttiva amministrativa
5ul succo ricostituito
SVIZZERA|Succhi (mele} Patulina 50 5ul succo ricostituito
CANADA Tutti i cereali u- | Deossinivale- zero + Consigliato per 1'industria
tilizzati negli a- nolo
limenti per 1'in-
fanzia
Tutti gli' altei im non sta
pieghi bilito
UR55S Tutti gli alimenti Patulina

Ocratossina A
Tricoteceni

a
Varia con le circostanze e con lo sviluppo delle conoscenze sulla tossicologia del deossinivale-

nolo.

b Alcuni paesi non specificanc 11 livello ammesso o stabiliscono “zero". In entrambi i casi il 1i-

vello massimo ammesso dipende dal limite di rivelazione del metodo di analisi utilizzato.
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lattice assicurano una buona protezione contro le solu
zioni in DMSO, mentre permettono una certa permeazione

delle aflatossine in soluzioni di cloroformio.

Per quanto riguarda la decontaminazione, le rac-
comandazioni pratiche consigliate da Fishbach (7) possono

essere cosi riassunte:

1} usare scluzioni al 5% di NaOCl nella decontaminazione

dei materiali usati;

2) periodicamente bagnare le pareti interne della cappa
con NaOCl al 5%. Questo dovra essere fatto alla fine
della giornate e si deve lasciare in aspirazione la
cappa per una notte in quanto i vapori di ipoclorito
residuo potrebbero compromettere successive analisi di

aflatossine.

PRELTIEVO DEL CAMPIONE PER ANALISI

Per comprendere 1'importanza del prelevamento nel
l'analisi delle aflatossine & necessario innanzitutto sof
fermarsi su quale sia la distribuzione delle micotossine
in una derrata alimentare. Usualmente tali tossici si tro
vano in concentrazioni molto elevate in quei siti in cui
si & sviluppata la muffa tossigena. In altre parole nella

derrata alimentare si possono trovare "sacche di contami-
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nazione'" a contenuto di micotossine molfo alto. Questo si-
gnifica che in una partita di granuli “contaminata'in real
td solo una piccola porzione di essi & contaminata e in
questi granuli si ha un contenuto di micotossina estrema-
mente alto & variabile. Inoltre da studi effettuati sulle
arachidi da Cucullu (8} dell'U.S. Department of Agricoltu-
re {(USDA) per la contaminazione da aflatossiné B1 risulta
che anche nell'ambito di una stessa arachide contaminata

la distribuzione dell'aflatossina B1 & estremamente varia-

bile.

Da queste considerazioni preliminari si pud capi-
re quanto sia importante per la valutazione del grado di
contaminazione e la grandezza e il grado di suddivisione

del campione prelevato.

Il problema del campionamento per 1'analisi delle
micotossine & stato oggetto di studi sin dal 1970 e nomi
prestigiosi come Schuller, Walking, Davis, e soprattutto

Whitaker se ne sono occupati approfonditamente (9), (10),

(11), (12). .

La maggior parte dei lavori pubblicati riguarda-
no le aflatossine, per le quali i problemi di campionamen-

to sono pit difficili che per le altre micotossine note(3).

Schematicamente si pud dire che le difficolta che
si incontrano nell'ottenere un campione rappresentativo per
l'analisi di micotossine in un prodotto alimentare dipendo

nco da:



- forma del prodotto stessa (granoc intero, farina, liqui-
di)
- tipo di micotossina.
Molto interessante & la rappresentazione grafica
(figura n® 2) di Whitaker (10) dei vari tipi di errori as
sociati con le varie fasi del campionamento, fasi che par
tendo dal lotto iniziale forniscono il campione finale da

analizzare.

Prima di esaminare in dettaglio tale figura,a be
ne dare delle definizioni per lotto, campione e sottocam-

pione (tabella n°® 4).

Tornando ad esaminare la figura n® 2 si trova u-
na prima fase in cui un campione randomizzato viene rica-
vato dal lotto da esaminare. Si chiamera errore di campio
namento l'errore che si commette in tale fase.Da tale cam
pione si deve quindi ricavare un sottocampione ¢ 1'erro-
re corrispondente verra chiamato errore di sottocampiona-
mento. Allo scopo di ridurre questo errore il campione do
vrd preferibilmente essere macinato allo scopo di ridurre
le dimensioni delle particelle ed aumentare 1 'omogeneita'

del materiale.

Infine vi sono gli errori connessi con 1'anali-
si vera e propria. L'errore totale associato con il test
per le aflatossine risulta cosi dalla somma di almeno tre
componenti principali:

- errori nel campionamento;
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Tabella n. 4 - DEFINIZIONI

A,

Un'unitd campione (o campione unitario) & la pil piccola

parte di materiale campionato con caratteristiche di in-
dividualita o di unitarieta (ad es. un chicco di grano,

un seme oleoso, una forma di pane).

Una partita o lotto & un gruppo ben definito di campioni

unitari prodotti, conservati e spediti insieme.
Un campione ¢ una parte, in genere percentualmente picco
la della partita, che si possa ritenere rappresentativa

della partita intera.

Un sottocampione & una porzione di campione che comunque

si possa ritenere rappresentativeo del campione intero
(i campioni unitari costituenti il campione devono esse-

re macinati prima di prelevare il sottocampione}.
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- errori nel sottocampionamento;

— errori nell 'analisi.

Da studi effettuati sulle arachidi (12) e su semi
di cotone (13) & stato visto che il campionamento & di
gran lunga la fonte maggiore di errore, e cid proprio a
causa della grande variabilitad di concentrazione di afla-

tossine fra i singoli grani in un lotto contaminato.

L'errore nel sottocampionamento & inferiore a
quello del campionamento grazie alla possibilita di macina
zione del campione stesso. Anche nel campione macinato vi
sara lo stesso tipo di distribuzione delle particelle con-
taminate, ma poiché la macinazione riduce la grandezza del
le particelle e ne aumenta il numero, 1'errore del sotto-

campionamento risultera diminuito.

La figura‘n° 3 ﬁostra quantitativamente quanto
detto nel caso delle arachidi per un campione di 22 kg cir
ca. In tale figura per vari livelli di contaminazione del
lotto (in p.p.b.) si hanno le grandezze dei vari errori
associate con il campionamento, con il sottocampionamento

e con 1l'analisi (10).

Soffermiamoci ora sull'importanza della grandezza
del campione e sul modo con cui il campione viene ottenuto.
Per campione ci si riferisce sempre alla definizione data

nella tabella n° 4, lettera c.

A causa della piu volte citata disomogeneita fra
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FIGURA N. 3 - Coefficiente di variabilita connesso alle fasi di
campionamento, sottocampionamento ed analisi del

programma di indagine sul contenuto in aflatossine
dei semi di arachide.
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i1 vari grani o campioni unitari l'errore di campionamento

sara:

- direttamente proporzionale alla variabilitd di concentra
zione di aflatossine fra i vari campioni unitari;
- inversamente proporzionale al numero di campioni unitari

costituenti il campione.

Come conseguenza, piu grande sard il numero di
campioni unitari pil rappresentativo sara il camplione.
La correlazione indicata varia con il tipo di materiale e-
saminato ed & stata quantitativamente studiata da Whitaker

solo per arachidi (12), semi di cotone (13) e mais (14).

Nel caso dei liquidi & usualmente richiesto un
campione pil piccolo che per i prodotti granulari, infatti
quando una partita di materiale liquido & appropriatamente
mescolata, di solito & sufficiente prelevare un campione

di grandezza pari a quello impiegato per le analisi.

Oltre alla grandezza del campione & molto impor-
tante il modo con cui tale campione viene prelevato dal lot
to man mano che passa da una stazione di campionamento.Per
campioni granulari o liquidi esistono dispositivi appositi

(Tabella n° 5).

Se i lotti consistono in sacchi, cartoni o simili,
la percentuale dei pacchi da campionare & direttamente pro
porzionale alla variabilitd di concentrazione in aflatossi

na fra i vari pacchi.
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I procedimenti di campionamento impiegati da U.S.
Food and Drug Administration sono riportati in tabella n°
6 in cui per ogni prodotto viene indicato un numero minimo

di campioni ed un peso minimo per ogni campione.

Da quanto esposto risulta chiaro che il problema
del campionamento affrontato dal puntec di vista teorico, &

estremamente complesso e variabile da caso a caso.

In conclusione, & auspicabile che il campione in
esame sia di misura adeguatamente grande e che 1lo stesso
venga macinato prima del prelievo del sottocampione, in
quanto 1'errore del sottocampione & inversamente proporzio
nale al numero di particelle del sottocampione stesso. La
grandezza delle particelle non & critica, ma la quantita
di sottocampione presa dipenderid dalla grandezza delle par

ticelle stesse.

Secondo quanto consigliato da Bullerman (15) la
pratica usuale consiglia di prelevare campioni di grandez—
za compresa tra 1 e 5 kg. Da tale campione viene prelevato
il sottocampione la cui grandezza dovrebbe variare nel ran
ge di 20 - 100 g a seconda del metodo di analisi; un sot-
tocampione di 50 g & generalmente impiegato nella maggior

parte dei metodi analitici.

Contemporaneamente agli studi su accennati, svol-
ti in circa 10 anni, la C.E.E. ha emanato delle disposizio
ni sulle modalita di prelievo per i campioni pubblicate suc

cessivamente e recepite dagli Stati Membri sulle modalita



— 93 —

Tabella n, 8 - Procedure di cawpionamento per le analisi di micotossine a

TIPS DT CON- | DIMENSIONI HUMERQ DI PESQ D1 CAM-| PESO COMPLESSI
PRODOTTO FEZIONEb DEL LOTTO CANPIONé(mi P TONE ?IHGO— YO DEL.CﬁMPlO- |
nimo) LG (minimo) | NE (minime} ;
d ;
Burro di arzchidi-omogenec Per 11 consu [NA 24 8 oz, 12 1bs. :
mo o massa 12 1 1b. 12 lbs. !
Burro di arachide-arachidi (Per il consu |NA 48 1 1b. 48 1bs. :
sbriciolate-arachidi sgu- mo o massa
sciate tostate o non 5
Arachidi macinate [ scelta |
Noci {eccettoe noei brasi- Per il consu NA Composizione iniziale
liane e tutti 1 semi di mo © massa
pistacchlio all'importa- 10 1 1b. 10 ths.
zinne? In seguito ad analisi positiva
sgusciate o no,spezzet—
tate o In farina 50 1 1b. 50 lbs.
Pasta di noci 12 L 1b. 12 lbs.
Moci brasiliane - con gu- |Massa < 200 secchi| 20 1b. 20 1bs.
scio (all'importazione) R 2Q01-800 " 40 1b. 40 lbs.
! 801-2000" 60 1 1b. 60 lbs. ;
Semi di pistacchic cen Massa Multipli di| 20% di tale - 50 lbs.per ogni ;
guscio (all'importazione) 75.000 1lbs. | numero multiplo di i
75.000 1bs. o i
meno !
Noci di pistacchio sguscia Lo stesso Lo stesso - 25 lbs.per ogni ;
te (all'importazione) multiple di
75.000 1bs. o
meno
Mais in graneila, farinato Per il consu NA 10 1 1b 10 1bs.
o sbriciolato Mo O massa
Seme di cotone Massa NA 15 4 lbs. 60 lbs. f
Farine di semt oleosi di a Massa NA 20 1 1b 20 1bs. !
rachide, cotone
Semi ad uso alimentare °© Massa NA 50 1 ib S0 lbs.
melone,SES5AMO,ZUCCA €CC.
Radice d{ ginger-essiccata,
INTERA Massa "n" unita radice qua- - 15 1bs.
drata "n"
MAC INATA Per 1l consumo |NA 16 1 oz 10 1bs,
Latte interoc, scremato Per il consu NA 10 1 1b 10 1bs.
ridotto contenuto in gras- [mo
0 Massa NA - ~ 10 1bs.
Cereali-frumento, sorge, Massa NA 10 1 1b 10 1bs.
orzo, ecc.
Frutti essiccati ° Per il consu |NA 50 1 1b 50 1bs.
- es. ficht mo o massa
Miscele contenenti Per il consu |NA
- componenti suscettibili me
di contaminazione da mi-
cotossine
~ prodotti in particelle
relativamente grandi 50 1 ib. 50 1bs.
~ prodotti in particelle
relativamente piccole 10 1 ib. 10 1bs.

2 Ripradotto da Inspection Operation Mermual of the Food and Drug Administration, United States Department of Health, Edu-—
cation and Welfare (Dated 10/19/79}

1 cantenitori per { campioni dif noci non trattate, sem o cereali deveno essere sufficientemente porosi per consentire

la dissipazione dell'umditd prodotta dalla respirazione della noce, seme o ceretle.

€ s raccogliere da quanto pil posiziani casuali possibile nel lotto.

dNA = non applicabile.

¢ Programm opzianale per seml o frutti essiccati con bassa incidenza di contaminazione. Prelevare 10 campieni iniziall
da 1 1b. Se viene riscontrata la presenza di aflatossine, riprelevare 50 campioni da 1 lb. per la determinazione
livello di contaminazione sul quale basarsi nel gludizio finale.

del
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pratiche {allegato 1). Va sottolineato che tali modalita
costituiscono norma solo per i mangimi e sono state recepi
te anche dall'ltalia e pubblicate sulla G.U., n° 165 del
15.6.78. (all. 2)

METODI DI ANALISI

L'analisi delle aflatossine pud essere divisa

nelle seguenti fasi:

1) preparazione del campione

a) estrazione
2) isolamento delle aflatossine

b) clean-up

3} analisi quantitativa

La preparazione del campione & stata gia discussa
in dettaglio.

L'isolamento delle aflatossine si realizza in due stadi:

a) l'estrazione, ciod la separazione dei composti in esame
dalla matrice;

b) il clean-up cioé la separazione da altri composti aven-
ti caratteristiche di solubilita simili a quelle delle

aflatossine stesse.
51 esaminano in dettaglio le operazioni 2a e 2b.

2a) Estrazione: basandosi sulla notevole solubilita delle
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aflatossine in CHCl3 e MeOH, i primi tentativi di e-
strazione dalle varie matrici furono eseguiti con appa
recchi in estrazione continua usando tali solventi.Que
sto tipo di estrazione non forni risultati soddisfacen
ti. In seguito si trovd che il solvente di estrazione
pitu efficace era una miscela del tipo CHC13/H20 o MeOH/
HZO' Infatti, non solo queste miscele riescono meglio
a bagnare la massé da sottoporre ad estrazione, ma SO-
prattutto si verifica che anche se 1'acqua non & un
buon solvente per le aflatossine, aggiungendone solo
la quantitd trattenuta dal substrato, le aflatossine ri
sultano meglio trasferibili per ripartizione alla fase
cloroformica in cui sono pilt solubili. In altre parole
si realizza cosl contemporaneamente una estrazione . ed
una ripartizione liquido-liquido. Attualmente per varil
motivi, fra cui la sospeita cancerogenicita del cloro-
formio si ha la tendenza a sostituirlo con il <cloruro
di metilene. 1 solventi di estrazione piu comunemente

usati finora son? CHC13/H20 (10:1}, MeOH/HZO (55:45),a
cetone/ HZO (85:15) acetonitrile/HZO (9:1) con un tem-
po di dibattimento variabile. I1 solvente di estrazio-
ne viene quindi separato per filtrazione o per centri-
fugazione. Si assume che la concentrazione di aflatos-
sina sia la stessa nella frazione di solvente raccol-
to per filtrazione ed in tutto il resto del solvente

non filtrato, in cui & rimasta sospesa la matrice. Il

rapporto tra volume totale usato per l'estrazione ed
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il volume di filtrato destinato al prosieguo dell'ana-
lisi fornisce il fattore di moltiplicazione da applica
re in sede di calcolo.
La filtrazione viene effettuata usando terra di diato-
mee come aiutante di filtrazione. In particolare, per
1'analisi dell'aflatossina B1 nelle uova e nel fegato,
l'estrazione con le miscele di solventi dette non e
sufficiente; per 1'aflatossina Bl nelle uova & necessa
rio saturare il sclvente con NaCl, mentre per 1l'estra-
zione della stessa aflatossina B1 dal fegato devono es
sere usati, oltre al cloruro di sodic, anche acido ci-
trico edortofosforico (teoricamente questi acidi compe
tono con le aflatossine per siti di interazione con le
proteine e gli acidi nucleici). Tra i vari accorgimen-
ti suggeriti si ricorda inoltre che ad esempio anche
alcuni pigmenti delle piante possono interferire con
la determinazione delle aflatossine; tali sostanze pos
sono essere eliminate trattando l'estratto con un me—
tallo pesante: Pb e Zn come acetati, Cu come carbona-
to rameico; mentre la teobromina presente nel cacao
pud essere allontanata per trattamento con AgNOB.
2b) L'estratto deve quindi essere purificato, (clean-up),
per separare le aflatossine dai composti interferenti
estratti insieme alle aflatossine stesse. Questi compo

sti sono costituiti essenzialmente dai lipidi.

A seconda della matrice e dei solventi . impiegati

per l'estrazione, sono stati usati parecchi procedimenti
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per eliminare tali sostanze:

~ gli estratti ottenuti con solventi idrofili come metano-
lo, acetone e acetonitrile, non buoni solventi dei lipi-
di, possono essere facilmente sgrassati per ripartizio-
ne liquido-liquido con etere di petrolio, esano o isotta
no in‘imbuto separatore;

- gli estratti ottenuti con CHCl, o CH,Cl, contengono inve

3 272

ce oltre alle aflatossine tutti i lipidi di cui CHCI3 e

CH2C12 sono buoni solventi.

I1 clean-up viene quindi realizzato per cromatografia su
colonna: l'estratto viene aggiunto ad una colonna di gel
di silice attivata, da cui i lipidi possono facilmente
essere rimossi ad es. con esano, mentre le aflatossine ri

mangono adsorbite e possono venire eluite successivamen-

; te.

Oltre al gel di silice altri adsorbenti sono sta-
ti usati per la cromatografia su colonna. In tabella n°® 7
sono riportati i vari adsorbenti impiegati, il solvente u-
sato per allontanare le sostanze interferenti ed il sol-
vente di eluizione. Per avere un soddisfacente allontana-
mento dei composti interferenti il potere solvente e la
polaritd devono essere aggiustati un pd al di sotto delle
condizioni in cui si eluirebbero le aflatossine e queste
devono successivamente essere eluite nelle condizioni pil
opportune per non trascinare aﬁche composti piut polari.

Nell'uso dei seolventi nelle vari fasi dell'analisi della
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Tabella n. 7 - Solventi e miscele comunemente utilizzati per la cromato-
grafia di adsorbimento su colonna per separare le aflatos

sine da sostanze interferenti

ADSOREBENTE SOLVENTE PER LA PURIF ICAZ IONE a
Gel di silice Etere etilico andiro
CHC13: esano (1:1)C

Etere: esano (3:1)
Benzene:HOAc (9:1)
Toluene:HOAc (9:1)

Esano:etere: CH3CN (6:3:1)

Allumina (acida) Benzene

Toluene: HOAc (9:1)

Florisil Tetraidrofurano

a
Solventi per 1'eluizione

Gel di silice CHC13: MeCH  (97:3)
CHC13: acetone (4:1)
Allumina (acida) CHCl3
CH2C12: acetone (9:1)
Florisil ' Acetone: MeOH (99:1)

a . . - . . . N \ '
L'efficacia dei solventi o delle miscele eluenti pud variare con 1'at-

tivita e la granulometria della fase stazionaria.Talvolta pud essere ne
cessario un aggiustamento dei rapporti tra i solventi a causa delle dif
ferenze nelle proprieta degli adsorbenti provenienti da fonti o 1lotti
diversi. Tutti i rapporti citati sono v/v.

Deve essere esente da perossidi.

I1 CHCl3 deve contenere una quantitd di etanolo (stabilizzante) 5_0;75%.



— 99 ~

aflatossina B1 bisogna fare attenzione ad esempio all'eta-
nolo, presente nel cloroformio come stabilizzante,che non
deve superare lo 0,7%. L'etanolo pud alterare infatti il
profilo di eluizione. (E' questo un altro motivo per prefe
rire il cloruro di metile al cloroformio). Inoltre 1'etere
dovra essere anidro ed esente da perossidi, in quanto l'ac
qua disattiva la silice ed i perossidi decompongono le a-

flatossine.

La fase successiva dell'analisi consiste nell'iso
lamento delle aflatossine dall'eluato proveniente dalla co
lonna, prima della loro determinazione quantitativa. Le
tecniche impiegate per questa fase sono:

- TLC

- HPLC

- HPTLC

Le prime due sono le pil largamente usate, in particolare
la TLC ¢ stato il primo metodo impiegato per le aflatossi-
ne e viene tuttora usato in gran parte dai metodi ufficia-

1i compresa la metodica ufficiale italiana.

