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Micotossine: il campione giusto
permette analisi precise

Le micotossine sono distribuite in modo estremamente eterogeneo
in una derrata alimentare, quindi é fondamentale prelevare il campione
in modo rappresentativo. Il procedimento richiede molta attenzione,
in quanto errate procedure di campionamento hanno un forte effetto
sull’attendibilita della presenza di micotossine nei prodotti alimentari

di Carlo Brera,
Barbara De Santis

a contaminazione da micotos-
sine negli alimenti e mangimi ¢
riconosciuta sia in ambito scien-
tifico sia legislativo come prio-
ritaria in termini di sicurezza alimenta-
re. Ai fini della tutela della salute pub-
blica, il tenore dei contaminanti negli
alimenti ¢ mantenuto a livelli tollerabili
sul piano tossicologico dai limiti massi-
mi che vengono definiti dalla Commis-
sione europea.
Le autorita competenti, nell’ambi-
to delle attivita ufficiali di controllo in
materia di alimenti, garantiscono ’at-

tendibilita dei controlli delle conformi-
ta ai tenori massimi, adottando regola-
menti specifici riguardanti le modalita
di campionamento anche per assicurare
che in tutta la Comunita siano adottati
gli stessi criteri.

E di fondamentale importanza rileva-
re che senza l'applicazione di opportu-
ni piani di campionamento ¢ altamente
probabile incorrere in errate valutazioni
non solo nell'ambito del controllo ufficia-
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e Scarsa omogeneizzazione al momento
della formazione dei sottocampioni

e Scarsa omogeneita nella granulometria
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le, dove le ricadute hanno implicazioni di
ordine legale-amministrativo, ma anche
nell’'ambito della sorveglianza sanitaria,
dove i dati devono riflettere il livello di
protezione della salute umana, animale
e dell’'ambiente.

Limportanza dei piani
di campionamento

La necessita di adottare piani di cam-
pionamento ad hoc nasce dalla natura
estremamente eterogenea della contami-
nazione delle micotossine in una derrata
alimentare, che obbliga a osservare, al-
’atto del prelievo del campione, una se-
rie di procedure tese a garantire la rap-
presentativita dell’intero lotto, caratte-
ristica principale e indispensabile che
un campione globale, prelevato da una
massa, deve possedere.

La rappresentativita ¢ necessaria per
assicurare che le informazioni relative
alla distribuzione delle micotossine, e ai
livelli di contaminazione delle stesse nei
lotti sia di piccole sia di grandi dimen-
sioni, siano mantenute in modo accurato
nel campione globale prelevato.
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Foto 1 - Raccolta dei campioni
incrementali durante
un campionamento dinamico

Tipologie di campionamento

Esistono diverse tipologie di campio-
namento: di tipo casuale, sistematico, a
grappolo e stratificato, di carattere pro-
babilistico e non probabilistico.

Con il presupposto che ogni campione
elementare debba avere la stessa proba-
bilita di essere scelto, per le micotossine
la tipologia di campionamento pil ido-
nea ¢ quella di tipo casuale.

Inoltre in funzione della natura del

materiale e delle modalita di stoccaggio
si possono avere campionamenti statici
o dinamici (foto I e 2).
Campionamento statico. Il cam-
pionamento statico prevede prelievi in
punti diversi di una massa, costituente
il lotto/partita, stoccata in sacchi o con-
tainer con l'ausilio di opportune son-
de (foto 3).
Campionamento dinamico. Il
campionamento dinamico, invece,
prevede prelievi a tempi diversi di una
massa in movimento (prelievo manuale
0 con campionatori automatici dei cam-
pioni elementari dalla massa che scorre
su nastri trasportatori (foto 4).

Per le micotossine, il campionamen-
to dinamico ¢ senzaltro quello che of-
fre le maggiori garanzie di praticabilita,
assicurando che le operazioni di cam-
pionamento siano sempre condotte in
condizioni idonee per la sicurezza degli
operatori e tengano anche conto della
protezione del campione da contami-
nazioni esterne.

Per una corretta applicazione della
procedura di campionamento di una
partita, deve essere effettuato il prelievo
di un numero di campioni elementari
diversificato a seconda della dimensio-
ne del lotto. Tali campioni elementari,
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prelevati casualmente in punti diversi
del lotto, devono successivamente esse-
re riuniti per formare un campione glo-
bale, la cui analisi fornira le informazio-
ni relative allo stato di contaminazione
dell’intero lotto.

In questo processo di trasferimento
delle informazioni ¢ insito un errore che
deve essere ridotto al minimo non solo
attraverso la corretta applicazione delle
procedure di campionamento, ma anche
attraverso il coinvolgimento e 'addestra-
mento del personale preposto.

Lerrore totale, associato a tutte le varie
fasi della «filiera analitica» corrisponde
alla somma dei singoli contributi di cia-
scuna fase (campionamento, preparazio-
ne del campione e analisi).

Studi effettuati su basi statistiche
(Whitaker, 2003) hanno evidenziato
che per una sostanza o materiale ete-
rogeneamente distribuiti in una derrata
alimentare, come nel caso
delle micotossine, ’erro-
re attribuibile al campio-
namento, misurato come
varianza, da, nella stima
dell’errore totale, un con-
tributo di gran lunga su-
periore a quello riferibile
agli altri stadi della filie-
ra analitica, vale a dire la
preparazione del campione
e l’'analisi. Nella tabella 1
viene riportato il contri-
buto percentuale alla va-
rianza totale associata al-
la misura della contami-
nazione da aflatossina Bl
nelle arachidi sgusciate
(Whitaker, 2003).

Si puo notare che il con-
tributo maggiore alla va-
rianza totale ¢ dato comun-

que dalla fase di campionamento (5 kg
contro 20 kg) e che, in valore assoluto, la
varianza che deriva dal campione di di-
mensioni pill piccole & maggiore di quella
che deriva dal campione di dimensioni
piu grandi (20 kg), confermando quan-
to indicato in precedenza, vale a dire che
maggiore ¢ il grado di rappresentativita
del campione globale, minore & l’errore
associato alla misura.

Come preparare il campione

Nella preparazione del campione, que-
sto, dopo macinazione, € ridotto in pic-
cole parti granulari per unita di mas-
sa in funzione della tipologia di mulino
impiegato.

Dal momento che la concentrazione
delle micotossine ¢ disomogenea anche
tra le varie parti molite, analisi replica-
te sullo stesso campione possono variare

Foto 2 - Raccolta dei campioni incrementali con sonda,
nel corso di un campionamento statico

TABELLA 1 - Confronto fra le variabilita associate nelle varie fasi

di campionamento, preparazione del campione e analisi, in due diversi
casi di analisi di aflatossine in arachidi sgusciate

Fase analitica Varianza alla vafigrr]mtzrzlabtlcl)tt(z)ale %)
A) