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L’ Igiene 
 

 ha come obiettivo la tutela e la 
  

promozione della salute umana 



La valutazione del rischio rappresenta la fase 

iniziale del complesso percorso noto come analisi 

del rischio.  

E’ proprio dalla accuratezza della valutazione 

del rischio che dipende l'appropriatezza di una 

serie di scelte per la gestione del rischio. 

Molte sono ancora le incertezze associate alla valutazione del rischio da 

esposizione a micotossine e in molti casi si è ancora ben lontani dal 

conoscere quale sia il reale effetto sulla salute dell'uomo e se si verifichi 

un’azione tossica sinergica. 



Valutare l’esposizione di una popolazione a micotossine mediante la stima 

della concentrazione delle stesse nel plasma e nelle urine permette di 

stabilire il livello di esposizione e il rischio correlato. 

Per questo scopo si rende più che mai necessario disporre di metodiche 

analitiche che consentano di determinare in maniera affidabile ed 

inequivocabile concentrazioni anche in traccia. 



La spettrometria di massa, accoppiata alla cromatografia liquida (LC-MS/MS), 

rappresenta, a tale proposito, la tecnica di elezione.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Questa tecnica è caratterizzata, infatti, da elevata sensibilità e specificità, 

consentendo la rilevazione di concentrazioni anche molto basse (ppt = ng/Kg o 

L) e l’identificazione non ambigua dell’analita in matrici complesse.  



La definizione di limiti massimi residuali (MRL) sempre più 

stringenti e cautelativi per il consumatore (Regolamento 

2377/90/CE), e la definizione di criteri di rendimento per i 

metodi analitici da impiegare nel controllo degli alimenti 

(Decisione 657/2002/CE), hanno contribuito notevolmente ad 

incrementare l’utilizzo di tale tecnica analitica nel campo della 

sicurezza alimentare e nei biomonitoraggi  al fine di perseguire  

il mantenimento della salute pubblica. 



Analita Ione 
progenitore 

Polarità Ioni figli 
scelti 

Capillary 
eV 

Breakdown 
energy eV 

Dwell time Rt 

OTA 402.8 - 165.5; 357.6 -70.000 +32.5/+15.0 0.100 8.47 

OTα 255.4 - 219.6; 201.1 -15.000 +23.5/+12.0 0.700 8.05 

Don 296.32354.9 
(+60) 

- 294.8; 354.9 -35.021 +8.0/+4.0 0.150 2.35 

Niv 310.7 - 190.6; 280.8 -62.330 +16.5/+7.5 0.150 2.68 

Zea 316.9 - 130.8; 174.6 -62.851 +27.0/+21.0 0.080 11.29 

Fumo B1 720.4 - 156.6; 720.4 -84.991 +26.0/+5.0 0.070 7.99 

Fumo B2 704.4 - 156.6; 704.4 -82.124 +24.0/+4.5 0.070 8.29 

Patulina 152.7 - 80.7; 108.6 -50.010 +11.5/+7.5 0.150 1.97 

Afla B1 313.0 + 241.0; 285.0 +85.000 +33.5/+20.5 0.070 7.83 

Afla B2 315.0 + 259.0; 287.0 +85.000 +27.0/+25.0 0.070 7.72 

Afla G1 329.0 + 329.0 +70.000 +24.5 0.070 7.61 

Afla G2 331.0 + 245.0; 284.6 +70.000 +30.0/+28.0 0.070 7.52 

Afla M1 329.1 + 228.9; 272.7  +50.006 +38.5/+19.0 0.070 7.50 

T2 467.0   + 274.9; 467.0 +70.000 +11.0/+12.0 0.150 11.17 

HT2 425.5 + 117.0; 175.4 +70.000 +34.38/+11.0 0.100 8.81 

Stiamo lavorando per determinare contestualmente anche i metaboliti : 
•  de-epoxydeoxynivalenol (DOM-1);  
•  alfa-zearalenol (α-ZOL)  
•  beta-zearalenol (β-ZOL)  
  



Percorso  seguito dagli 
ioni progenitori e dai 

loro ioni figli 
Infusione  

Frammentazione  

Determinazione masse 
molecolari  

Otα 



LC - MS – ESI – TQD  Varian 320 MS 



Fasi mobili: A =H2O (0,1 %  Acetic acid);  B = Metanolo (0,1 %  Acetic acid)  
 per ogni sito reattivo          + 60 m/z se reagisce stabilmente con gli analiti 







Analita Spiking level 
(μg/kg o ppb) 

Recupero 
urine % 

Recupero 
plasma % 

OTA 25 100.8 96.8 
OTα 28 98.9 99.0 
Don 250 99.2 93.0 
Niv 25 62.7 55.3 
Zea 25 96.0 93.0 

Fumo B1 25 99.0 94.0 
Fumo B2 25 97.0 95.1 
Patulina 50 100.3 97.0 
Afla B1 25 102.0 101.0 
Afla B2 25 93.7 89.7 
Afla G1 25 103.0 100.0 
Afla G2 25 100.0 98.8 
Afla M1 50 99.1 95.1 

T2 25 98.0   94.0   
HT2 50 59.9 95.5 

Analita Spiking level 
(μg/kg o ppb) 

LOD (μg/kg) urine  LOD (μg/kg) 
plasma  

OTA 25 0.1  0.3  

OTα 28 0.5  0.6  

Don 250 29  31  

Niv 25 3.0  3.2  

Zea 25 2.2  2.7  

Fumo B1 25 0.7  0.7  

Fumo B2 25 0.6  0.4  

Patulina 50 2.0  2.4  

Afla B1 25 0.5  0.9  

Afla B2 25 0.4  0.7  

Afla G1 25 0.7  1.1  

Afla G2 25 0.5  0.9  

Afla M1 50 1.5  1.8  

T2 25 0.5  1.2  

HT2 50 0.8  2.2  



I campioni di sangue e urine sono stati donati da volontari (tesisti, assegnisti, 
contrattisti, tra i 18 e i 40 anni) in ottimo stato di salute presso il Laboratorio di 
Igiene Ambientale e degli Alimenti (LIAA) del Dipartimento  G.F. Ingrassia. 