Il principio su cui si basa 1l'analisi quantitati-
va delle aflatossine per TLC & che queste sostanze sono in
tensamente fluorescenti quando esposte a luce ultraviolet-
ta a maggiore lunghezza di onda. Questo permette la rivela
zione di questi composti a livelli estremamente bassi (0,5
-1 ng). L'analisi quantitativa & effettuata per confronto
con l'intensitd di fluorescenza di aflatossina standard.Il

confronto visuale secondo la letteratura pud portare a di-
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stinguere sotto condizioni ideali macchie che differiscono
almeno del 20%, per cui l'uso del fluorodensitometro puo
migliorare 1'accuratezza e la precisione e la riproducibi-

litd dell 'analisi.

In tabella n° 8 sono indicati i solventi di svi-
luppo piu in uso per la TLC delle aflatossine su gel di si
lice. Come talvolta accade nelle tecniche cromatografiche
pud essere necessario apportare leggere modifiche a causa
di differenze nelle proprietd adsorbenti del gel di silice

e di altre variabili.

A questo proposito & necessario fare alcune consi
derazioni sulla stabilitda delle aflatossine: in generale
residui alcalini sulla vetreria (pH 10) posscno causare
reazioni a carico delle aflatossine specie se queste sono
deposte su una superficie adsorbente, inoltre & necessario
limitare il pil possibile 1'esposizione alla luce del sole
o a lampade fluorescenti.

Le aflatossine pure, come si hanno negli standard di rife-
rimento o nelle macchie isclate cromatograficamente, sono
pit sensibili alla luce di quanto lo siano le aflatossi-

ne in un estratto.

Un ulteriore sviluppo della tecnica & stato 1l'uso
della TLC bidimensionale che ha semplificato e ridotto 1le
operazioni di pre-purificazione ed ha elevato la sensibili

[y

ta.

Ovviamente il passo successivo & stato 1'uso del-
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Tabella n. 8 - Miscele di solventi per lo sviluppo delle aflatossine su
lastre di gel di silice per cromatrografia su strato sot

tile a

(Aflatossine Bl' BZ’ G1 e G2)

Benzene: EtOH:HéO (40:6:3) in vaschetta
(4:27:20) in camera di

sviluppo

Benzene: MeCH:HOAc (90:5:5)

Toluene: EtOAc:acido formico (6:3:1)

Etere: MeOH :H_0 ' ' (96:3:1)

CHC13: acetone (90:10)

CHCIS:acetone:Hzo (88:12:1.5)

CHC13: acetone: MeCH (90:10:2}

CHC13: isopropanolo (99:1)

CHC13: acetone:iscpropanolo:HéD (88:12:1,5:1)

(Aflatossine BZa’ G, » Mj» M, e derivati della Ml)

CHCIS: MeCH :HOAc (90:10:2)

CHCIS: MeCH :HOAC:HZO (92:8:2:0,8)

CHC13: acetone (85:15)

CHC13: acetone:isopropanolo (85:10:5}

EtOAc (saturato con HZO)

Etere: NEOH:HZO {95:4:1)

Etere:esano:MEOH:HZO (85:10:4:1)

Variazioni delle proprieta del gel di silice e delle condizioni del la-
boratorio possono richiedere aggiustamenti dei rapporti fra solventi po

lari e non polari per ottenere lo sviluppo desiderato.
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1'HPLC, cioé cromatografia liquida ad alta risoluzione,con
guadagno in risoluzione e nel tempo di analisi, in partico
lare non appena si resero disponibili i rivelatori a flus-
so per fluorescenza. A questo proposito, un problema & an-

che derivato dal fatto che B2 e G2, fluorescono molto di

;e Gl’ pilt tossici. Si & dllora ricorsi alla tra-

sformazione delle aflatossine B1 e Gl’ nei loro emiacetali,

molto pili fluorescenti. Si & cosl abbassato il limite di

pid di B

sensibilitd di un ordine di grandezza. Rimane perd 1'incer
tezza che la derivatizzazione pre-colonna avvenga in modo
non quantitativo. Un sistema migliore, limitato alle deteE
minazioni effettuate in fase diretta, consiste nell 'usare

celle a flusso impaccate con 5i0,, in modo da avere una ri

2
. velazione di fluorescenza allo stato solido.

Siccome le aflatossine allo stato adsorbito fluorescono con
maggiore intensita di quando sono sciolte in soluzione, in
questo modo si raggiunge lo stesso limite di rivelabilita
che si ottiéne nella derivatizzazione pre-colonna, jna con
la sicurezza di eseguire una determinazione quantitativa;

tale metodo perd comporta 1'usc di apparecchiature piutto-

sto sofisticate e costose (16).

Le condizioni in fase diretta (SiOZ) SONnc conven-—

zionali per lunghezza di colonna e velocita di flusso. Al-
cune miscele eluenti usate sono indicate in tabella 9. Se
la miscela eluente non contieneCH2C12 l'ordine di eluizio-
ne & Bl’ B2, Gl’ G2, M,. I1 CH_Cl_ nella miscela da in

17 72 2772
vece Bl’ Gl’ B2, G2. In genere B, - G, escono in 10. Per

1 2

M
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Tabella n, 9 - Miscele di solventi per la separazione delle aflatossine
su colonne microparticolate di gel di silice per croma-

tografia liquida ad alta efficienza in fase diretta®

MISCELA D1 SOLVENTI RIFER IMENTO
Afaltossine Bl’ B2, G1 e G2 }
CHCla(saturato con HZO):cicloesano: CHSCN
(25:7,5:1,0) pit 1,5% EtOH o - 2,0% i
sopropanolo Pons, 1976
CH2C12 (saturato al 5% con HZD):CHCI3 (saturato
« al 50% con HZO):MHDH (6:4:0,3) - Baker, 1974
CH2C12 (saturato con HZO):NEOH (100:0,3) Garner, 1975
CHCI,: esano: EtCH (49,7:50:0,3) Kmieciak, 1976
CHCl3 (saturato con HéD): HOAc (10:1) Hunt et al.,1978
Toluene:EtOAc: acido formico:MeCH (89:7,5:2,0:1,5)! Manabe et al.
1978
Aflatossina Ml
CHC1 _ :HOAc:MeOH (50:5:3) Hunt et al.,
3 | 1978

Variazioni delle caratteristiche della colonna e delle condizioni di
laboratorio possono richiedere aggiustamenti dei rapporti fra solven
ti polari e non polari per ottenere 1'eluizione e la riscluzione de-

siderati.
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far uscire M, ed M, si deve aumentare la polarita dell'e-

luente.

Attualmente la maggior parte delle analisi delle
aflatossine per HPLC & realizzata con colonne a fase inver

).

sa (es. C18

I tempi di eluizione sono simili a quelli 'della
5102, ma 1l'ordine di eluizione & ovviamente invertito M-G.
Solventi tipici di eluizione sono mostrati in tabella n®

10.

Infine un breve cenno all'analisi delle aflatossi
ne per HPTLC e per RP-TLC. Si tratta come noto di una TLC
effettuata su lastre particolari ricoperte di un materiale
analogo a quello usato per le colonne di HPLC, su silice o
in fase inversa.

E' necessaria una speciale e costosa apparecchiatura per
la deposizione degli estratti e soprattutto per la lettura
delle lastre. I miglioramenti del limite di rivelabilita
per le aflatossine su questo tipo di lastra si hanno nella
tabella n® 11 relativa alla HPTLC su silice, dove gli e—

stratti sono sviluppati in CHCl,/acetone/propanclo 85:10:5.

3
La visualizzazione & sempre fatta sotto luce UV.

Dopo questa rapida rassegna delle metodiche pit
comunemente usate per 1'analisi delle aflatossine,viene de
scritto con qualche dettaglio il metodo ufficiale italiano
per la determinazione della aflatossina B,. Tale metodo &

1
pubblicato sul supplemento ordinario alla G.U. n® 81 del
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Tabella n. 10 - Miscele di solventi per la separazione delle
aflatossine su colonne per cromatografia li-

quida da alta efficienza in fase inversa

Miscele dé solven-
ti

Ordine di eluizio-

ne

Riferimento

HZO:CHSCN (65:35)

M2 'Ml ’G2 ’BZ’Gl ’Bl

Stubblefield &
Shotwell, 1977

HZO:CHSCN:NEOH(IS:S:Z) GZ’BZ’GZ’BZ Talkahashi, 1977
Hé)ﬂmi}i(3:2) GZ’B2’G2’B2 Takahashi, 1977

1 nﬁiN&Cl:CHS:CthkDH GZ’GI’ BZ’ B1 Hurst & Toomey, 1978
(3:1:1)

CHBCN:HZO:HOAC Gl’ B1 Engstrom et al.,1977

(55:45:2)

Variazioni di tipo e quantitd di fase stazionaria legata al supporto
in colonna e mutamenti delle condizioni di laboratorio posscno ri-
chiedere aggiustamenti dei rapporti fra i solventi per ottenere l'e

luizione e la risoluzione desiderati.
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24 marzo 1977. (All. 3)
5i tratta di un metodo che rientra negli schemi generali

prima esposti per l'analisi dell'aflatossina B., consisten

1
te nelle seguenti singole operazioni; schematizzate in fi-

gura n® 4:

- ¢éstrazione di 50 g di campione con cloroformio e acqua
(25 ml H20/250 ml CHC13)

- filtrazione dell'estratto su Celite

- purificazione di una porzione di estratto su colonna di
gel di silice

- evaporazione dell'eluato

- analisi quantitativa per cromatografia su strato sottile

(TLC) dal residuo ripreso con un volume determinato  di

cloroformio o di una miscela di benzene-acetonitrile.

La metodica ufficiale risulta applicabile a pa-
nelli di arachide, di copra, di lino, di soia, di sesamo,
di babassu e di germi di granoturco, cereali e prodotti a
base di cereali, farina di piselli, polpa e fecola di pata
te. Per tali matrici secondo quanto indicato sulla G.U.la
analisi quantitativa pud essere effettuata per cromatogra-
fia monodimensionale su strato sottile.

In presenza invece di sostanze interferenti occorre effet-
tuare una cromatografia bidimensionale su strato sottile.
Tuttavia qualora 1'alimento contenga polpa di agrumi la me

todica non risulta applicabile.

Per entrambi i tipi di cromatografia, il limite
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Figura n. 4 - Schema delle operazioni analitiche per la determinazione
(metodo ufficiale)

dell'aflatossina B1

estrazione HZO/CHCI3

]

< scartare il
residuo

Cleanup
Esano
>
Etere '{> Colonna di
CHC1 _ :CH_OH Silice gel
3 3 D
(97:3)

concentrazione

. TLC su gel di
separazione

Silice

o

confronto con

standard (fluo
rescenza)

quantificazione

I

preparazione
dei derivati
su TLC

conferma
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inferiore di determinazione & 0,01 mg/kg (10 pP-p.b.}.

Vediamo ora alcuni dettagli della metodica riman-

dando per i particolari alla G.U.

1)

50 grammi di campione macinato vengono estratti per di-
battimento (30') con acqua (25 ml) e cloroformio (250
ml) in presenza di terra di diatomee. Si filtra racco
gliendd 50 ml di estratto.

Purificazione su colonna: la colonna cromatografica vie
ne preparata per stratificazione successiva di § g di
solfato di sodio, 10 grammi di gel di silice opportuna-
mente attivato ed ancora 15 g di solfato di sodio.

I 50 ml di filtrato di cui al punto 1) vengono mescola-—
ti con n-esano (100 ml) e versati su colonna (i lipidi
verranno selettivamente eluiti con n-esano). Si aggiun-
gono quindi 100 ml di etere etilico anidro ed esente da
perossidi per eliminare pigmenti ed altfe sostanze in-
terferenti.

Si eluiscono quindi le aflatossine con una miscela di
cloroformio-metanoclo 97:3 raccogliendo tutto 1'eluato.
La velocitd di percolazione dalla colonna & come al so-
lito importante e deve essere regolata su 8-12 ml/minu—-
to.

La frazione contenente le aflatossine viene poi concen
trata in atmosfera di gas inerte in evaporatore rotante
a temperatura inferiore a 50°C, trasferita in c¢ilindro
graduato e portata al volume di 2 ml con cloroformio o

miscele benzene-acetonitrile.
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3) Per 1'analisi quantitativa verranno descritti alcuni
dettagli della TLC bidimensionale che risulta essere la
piu usata.

In figura n°® 5 & riportato lo schema indicato sulla G.

U.

Nel punto A vengono deposti un'aliquota dell'e-
stratto purificato del campione e nei punti C, D, E ali-
quote variabili di soluzione standard: anche nel punto B
viene deposta una aliquota di soluzione standard. La corsa
1 viene effettuata (con vasca satura) in etere etilico
MeOH—H20 94/4,5/1,5 e dopo aver fatto asciugare per circa
15' al riparo della luce e a temperatura ambiente, si ef-
fettua la corsa 2 in vasca non satura, con CHCl3 - acetone
9:1.

Dopo aver accuratamente asciugato si esamina sotto luce UV
a 360 nm: le macchie con fluorescenza blu degli standards
saranno localizzate in B, E, C, D.

Al punto P dovrebbe trovarsi la macchia di aflatossina B1
proveniente dall'estratto del campione deposto in A. In
realtd tale macchia pud trovarsi spostata in Q.

Le misurazioni possono essere fatte sia visualmente, con-
frontando 1'intensitd della macchia del campione con quel-
la degli standards sia fluorodensitometricamente usando u-

na di eccitazione di 365 nm ed una emissicne di 443 nm.

I1 metodo ufficiale prevede la conferma dell 'iden

titad della aflatossina B Tale conferma pud essere esegui

1
ta in due modi:
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1) Trattamente con H_.SO Nebulizzando HZSO al 50% sul

2)

2747 4
cromatogramma: la fluorescenza delle macchie di aflatos

sina B1 deve volgere dal blu al giallo per 1irradiazio-

ne UV.

Cromatografia bidimensionale implicante la formazione
di aflatossina B1 — emiacetata (aflatossina B2a ) trami
te nebulizzazione con HC1 1IN. Per i particolari di que-

sta tecnica si rimanda alla G.U.
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Tabella n. 11 - Parametri e proprietd TLC delle micotossine
su gel di silice

cotore | Linite, !

MlFotos— Rf(3/2/l) Rf(3/2/1 f?jiiz_ lita <ul wpTLC?
sine 1% Acid) gel di si
scenza . -
lice
Aflatossi- . b
na B1 0,48 0,88 Blu 1-5 ng 0,1 ng
Aflatossi- b
na B, 0,45 0,83 Blu 1-5 ng 0,1 ng
Aflatossi- b
na Gl' 0,43 0,78 Verde 1-5 ng 0,1 ng
Aflatossi- b
na G, 0,36 0,73 Verde 1-5 ng 0.1 ng
Zearalenone 0.69 Fronte del Blu - [0,2-5 ¢ 0,1-0,2 g
solvente Verde
Sterigmato
cistina 0,80 Fronte del Rosso o| 10-20 ng 0,5-1 ng
solvente Giallo
Ocratossi—|] Punto di
na A deposi- 0,64 Blu 10-20 ng 0,1-0,5 ng
zione
Ocratossi—| Punto di
na B deposi- 0,48 Blu 10-20 ng 0,1-0,5 ng
zione
Whatman, Inc., Bridewell, New Jersey; Merck, Inc,, Brinkmann

Instruments, Westbury, New York.

Fluorescenza gialla dopo spray con acido trifluorocacetico.
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ALLEGATO 1

15.4.76

Gazzetra ufficiale delle Comunitd europee

N.L 10211

LY

[

{Ati per i quali la pubblicazione non é una condizione di applicabilita)

COMMISSIONE

PRIMA DIRETTIVA DELLA COMMISSIONE
del 1° marzo 1976

che fissa i modi comunitari di prelevamento dei campioni per it controllo ufficiale degli
: alimenti per gli animali

(76/371/CEE)

LA COMMISSIONE DELLE COMUNITA EUROPEE,

visto il rrattato che istituisce la Comunitd economica
europea,

vista la dirertiva del Consiglio, del 20 luglio 1970,
concernente 'introduzione di modi di prelevamento
dei campioni e di metodi d’analisi comunirari per il
controllo ufficiale degli alimenti per gli animali (1},
modificata da ultimo dall'atto di adesione (%), in
particolare P'articolo 2,

considerando che la sudderra direttiva prevede che
i controili ufficiali-degli alimenti per gli animali desti-
nati a constatace 'osservanza delle condizioni pre-
scricte in virrit delle disposizioni legislative, regola-
mentari ¢ amministrative concernenti le qualita e la
composizione degli alimenti per gli animali siano
effettuati secondo i modi di prelevamento di
campioni ed { metodi di analisi comunirari ;

considerando che & necessario stabilire in un primo
stadio | modi di prelevamento dei campioni per i}
controllo dei componenti, degli alimenri per gli
animali e dei loro addirivi come pure il controllo
delle sostanze e dei prodoti indesiderabili, eccettuari
i residui di pesticidi e i microorganismi, che questi
alimenti possono contenere ;

considerando che le misure previste dalla presente
direttiva sono conformi al parere del comitato per-
manente degli alimend per gli animali,

() GU n, L 170 del 3. 8. 1970, pag. 2.
(®} GU n. L 73 del 27. 3. 1972, pag. 14.

HA ADOTTATO LA PRESENTE DIRETTIVA :

Articolo 1

Gli Stati membri prescrivono che i prelevamenti dei
campioni per i controlli ufficiali degli alimenti per gli
animali, per quanto concerne la determinazione dei
componenti, degli additivi e delle sostanze e dei pro-
dotti indesiderabili, eccetruari i residui di pesticidi
e i microorganismi, siano effettuati secondo i modi
descritti nell’allegato della presente directiva.

Articolo 2

Gli Stati membri provvedono all’entrara in vigore,
non oltre il 1° gennaio 1977, delle disposizioni legi-
slative, regolamentari e amministrative necessarie per
conformarsi alle disposizioni della presente direttiva
€ ne informano immediaramente 1la Commissione.

Articolo 3

Gli Stati membri sono destinatari della presente
direttiva.
Fatto a Bruxelles, il 1° marzo 1976.

Per la Commissione
P. J. LARDINOIS

Membro della Commissione
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ALLEGATO
. MOD! DI PRELEVAMENTO DEI CAMPIONI

1. SCOPO E CAMPO D’APPLICAZIONE
1 campioni destinati ai controlli ufficiali degli alimenti per gli animali, al fine di
accertarne la qualitd ¢ la composizione, vengono prelevati in conformita delle
modalita sotto indicate. Essi sono da considerarsi rappresentativi delle partite

2 AGENTI PRELEVATORI AUTORIZZATI
I campioni vengono prelevati da agenti appositamente designati dagli Staci
membri

3. DEFINIZIONI
Partita da campionare : quantita di prodotti costituente una unita e avente caratte-
ristiche presunte uniformi
Campione elementare : quantitk prelevata da un punto della partita
Campione globale : insieme di campioni elementari prelevati da una stessa partita
Campione ridotto : parte rappresentativa del campione globale, ottenura mediante
riduzione di quest’ultimo
Campione finale : parte del campione ridotto o del campione globale omogeneiz-
zaro

4. STRUMENTI

4.1 Gli strumenti necessari per il prelevamento devono essere costruiti con materiali
¢he non contaminino i prodotti da campionare. Essi possono essere approvati
dagli S$tati membri

4.2 Strumenti raccomandati per H campionamento degli alimenti solidi

4.2.1, Camgpionamento manuale

42.1.1. Pala a fondo piatto e a bordi laterali verticali

4.2.1.2. Sonda a lungo sero o a partizioni. Le dimensioni della sonda devono essere
adeguate alle caratreristiche della partita (profonditd del recipiente, misure del
sacco, ecc.) ed alla dimensione delle particelle costituenti 1'alimento

4.2.2. Campionamento meccanico
Dispositivi meccanici autorizzati possono essere urilizzati per il campionamento
di alimenti in flusso

4.2.3. Divisore
Per i prelevamenti elementari nonché per la preparazione dei campioni ridoti
¢ dei campioni finali possono essere utilizzati strumenti per dividere i campioni
in parti approssimativamente ugnali

5. REQUISITI QUANTITATIVI

5.A. per il controlio delle sostanze o dei prodotti ripartiti in modo uniforme neli’ali-

mento
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S.AL

5.A2,
5.A2.1

5.A.2.1.1,

5.A2.1.2.

5422

5.A2.2.1.

3.A.2.2.1.1.
5.A.2.2.1.2,
5.A.2.2.1.3,

5.A.2.2.2,
5.A.2.3,
5.A.2.3.1.

5.A.23.1.1.
5.A2.3.1.2.
5.A.2.3.1.3.

5.A.23.2.

5.A.2.4.

5.A.3.1
5.A3.2

Partita da campionare

in ogni sua parte

[
Campioni elementari

Alimenti alla rinfusa

Partite di peso non superiore a
2,5 tonnellate

Partite di peso superiore a 2,5
tonnellate

Alimenti in confezioni

Confezioni di ¢contenuto superiore
a 1 c¢hilogrammo

Partite da 1 a 4 confezioni

Partite da § a 16 confezioni

Partite di oltre 16 confezioni

Confezioni di  contenute neon
superiore a 1 chilogrammo

Alimenti liquidi o semiliquidi
Recipienti di contenute superiote
a1 litro

Partite da 1 a 4 recipienti

Partite da 5 a 16 cecipienti

Partite di olree 16 recipienti

Recipienti di contenuto non su-
periore a 1 litro

Alimenti minerali formellad o
martonelle di sali minerali

Campione globale

Numero minimo dei campioni elemen-
tari

7

di 20 volte il numero di connellate
costituenei la partita da campio-
nare (a),

con un massimo di 40 campioni ele-
mentari

Numero minimo di confezioni da cam-
pionare {b) ’

Tutee le confezioni
4

del numero di confezioni costituenti
la partita da campionare (a),

con un massimo di 20 confezioni

4

Numero minimo di recipienti da cam-
pionare (b}

Tutti i recipienti

4

del numero di recipienti costituenti
la pattita da campionare (a),

con un massimo di 20 recipienti

4

Numero minimo di formellati o matto-
nelle da campionare b}

un formellato o una mattonella per par-
rra di 25 uniti, con un massimo di 4
formeltati 0 mattonelle

E richiesto un solo campione globale per partita. La massa totale dei campioni
elementari destinati a costituire il campione globale non pud essere inferiore ai

séguenti quantitativi :
Alimenti alla rinfusa

Alimenti in confezioni

(a} Le frazioni di cifra sono da acrowndars per eccessg.

(b} Per [e confezioni o i recipienri di contenuto non superiore 2 1 chik
o le magonelle di sali ounerali di i

4 chilogrammi

mo o a 1 litro, nonché per i formellag

‘unitasic oon superiore 3 1 chilogrammo, il contenute di yna confezione

o di un recipiente d'origine, di un formellato o di una martonnells, costitaisce un campione clementare.
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5.A3.2.1.  Confezioni di contenuto superiore 4 chilogrammi
a 1 chilogrammo

5.A3.22.  Coififezioni di contenute non peso del contenuto di 4 confezioni di
superiore a 1 chilogrammo origine

2y
i

5.A.3.3. Alimenti fiquidi o semiliquidi

5.A33.1, Recipienti di contenuto superiore 4 litri
a1 litco .

5.A33.2, Recipienti di contenuto non su- volume del contenuto di 4 recipienti
perigre a 1 litro d’origine

5.A.34, Alimenti minerali formellati e
mattonelle di sali minerali

5.A34.1 di peso unitario superiore a 4 chilogrammi
1 chilogrammao

5.A.34.2 di peso unitario non superiore a peso di 4 formelladi o marttonelle d'ori-
1 chilogrammo gine

5.A4 Campioni final
Dopo riduzione, se pecessaria, si ottengono dal campione globale campioni
finali. E richiesta 'analisi di almeno un campione finale. L2 massa o il volume
del campione finale, destinato all'analisi, non pud essere inferiore ai seguenti
quantitativi :
alimenti solidi : 500 grammi
alimenti liquidi o semiliquidi : 500 miblilitst

5.B, per il controllo delle sostanze o dei prodotii indesiderabili che possono essere
distribuiti in mode non uniferme negli alimenti come le aflatossine, I'ergotina di
segale, il ticine, la crotalaria negli alimenti semplici {c)

5B.1. Partita da campionare : vedi punto 5.A.1

5B.2. Campioni elementari

5B.2.1. Alimenti alla rinfusa : vedi 5.A.2.1

5.B.2.2. Aliment in confezioni Numero minime di confezioni da cam-

piontare

SB.22I. Partite da 1 a 4 confezioni Tutte le confezioni

5.B.2.2.2. Partite da 5 a 16 confezioni 4

5B.2.23. Partite di oltre 16 confezioni del numerc di confezioni costituenti

la partita da campionare {a},
con un massimo di 40 ¢onfezioni
3.B.3. Campioni globali

1l numero di campioni globali varia secondo la dimensione della parrita. 1
numero di campioni globali per partita & indicato in appresso. La massa dei
campioni elementari destinati a costituire un campione globale non pud essere
inferiore a 4 chilogrammi

{a) Le frazioni di cifra sono da arrstondarsi per eccesso.

ict Per il contollo delle aflatossine, dell'ergotina di scgale, del ricino, dedla crotalaria pegli alimend compled
e complementari s1 applicane le modalitd di cui sub 5.A.
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5.B3.1.

3.B.3.2.

6.1.

6.2.

6.2.A.

6.2.A.1.

6.2.A.2.

6.2.A.3.

Alimenti zlla rinfusa

Dimensione della partita in ton- Numero minimo di campioni globali
nellate per partita

finoal 1

pit di 1 ¢ fino a 10 1

pit di 10 e fino a 40 3

piu di 40 4

Alimenti in confezioni

Numero di confezioni costituenti Numero minimo di campioni globali
la pattita da campionare per partita

da 1la 16 1

da 17 2 200 2

da 201 a 800 3

pitda 800 4

Campioni finali

Dopo riduzione, si ottengono da ciascun campione globale campioni finali, Per
ciascun campione globale & richiesta Tanalisi di almeno un campione finale.
La massa d¢l campione finale destinato all’analisi non pud esserc inferiore a
S00 grammi

ISTRUZIONI RELATIVE Al PRELIEVI, ALLA FORMAZIONE E AL CON-
DIZIONAMENTO DEI CAMPIONI

Generalita

Prelevare ¢ formare i campioni con tutra la rapiditd possibile prendendo le pre-
cauzioni necessaric per cvitare qualsiasi alterazione o contaminazione del pro-
dotto. Le superfici e i recipienti nonché gli strumenti destinati a ricevere i cam-
pioni devono essere puliti ed asciurti

Campioni elementari

destinati al controllo delle sostanze o dei prodetti ripartiti in modo uniforme
negli alimenti

I campioni elemenrari sono da prelevarsi a caso dal complesso della partita. Le
loro masse o i loro volumi devono essere approssimativamente ugnali

Alimend allza rinfusa

Dividere simbolicamente la partita in parti approssimativamente uguali. Scegliere
a caso un numero di parti corrispondente al numero di campioni elementari di
cui sub 5.A.2 ¢ prelevare almeno un ¢campione da ciascuna paree

Eventualmente, procedere al campionamento al momento della messa in movi-
mento della partita {carico o scarico) '

Alimenti in confezioni

Prelevare da tutte le confezioni da campionare secondo quanto indicate sub
5.A.2, a mezzo sonda o pala, una parte del loro contenuto. Eventualmente
vuotare separatamente le confezioni

Alimenti liquidi o semiliquidi omogenei o omogeneizzalfili

Prelevare da rueri { recipienti da campionare, secondo quanto indicato sub 5.A.2,
eventualmente dopo omogeneizzazione, una parte del loro contenuto

I campioni elementari possono eventualmente essere prelevati al momento del
travaso del prodotto
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6.2.A4.

6.2.A.5.

6.2.B.

6.3.

63.A.

6.3.B.

6.4.

Alimenti liquidi o semiliquidi non omogeneizzabili

Prelevare i campioni, a diversi livelli, da murd i recipienti da campionare secondo
quanto indicare sub 5.A.2

I camponi possono essere prelevari anche al momento del travaso del prodotto,
dope climinazione delle prime frazioni, In entrambi i casi, il volume rtotale dei
prelievi non deve essere inferiore a 10 litri

Alimenti minerali formellati ¢ mattonelle di sali minerali

Prelevare da rutti i formellati o marttonelle da campionare secondo quanto
indicato sub 5.A.2, una parte di ciascuno di essi

destinati al comtrollo delle sostanze o dei prodotti indesiderabili che possono

essere distribuiti in modo non uniforme negli alimenti, come le aflatossine, l'ergo-
tina di segale. il ricino, la crotalaria negli alimenti semplici

Dividere simbolicamente 1a partita in frazioni approssimarivamente uguali il cui
numero deve corrispondere a quello dei campioni globali di cui sub 5.B.3. 5¢ tale
numero & superiore a 1, ripartire il numero rotale dei prelievi dei campioni
elementari di cui sub 5.B.2 nelle diverse frazioni, Prelevare quindi quanrita
approssimativamente uguali {d) in modo che fa massa torale dei campioni ele-
mentari concernenti ciascuna fraziene non sia inferiore al quantitativo minimo
di 4 chilogrammi necessario per ciascun campione globale, Non riunire i cam-
pioni elementari provenienti da frazioni diverse

Formazione dei campioni globali

destinati al controllo delle sostanze o dei prodotii ripartiti in modo uniforme negli
alimenti

Riunire i campioni elementari per costituire un solo campione globale

destinati al controllo delle sostanze o dei prodotti indesiderabili ¢he possono

essere distribuiti in modo non uniforme negii alimenti come le aflatossine, U'ergo-
tina di segale, il ricino, la crotalaria negli alimenti semplici

Riunire i campioni elementari prelevati da ciascuna frazione della partita per
ottenere il numero di campioni globali previsti sub 5.B.3. Aver cura di annotare
la provenienza di ciascun campione globale

Formazione dei campionr:i finali

Mescolare con cura ciascun campione globale per otenere un campione omo-
geneo (e). Se necessario ridurre, a tal fine, it campione globale a 2 chilogrammi
o a 2 litri (campione ridotto), con Iaiuto evenmalmente di un divisore meccanico
o con il merodo della suddivisione in quarri

Formare, quindi, almeno tre campioni finali di massa o di volume approssima-

tivamente uguzle e rispondenti ai requisiti quantitativi di cui sub 5.A.4 o 5.B4. .

Introdurre ciascun campione in un recipiente idoneo. Prendere tute le pre-
cauzioni necessarie per evitare qualsiasi modifica di composizione del campione
o qualsiasi contaminazione o alterazione fortuita durante il trasporto o l'imma-
gazzinaggio

{d) Net caso degli alimenti in conferioni, prelevare con una sonda o pals una parre del contenute delle confezioni
dz campionare, eventualinente dopo averle vuotste separaramente,

{€) Se necessario, schiacciare i grumj separatamenre per ciascun campione globale (togliendoli eventualmence dalla
maxsa ¢ riunendo quindi il uno),
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6.5,

Condizionamento dei campioni finali

Sigillare ed etichettare i recipienti o le confezioni {I'etichetra deve essere incorpo-
rata nel sigillo} in modo che non possano essere aperti senza violare il sigillo
VERBALI DI CAMPIONAMENTO

Per ogni operazione di campionamento deve essere redawo un verbale che
permetta di identificare senza equivoci la partita campionata

DESTINAZIONE DEI CAMPIONI

Per ciaseun campione globale trasmertere nel pitt breve termine almeno un cam-

pione finale al laboratiorio incaricato deli'analisi con le indicazioni necessarie
all’analisi stessa
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DECRETO MINISTERIALE 20 eprile 1978. Aviecio

Alodalitd @] prelevamento del campionl per 1l controlle
ufficiale degll alimenti per gli animali,

IL MINISTRO
DELL'AGRICOLTURA E DELLE FORESTE

DI CONCERTC CON

I AINTSTRI DCLLE FINANZE, DELL'TNDUSTRIA, DEL COMMER-
CI0 E DELL'ARTIGIANATO E DELLA SANITA

Visti gli articoli 40 e seguenti del regio decreto-legge
15 ottobre 1923, n. 2033, convertito nella legge 18 mar-
zo 1926, n. 562, concernente la repressione delle frodi,
nonché gli articoli 87 e seguenti del regio decreto 1° Iu-
glio 1926, n. 1361, contenente il regolamento per I'ese-
cuzione del predetio regio decreto-legge;

Visto I'art. 25 della legge 15 febbraio 1963, n. 281, mo-
dificato dalla legge 8§ marzo 1968, n. 399, concernente la
disciplina dclla preparazione e del commercio dei
mangimi;

Visto il decreto ministeriale 9 novembre 1971, pub-
blicato neila Gazzeria Ufficiale n. 308 de! 6 dicembre
1971, con il guale sono stati approvati i « Metodi uffi-
ciali di analisi degli alimenti per uso zootecnico »:

Vista la prima dirctiiva della commissione (CEE) del
1¢ marzo 1976 (76/371-CEE) pubblicata nellz « Gazzetta
Ulficiale » deila C.E.E. n. L 102 del 15 aprile 1976;

Ritenuto necessario adottare le opportune disposi
zioni per confermare le norme nazionali a quelle della
predetta direttiva comunitaria;

Considerato che la commissione per I'agglornamento
dei metodi ufficiali di analisi relativi ai prodotti agrari
ed alle sostanze di uso agrario, di cui al decreto mini-
stevinle 18 febbraio 1986, pubblicato nella Gazzerta
fficinde n. 183 del 3 luglio 1966 ha espresso parere
fawsravole;

Decreta:

Art. 1,
Sono anprovatle le « Modalita di prelevamento dei
campioni per il controllo ufficiale degli alimenti per
gli animali » descritte nell’allegato al presente decreto.

Art. 2.

E' abrogata la parte relativa al prelevamento del
campione, comprensiva dej numeri | e 2, descritta nei
metodi ufficiali di apalisi degli alimenti per uso zoo-
tecnico approvati con decreto ministeriale 9 novem.
bre 1971.

Il presente decreto savd pubblicato nella Gazreilg
Ufjieinle della Repubbiica italiana.
Roma, addi 20 aprile 1978

Il Ministro deil'agricoliura e delle foreste
) Marcora
Il Ministro dcelle finanze
MaLFATTI
It Misistro dell'industria, del comiercio
e dell’artigianato
DoNAT-CATTIN
p- Il Ministro dclla sanita
Russo

MODALITA' DI PRELEVAMENTO DEI CAMPIONI PER TL
CONTROLLO UFFICIALE DEGLI ALIMENTI PER GLI
ANIMALIL

1. Scopo e campo dapplicazione,

I campioni destinati ai controlli ufficiali degli alimenti per
gli animali, al fine di accertarne la qualith e la composizione,
vengono prelevati in conformith delle modalith sotto indicate,
Essi sono da considerarsi rappresentativi delle partite.

2. Agenti prelevatori autorizzari.

I campioni vengone prelevati dal personale a cid abilitato a
norma della vigente legislazione.

1. Definizioni,

Partita da campionars: quantitd di prodotto costituente una
unith ¢ avente caratleristiche presunte uniformi.

Campione elementare: quantity prelevata da un punto della
partita.

Campione globale: insieme di campioni elementasi prelevat]
da una stessa partita.

Campione ridotto: parte rappresentativa del campione glo-
bale, ottenuta mediante riduzione di quest'ultimo,

Campione finale: parte del campione ridotto o del cam-
pione globale omogeneizzato.

4. Srrumenti.

4.1. Gli strumenti necessari per il prelevamento devono es-
sere costruili con materiali che non coataminino | prodotti da
campionare.

42, Strumenti
alimenti solidi.

421. Campionamento manuale.

42.11. Pala a fonde piatto ¢ a bordi laterali verticali.

42.12. Sonda & lungo setto o a partizioni. Le dimensioni
della sonda devono essere adeguate alle caratteristiche della
partita {profonditd del recipiente, misure del sacco, ecc) e alla
dimensione delle particelle copstituenti l'alimente (vedsre descri-
zione della sonda).

422, Campionaments meccanico,

Dispositivi meccanici possono essere utilizzati per il cam-
pionamento di alimenti in flusso.

423. Divisore.

Per i prelevament elementari nonché per la preparazione
dei campioni ridotti e dei campioni finali possono essere utiliz-
zati strumenti per dividere | campioni in parti approssimativa-
mente uguali.

raccomandati per il campionamento degli

5. Requisiti guantirativi.
5.A. Per il controlle delle sostanze o dei prodotti ripartid
in modo uniforme ncli'alimento.
5.A.1. Partila da campionare. .
La dimensione della partita deve essere tale da consentire
i! prelievo di campioni in ogni sua parte.
5.A 2. Campioni elvmentari,
5A2.1. Alimenti alla rinfusa Numcro minimo dz2i campioni
elementari:
5A211, Partite di peso non 7
superiore a 25 tonnellate
5.A.212 Partite di peso su-
periore a 25 tonnellate

Radice quadrata di 20 voliz il
numero di tonnellate costituen-
ti la partita da campionare (a},
con un massimo di 40 cam-
pioni elementari

Numero minimo di confezioni da
campionare (b):

5A22. Alimenti in confe
zioni .

5A231. Confezioni di con-
tenute superiore & I chilo-

gramnmo
5A2211 Partite da 1 a 4 Tulte le confeziani
confezioni
5A2212 Partite da S e 16 4

conlezioni
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5A2213. Partite di oltre
16 confezioni

5A.222 Confezioni di com
tenuto non superiore a 1 chi-
logramme

5A23, Alimenti liquidi o
semiliquidi

5A23.1. Recipienti dl con-
tcnuto superiore a 1 litro

5A2311. Partite da 1 a
4 recipienti

5A23.12, Partite da 5 a 16
recipienti

5A2313. Partite di oltre
16 recipienti

54232, Recipienti di con-
tenuto non superiore a 1 litro

5A24, Alimenti minerali
formellati o mattonelle di sali
mineraki

SA3. Campione globale,

Radice quadrata del numero di
confezioni costituenti !a par-
tita da campionare (@), con un
massimoe di 20 confczioai

4

Numero minimo di recipienti da
campionare (b):

Tutti i recipienti
4

Radice quadrata del numero dei
recipienti costituenti la partita
da campionare (@), con un mas-
mo di 20 recipienti

4

Numero minimo di formellati o
mattonelle da campionare (&)
un fermellatc o una matto
nella per partita di 25 unita,
con un massimo di 4 formek
lati o mattonelle

E’ richieste un solo campione globale per partita. La massa
totale dei campioni elementari destinati a costituire :! cam-
pione globale non pud essere inferiore ai seguenti guantitativi

%A1, Alimenti alla rinfusa

5A32, Alimenti in confe
ziond

5A32.). Confezioni di con-
tenuto superiore a 1 chilo-
grammo

5A322. Confezioni di con-
tenuto non superiore a 1 chi-
logrammo

5A33, Alimenti liquidi o
semiliquidi

5.A33.1. Recipienti di com
tenuto superiore a 1 litro

5.A332, Recipienti di con-
tenuto non superiore a 1 li-
o

5A34, Alimenti minerali
formellati e mattonelle di sali
minerali

5A341. di peso unitario
superiore a ! chilogrammao

5A342, di peso unitario
non superiore a 1 chilogrammo

544, Campioni finall.

4 chilogrammi

4 chilogrammi

Peso del contenuto di 4 confe
zioni d'origine

4 litri

Yolume del contenuto di 4 reci-
picnti d'origine

4 chilogrammi

Peso di 4 formellati 0 mattonelle
d'origine

Dopo riduzione, se recessaria, si ottengono dal camrpione
g].obale. campioni finali, E' richiesta 'analisi di almeno un cam-
pione f!n_alc. La massa o il voelume del campione finale, destinato
all'analisi, non pud essere inferiore ai seguenti quantitativi:

alimenti solidi; 500 grammi;
alimenti liquidi o semiliquidi: 500 millilitrl,

5.B. Per il controllo delle sostanze o dei pradotii indeside
rabili che possono essere distribuiti in modo non uniforme
negli alimenti come le aflatossine, I'ergotina di scgale, il ricing,
la crotalaria negli alimenti semplici (c).

5.B.1. Partita da campionare; vedi punto SA.L

5.B2. Campioni elementari.

5.B2.1. Alimenti alla rinfusa: ved] punto 5A2.1.

5.B22. Alimenti in confe-
2ioni

5B221, Partite da 1 a 4
confezioni

5.B222. Partite da § a 16
confezioni

Numero minimo di confezioni
da campionare

Tutte le confzzioni

4

5B22) Partite di oltre 16§ Radice quadrata det numero di
coiiceioni confeziveni costituenti la par
tita da campionare (@), con
un massimo di # confeziond
5B 3. Campioni globali.
1t numero di campioni globali varia secondo la dimensione
defla partita, Il numero di campioni globali per pactita @ indi
cato appresso. La massa totale dei campioni elementari desti-
nati a costituire un campione globale non pud essere inferiore
a 4 chilogrammi.
5811 Alimenti ala rinfusa.
Dimensioni della partita in Numero minimo di campioni

tonnellate globali per partita:
fino a 1 1
pilt di 1 ¢ fino a 10 2
pill di 10 ¢ fino a 40 3
pit di 40 4

5.B32. Alimenti in confezioni.
Numero di confezioni eo- Numero minime di campivni
stituenti la partita da campio-  globali per partita:
nare
dalalé
da 17 a 10
da 201 a 200
pids di 800
«5.B.4. Campioni finali.
Dopo riduzione, si oltengono da ciascun campione globale
campioni finali. Per ciascun campione globale & richiesta l'ana.
lisi di almeno un campione finale. La massa del campione finale
destinuto all’analisi non pud essere inferiore a 500 grammi.