I campioni di sangue sono stati raccolti in provette con sodio-eparina e 
centrifugati; la componente plasmatica  è stata poi trasferita in provette sterili a  
-20°C fino alla fase di preparazione. 

I campioni di urina sono stati raccolti in Becker da 50 ml e conservati -20 °C. 



Per tenere conto della possibile presenza di metaboliti di fase II, in particolare 
glucuronidi o coniugati solfati, tutti i campioni di urine e plasma sono stati 
sottoposti a trattamento enzimatico con β-Gluc/ArylS;  

- 3ml di urina addizionati a 0,25 mL di buffer di idrolisi e 40 µL di  
   enzima;  
- 1 mL di plasma aggiunto a 0,1 mL di buffer di idrolisi e 10 µL di enzima.  
                    
                                           (vedi Munoz et al., 2010). 

Tutti i campioni sono stati mantenuti a 37°C per tutta la notte prima 
dell’estrazione liquido-liquido.  

I campioni sono stati miscelati con 5 ml di acqua 1% NaHCO3 ed è stato 
successivamente corretto il pH con acido fosforico 1M in un intervallo di pH tra 
3 e 4.  



 
I campioni sono stati estratti  con 3 ml di cloroformio/isopropanolo (97:3, v/v).  
 
La miscela è stata centrifugata a 4500 rpm per 15 min.  
 
In alcuni campioni di plasma, una seconda centrifugazione è stata richiesta per consentire 

una precipitazione completa dello strato di proteine. 
 
Lo strato superiore acquoso è stato aspirato con una pipetta pasteur e scartato, quindi 

esattamente tutto lo strato organico è stato trasferito in una nuova vial ed evaporato a 

secco sotto corrente di azoto.  
 
L'estratto è stato ricostituito in 500 µL di una soluzione di metanolo/acqua (1:1, v/v), e 

filtrata attraverso una filtro in teflon per siringa da 0,45µm (Supelco) prima dell'analisi in 

LC-MS.  

Dopo l’opportuna estrazione e purificazione, gli analiti sono stati separati 

cromatograficamente. 



Micotossina Plasma 1 Plasma 2 Plasma 3 Plasma 4 Plasma 5 Urina 1 Urina 2 Urina 3 Urina 4 Urina 5 

OTA <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 
OTα <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 
Don <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 
Niv <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 
Zea <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 

Fumo B1 <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 
Fumo B2 1.46 <LMR 0.35 <LMR 0.43 <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 
Patulina <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 
Afla B1 <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 0.30 <LMR <LMR <LMR <LMR 
Afla B2 <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 1.42 <LMR <LMR 
Afla G1 <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 
Afla G2 <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 
Afla M1 <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 

T2 <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 
HT2 <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR <LMR 

Probabile presenza in urina di 

concentrazioni non determinabili nel 

sangue. 



La determinazione degli analiti con una concentrazione < al minimo 

rilevabile sia in sangue che nelle urine dello stesso donatore ci conferma la 

progressiva diminuita esposizione a micotossine, ciò è giustificabile grazie 

alla imposizione di limiti più ristretti sulle matrici alimentari (Regolamento 

2377/90/CE) e alla imposizione della ricerca delle stesse con metodiche 

analitiche sempre più affidabili e capaci di rilevare micotossine in tracce 

(Decisione 657/2002/CE) . 

La determinazione degli analiti DON e NIV rimane ambigua, infatti il basso 

recupero ci fa pensare ad una trasformazione tra DON e NIV e viceversa, 

per cui riteniamo di non accettare in toto i risultati senza prima aggiungere 

nel metodo la rilevazione dei metaboliti del DON data la veloce 

metabolizzazione di questa micotossina. 



Il metodo è stato messo a punto tenendo in massima considerazione le 

specifiche  indicate dall’ISO-17025, poichè il LIAA è un Laboratorio che  

mantiene l’accreditamento già da diversi anni. 

I nostri minimi rilevabili (LMR) saranno verificati con l’adeguata analisi 

statistica effettuata su un congruo numero di campioni reali, poiché quelli 

attuali sono stati calcolati momentaneamente su matrici fortificate in 

laboratorio. 

monitoraggio 



Abbiamo già in corso un progetto approvato dal Comitato etico mirato ad 

una valutazione del rischio da micotossine nella popolazione umana e 

animale e negli alimenti e siamo nella fase di acquisizione dei campioni 

biologici umani (circa 200 urine e 200 campioni di sangue ad oggi), di 

campioni biologici animali e di alimenti (circa 300 campioni ad oggi).   

Con il metodo messo a punto contiamo di arrivare ad una stima reale 

dell’esposizione della popolazione a micotossine perché si tiene conto non 

solo delle micotossine libere ma anche di quelle chelate spesso non 

considerate con altri sistemi di misurazione. 
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