ST i

6. Istruzioni relative ai prelievi, alla formazione e al condizio-
namento dei campioni,

6.1. Generalith.

Prelevare e formare i campioni con tutta la rapidith possi-
bile prendendo le precauzioni necessarie per evitare qualsiasi
alterazione o contaminazione del prodotto, Le superfici e i
recipienti nonché gli strumenti destinati a ricevere i campioni
devono essere puliti ed ascivtri.

62. Campioni elementari,

62.A. Destinati al controllo delle sostanze 0 dei prodotti
ripariiti in modo uniforme negli alimenti.

I campioni elementari sono da prelevarsi a caso dal com-
plessa della partita. Le loro masse o 1 lcro volumi devono essere
approssimativamente uguali,

62.A1. Alimenti alla rinfusa,

Dividere simbolicamente la partita in parti approssimati
vamente uguali. Scegliere a caso un numero di parti corrispon-
dente al numero di campioni elementari di cui sub 5A2, e
prelevare almeno un campione da ciascuna parte.

Eventualmente, proceders al campionamento al momento
deila messa in movimento della partita (carico o scarico}.

62.A2 Alimenti in confezioai.

Prefevare da tutte le confezioni da campiorare sccondo
quanto indicato sub 5A2, a mezzo sonda o pala, una parte
del loro contenuto. Eventualmente vuotare separatameate le
confezioni.

62.A3. Alimenti liguidi o semiliquidi emogenei od omegeneiz-
zabili.

Prelevare da tutti i recipienti da campionare, secondo quan-
to indicato sub 5A2, eventualmente dopo omogeneizzazione,
una parte del loro contenuto,

I campioni elementari possono eventualmente esscre pre
levati al momento del travaso d¢! prodotto.

52A4 Alimenti liquidi o semiliquidi non omogeneizzabili.
Prelevare i campioni, a diversi livelli, da tutti i recipicnti
da campionare secondo quanto indicato sub 5A2.

I campioni possono essere prelevati anche al momento del
travase del prodotto, dopo eliminazione delle prime frazioai.
In entrambi i casi, i1 volume totale dei prejievi non deve essere
inferiore a 10 lited,

62A5. Alimenti minerali formellati e mattonelle di sali mi
nzrali.

Prelevare da tutti i formellati o mattonclle da campionare
secondo quanto indiczto sub 5.A2, una parte di cioscuno i essi.




- 124 —

15-6-1978 - GAZZET iA UFFICIALE DELLA REPURELICA ITALIANA - N. 165 4313

6.2.8. Destinati al controllo delle sostanze o dei prodotii
indesiderabili che possono essere distribuiti in modo non uni-
forme negli alimenti, cotne le aflatossine, Vergotina di sezale, il
ricino, la crotalaria negli alimenti semplici.

Dividere simbolicamente la partita in Ffrazioni approssima-
tivamente uguali il cui numero deve corrispondere a quello dei
campioni globali di cui sub 5.B3. Se tale numero & superiore
a 1, ripartire il numero totale dei prelievi dei campioni elemen-
tari di cui sub 5.B2. melle diverse frazionl. Prelevare quindi
guantila approssimativamente uguali (d) in modo che la massa
totale dei campioni elementari concernenti ciascuna frazione
non siz inferiore al quantitativo minimo di 4 chilogrammi ne-
cessario per ciascun campione globale. Non riunire | campioni
elemeniarl provenienti da [razioni diverse.

63. Formazione dei campioni globall

63.A. Destinati al controllo delle sostanze o dei prodoui ris
partili in modo uniforme negli alimenti,

Riunire i campioni elementari per costituire un solo cam-
pipne globale.

83.B. Destinati al controllo delle sostanze o dei prodotti
indesiderabili che posseng essere distribuiti in modo non uni-
forme negli alimenti come le aflatossine, T'ergotina di serale
il ricing, Ja crotalaria negli alimenti” semplici.

Riunire i campioni elementari prelevati da ciascuna fra-
zionz della partita per ottenere il numere di campioni alobzli
previsti sub 3BJ. Aver cura di annotare la provenicaza di cia-
scun campion: globale.

64 Formazione dei campioni finali.

Aascolare con cuia il campione globale (63.A) ¢ i campio
ni giobali (63.B.) per ottenere un campione omogeneo (e). Se
necessarie ridurre il campione globale a 2 chilogrammi o a 2
litri {campione ridotto), con I'aiuto eventualmente di un divi-
sore meccanico o con il metodo della suddivisione in quarti.

Formare, quindi, quattro campioni finall di massa o di
volume approssimativamente uguale e rispondenti ai requisiti
quantitativi di cui sub 3A4. o 5B4. Introdurre -ciascun cam-
pione in un recipienie idoneo. Prendere tutte le precauzionl
necessarie per evitare qualsiasi modifica di composizione del
campione o qualsiasi contaminazione o alterazione fortuita du-
raute il trasporto o Iimmagazzinaggio.

63. Condizionamento dei campioni finali.

Sigiliare ed etichettare § recipienti o le confezioni (etichetia
deve essere incorporata mel sigillo) in modo che non possano
essore aperli senza violarz il sigillo.

1. Verbali di caspionamento.

Per ognl operazione di campionamento deve essere redaito
un verbale, secondo quanto previsto dall'art. 105 del regio décreto
1" luelio 1926, n. 1361, regolamento per la esecuzione del regio
decreto-legge 15 ottobre 1923, n. 2033, convertito in legge con la
legee 18 marze 1926, n. 562, che permetta di identificare, senza
equivoci, la partita campionata.

8. Dosrinazione dei campioni,

Per ciascun campione globale trasmatiere nel piis breve tem-
po 1re campioni finali al laboralorio incarticato dell'analisi con
una copia del verbule di prelevamento, riportante, tra laliro, le
indicozioni necessarie allanalisi stessa.

Il quarto campione viene lasciato al detentars della merce,
fecrme restando le disposizioni proviste dell'art. 25 della legae
13 _‘fub‘araio 1963, n. 28], modificata dalla legze 8 marzo 1968,
n. 3.

(@) Le [razinal dl ¢ifra somo da arrotondarsi ptr eccesso.

(b) Per le confezioni o | recipienti di conteaute non superiore 2 1 chi-
lozrammo o & 1 litro, nonché per § formellati o le mattonelle di rali
minerali di peso unitario non superiere w I chilogrammo, il contenulo
di una confezione 0 di un recipiente d'origine, di ua formellato o di
w2 maltonells, costituisce un campionc elemenlare.

{c) Per 0 contrallo delle afiatossine, dell’ergotina df sexate, del Hcino,
dcla crotalaria negli alimenti complet: o commplementari st applicane le
modalita di eui sub 5.A.

(d} Nel caso degll alimsntl In confezioni, prelevare ¢cnn una sonda o
Pala una parte del contepute delle conlemoni da campionare, eveniual-
mesale dopo averle vuglate scparatamente.

[7) Bt necessarlo, schiscciare | grumi separatament= per ciascun eam-

pione globale (toglivntol eventualmente dulla msssa ¢ runcads quindij
PR HETN

Sonda per il prelievo dei campioni
di sfarinatli e granaglic

Fra le tante spcrimentate, quella che mezlio si presta allo
scopo & la sonda Mobbe modificata per il prelievo degli sfari-
nati misti o semplici, pellettati o in grani.

Nel sup insieme si presenta come un'asiz cilindrica cava
di em 92 compresa l'impugnatura e la puntz di fondo (1) e
consta di 2 tubi concentrici di lamiera di ottone di mm 1 di
spessore. Il pit esterno (3), lungo cm 75, termina in basso con
una punta acuta ed in alto con un robusto manicotto metallico
con aperiura laterale a gancio, Sul fianco, aliineate, porta 4
aperture retiangolari di em 15 x 25.

I1 tubo interno (2), lungo cm 80 per 4 di diametro, & chiuse
in bassc con lappo ed in alto "porta una manopola ¢ gruccia
per limpugnatura fermatz al tubo con vile a testa sporgente.

Sul fianco del wbo interno sono allineate 4 aperture rettan
golari di em. 15 x 2.5, disposte come le precedenti. ma ton mar
gine laterale tagliente e fra l'una e l'altra, il tubo & diviso in
4 caselle.

Quando questo tube & Inirodotto in quello esterno e la
vite sporgente & penctrata nella fessura del manicotto del tubo
esterno, s& si gira la manopoia in meode di agoanciarlo, le
fvssure dei due tubi non corrispondono e la sonda & chiusa,

Inirodotta cost la sonda nel sacco posto verticalmente e
raggiunto il fondo, si gira Ia manopola in modo da aprire la
sonda per facilitare la caduta del mangiime nelle caselle, poi
si chiude e si estrae.

Le singole porzieni di mangime delle casclle rappresentano
fedelmente il contenuto del sacco lunpo la direzione del son-
dagpio e, di conscguenra, quello di tutto il sacco.

{1 Sonda chiusa pronta per cisere introdotia nel tacco.
(2) Tubo interno: b} vite a testa sporgente.
(3 Tubo estcrno: @) manicolto coa apertura laterale.

I Ministro dell'agricoltura ¢ delle foresta

Martora
(4379}

¢
{
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SETTIMA DIRETTIVA DELLA COMMISSIONE
del 1° marzo 1976

che fissa i metodi d’analisi comunitari per i controlli ufficiali degli alimenti per
gli animali

(76/372/CEE)

LA COMMISSIONE DELLE COMUNITA EUROPEE,

visto- il teattato che istituisce Ja Comuniti economica
europea,

vista la direttiva del Consiglio, del 20 luglio 1970,
concernente l'introduzione di modi di prelevamento
dei campioni e di metodi d'analisi comunitari per il
controllo ufficiale degli alimenti per gli animali (1),
modificata da ultimo dall’atto di adesione (%), in
particolare l'articolo 2,

considerando che la suddetta direttiva prevede che
i controlli ufficiali degli alimenti per gli animali desti-
nati a constatare Posservanza delle condizioni pre-
scritte in virth delle disposizioni legislative, regola-
mentari o amministrative concernenti le qualita e la
composizione degli alimenti per gli animali, siano
effertuati secondo i modi di prelevamenco di cam-
pioni ed i metodi di analisi comunitari ;

considcrando che le direwive 71/250/CEE, 71/393/
CEE, 72-199/CEE, 73/46/CEE, 74/203/CEE e 75/84/
CEE  della Commissione, rispettivamente  del
15 giugno 1971 {3), del 18 novembre 1971 (%), del
27 aprile 1972 (%), del 5 dicembre 1972 (8), del
25 marzo 1974 (*) e del 20 dicembre 1974 (%), hanno
gia fissato un certo numero di metodi di analisi
comunitari ; che, tenuto conto dello stato d’avanza-
mento dei lavori sin qui effettuati, & necessario adot-
tare una setrima serie di metodi ;

considerando che le misure previste dalla presente
direttiva sono conformi al parere del comitato per-
manente per gli alimenti per gli animali,

(") GU n. L 170 del 3. 8. 1970, pag. 2.
(% GU n. L 73 del 27. 3. 1972, pag. 14.
(* GU n. L 155 del 12. 7. 1971, pag. 13.
() GU n. L 279 del 20, 12. 1971, pag. 7.
() GU n. L 123 del 29. 5. 1972, pag. 6.
() GU n. L 83 del 30. 3. 1973, pag. 21.
(") GU n. L 108 del 22, 4. 1974, pag. 7.
(% GU n. L 32 del 5. 2. 1975, pag. 26.

HA ADOTTATO LA PRESENTE DIRETTIVA :

Articolo 1

Gli Stati membri prescrivono che le analisi per |
controlli ufficiali degli alimenti per gli animali, per
quanto riguarda il loro contenure in aflatossina Ba
stano effertuate secondo i metodi descritti neilalle-
gato della presente direttiva.

Le disposizioni generali di cui alla prima parte lintro-
duzione) dell’allegato della prima direttiva 71/2507
CEE della Commissione, del 13 giugno 1971, eccerto
la parte relativa alla preparazione del cainpione da
analizzare, si applicano ai metodi descritti nell'alle-
gato della presente direttiva,

Articolo 2

Gli Stati membri provvedono all'entrata in vigore,
non olere il 1° ottobre 1976, delle disposizioni legi-
slative, regolamentari e amministrative necessarie per
conformarsi alle disposizioni della presente direttiva
e ne informano immediatamente la Commissione.

Articolo 3

Gli Stati membri sono destinatari della presente
direttiva.

Fatto a Bruxelles, il 1° marzo 1976,
Per I~ imissione
¢. ). LARDINOIS

Membro deilla Commissione
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ALLEGATO

DETERMINAZIONE DELL’AFLATOSSINA B,

A. METODO PER CROMATOGRAFIA MONODIMENSIONALE S) STRATO SOTTILE

3.1.

3.3.
34
3.3,
3.6.

-
o

3.8.
39.

3.10.
3.11.
312,
3.13.
3.14.
3.15.
3.16.

Scopo ¢ campo di applicazione

Il metodo consente di determinare il contenuto di aflarassina B, dei seguenri ali-
menti: panelli di arachidi, di copra, di lino, di soia, di sesamo, di babassu e di germi
di grantr-- , cereali ¢ prodotti a base di cereali, farina di piselli, polpa e fecola
di p il limite inferiore di detesminazione ¢ di 0,01 mgskg (10 ppb)

In presenza di sostanze interferenti che intralciano le determinazioni, occorre
ricominciare I'analisi secondo il metodo B (cromatografia bidimensionale su
strato soctile)

Principio

il campione ¢ sotroposto ad estrazione con cloroformio. L'estracto viene filtrato
e un’aliquota viene prelevara e purificara mediante cromatografia su colonnz di
gel di silice. L'eluaco viene evaporaro ¢ il residuo ripreso con un volume deter-
minato di clorofermic o di una miscela di benzene e zcetonitrile. Un'aliquoza
della soluzione & sotroposta a cromarografia su straro sottile. La quantita di aflaros-
sina B, & determinata sotio irradiazione UV del cromatogramma, sia visualmente
sia mediante fluorodensitometria, in rapporro a quantita note di aflatossina B,.

Lidentita dell'aflarossina B, estratta dali’alimento deve essere confermata con i
procedimenti indicati

Reatrivi

Nota: Tutti i reartivi, in mancanza di alire indicazioni, devono essere del tipo
« per analisi »

Acetone

Cloroformio, stabilizzato con 0,5 — 1,0% di etanolo al 96% {[v/v)
n-Esano

Mezanoio

Etere dietilico anidro, esente da perossidi

Miscela di benzene e aceronirrile: 98/2 (v/v)

Miscela di cloroformio (3.2) e di metanolo (3.4): 973 (v.v)

Gel di silice, per cromatografia su colonna, granulomerria: 0,05/0,20 mm
Cotone idrofilo, preventivamente sgrassato col cloroformio, o lana di vetro
Solfaro di sodio, anidro, granulato

Gas 1nerre, ad esempio azoto

Acido cloridrico 1 N

Acido solforico al 50% (v/v)

Terra di diatomee {Hiflosupercel), lavata con acido

Gel di silice G-HR o cquivalente, per cromarografia su strato souile

Soluzione campione a 0,1 ug circa di aflarossina B, per ml nel cloroformio (3.2)
o nella miscela benzene/acetonitrile (3.6), preparata ¢ controllata come indicato
al punto 7
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3.17. Soluzione campione qualitativa a 0,1 pg circa di aflatossing B, e B, per mi nel
cloroformio (3.2) o nella . ..cela benzene/acetonitrile (3.6). Tali concentrazioni
sono riferite a titelo indicativo. Devono essere adattate in modo da ottenere la
stessa intensitd di Huorescenza per le due aflatossine

3.18. Solventi di sviluppo:

3.18.1, Cloroformio (3.2)/acetone (3.1): 9/1 (v/v}, vaschetra non saturata

3.18.2. Etere dietilico (3.5)/metancio (3.4)/acqua: 96/3/1/ (v/v/v), vaschetta non saturata

3.18.3. Etere dietilico (3.5)/metanolo (3.4)/acqua: 94/4,5/1,5 (viv/v), vascherta saturata

3.18.4. Cloroformio (3.2)/metanolo (3.4): 94/6/{v/v), vaschetta saturata

3.18.5. Cloroformio (3.2)/metanolo (3.4): 97/3 (v/v), vaschetta saturata

4. Apparecchiatura

4.1, . Tritatore mescolarore

4.2, Scuotitore o agitatore magnetico

4.3, Filtri a pieghe, Schleicher e Schiil, n. 588 o equivalente, diametro 24 cm.

4.4, Colonne per cromartografia, in vetro {diametro interno: 22 mm, lunghezza: 300 mm),
con rubinetto di teflon e serbatoio da 250 ml

4.5. Evaporatore rotante sotto vuoto, provvisto di pallone a fondo rotendo da 500 ml

4.6. Beute da 500 ml, a tappo smerigliato

4.7. Appatecchiatura per cromatografia su strato sortile

4.8. Lastre di vetro per cromatografia su strato sotrile, 200 X 200 mm, preparate
come segue (le quantitd indicate sono sufficienti per ricoprire cinque lastre): intro-
durre 30 g di gel di silice G-HR (3.13) in una beuta, aggiungere 60 ml di acqua,
tappare ¢ agitare per un minuto, Stendere la sospensione sulle lastre in modo da
ottenere uno strato uniforme di 0,25 mm di spessore. Lasciar asciugare all'aria e
conservare in seguito in essiccatoio munito di gel di silice. Al momento dell’uso,
attivare le lastre ponendole per un'ora nella stufa a 110°C

" Le lastre in commercio pronte per 'uso possono essere impiegate se danno risultati

simili 2 quelli delle lastre preparate come sopra indicaro

4.9. Lampada UV a onde lunghe (360 mm). L’intensita di irradiazione deve consentire
di distinguere nettamente una macchia di 1,0 ng di aflatossina By su una lastra
per cromarografia su strato sottile, ad una distanza di 10 cm daila lampada

4.10. Cilindri graduati da 10,0 ml con tappi in polietilene

4.11. Sperrroforometro LIV

4,12, Fluorodensitometro (eventualmente)

5. Modo di operare

51 Preparazione dal campione (vedi note, parte C, punto 1)
Macinare i} campione in modo che passi integralmente attraverso un setaccio a
maglie di 1 mm (conforme alla raccomandazione 15O R 565)

5.2 Estrazione

Introdurre 50,0 g del campione macinato e omogencizzato in una beura da 500 mi
{4.6). Aggiungere 25 g di terra di diatomee (3.14), 25 ml di acqua ¢ 250 ml di cloro-
formio (3.2). Tappare la beuta, scuotere o agitare per 30 minuti con I'apposito
apparecchio (4.2) ¢ filtrare con filtro a pieghe (4.3). Eliminare i primi 10 ml di
filerato e raccogliere quindi 50 ml




15.4.76

-128 -

Gazzetta ufficiale delle Comunita europee

N.L 102/11

5.3.

5.4.

5.5,

5.5.1.

5.5.2.

3.6,

Purificazione su colonna

Munire di un rampone di cotone o di lana di vetro (3.9} I'estremita inferiore di
una colonna per cromatografia (4.4), riempire di cloroformio (3.2} i due rerzi
della colonna e aggiungere 5 g di solfato di sodio (3.10}

Controllare che l2 superficie superiore dello strato di solfato di sodio sia piana,
quindi aggiungere un poco alla velta 10 g di gel di silice {3.8). Scuotere la colonna
con precauzione dopo ogni aggiunta per ¢liminare le bolle d'aria. Lasciar depo-
sitare per 15 minuti ¢ aggiungere quindi con precauzione 15 g di solfaro di sodio
(3.10). Lasciare scendere il liquido fine a vicinanza immediata della superficie
superiore dello strato di solfate di sedio

Mescolare i 50 ml di estratto raccoldi al punto 5.2 con 100 ml di n-esano (3.3) e
travasarc quantitativamente la miscela nella colonna. Lasciare scendere il liquido
sino alla superficie superiore dello strato di solfato di sodie. Eliminare il liquido
defluito. Aggiungere quindi 100 ml di etere dietilico {3.5) ¢ lasciare nuovamente
scendere il liquido sino alla superficie superiore dello scraro di solfara di sodio.
Durante queste operazioni, controllare che i liquidi defluiscano ad un ritmo di
8712 ml al minuto e che la colonna non rimanga asciurea. Eliminare i liquidi defluiti,
Eluire quindi con 150 ml della miscela cloroformio/meranclo (3.7) e raccogliere
tutto 'eluato

Evaporare 'eluato quasi a secco, in corrente di gas inerte (3.11) e ad una tempera-
tura nen superiore a 50 °C, con 'evaporatore rotante sotro vuoto {4.5). Portare
quantitativamente il residuo, usando il cloroformio (3.2) o la miscela benzenes
acetonitrile {3.6), in un cilindro graduaro da 10,0 ml (4.10). Concentrare la soluzione
in corrente di gas inerre (3.11) e portare quindi i! volume a 2,0 ml con cloroformio
(3.2} o con la miscela benzene’aceronitrile (3.6)

Cromatografia su strato sottile

Deporre sotto forma di punti su una lastra per cromarografia su strato sottile

(4.8), a 2 cm dal bordo inferiore € ad intervalli di 2 cm, i volumi sotro indicati

della soluzione campione e dell’estratro:

— 10, 15, 20, 30 ¢ 40 ul dellz soluzione campione di aflatossina B, {3.16)

— 16 ul dell’estratto ottenuto al punto 5.3 e, in sovrapposizione sullo stesso
punto, 20 4l della soluzione campione {3.16)

"— 10 ¢ 20 pl dell’estratec ottenuto al punte 5.3

Sviluppare il cromatogramma al riparo dalla luce, impiegando uno dei solventi
di sviluppo (3.18). La scelta del solvente deve essere stabilita preventivamente,
deponendo sulla lastra 25 pl della soluzione campione qualitativa (3.17) e accer-
tando che, all'arto dello sviluppo, le aflatossine B, ¢ B, siano completamente
separate

Lasciar evaporare i solventi al riparo dalla luce ed irradiare quindi con la luce UV,
collocando [a lastra a 10 cm della lampada (4.9). Le macchie di aflatossina B,
danno una fluorescenza blu

Determinazioni quantitative

Procedere alle determinazioni, sia visualmente sia mediante Auorodensitometria,
¢ome sotto indicato

Misurazioni visuali

Determinare la quantitz di aflatossina B, deil’estratto confrontando Pintensitd
di fluorescenza delle macchie dell’estrarto con quella delle macchie della soluzione
campione. Interpolare s necessario. La fluorescenza ortenuta con la sovrappo-
sizione dell'estratto della soluzione campione deve essere pit foree di quella dei
1041 di estratto e deve dar luogo alla percezione di una sola macchia. Se Finrensita
di fluorescenza data dai 10 gl di estrarro & pin forte di quella dei 40 pl di soluzione
campione, diluire Pestratto 10 o 100 volte con cloroformio (3.2) o con la miscela
benzene/acetonitrile (3.6) prima di sortoporlo ad una nuova cromatografa su
straro sottile

Misurazioni mediante fluorodensitometria

Misurare lintensitd di fluorescenza delle macchie di aflatossina B, con il Auoro-
densitometro (4.12), utilizzando una lunghezza d’onda di eccitazione di 365 nm
ed una lunghezza d’onda di emissione di 443 nm. Determinare la quantita di aflatos-
sinz By dei depositi dell'cstratto confrontando le intensita di fluorescenza delle
macchic dell’estratto ¢ della soluzione campione

Conferma dell'identita dell’aflatossina B,
Confermare Pidentitd dell’aflatossing B, dell’esrrareo con i seguenti procedimenti:
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5.6.1.

5.6.2.

3.6.2,1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

6.1.

Trattamento con acido solforico

Polverizzare acido solforico (3.13) sul cromatogramma otrenuto al! punto 5.4.
La Ruorescenza delle macchie di aflatossina By deve volgere dal blu al giallo sotto
irradiazione UV

Cromatografiabidimensionaleimplicantelaformazione di aflatossina
B,-emiacetale (aflatossina Bg)

NB: Le operazioni sotto descritte devono essere effectuare seguendo lo schema
riprodotto nella figura 3

Applicazione delle soluzioni

Tracciare su una [astra (4.8) due rette parallele a due lati contigui {a disranza di
6 ¢m da tali lati), destinate a delimitare la migrazione dei fronti dei solventi, Deporre
sulla lastra, con piperte capillari © con microsiringhe, le soluzioni sotto indicate:

— nel punto A: un volume di estratto purificato del campione ottenuto al punto
5.3, contenente circa 2,5 nanogrammi di aflatossina B,

— mef punti B e C: 25 ul della soluzione campione (3.16)
Sviluppo

Sviluppare il cromatogramma nella direzione 1 usando il solvente di sviluppo
13.18.1) (strato di 1 cm in vaschetta non saturata), al riparo dalla luce. finché il
fronte del solvente non raggiunga la linea di delimitazione. Ritivare la lastra dalla
vaschetta e lasciarla asciugare per 3 minuti al riparo daila luce ¢ a temperatura
ambiente. Polverizzare quindi acido cloridrice (3.12) su una striscia di 2.5 em di
altezza che copra | punti A e B (trratteggiata nella figura 3) sino ad imbrunimento,
proteggendo il resto della lastra con un vetro. Lasciar reagire per 10 minuti allo
scuro ed asciugare con una corrente d’aria a temperatura ambiente

Sviluppare quindi il cromarogramma nella direzione 11 usando il solvente di sviluppo
(3.18.1) (strato di 1 cm in vascherta non saturata), al riparo dalla luce, finché il
fronte del solvente non raggiunga la linca di delimitazione. Ritirare la lastra dalla
vaschetta e lasciarla asciugare 2 temperatura ambiente

[neerpretazione del cromatogramma

Esaminare il cromatogramma sotto la lampada UV (4.9) ¢ verificare le osservazion!

Seguenti:

a) Apparizione di una macchia fuorescente blu di aflatossina B, proveniente
dalla soluzione campione deposta nel punto C {migrazione nella direzione 1)

Apparizione di una macchia fluorescente blu di aflatossina B, {che non ha
reagito con ["acido cloridrico) & di una macchia Auorescente blu pin intensa
di aflatossina B,-emiacetale proveniente dalla soluzione campione deposta
nel punto B (migrazione nella direzione 11

¢} Apparizione di macchie simili a quelle descricte al punro b), provenienti dal-
estratto di campione deposto nel punto A. La posizione di tali macchie ¢
definita dalla distanza di migrazione dell’aflatossina B, a partire dal punto A
nella direzione I {(distanza uguale a quella percorsa dalla soluzione campione de-
posta nel punto C), seguita dalle distanze di migrazione percorse nella direzione 11
dall'aflatossina B, (che non ha reagito con l"acido cloridrico) e dall’aflarossina
B,-emiacetale (distanze uguali a quelle percorse dalla soluzione campione
deposta nel punte B). Le intensitd di fluorescenza delle macchie di emiacetale
proveniente dall’estratto e della soluzione campione deposta nel punto B
dovrebbere corrispondere

b

Calcolo dei risultati

Partendo da misurazionf visuali
If contenuto in microgrammi di aflarossina B, per kg di campione (ppb} & daro
dalla formuia .

S-Y+V

WX
dove:
Y ¢ X sono rispettivamente i volumi in microlitri defla soluzione campione di
aflatossina B, {3.16) ¢ dell'sstratto, aventi analoga intensitd di fluorescenza;
S = concentrazione in microgrammi di aflatossina B, per ml della soluzione
campione (3.16)
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V = volume finale dell’estratto in microlicri, tenuro conro delle eventuali dilui-
zioni
W = peso in grammi della quantitd di sostanza sottoposta ad analisi, corrispon-

6.2,

7.1

7.1.

dente al volume di estratto sottoposto a purificazione su colonna

partendo da misurazioni fluorodensitometriche

Il contenuto in microgrammi di aflatossina B, per kg di campione (ppb} & dare
dalla formula

SV
Wy
dove
Y = volume in microlitri dell’estratto deposto sulla lastra (10 o 20 zl)
$ = quantitd in nanogrammi d'aflatossina B, del deposito dell’estratto (tenuto
conro del volume Y), dedotta dalle determinazioni
V = volume Hnale defl’estratto in microlicri, tenuro conto delle evenruali dilui-
zioni

W = peso in grammi della quantitid di sostanza sottoposta ad analisi, corri-
spondente al volume di estratto sottoposto a purificazione su colonna

Preparazicne e conrrollo della soluzione campione (3.16)

Determinazione della concentrazione in aflatossina B,

Preparare una soluzione campione di aflatossina B, nel cloroformio (3.2) o nella

miscela benzene/acetonitrile (3.6), con concenrrazione di 8/10 pg per ml. Deter-

minare lo spettro di assorbimento tra 330 e 370 nm mediante lo spettroforometro

(4.11)

Rilevare la densitd ortica (A} a 363 nm nel caso di soluzione cloroformica; a 348 nm

nel caso di soluzione nella miscela benzene/acetonirrile

Calcolare la concentrazione in microgrammi di aflarossina B, per ml di soluzione,

partendo dalle seguenti formule:

3.12-A-1000
20 600

312-A-1000
19 800

per la soluzione cloroformica

per la soluzione nella miscela benzene/aceronirrile

Efferruare al riparo dalla luce le opportune diluizioni per ottenere una soluzione
campione di lavoro con concentrazione in aflatosstna B, di circa 0,1 ug per ml.
Conservata nel refrigeratore a 4 °C, questa soluzione rimane stabile per due setti-
mane ’

Controllo della purezza cromatografica

Deporre su una lastra (4.8) 5zl della soluzione campione a 8 — 10ug di aflatossina
B, per ml {7.1). Sviluppare il cromatogramma come indicato al punto 5.4. Setto
la luce UV, la Auorescenza deve dar luogo alla percezione di una sola macchia ¢
non deve percepirsi alcuna Huorescenza nella zona del deposito originale

Ripetibilita

La differenza tra i risultati di due determinazioni effettuate in parallelo sullo stesso
campione dallo stesso analista non dovrebbe superare:

— 25% del risultato pili elevaro per i contenuri in aflarossina B, da 10 a 20 ug/kg
= 5 pg, in valore assoluro, per i contenuri superiori a 20 ¢ compresi fino a 50 ug/kg
— 10% del risulrato pit clevato per i contenuti superiori a 0 ug/kg

Riproducibilita

Vedi note, parte C, punto 2,
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B. METODO PER CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONALE SU STRATO SOTTILE

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9,
3.10.
311
312,
3.13.
EACH
3.15.

3.15.1.
3.15.2.

3.16.

Scopo ¢ campo d’applicazione

Il metodo consente di determinare il contenuto di aflatossina B, degli alimenti
per gli animali non rientranti nel campo d'applicazione del metodo A. Il limite
inferiore di determinazione & di 0,01 mg/kg (10 ppb). Questo metodo non si applica
agli alimenti contenenti polpe di agrumi

Principio

1l campione & sottoposto ad estrazione con cloroformio. L'estratto viene filtrato;
un'aliquota viene prelevara e purificara mediante cromarografia su colonna di
gel di silice. L’eluato viene evaporato o il residuo & ripreso con un volume deter-
minato di cloroformio o di una miscela di benzene € accronitrile. Un'aliquota
delta soluzione & sotroposta a cromatografia bidimensionale su strato sottile. La
quantita di aflatossina B, & determinata sotto irradiazione UV del cromatogramma,
sia visualmente sia mediante Auorodensitometria, in rapporro a quantira note di
aflatossina B,.

L’identita dellaflatossina B, estratta dall'alimento deve essere confermara con il
procedimento indicato,

Reattivi

NB: Turti i reattivi, in mancanza di altre indicazioni, devono essere del tipo
« per analisi »

Acetone

Cloroformio, stabilizzato con 0,5/1,0% di etanolo al 96% (v/v)
n-Esano

Metanolo

Etere dietilico anidro, esente da perossidi

Miscela di benzene e acetonitrile: 9872 (v/v)

Miscela di cloroformio (3.2} e di metanclo (3.4): 97/3 {v/v)

Gel di silice, per cromatografia su colonna, granulomerria: 0,05/0,20 mm.
Cotone idrofilo, preventivamente sgrassato con cloroformio, o lana di vetro
Solfato di sodio, anidro, granulate

Gas inerte, ad esempio azoto

Acido cloridrico 1 N

Terta di diatomee (Hiflosupercel}, lavata con acido

Gel di silice G/HR o equivalente, per cromarografia su strato sottile

Solventi di sviluppo:
Etere dietilico (3.5)/metanolo {34)/acqua: 94/4,5/1,5 {(v/v/v) vascherza saturata

Cloroformio (3.2)/acctone (3.1): 9/1 (v/v), vascherca non saturata

Soluzione campione a 0,1 ug circa di aflarossina By per ml nel cloroformio (3.2}
o nella miscela benzene/acetonitrile (3.6), preparata e controllata come indicato
al punta 7 del metodo A )

Apparecchiatura

Vedi punto 4 del metodo A
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s, Modo di operare
5.1. Preparazione del campione
5.2 Estrazione vedi punti 5.1, 5.2 ¢ 5.3 del metodo A
5.3. Purificazione su colonna
5.4, Cromatografia bidimensionale su strato sottile
5.4.1. Applicazione delle soluzioni {seguire lo schema riprodotto nella figura 1)

Tracciare su una lastra (4.8) due rette parallele a due lati contigui (a distanza di
rispettivamente 5 e 6 ¢m da tali lati), destinate a delimitare la migrazione dei fronti
dei solventi. Deporre sulla lastra, con pipette capillari 0 con microsiringhe, le
soluzioni sottoindicate:

— nel punto A, 20 ul dellestrarto purificato del campione, otrenueo al pnis 5.3
— nel punto B, 20 pl della soluzione campione (3.16)
— nel punto C, 10 #! della soluzione campione (3.16)
—~ nel punto D, 20 gl della soluzione campione (3.16)
— nel punto E, 40 ul della soluzione campione (3.16)

Asciugare in leggera corrente d’aria o di gas ineree {3.11). Le macchie ottenuce
devano avere un diametro di circa § mm

5.4.2. Sviluppo (seguire lo schema riprodotto nella figura 1)

Sviluppare il cromatogramma nclla dirczione T usando il solvente di sviluppo
{3.15.1) (strato di 1 cm in vaschetta saturata), al riparo dalla luce, finché il fronte
del solvente non raggiunga la linea di delimirazione. Ritirare la lastra dalla vascherta
¢ lasciar asciugare per 15 minuti al riparo dalla luce ¢ a temperatura ambiente

Sviluppare quindi il cromatogramma nella direzione IE usando il solvente di sviluppo
(3.15.2) (strato di 1 ¢m in vascherta non saturara), al riparo dalla luce, finché il
fronte del solvente non raggiunga la linea di delimitazione. Ritirarce la lastra dalla
vaschetta e lasciar asciugare a temperatura ambiente

54.3. Interprerazione del cromatogramma (seguire lo schema riprodotto nella
figura 2}

Irradiace il cromatogramma con luce UV collocando la lastra a 10 cm dafla lampada
(4.9). Localizzare la posizione delle macchie di Auorescenza blu B, C, D ed E di
aflatossina B, provenienti dalla soluzione campione e rracciare due rette imma-
ginarie passanti per tali macchie ¢ perpendicolari alle direzioni di sviluppo. II
punto d'intersezione B di tali rette rappresenta la posizione nella quale si dovrebbe
trovare la macchia di aflatossina B; proveniente dall'estratto del campione deposto
nel punto A {figura 1). La posizione effertiva di questa macchia pué comunque
trovarsi in un punto Q situato all'incersezione di due rette immaginarie formanti
tra loro un angolo di circa 100° e passanti rispettivamente per le macchie B e C.
Determinare la quantird di aflarossina By dell’estrarto del campione come indicato
al punto 5.5

5.4.4. Cromatografia complementare

Tracciare su una nuova lastra- (4.8) due rerre parallele e due lati contigui, come

indicato nello schema riprodoito nella figura 1, a deporre nel punto A [(figura 1)

20 ul dell’estratto purificato del campione ottenuto al punto 5.3 e, in sovrappo-

sizione, 20 gl della soluzione campione (3.16). Sviluppare come indicato al punto

§.4.2, Trradiare il cromatogramma con la luce UV (4.9} e verificare che

— le macchie di aflatossina B, dell’estratto e della soluzione campione si sovrap-
ponganeo

— la Aluorescenza di questa macchia sia pil intensa di quella della macchia di
aflarossina B, sviluppata nel punto Q della prima lastra

5.5. Determinazioni quantitative

Procedere alle determinazioni sia visualmente sia mediante flucrodensitometria
come sotto indicato

55.1. Misurazioni visuali

Determinare la quantitd di aflatossina By dell'estratto tonfrontando I'ingensicd di
fluorescenza della macchia dell’estratto con quella delle macchie C, D ed E dellz
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soluzione campione, Interpolare se necessario. Se Iintensita di fAuorescenza data
dai 20 ] di estrateo & pitt forte di quella dei 40 zl di soluzione campione, diluire
P'estrarto 10 o 100 voite con cloroformio (3.2) o con la miscela di benzene/acetoni-
trile (3.6} prima di sotroporlo ad una nuova cromarografia su strato sottile

5.5.2. Misurazioni mediante fluorodensitometria
Misurare Iintensita di fluorescenza delle macchie di aflarossina B, con il Auoroden-
sitometro {4.12), utilizzando una lunghezza d'onda di eccitazione di 365 nm e una
lunghezza d’onda di emissione di 443 nm
Determinare la quantira di aflatossina B, del deposito dell'estracro confrontando
le intensita di fluorescenza delle macchie dell’estratto con quelle delle macchie
C, D ed E della soluzione campione

5.6. Conferma dell’identita dell'aflatossina B,
Vedi punto 5.6 del metodo A

6. Calcolo dei risultati
Vedi punto 6 del metodo A

. Riperibilita
Vedi punto § del metodo A

8. Riproducibilita

Vedi note, parte C, punto 2

C. NOTE SUl METODI A E B

1. Sgrassatura

1 campioni contenenti pitt del 5% di sostanze grasse devono esserc sgrassaci con etere di
perrolio (p.e. 40 — 60°) dopo la preparazione del campione indicata al punro 5.1, In questi
casi. i risultati devono essere riferiti al peso del campione non sgrassaro

2. Riproducibilita dei risuleati

La riproducibilita dei risultati, cioé ka variazione tra i risuleari orcenuti da due o piit laboratori
relativi allo stesso campione, ¢ stata valutara a:

+

o

50% del valore medio dei risultati per i valori medi in aflatossina B, da 10 a 20 ug/ke
10 pg/kg del valore medio per i valori medi superiori a 20 e compresi fino a 50 pg/kg

20% del valore me®c per i valori medi superiori a 30 pg/kg
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ASPETTI BIOLOGICI ED EPIDEMIOLOGICI
DELLE AFLATOSSINE
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INTRODUZ IONE E GENERALITA'

Alcuni funghi o muffe, agenti di ammuffimento dei pro-
dotti alimentari, hanno la proprieta di elaborare sostanze
chimiche velenose e di indurre intossicazioni quando gli
alimenti e i mangimi contaminati sono consumati dall'uomo
e dagli animali. Tali sostanze sono chiamate micotossine,
un termine che deriva da "mycota', che significa fungo, e
"toxon", che significa tossina o veleno. Le malattie dello
uomo e degli animali causate da micotossine sono comunemen

te note con il nome di micotossicosi.

Le micotossine sono generalmente dei metaboliti secon-
dari il cui nome spesso deriva da quello del fungo produt-
tore. 11 termine "aflatossina" & formato dall'iniziale di

Aspergillus che & il genere a cui appartengono i funghi a-

flatossigeni, seguito da "fla" che sta per flavus, che &
la principale specie aflatossigena e da "tossina”. Nello
stesso modo & formato il termine "satratossine', che sono

micotossine prodotte da Stachybotrys atra. Altre micotossi

ne sono indicate con il loro nome chimico, come il diace-
tossiscirpenolo; o in base alla sintomatologia che induco-
no negli animali, come la vomitossina (deossinivalenolo)
che, appunto, induce il vomito; o in maniera piut comples-
sa, come nel caso dello zearalenone, che & formato dal no-
me generico del mais (Zea mays L.) che & la pianta a ri-
schio piu elevato, e dalle iniziali del composto chimico

(l@ttone dell'acido Eesorcilico).
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Molti funghi tossigeni sono ubiquitari e possono svi-
lupparsi in diverse condizioni ambientali. L'accrescimento
del fungo e la produzione di tossine sono in relazione a
molteplici fattori fisici, chimici e biologici e i prodot-
ti vegetali scono soggetti a contaminazione durante tutto
il loro ciclo produttivo: dalla coltura in campo alla com

mercializzazione del prodotto finito.

Le micotossine possono restare negli alimenti e nei
mangimi per ﬁolto tempo dopo la morte del fungo produttore.
Esse possoné essere presenti in concentrazioni tossiche an
che quando i prodetti contaminati non appaiono visibilmen-
te ammuffiti. La presenza di micotossine negli alimenti co
stituisce un potenziale rischio di affezioni croniche per
1'uomo, anche perché la maggior parte delle micotossine non
vengono completamente distrutte dalle normali pratiche di
cottura e di trasformazione tecnologica degli alimenti.Mol
to pill frequente ed economicamente pil importante & la dif
fusione di micotossine nei mangimi. Per gli animali in pro
duzione zootecnica, le micotoésine sono normalmente causa
di riduzione delle produzioni e, sporadicamente, anche di
micotossicosi con la morte dei soggetti pil éolpiti; inol=-
tre, le stesse micotossine o 1 loro prodotti metabolici
possono ritrovarsi come residui nel latte, nelle carni e

nelle uova.

Le micotossine oggi note sono numerose. Nella maggior

parte dei casi si tratta di metaboliti tossici studiati in
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laboratorio o che hanno una scafsissima probabilita di es-
sere ritrovati come contaminanti naturali. In effetti, so-
lo alcune micotossine sono state finora ritrovate nei pro-
dotti alimentari e di esse solo pochissime sono state 1in-
confutabilmente associate a micotossicosi. Comunque, s$i ha
ragione di ritenere che il numero di micotossine ritrovabi
li in natura possa aumentare con la ricerca e il perfeziona
mento dei metodi di analisi chimica che gid oggi, per alcu
ne micotossine, consentono di stimare presenze dell'ordine
di parti per bilione (ng/g) o addirittura di parti per tri

lione (ng/kg).

Le micotossine che per la loro diffusione e tossicita
meritano di essere ricordate sono illustrate nella tabella
riportata in appendice. Sono innanzi tutto da-ricordare le
aflatossine, ritenute a ragione le micotossine per antono-
masia, che oltre ad essere dotate di elevata tossicita acu
ta per gli animali, sono anche tra le pil potenti sostanze

carcinogene conosciute.

Dopo le aflatossine sono da segnalare: lo zearalenone,
sostanza estrogena agente di iperestrismo e di ipofertili-
ta, prodotto nei cereali da specie di Fusarium; e i trico-
teceni {(deossinivalenolo - vomitossina-, tossina T-2, dia-
cetossiscirpenolo, nivalenolo, fusarenone e 3-acetildeossi
nivalenolo), responsabili di dermatiti, sindrome emorragi-
ca, leucopenia, degenerazione dei tessutl 1in attivita mi-

totica, disturbi nervosi, vomito, rifiuto di cibo, ecc.,
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prodotti anch'essi nei cereali da specie di Fusarium. Que-
ste fusariotossine assumono un'importanza particolare per
l'elevata frequenza con cui vengono trovate nei cereali in
campo come conseguenza di attacchi parassitari da parte di
isolati fitopatogeni di Fusarium. Infatti, le fusariotossi
cosi tuttora ricorrenti negli allevamenti zootecnici azien
dali sono essenzialmente causate da prodotti ottenuti da
colture infette, successivamente colonizzati piu profonda-
mente dagli stessi agenti tossigeni durante le operazioni

di raccolta e la conservazione.

Un'altra micotossina trovata di frequente come conta-
minante naturale dei cereali conservaii & 1'ocratossina,al
la quale spesso si accompagna la citrinina. Entrambe que-

ste tossine, prodotte da specie di Aspergillus e Penicil-

lium, sono agenti di nefriti. L'ocratossina assume aspetti
preoccupanti in alcune aree balcaniche e dell'Europa set-
tentrionale in cui & possibile trovarla nei prodotti di a-

nimali alimentati con mangimi contaminati.

Anche se con sempre minor frequenza vengono tuttora tro
vati in alcune granaglie gli sclerozi di specie di Clavi-
ceps. Casi di ergotismo, anche se sporadici e in forma lie

ve, si manifestano ancora in alcuni allevamenti zootecnici.

In alcuni prodotti vegetali sono state trovate occasio
nalmente altre micotossine carcinogene, come la sterigmato
cistina, la patulina e l'acido penicillico, prodotte da

specie di Penicillium e Aspergillus.
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Infine, anche se di importanza molto piu limitata,van-
no ricordate come contaminanti naturali rispettivamente del

fieno di leguminose e dei pascoli: le slaframine, prodotte

da Rhizoctonia leguminicola e agenti di eccessiva saliva-.

zione; e le sporidesmine, prodotte da Pithomyces chartarum

agenti di fotosensibilizzazione della cute e di eczemi fac

ciali.

AFLATOSSINE

Delle 18 aflatossine note, quelle che si ritrovano co-

me contaminanti naturali nei prodotti alimentari sono: B

1?
B2, Gl’ G2, M1 e M2. Queste aflatossine sono indicate con
l'iniziale del colore della fluorescenza che emettono sot-
to luce ultravioletta di 360 nm ("Blue' o "Green") o con
1'iniziale del prodotte in cui sono state trovate per la

prima volta ('Milk').

L'aflatossina che con piu frequenza si ritrova nei pro

dotti vegetali & la B che & anche il composto bioclogica-

1’
mente pid attivo. Con 1l'aflatossina Bl’ specialmente nei

prodotti pilt contaminati, spesso si trovanc a minor concen

trazione anche le aflatossine Gl’ B2 e G2. Le aflatossine

Ml e M2 si trovano essenzialmente nel latte e nei prodot-

ti lattiero-caseari, come derivati del metabolismo animale

rispettivamente delle aflatossine B1 e B2.
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FUNGHI AFLATOSSIGENI

Le aflatossine sono prodotte esclusivamente da Asper-

gillus flavus Ling ex Fr. e da Aspergillus parasiticus Spea

re.

La distinzione morfologica tra le due specie si basa

essenzialmente sul fatto che mentre in A.parasiticus le

fialidi che produconoc i conidi sono inserite direttamente

sulla testa o vescicola del conidioforo {(conidiofori unise
riali o monoverticillati), in A.flavus le fialidi conidio-
gene sono invece portate da profialidi o metule o sterigmi
prodotti dalla vescicola del conidioforo (conidiofori bi-
seriati o biverticillati). Per la veritd tale distinzione

non & molto netta e si conoscono numerosi termini interme-

di: in particolare vi sono componenti di A.parasiticus con

conidiofori biseriati descritti erroneamente come specie

a se stante con i1l binomio A.toxicarius Murakami.

Sia A.flavus che A.parasiticus hanno la superficie dei

conidi e dei conidiofori variamente scolpita, quasi echinu

lata nel caso di A.parasiticus, e producono sclerozi spori

geni che germinano dando conidiofori e conidi. La produzio
ne di sclerozi & piu abbondante e frequente in A.flavus,mql
tre sembra limitata a pochi isolati (riferiti come A.toxi-

carius) in A.parasiticus.

Di entrambe le specie aflatossigene, composte solo di
isolati di campo o selvaggi, si conoscono varieta indu-

striali o domestiche che non producono aflatossine, denomi
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nate rispettivamente A.flavus var. oryzae S5aito e A.parasi-
ticus var. sojae Wicklow. Gli isclati di A.flavus var.ory-
zae, per la loro elevata attivita amilolitica, sono da lun
go tempo impiegati nella produzione di alimenti di riso

fermentati; mentre gli isolati di A.parasiticus var. sojae,

per la loro elevata attivitd proteolitica, vengono impiega

ti nella preparazione di alimenti di soia fermentati.

Gli isolati selvaggi di A.flavus e di A.parasiticus a

differenza degli isolati delle rispettive varieta domesti-
che, che sono dotati di piu spiccate capacita enzimatiche,
possiedono in maniera prevalente o esclusiva quelle strut-
ture e funzioni che sono indispensabili alla vita in con-
dizioni naturali, come: produzione di sclerozi per la so-
pravvivenza in condizioni estreme; presenza di sculture su
gli organi di moltiplicazione per la loro disseminazione
da parte degli insetti; elevata sporificazione per una piu
adeguata diffusione; produzione di aflat?ssine e di altre
micotossine (aflatremi, acido ciclopiazo%ico, acido kojico)
per una piu competitiva antibiosi. Questi attributi infat-
ti, si attenuano o si perdono con il mantenimento degli i-

solati selvaggi in condizioni di laboratorio.

Non tutti gli isolati di A.flavus e di A.parasiticus

producono aflatossine. La percentuale di isclati aflatossi
geni in seno alle due specie si aggirerebbero intorno al

45% per A.flavus e al 92% per A.parasiticus. Pertanto la

presenza di specie aflatossigene in un prodotto non signi-
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fica necessariamente che il prodotto stesso & contaminato

da aflatossine.

Gli isolati tossigeni di A.flavus producono solo afla-

tossine di tipo B, mentre gli isolati tossigeni di A.para-

siticus producono aflatossine di tipo B e G. Inoltre, al-
cuni isolati di entrambe le specie aflatossigene possono

produrre anche aflatossina Ml'
Mentre A.flavusé una specie ubiquitaria che si & adat-

tata a vivere nelle pil diverse condizioni ambientali, A.

parasiticus & propria delle aree tropicali e sub-tropicali.

A differenza di A.flavus che ha strutture di meltiplicazio

ne pilt adatte a una disseminazione in ambiente aereo, A.

pérasiticus sembra piu adatto all'ambiente del terreno a-

grario. Le numerose ricerche condotte sulla diffusione del
le due specie aflatossigene nei prodotti agrari dei diver-
si ambienti hanno indicato la stragrande prevalenza di A.

flavus nei confronti di A.parasiticus, in quasi tutti i

prodotti vegetali tranne che per le atachidi e prodotti ot
tenuti da tuberi o da_rizomi (farine e fecole di manioca,
batata, topinambur, ecé.) che, appunto, rimangono per lun-
go tempo a contatto con il terreno agrario. Di conseguenza
le aflatossine di tipo G che sono prodctte esclusivamente

da A.parasiticus, sono piu frequenti nelle arachidi che

non in altri prodotti contaminati. In particolare,nel mais
le aflatossine di tipo G vengono ritrovate mediamente solo

nel 10% dei campioni contaminati. A questo riguardo & sta-
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to anche osservato che su substrato di mais A.flavus predo

mina largamente su A.parasiticus.

Condizioni che influenzano la crescita dei funghi micotos-

sigeni e la produzione di tossine

1 fattori che influenzanc 1'accrescimento delle specie
aflatossigene e la sintesi delle aflatossine nelle colture
in campo, alla raccolta e in magazzino sono riportati nel-

la tabella che segue:

ALLA RAC | IN MAGAZ

FATTORI IN CAMPO COLTA 7 INO
FISICI
Umidita + 4+ +
rapidita dell'essiccamento - +
inumidimento - + +
umidita relativa + + +
Temperatura + + +
Danni meccanici + + +
Miscelazione - + +
Autoriscaldamento - - +
Tempo + + +
CHIMICI
Anidride carbonica - - +
Ossigeno ‘ - - +
Natura del substrato + — +
Nutrizione minerale + - +
Trattamenti antiparassita-

ri + + +
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(segue):
ALLA RAC | IN MAGAZ
FATTORI IN CAMPO COLTA JING
BIOLOGI
Stress della pianta + - +
Insetti vettori + - +
Infezioni fungine + - +
Variabilita dell'ospite + - +
Variabilitd del patogeno + - +
Inoculo + + +
Microflora + - +

Umiditd. Il contenuto minimo di umiditd per la crescita del
le specie aflatossigene nei diversi prodotti & quello che
& in equilibrio con una umidita relativa dell’aria dello
85% (aw = 0.78). Per alcuni principali prodctti, tali con-
tenufi minimi di umidita sono: 18,3-18,5 per il frumento,

mais e sorgo; 16-17% per il riso; 17-17,5% per la soia; 9-
9,5% per le arachidi e i diversi tipi di noci e mandorle;
9,5-10% per i semi di cotone e per altri semi oleosi; 16-
17,5% per i fagioli e gli altri legumi. 1 contenuti di umi
dita ritenuti sicuri per la conservazione dei. diversi pro
dotti summenzionati, devono quindi essere necessariamente

pit bassi, anche perché vi sono altri funghi micotossigeni
che si accrescono con contenuti di umidita inferiori a quel

1li richiesti dalle specie aflatossigene.

Alla raccolta, la maggior parte dei prodotti ha un con
tenuto di umiditd superiore ai minimi di accrescimento del
la flora aflatossigena. Quando l'essiccamento non avviene

nel pil breve tempo possibile e, soprattutto, non & spinto
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fino ai limiti incompatibili con 1'accrescimento dei fun-
ghi, 1 rischi di contaminazione sono notevoli. Uno degli
aspetti piu critici riguarda la rapidita dell'essiccamento.
E' stato osservato che le aflatossine, come 1in genere

tutti i metaboliti secondari, vengono formate solo dopo la
fase di crescita logaritmica del micelio. In coltura arti-
ficiale le aflatossine vengono formate solo dopo 48 ore
dalla germinazione delle spore. Nel caso del mais e delle
arachidi raccolti con un abbondante inoculo di specie a-
flatossigene, cid pud significare che se i prodotti stessi
vengono disidratati rispettivamente fino al 13% e al 7% in
meno di 48 ore essi possono risultare, al termine dell'es-
siccamento esenti da aflatossine, nonostante la massiccia

presenza del fungo.

Alcune volte le aflatossine possono essere formate du-
rante la conservazione o la commercializzazione di prodot-
ti in precedenza ben essiccati, quando per qualche causa i
prodotti stessi ritornano ad inumidirsi. A questo riguardo
sono frequenti gli inumidimenti delle derrate conservate
alla rinfusa in magazzino o in silos per condensazione di
acqua sui pavimenti o su altre superfici fredde. Piuttosto
frequente & anche 1'eventualitd di condensazione di acqua
sui prodotti confezionati in buste di plastica, quando il

confezionamento avviene ad elevate temperature ed umidita.
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TEMPERATURA

Le temperature minima, ottima e massima per la cresci-
ta delle specie aflatossigene sono 6-8°C, 36-37°C e 44-46°
C. I limiti termici massimi per la crescita di A.flavus sO
no piu elevati su substrate naturale che non su susbstrati
sintetici. Si conoscono anche isclati di A.flavus capaci
di accrescersi a temperature intorno a 55°C e che con al- |
tra microflora partecipano all'autoriscaldamento dei cerea

li e di altri prodotti conservati.

Le temperature minima, ottima e massima per la sintesi
delle aflatossine sono 8°C, 27°C e 42°C. La sintesi delle
aflatossine avviene, quindi, in un intervallo di temperatu
re di poco piu ristretto di quello che consente 1'accresci
mento del fungo. Il limite termico massimo per la sintesi
delle aflatossine & piu elevato su substrato di arachidi

che non su substrati artificiali.

Danni meccanici. Anche se delle specie aflatossigene sono

noti isolati fitopatogeni capaci, in particolari condizio-
ni, di penetrare nell'ospite illeso, esse sono essenzial-

mente dei parassiti da ferita. Pertanto, la loro penetra-

zione e colonizzazione dell'ospite & favorito dalla presen
za di lesioni sui tegumenti protettivi piu esterni degli or
gani attaccati. La presenza di tali lesioni risulta pre-
giudizievole per la sanita dei prodotti sia in campo, dove
possono essere causati da improprie pratiche colturali sia

soprattutto, alla raccolta che rappresenta la fase piut ri-
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schiosa per 1'integrita dei prodotti. E' infatti alla rac-
colta che i prodotti, che si trovano in una fase di scarsa
resistenza, sono sottoposti a piu forti sollecitazioni spe

¢cie se raccolti con mezzi meccanici.

Miscelazione. Una pratica comune nella manipolazione e com

mercializzazione delle granaglie & la miscelatura di parti
te di diversa provenienza. Tale pratica viene eseguita sia
per migliorare la qualitd o grado commerciale di una parti
ta mediante 1'aggiunta di prodotto piu pregiato, sia per
raggiungere standard commerciali .di contenuto di  umidita
mediante 1'aggiunta di prodotto pili secco. La miscelazione
di partite con diversa umidita al fine di ottenere un pro-
dotto finale pil conservabile & una pratica che, se non e-
seguita razionalmenté, pud portare al deterioramento della
massa finale. Infatti, la conservabilita delle granaglie
non dipende solo dal contenuto di umidita medio della par-—
tita ma anche dal contenuto di umiditi delle singole  ca-
riossidi. La miscelazione di partite di dimensioni e di u-
midita diverse porta alla mescolanza eterogenea di semi
pilt o meno umidi, alcuni dei quali con umidita ancora suf-
ficiente per 1o sviluppo delle muffe. In tali condizioni

le cariossidi pilt umide, se infette, continuano ad ammuffi
re per tutto il tempo necessario per il raggiungimento del
1'equilibrio dei funghi. 11 tempo occorrente per raggiunge
re un uniforme contenuto di umidita in una massa di grana

glia ottenuta da partite con diversa umidita, dipende dal-
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la grandezza e dall'umidita delle perdite di partenza ed
¢ in funzione della temperatura di conservazione. Nella mi
gliore delle ipotesi occorrono da 2 a 4 giorni per ottene-
re una uniforme distribuzione dell'umiditad in tutti i pun-
ti della massa. Cid significa che almeno per quanto riguar
da il tempo sussiste il rischio di formazione di aflatossi
ne nei semi infetti. Ne consegue che é comunque sconsiglia
bile miscelare con altre, partite di granaglie che hanno
un contenuto di umidita sufficiente per la crescita dei

funghi aflatossigeni.

Autoriscaldamento ("Hot spots"). La presenza di cariossidi

umide nelle granaglie conservate pud portare allo sviluppo
di centri di ammuffimento che sono destinati a svilupparsi
nel tempo. Tali centri infatti, generano condizioni di tem
peratura e di umidita favorevoli all'ulteriore sviluppo

delle muffe. Essi rappresentano un reale rischio per la
crescita di specie aflatossigene e 1'accumulo di aflatossi

ne, come indicano i diversi casi finora studiati.

Tempo. Il tempo diventa un fattore importante quando si
considera la crescita delle specie aflatossigene e la sin-
tesi delle aflatossine in relazione ad un substrato. A que
sto riguardo possono essere ricordati diversi aspetti: 1)
il contenuto di umiditd dei prodotti & in relazione alla
durata di conservazione e prodotti molto umidi possono es-

sere conservati bene anche se per brevi periodi; 2) i fun-
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ghi crescono molto lentamente a temperature vicino ai loro
minimi vitali, pertanto il tempo occorrente per la forma-
zione delle tossine aumenta con il diminuire della tempera
tura; 3) anche in condizioni ottimali i funghi aflatossige
ni richiedono un certo tempo per la colonizzazione del sub
strato e la sintesi delle tossine; 4) la penetrazione del-
le cariossidi e di altri semi richiede pil tempo se essi
sono intatti; 5) con il protrarsi della conservazione in
condizioni non favorevoli allo sviluppo dei funghi, si ha
una progressiva riduzione della vitalita e del numero del-
le spore e, quindi, dell'inoculo; 6} la presenza di altra
microflora rallenta e contiene lo sviluppo delle specie a-

flatossigene.

Anidride carbonica. L'effetto inibente dell'anidride carbo

nica sulle muffe & ben nota da lungo tempo ed era alla ba-
se del principio di conservazione dei cereali nelle "fos-
se'". La riduzione dell'accrescimento dei funghi diventa ap
prezzabile a concentrazioni di CO2 del 20% e sia la sinte-
si delle aflatossine che la crescita delle specie aflatos-
sigene sono completamente inibite a concentrazioni di C02
del 40-60%, anche quando noﬁ viene alterata la concentra-

zione di ossigeno dell'aria.

Ossigeno. Tutti i funghi tossigeni sono altamente aerobici
Le loro attivita vitali diminuiscono progressivamente con
il diminuire dell'ossigeno nell'aria. La mancanza di ossi-

geno non uccide i funghi ma ne sospende 1'attivita. Im-
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pianti di conservazione in atmosfera controllata di cerea-
li, legumi e semi oleosi che prevedono 1'impiego di aria
Qariamente modificata e arricchita in CO2 e/o azoto sono
impiegati con successo, congiuntamente a una ridotta tempe

ratura, anche con prodotti non completamente essiccati.

Natura del substrato. Indagini di laboratorio hanneo indica

to il seguente ordine descrescente di suscettibilita alla

formazione di aflatossine da parte di A.parasiticus: riso,

arachidi, sorgo, mais, frumento, soia. 11 fungo perd si
sviluppa altrettanto bene anche in quei prodotti, come la
soia, non adatti alla sintesi delle aflatossine e cid indi
ca che‘vi sono da parte del fungo esigenze nutrizionali di
crescita diverse da quelle richieste per la sintesi delle

aflatossine,

Nutrizione minerale. E' noto che alcuni microelementi han-

no un ruolo importante sull'accrescimento delle specie a-
flatossigene e/o sulla sintesi delle aflatossine. La di-
versa predisposizione alla sintesi di aflatossine da parte
di prodotti di specie vegetali diverse o di varieta diver-
se della stessa specie potrebbe essere anche in relazione
a un loro diverso contenuto in microelementi, tra cui; zin

co, boro, rame, ferro, manganese e molibdeno.

Trattamenti antiparassitari. I trattamenti chimici possono

influire sullo sviluppo delle muffe e sulla formazione di
micotossine. Il dimetil-2, 2-diclorovinilfosfato, princi-

pio attivo dell'insetticida noto come Vapona o Dichlorvos,
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in particolari condizioni e opportune concentrazioni (10 -
20 ppm) inibisce la sintesi delle aflatossine in frumento,

mais, riso e arachidi, senza arrestare la crescita del fun

go.

Stress della pianta. Condizioni di stress della pianta pos
sono aumentare la sua suscettibilita all'infezione di fun-
ghi tossigeni. Tra le cause predisponenti vi sonc: semine

fitte o in periodi non adatti, squilibrate o assenza di
rotazioni colturali, irrazionale impiego dell'irrigazione,
inadeguato impiego di fitofarmaci, ecc. Per le colture di
mais delle regioni sud-orientali degli U.S.A. (Florida,

Georgia, Mississippi, Missouri, Nord Carolina) & stato ac-
certato che periodi di siccita nel corso della maturazione
cerosa del mais, possono determinare la massiccia coloniz
zazione delle spighe da parte di A.flavus presente nell'em
brione delle cariossidi infette, e portare quindi all'accu

mulo di notevoli quantita di aflatossine. Analogamente,per

le colture di arachidi delle aree centrali del Texas & sta

to accertato che periodi di siccitd nel corso dell'ultima
fase di maturazione dei baccelli, possono determinare la

massiccia invasione dei semi da parte di A.parasiticus e

l'accumulo in essi di aflatossine.

Insetti vettori. Gli insetti possono influire sulla cresci

ta delle specie tossigene e sulla sintesi delle micotossi-
ne sia come agenti vettori, favorendo il trasporto e la

disseminazione delle spore fungine, sia come agenti di dan
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neggiamento dei prodotti, favorendo cosi una piu massiccia
colonizzazione fungina. A questo riguardo il ruolo degli
insetti pud assumere aspetti preoccupanti sia in campo,sia
in magazzino. Anche se 1'importanza degli insetti nella
disseminazione di A.flavus nelle colture di mais & stata
ridimensionata perché & stato accertato che il fungo infet"
ta direttamente le spighe durante la fioritura, la presen-
za di aflatossine nel mais delle regioni sud-orientali de-
gli U.S.A. & pil elevata nelle. annate di forti attacchi

parassitari alle colture in campo. Analogamente per i rac-
colti di arachide del Texas, in cui le pil elevate concen
trazioni di aflatossine si riscontrano in coincidenza di

annate con forti attacchi di lepidotteri alle colture.

Infezioni fungine. Attacchi di altri funghi sia 1in campo

che in magazzino, possono predisporre le piante o i prodot
ti vegetali alla colonizzazione da parte di funghi tossige
ni. Raccolti di mais severamente colpiti da attacchi di

Helminthosporium maydis possono risultare notevolmente piu

contaminati da A.flavus e da aflatossine. La contemporanea
presenza di funghi tossigeni diversi o una loro successio-
ne sullo stesso substrato pud portare alla coesistenza in
‘uno stesso prodotto di pil micotossine. E' frequente il ca
$0 in cui le aflatossine sono presenti assieme a zearaieng
ni oa tricoteceni o, addirittura ad entrambe queste fusa-

riotossine.

Variabilita dell'ospite. La presenza nelle piante di mecca

nismi di difesa e di resistenza ai funghi tossigeni pud 1i
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mitare le infezioni e la successiva colonizzazione dell'o-
spite. Lo studio di 1406 varietid di arachidi ha portato ad
individuare due varieta dotate di baccelli con tegumenti
particolarmente ispessiti che sono risultati resistenti al
1'invasione di A.flavus. Purtroppo, tali varietd erano mol
to poco produttive e commercialmente non idonee per essere
coltivate. Tra gli ibridi di mais 1'Opaque-2 & risultato
il substrato meno adatto per la sintesi delle aflatossine

da parte di A.flavus e cid & sembrato in relazione al suo
elevato contenuto in proteine di basso peso molecolare che
inibirebbero la sintesi delle aflatossine, ma non la cre-
scita del fungo. A.flavus infetta le spighe di mais all'e-
~poca della fioritura, germinando sugli stigmi fiorali come

fa il pelline e portandosi nell'ovario dove resta confina-

to nell'embrione delle cariossidi. Ibridi di mais con strut

ture o con meccanismi fisiologici fieorali particolari, 0
soltanto con epoca di fioritura sfasate rispetto alla pre-
senza di inoculo di A.flavus, possono sfuggire alle infe-

zioni da parte del patogeno.

Variabilita del fungo. Non tutti gli isolati di una stessa

specie tossigena producono tossine e non tutti gli isolati
tossigeni producono le stesse tossine e nella stessa quan-
tita. Tale variabilité va considerata anche in relazione
alla natura del substrato e, per le condizioni di campo,al
la capacita fitopatogena dei diversi isolati della specie
tossigena nei confronti della pianta ospite. Un'indagine

condotta sulla tossigenicitd di isolati di A.flavus da se-

mi di arachidi, cotone, sorgo e riso ha indicato una pre-
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senza di isolati aflatossigeni pari rispettivamente a 98%,
81%, 24% e 20%. Osservazioni analoghe meriterebbero di es-
sere condotte su: a) partite dello stesso prodotto prove-
nienti da aree geografiche diverse, perché la distribuzio-
ne delle specie tossigene & in rapporto all'ambiente c¢li-
matico; b) per i diversi isolati di una stessa specie tos-
sigena, soprattutto in relazione alla loro attitudine fito

patogena.

Inoculo. Lo sviluppo delle specie tossigene e delle mico
tossine in un substrato dipende dalla quantita e dalla vi-
talita dell'inoculo presente. Tra i diversi aspetti che
riguardano 1'inoculo, vanno ricordati: tipo e quantita del
le strutture sporigene; presenza nell'aria, nel terreno,
nel substrato e rapporti con questi diversi ambienti (ini-
bizione, sostegno, incentivazione); origine e moltiplica-

zione; modalita di disseminazione e agenti vettori,

Microflora. L'attivita dei funghi tossigeni in un substra-

to pud essere variamente influenzata dalla presenza di al-
tra microflora. La capacita aflatossigena di isolati di A.
flavus pud risultare considerevolmente pit ridotta quando
essi vengono accresciuti in associazione con altri funghi.
Tale risultato pud essere la conseguenza di una competizio
ne della microflora per uﬁo stesso elemento nutritivo che
¢ essenziale per la sintesi delie aflatossine,piuttosto che
il risultato di una degradazione biologica delle aflatossi

ne.
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IMPORTANZA DELLE CONTAMINAZIONI DI CAMPO

Le conoscenze acquisite sulla scia dell'interesse su-
scitato dalla scoperta delle aflatossine e la conseguente
introduzione di tecniche sempre pil adeguate alla salva-
guardia della sanita dei prodétti alimentari sia in agri-
coltura, sia nel commercio e sia nell'industria dei prodot
ti vegetali, hanno notevolmente ridimensionato il proble-
ma delle micotossine e, in pratica, hanno limitato se non

escluso il ritorno-di micotossicosi su larga scala.

Un rilévante contributo in tal senso & scaturito dal-
1'adozione da parte di numerosi Paesi di misure di "~sorve-
glianza e di controllo dei prodotti commerciali, che hanno
portato alla fissazione di limiti di tolleranza per le a-
flatossine e a una generale tendenza a stabilire un con-
trollo anche per altre micotossine, come: ocratossina, pa-
tulina, zearalenone e vomitossina, oltre agli sclerozi di

Claviceps gid sotto controllo in alcuni Paesi.

Nella lotta contro le contaminazioni alimentari, parti
colare attenzione & stata rivolta ai settori commerciale e
industriale in cui le cause di rischio si vanno tuttora mol
tiplicando con l'allestimento di enormi depositi di derra-
te, con il trasferimento énche intercontinentale di masse
di prodotti sempre piu notevoli, e con 1'aumentare delle

tecnologie di trasformazione delle materie prime.

Cid nonostante la presenza di micotossine specialmente
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nelle materie prime vegetali e nei mangimi & ancora piutto

sto preoccupante,

Laddove piu intensamente si opera per ridurre ulterior
mente le contaminazioni alimentari appare sempre pili evi-
dente che pil rigorose misure rivolte ai settori commercia
le e industriale sono da sole inefficaci e che molti pro-

blemi provengono dall'ambiente agro-colturale.

In effetti, con 1'intensificarsi delle produzioni ve-
getali le contaminazioni di campo hanno un peso sempre piu
considerevole sulla sanita finale degli alimenti e dei man
gimi. Inoltre, tali contaminazioni, soggette come sono a
pil imprevedibili eventi naturali sono anche tra quelle che

attualmente si presentano pill inevitabili.

Anche in condizioni non particolarmente sfavorevoli al
le colture, quantitd rilevabili di aflatossine si ritrova-—
no con sempre maggior frequenza nelle arachidi, nel mais,
nei semi di cotone, nelle mandorle, nelle noci, nei pistac

chi.

Una caratteristica peculiare delle contaminazioni di
campo & la loro distribuzione geografica che & una conse-
guenza del fatto che esse dipendono in larga parte dalle
condizioni climatiche e dalle tecnologie agro-colturali di
un determinato territorio. Pertanto, é seconda delle anna-
te agrarie, i prodotti provenienti dalle diverse aree geo-

grafiche possono avere una diversa incidenza delle contami
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nazioni-

Nelle annate sfavorevoli alle colture, le contaminazio
ni di campo possono assumere un peso notevolissimo, come &
accaduto per esempio per il mais coltivato nelle aree sud-
orientali degli U.S.A. In tali regioni nel 1977, 1'andamen
to climatico siccitoso e un conseguente forte attacco di
lepidotteri alle colture hanno determinato oltre a una no-
tevole perdita di prodotto dovuto alla siccitd, anche una
elevata incidenza di aflatossine in una massa di prodotto
pari a circa il 3,2% della produzione U.S.A. In particola-
re, il 56% di tale prodotto (circa 2,8 milioni di tonnella
te) & risultato contaminato con piu di 20 ng/g (ppb) di a-
flatossine che rappresenta il limite consentito dalla'"Food
and Drug Administration"” nel commercio interno; mentre il
26% (circa 1,3 milioni di tonnellate) & risultato contami-
nato con piu di 100 ng/g (ppb) di aflatossine, che " rappre
senta la soglia di dannositd per gli animali giovani e che
¢ sconsigliabile superare nei mangimi per le lattifere,per
le ovaiole e, naturalmente, nei pfodotti destinati al con-

sumg umano.

Situazioni analoghe sono piuttosto frequenti per le a-
rachidi coltivate nelle aree centrali del Texas, e per il
frumento di alcune aree canadesi che in alcune annate e
fortemente contaminato da fusariotossine (zearalenone e vo

mitossina).

S

et g e
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AREE GEOGRAFICHE A RISCHIO PIU' ELEVATO

Tra le aree geografiche pil soggette ai rischi derivan
ti dalle aflatossine vi sono alcune regioni tropicali e
subtropicali dell'Africa, dell'India, dell'Asia e dell'Ame
rica, come risulta dalla frequenza e dalla quantita con le
quali le aflatossine vengono trovate nei prodotti di tali
aree e dalla ricorrenza di micotossicosi anche umana ascrit
te a queste tossine. E' in tali regioni infatti, che si ve
rifica la concomitanza favorevole dei diversi fattori che
concorron¢ allo sviluppo delle specie aflatossigene e alla
sintesi delle aflatossine: a) presenza di entrambe le spe-
cie di funghi produttrici di aflatossine e prevalente pre-
senza di isolati aflatossigeni di entrambe le specie;b)cog
dizioni termo-igrometriche e, in generale, climatiche per-
duranti a livelli ottimali per quasi tutto 1'anno; c) pro-
dotti agrari piu idonei alla crescita dei funghi aflatossi
geni e alla sintesi delle tossine; d) tecnologie della pro
duzione, della trasformazione e della conservazione dei

prodotti non adeguate.

PRODOTTI A RISCHIO PIU' ELEVATO

Le aflatossine sono state trovate nei pit diversi pro-
dotti di origine vegetale e in alcuni di origine animale.
Ci sono tuttavia alcuni prodottl allmentarl che, sia per

la loro natura 1ntr1nseca sia per le condizioni delle aree



- 163 -

di produzione, sono in generale pil di altri soggetti a
contenerne. Questi prodotti sono: arachidi e derivati,man-
dorle e noci di diversi fruttiferi, mais, semi di cotone,

frumento, sorgo, segale e risc. Meno soggetti a contamina-
zione sono invece gli altri cereali (miglio, orzo, avena
ecc.), gli altri legumi (fagioli, fave, piselli,ceci,ecc.),
e gli altri semi oleosi (girasole, soia, ecc.). Le afldtoi
sine possono trovarsi anche in alcuni tipi di frutta e di
tuberi e radici carnose, specialmente quando tali prodotti
sono ottenuti per essiccamento naturale. Particolarmente

contaminati possono risultare gli oli di semi non raffina-
ti e in particolare quello di arachide di cui ne fanno lar
go consumo le popolazioni indiane e sud-asiatiche. Esenti
da aflatossine sono invece gli oli di semi raffinati con
processo alcalino che vengono decontaminati propric duran-
te la raffinazione. Tra i prodotti di origine animale le
aflatossine sono state trovate nel latte e nei prodotti lat
tiero-caseari. Anche se & stata piu volte sperimentalmente
accertata la possibilita di accumulo di aflatossine in al-
tri prodotti animali, come le carni e le uova, esse non so
no state ancora trovate in questi prodotti ottenuti in con
dizioni naturali. Infatti, le osservazioni sperimentali iE
dicano un rapporto tra concentrazione di aflatossine nella
razione alimentare e concentpazione di aflatossine ritrova
bili nel fegato dei diverg%/animali di: 14.000 a 1 nel man
zo, 800 a 1 nel maiale, 1.200 a 1 nel pollastro. Per le uo

va e il latte (aflatossina Ml) tale rapporto &, rispettiva
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mente, di 2.200 a 1 e di 300 a 1. Pertanto una concentra-
zione di aflatossine di 1 mg per Kg di razione alimentare
(1 ppm), potrebbe portare a contaminazioni di 3,3 Mg di a
flatossine per litro di latte e di 0,45 pg di aflatossi-

ne per Kg di uova di gallina.

In senso assoluto, i prodotti che mostrano la piu e-
levata frequenza di contaminazione e che per la loro im-
portanza economica impongono una costante sorveglianza so
no il mais, le arachidi e il latte. In alcuni Paesi euro
pei viene presa in attenta considerazione la disposizione
di non impiegare arachidi per i mangimi destinati alle

lattifere.

RICONOSCIMENTO DEI FUNGHI AFLATOSSIGENI CON METODI COLTU-
RALI

Per il riconoscimento delle specie di Aspergillus del

gruppo flavus e di loro isolati aflatossigeni sono stati
proposti diversi metodi colturali semplici, alla portata

di laboratori non necessariamente specializzati in tecni-
che microbiologiche, per il preliminare controllo delle

contaminazioni alimentari. Di particolare interesse sono:
a) il metodo proposto da Bothast e Fennell, che prevede
l'impiego di un substrato contenente citrato di ferro (A-

spergillus-differential medium, ADM)} nel quale gli Asper-

gillus del gruppo flavus producono un pigmento giallo - a




- 165 —

rancione ben visibile sul rovescio delle piastre di coltu-
ra in corrispondenza delle colonie; b) il metodo di Hara
et al. (Aflatoxin - producing ability medium, APA), ottenu
to per modificazione della soluzione di Czapeck nel quale
gli isolati aflatossigeni diffondono sostanze fluorescenti
blu, riconoscibili sottoluce UV di 360 nm; c¢) il metodo

di Lin e Dianese (Coconut-agar medium, CAM}, contenente e-
stratto di noce di cocco, che si basa sullo stesso princi-
pio del substrato APA. Il riesame di questi metodi ha con-
sentito di accertare che il metodo ADM permette di distin-
guere non solo le specie del gruppo A.flavus ma anche quel

le del gruppo A.ochraceus, poiché& entrambi questi gruppi

di specie formano colonie giallo-arancione. Su substrato

ADM le specie dei gruppi A.flavus e A.ochraceus producono

acidi aspergillici, ai cui complessi con ferro & dovuta la
caratteristica pigmentazione delle colonie. Inoltre, dei
metodi CAM e APA il pill affidabile, anche se meno seletti-
vo, & risultato il primo, con il quale maggiore & la pro-
babilitd di riconoscere gli isolati aflatossigeni. Questo
metodo perd, andrebbe completato con la successiva identi-

ficazione delle aflatossine nelle colture fluorescenti.
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METODI DI ANALISI DELLE AFLATOSSINE

AMEDEO PIETRI
EMANUELA CARINI

Istituto di Scienze della Nutrizione - Facolta di Agraria U.C.S5.C. - Piacenza
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La determinazione delle aflatossine Bl’ B2’ G1 e G2 puo
essere eseguita mediante un metodo semplice e sistematico,

analogo a quello ufficiale.

La metodica prevede una estrazione con una soluzione

20% HZSO -4% KCl-acetonitrile (2-20-178), una delipidizza-

4

zione con iso-ottano ed una ulteriore estrazione con cloro

formio.

L'estratto & purificato mediante cromatrografia su co-
lonna di gel di silice e le aflatossine sono eluite con
cloroformio-metanolo (97+3). Il residuo finale & analizza-
to mediante cromatografia su strato sottile (TLC) e le a-
flatossine dosate per confronto visivo con standard di con
centrazione nota o per densitometria oppure mediante croma

tografia liquida (HPLC}.
Questo metodo analitico pud essere utilizzato per i
mangimi semplici e composti.

I1 limite di sensibilita dipende dal tipo di alimento:

con la TLC bidimensionale & di circa 2 p.p.b. ( ug/kg).

MATERIALI

1. Agitatore meccanico
2. Evaporatore rotante a pressione ridotta
3. Colonne cromatografiche 2,2x40 cm con rubinetto in te-

flon




10.
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. Piastre per cromatografia su strato sottile gel di sili

ce 60, senza indicatore di fluorescenza, con spessore
dello strato di 0,25 mm; dimensioni 20x207cm (Merck art.
5721) o 20x10 cm (Merck art. 5626) o 10x10 cm (HPTLC,
Merck art. 5631)

. Lampade UV con luce a lunghezza d'onda di circa 366 nm

(Desaga o equivalente)

. Densitometro (eventualmente) (Camag TLC scanner)
. Microdepositore (Camag micro applicator)
. Camera di sviluppo lineare 10x10 cm (Camag art. 28510)

. Cromatografo liquido Perkin Elmer Series 3B con rivela-

tore fluorimetrico LS4

Colonne HPLC di acciaio 250x4,6 mm RP18, 10 micron.

REAGENT 1

a) Gel di silice 60 per cromatografia su colonna con granu

lometria di 0,663—0,200 mm (Merck art. 7734). Il gel di
silice deve essere attivato nel modo seguente: °~ lavare
prima con metanolo e poi con cloroformio, attivare a
105°C per 1 ora, aggiungere 1 ml di acqua/100 g, chiude
re ermeticamente, agitare e lasciare stabilizzare alme-

no un'ora prima dell'uso.

b) Soluzione di cloruro di potassio: 4 g/100 ml di acqua.
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c) Acido solforico 20%.

d) Acetonitrile per analisi e per HPLC.

e) Iso-ottano.

f) Cloroformio.

g) N-esano.

h) Soluzione cloroformio-metanolo 97+3 (v/v).
i) Sodio solfato anidré.

1) Soluzione standard in benzene-acetonitrile 98:2:

Aflatossine Bl’ G 1 ng/ul

L
Aflatossine B2, G2: 0,3 ng/ul
m) Soluzioni di sviluppo:
1. TEF (toluene-etile acetato-acido formico 120+60+20
v/v/v)

2. Cloroformio - acetone 9 + 1 (v/v)

3. Etere dietilico—metanolo—acqud 94+4,5+1,5 (v/v/v).

ESTRAZ IONE

Pesare 50 g di campione finemente macinato in una beu-
ta da 500 ml con tappo a smeriglio, aggiungere 200 ml di
soluzione 20% H2504—4% KCl-acetonitrile, agitare per 30 mi
nuti su agitatore meccanico o manualmente. Filtrare 1'e-
stratto con carta da filtro rapida. Trasferire esattamente

100 ml di filtrato (corrispondente a 25 g) in un imbuto
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separatore da 250 ml. Aggiungere 50 ml. di iso-ottano, agi
tare per 3 minuti ed eliminare la fase superiore (iso-otta
no). Ripetere 1'operazione almeno 2 volte; di piu se il
campione presenta molti pigmenti liposolubili. Aggiungere

all'estratto 25 ml di acqua e 50 ml di cloroformio e agita
re per 5 minuti. Lasciare separare le fasi (organica e ac-
quosa), recuperare in un pallone da 250 ml quella organica
(acetonitrile~cloroformio) e riestrarre con 30 ml di cloro
formio la fase acquosa. Unire le due fasi organiche ed eva
porare l'estratto quasi a secco . a pressione ridotta su ba

gnomaria a 40° C,

PURIF ICAZ IONE

Versare circa 30 ml di n-esano in colonna, aggiungere
5 g di sodio solfato anidro, 10 g di gel di silice imbibi-
to di n-esano, 15 g di sodio solfato anidro; dopo ogni pas
saggio, lavare le pareti con n-esano. Lasciare eluire il

solvente fino allo strato superiore di Na,SO,. Riprendere

274

l'estratto del campione con cloroformio (circa-3 ml per 3
volte) avendo cura di lavare il pil possibile il pallone e
lasciare eluire il solvente fino allo strato superiore di

NaZSO . Lavare la c¢olonna con 100 ml di n-esano e lascia-

4
re eluire il solvente fino allo strato superiore di NaZSOA'
9 Gl’ G2 con 150 ml di cloro-
formio-metanclo (97+30) e riprendere 1'eluato in un pallo-

Eluire le afl'atossine Bl’ B

ne da 250 ml. Portare a secco l'eluato sotto pressione ri-

dotta su bagnomaria a 40°C.
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CROMATOGRAFIA SU STRATO SOTTILE

Determinazione qualitativa

Riprendere 1'estratto con 1 ml di benzene-acetonitrile
(98+2) o 1 ml di cloroformio in un boccettino da penicilli
na (l'estratto finale corrisponde a 25 g di campione). De-
porre, con micropipetta o con-siringa,.sulla piastra a 2
cm dal bordo laterale e inferiore 10U 1 di miscela stan-
dard delle 4 aflatossine; a 2 cm dal suddetto punto depor-
re 10 yl di estratto del campione. Sviluppare in camera ver
ticale la piastra con TEF fino a 5 cm circa dal bordo supe
riore, asciugarla, osservarla sotto lampada U.V. e quanti-
ficare 1'eventuale presenza delle aflatossine nel campio-
ne facendo un confronto con 1'intensita di fluorescenza de
gli standards di riferimento. Le aflatossine Bl’ Bz, G1 e
G, presentanc rispettivamente fluorescenza blu e verde con

2
i seguenti Rf:

Aflatossina B1 0,31
Aflatossina B2 0,26
Aflatossina G1 0,23
Aflatossina G2 0,17

Se l'estratto finale del campione & molto pigmentato &

meglio ricorrere ad una cromatografia bidimensionale.

In questo caso si opera cosi:
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2° direzione

< =

Piastra 20x20 cm
.S S = standard afla-
éOSélne Bl’ B2,
- 0172
(10 ul)

C = campione (101 1)
. ] 1° direzione
S C

Solventi di sviluppo:
- 1° direzione: TEF

- 2° direzione: cloroformio-acetone 9+1

Determinazione quantitativa

Riprendere quantiativamente 1'estratto del campione con
cloroformio in un boccettino da penicillina e portarlo a
secco con azoto. Il campione viene poi diluito con quanti-
ta opportune di cloroformio o benzene-acetonitrile (98+ 2)

a seconda del presumibilé livello di aflatossine.

Si possono utilizzare anche piastre HPLC 10x10 cm: in
questo caso la deposizione dei campioni e degli standards

viene effettuata con microdepositore alla distanza di 0,5
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cm 1'uno dall'altro e dal bordo inferiore.

Solvente di sviluppo:TEF
Standard: 1; 1,25; 1,5;
1,75; 2 nl

Campione: 1 1

La piastra viene sviluppata con camera lineare fino a

5 cm dal bordo superiore {(circa a metd).

G, e G

B2’ 1 2

DENSITOMETRIA AFLATOSSINE Bl’

La determinazione viene effettuata alle seguenti condi

zioni operative:

~ lunghezza d'onda di eccitazione 360 nm (filtro o monocro
matore); lunghezza d'onda di emissione 400 nm (filtro
del tipo eut-off o filtro a interferenza a circa 440 nm

o monocromatore);

-~ velocitd di scansione 0,5 mm/sec; fessura 4x0,3 mm; am-

plificazione 3; sensibilita 12.
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L'analisi quantitativa viene effettuata, per ogni pia-
stra, riportando 1'area degli standard in funzione della
quantitid deposta e ricavando la miglior retta mediante re-

gressione lineare.

Nella figura 1 viene riportato il densitogramma di 5

standard di aflatossina B1 a livelli crescenti (1; 1,25;1,5;

1,75; 2 ng deposti) e di un campione di farina di estrazio
ne di arachide in cui risulta evidente la presenza di afla

tossina B1 e, in quantita inferiori, di B2, Gl’ GZ' Solven

té di sviluppo: 1.

Nella figura 2 & riportato il densitogramma di 5 stan-
dard delle 4 aflatossine a livelli crescenti (1; 1,25;1,5;
1,75; 2 ng di B, e G, e 0,3; 0,375; 0,45; 0,525; 0,6 ng di

1 1

B2 e G2) e di un campione di farina di arachide nel quale
& evidente la presenza delle aflatossine B1 e B2 e,in quan

titd inferiori, di G1 e GZ' Solvente di sviluppo: 1.

Nella figura 3 sono riportati i densitogrammi di due
standard di aflatossine depbsti e sviluppati con gli ele-
menti 3 e 1 su piastra TLC 20x20 di tipo tradizionale. Le
quantitad deposte sono di 5 ng per B1 e G1 e 1,5 ng per B2

e G2'
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045 30 45 &0°

AN S\

FIGURA 1 - Densitogramma di 5 standard di aflatossina B1 (1;
1,25;1,5;1,75;2 ng deposti) e di un campione  di
farina di estrazione di arachide contaminato. rer

le condizioni operative vedi il testo.
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d 15°30° 45" 60"
[ S B TR

FIGURA 2 - Densitogramma di S5standard delle aflatossine (1;
1,25; 1,5; 1,75; 2 ng di B, e G, e 0,3; 0,375;
0,45; 0,525; 0,6 ng di B, e G,) e di un campio-
ne di farina di estrazione di“arachide contamina
to. Per le condizioni operative vedi il testo.
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XX Y X

EtOEt % TOLUENE 6
MeOH 45 ETILE ACET. 3
H,0 i5 AC.FORMICO 4

' .

FIGURA 3 - Densitogrammi di 2 standard di aflatossine (5 ng
di B, e G e 1,5 ng di 82 e G,)} su piastra TLC
tradizionale 20x20 cm. Per le condizioni

overa-
tive vedi il testo.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA EFFICIENZA (HLPC) DELLE

AFLATOSSINE Bl’ BZ’ Gl’ G2

La determinazione viene: effettuata in fase 1inversa
con una colonna C18 250x4,6 mm, granulometria 10u, utiliz-
zando una miscela acqua-acetonitrile (72+28) con eluizione
isocratica, oppure con gradiente lineare da 20 a 50% di a-
cetonitrile in 12'. Flusso 1,5 ml/minuto.

I1 rivelatore fluorimetrico va posizionato ad una
lunghezza d'onda di eccitazione di 365 nm (slit 10 nm) e

di emissione di 440 nm (slit 20 nm), fixed scale 5.

Nelle miscele acqua-acetonitrile, la fluorescenza del-

le aflatossine B1 e G, @ molto debole; per ovviare a «¢id,

1 .
& pratica ormai diffusa effettuare la derivatizzazione ri-

spettivamente a B2a e G2a con acido trifluorcacetico(TFA};

— prelevare una aliquota dell'estratto finale in cloro-
formio o benzene-acetonitrile e porla in un matraccino ta-
rato da 1 ml provvisto di tappo in vetro; portare a secco
su bagnomaria in corrente d'azoto; con una siringa preleva
re 100p 1l di acido TFA e iniettarli nel matraccino, agita-
re.su mixer e lasciare al buio per 15', quindi portare a
volume con la miscela eluente; filtrare la soluzione con
filtri Millipore FHLP 0,5 ym e iniettare una aliquota del
l'estratto {(1-10 ul);

- prelevare un'aliquota di soluzione standard delle quat

tro aflatossine e procedere in maniera analoga; dopo deri-
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vatizzazione, diluire in modo da avere concentrazioni di

0,1 ng/ul di B e G2a e 0,03 ng/ul di B2 e G,.

Za 2
In figura 4 & riportato il cromatogramma ottenibile 1i-
niettando 1ul di soluzione standard, utilizzando il gra-—

diente sopra descritto.

In figura 5 e figura 6 sono riportati i cromatogrammi
dell'estratto di un campione di farina di estrazione di a-
rachide prima e dopo derivatizzazione; nel primo sono rile

vabili solo le aflatossine G2 e B mentre nel secondo (ol

2’
tenuto iniettando un volume tre volte inferiore) compaiono

anche i picchi di G e B

2a 94’ corrispondenti a B2 e G,.

2
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J

0 1 £ 3 & 5 6 ¥ & 3 0 # 120 & &

FIGURA 4 - Crom&togramma di-una standard di aflatossine
trattato con TFA (0,1 ng di B, e G2a’ $,03 ng

di‘B2 e G,). Per le condizionf® operative ve-
di il testo.
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CAMPIONE ARACHIDE B.

FIGURA 5 - Cromatogramma di un campione di farina di estra
zione di arachide naturalmente contaminato. Per
le condizioni operative vedi il testo.
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CAMPIONE  ARACHIDE
TRATTATO con TFA

I

B,
be

A i r A A A " » ' i

64'::455;:540«4,4;10

FIGURA 6 - Cromatogramma di un campione di farina di estra
zione di arachide dopo trattamento con TFA. Per
le condizioni operative vedi il testo.
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METODO DI DETERMINAZ IONE DELL 'AFLATOSSINA M1 NEL LATTE E
DERIVATI

La presente metodica per la determinazione dell'afla-
tossina Ml nel latte e latticini prevede un'estrazione con
cloroformio e soluzione satura di cloruro di sodio ed wuna
purificazione. su colonna di gel di silice. L'aflatossina M1
¢ infine determinata mediante HPLC. Le prove di rechpe—
ro dell'aflatossina M1 aggiunta al latte sono risultate me
diamente pari all'80%, mentre per i formaggi il risultato

¢ variabile a seconda del tipo, in particolare in relazio-

ne al contenuto in grasso.

Il limite di sensibilita del metodo & di 3 ng/kg (p.
p.-t.).

LATTE

Materiali

1. Evaporatore rotante
2. Filtri Whatman 2V o SS No. 593 (diametro 24 cm)

3. Colonne cromatografiche 1x40 cm con rubinetto in teflon

Reagenti

a) Soluzione satura di cloruro di sodio

b) Cloroformio
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c¢) Toluene - Acido acetico 9+1 (v/v)

d) n-esano

e) n-esano-etere etilico anidro-acetonitrile 6+3+1 (v/v/v)

f) Cloroformio-acetone 4+1 {(v/v)

g) Gel di silice 60 per cromatografia su colonna con granu
lometria 0,063-0,200 mm. 11 gel di silice deve essere
attivato nel modo seguente: lavare con metanolo e poi
con cloroformio, attivare a 105°C per un'ora, aggiunge-
re 1 ml di acqua/100 g, chiudere ermeticamente, agitare

e lasciare stabilizzare almeno per un'ora prima dell 'u-
P

50

h) Cleoruro di metilene.

Estrazione

Mettere 50 ml di latte in un imbuto separatore da 250
ml, aggiungere 10 ml di soluzione satura di cloruro di so-
dio, 120 ml di cloroformio scaldato alla temperatura di
circa 37°C e agitare lentamente per 3 minuti. Filtrare 1la
fase cloroformica inferiore in un cilindro graduato da 100
ml e segnare il volume. Versare il filtrato in un pallo-
ne da 250 ml e portare a secco con evaporatore rotante sot

to pressione ridotta su bagnomaria a 40°C.

Purificazione

Versare circa 10 ml di cloruro di metilene in colonna,
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aggiungere 2 g di sodio solfato anidro, 2 g di gel di sili
ce imbibito di cloruro di metilene e 2 g di sodio solfato
anidro. Dopo ogni passaggio lavare bene le pareti con clo-
ruro di metilene. Lasciare eluire il seolvente fino allo
strato superiore di NaZSO4 (la colonna non deve mai andare

a secco!). Recuperare 1'estratto del campione con <cloruro

di metilene (3 ml x 3 volte) e metterlo in colonna.

Fare eluire e lavare la colonna con:
- 25 ml di toluene-ac. acetico 9+1
- 25 ml di n-esano

- 25 ml di n-esano-etere etilico-acetonitrile 6+3+1

Eluire nel pallone da 250 ml 1'aflatossina M1 con 40
ml di cloroformio-acetone 4+1. Evaporare 1'eluato sotto
pressione ridotta su bagnomaria a 40°C. Riprendere quanti
tativamente 1'estratto con cloroformio in un boccettino da
penicillina e portare a secco con azoto. Recuperare di nuo
vo 1'estratto con cloroformio in micro-capsula e riporta-
re a secco con azoto. 5Su quest'ultimo estratto si opera la

determinazione dell 'aflatossina M1 mediante HPLC oppure HP

TLC.
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FORMAGG 1

Estrazione

Pesare 50 g di formaggio in un contenitore di plastica
da 500 ml, aggiungere 2,5 ml di soluzione satura di cloru-
ro di sodio e 100 ml di cloroformio. Agitare su agitatore
meccanico per 30'. Filtrare in un cilindro graduato da 100
ml e notare il volume. Versare il filtrato in un pallone
da 250 ml e ripetere l'estrazione con altri 80 ml di cloro
formio. Unire le fasi cloroformiche ed evaporare sotto pres
sione ridotta su bagnomaria a 40°C (il campione non va a
secco, poiché rimane il residuo grasso). Riprendere il re-
siduo con. 60 ml di acetone e 40 ml di acqua e versare il
tutto in un imbuto separatore da 250 ml. Lavare il pallone
con 40 ml di etere di petrolio 40°-70° e travasare nell'im
buto separatore. Agitare 1'imbuto per 20 secondi ed elimi-
nare l'estratto etereo.

Ripetere 1'operazione con altri 20 ml di etere di pe-
trolio. Estrarre 1'aflatossina Ml dalla fase acetonica con
20 ml di cloroformio la prima volta e con 20 ml di cloro-
formio-acetone 1+1 la seconda, agitando per 1 minuto. Riu
nire le fasi cloroformiche e portare a secco con evapora-
tore rotante sotto pressione ridotta su bagnomaria a 40°C.
S5i procede poi in modo analogo a quanto descritto per i

campioni di latte.
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CROMATOGRAFIA SU STRATO SOTTILE

In questo caso si utilizzano piastre HPTLC 10 x 10 cm.
predisposte per una cromatografia bidimensionale secondo

lo schema seguente:

2° direzione

—
’ ’ !S )S rS =
S5 . 51511513325,
S,. standard
Sy Aflatossina M1
2“' [0,5 ng/ul] da 1 a
Se
10 y1 a seconda del
presumibile livello
di contaminazione
é é‘ ]\1° d?re—
zione
313 !‘[,
cm. cm.

‘S1" recupera 1'estratto finale con 80yl di cloroformio
e se ne depongono 20 ul con micropipetta o con siringa(pun

to C).

Sviluppare la piastra con la seguente coppia di eluen-
ti:
- 1° direzione: cloroformio-acetone-isopropanoclo (85:10:5)

- 2° direzione: etere etilico-metanolo-acqua (94:4,5:1,5)

Osservare la piastra sotto luce U.V. a 360 nm, rilevan

do, in corrispondenza degli standard, 1'eventuale presenza
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della macchia blu della aflatossina M,. Per una stima visi

1
va, confrontare 1'intensitad della macchia con quella degli

standard.

DENSITOMETRIA AFLATOSSINA M

1
Le condizioni operative sono le stesse gia descritte
per le aflatossine Bl’ BZ’ G1 e G2, tranne che & necessa-

ria una maggiore amplificazione del segnale.

Nella figura. 7 viene riportato il densitogramma di 4
standard di aflatossine M1 a livelli crescenti (0,5; 1;1,5;
2,5 ng deposti) e di due campioni di formaggio grana, nei
quali risulta evidente la presenza di aflatossina M1 ai 1li.

velli indicati in figura.

I solventi di sviluppo sono quelli gia menzionati per

per 1'HPTLC.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA EFFICIENZA (HPLC) DELLA
AFLATOSSINA M

1

Per la determinazione qualitativa e quantitativa della
aflatossina M1 & assai consigliabile 1'uso della cromato-
grafia liquida.

la determinazione & stata effettuata in fase inversa

con una colonna C 18, 250x4,6 mm., granulometria 10 y , u-
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FIGURA 7 - Densitogramma di 4 standard di aflatossina Ml
(0,5; 1; 1,5; 2,5 ng deposti) e di due campioni
di formaggio grana contaminati. Per le condizio
ni operative vedi il testo.
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tilizzando una miscela acqua-acetonitrile (72:28) con elui

zione isocratica; flusso 1,5 ml/minuto.

11 rivelatore fluorimetrico & stato posizionato ad una
lunghezza d'onda di eccitazione di 365 nm (slit 10 nm} e

di emissione di 440 nm (slit 20 nm), fixed scale 30.

L'estratto secco finale viene ripreso con 100 microli-
tri di metanolo e agitato su mixer per 20"; vengono iniet-

tati 1-5 microlitri.

In figura 8 & riportato il cromatogramma di uno stan-
dard di aflatossina M1 {0,1 ng); il tempo di ritenzione del
picco della tossina & di circa 7,8 minuti. Anche per 1'a-
flatossina M, & possibile la derivatizzazione a M

1 2a
sto caso 1'estratto secco verrd trattato in una provettina

:in gque

di vetro, munita di tappo in vetro, con 100 pl di acido
TFA; agitare su mixer e lasciare al buio per 15', quindi
ripeoertare a secco in corrente d'azoto, riprendere con un

oppertune volume di metanclo e iniettare.

In figura 9 viene riportato il cromatogramma di uno
standard di Ml trasformato in M2a come sopra descritto; il
picco ha un tempo di ritenzione di circa 3,5 minuti. La
M ha una fluorescenza tre volte maggiore rispetto alla

2a

Ml. L'esecuzione di questo test & consigliabile ogni qual-

volta si voglia confermare la presenza dell'aflatossina Ml'

In figura 10 & riportato il cromatogramma di un campio

ne di latte naturalmente contaminato (51 p.p.t.).



- 198 -

AFLATOSSINA M, O m

FIGURA 8 - Cromatogramma di uno standard di aflatossina M
(0,1 ng iniettati). Per le condizioni operati-
ve vedi il testo.
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FIGURA S - Cromatogramma di uno standard di aflatossina M
(0,075 ng) trasformato in i a mediante TFA.
Per le condizioni operative vedi il testo.

1
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FIGURA 10 - Cromatogramma di un campione di latte natural-
mente contaminato (51 p.p.t.}. Per le condizio
ni operative vedi il testo.
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In figura 11 & riportato il cromatogramma di un campio
ne di latte in cui & assente l'aflatossina Ml’ mentre in
figura 12 & riportato il cromatogramma dello stesso latte
artificialmente contaminato con 100 p.p.t. di aflatossina;

il recupero & calcolato attorno all'80%.

Per la determinazione quantitativa, iniettare quantita
note di standard e da queste ricavare - mediante regressio
" ne lineare - una curva, riportando le altezze (o le aree)

in funzione della gquantita iniettata.
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LATTE

FIGURA 11 - Cromatogramma di un campione di latte non con-
' taminato. Per le condizioni operative vedi il
testo.
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FIGURA 12 - Cromatogramma di un campione di latte artifi-

cialménte contaminato con 100 p.p.t. di aflatos

sina Ml' Per le condizioni operative vedi il te
s5to.
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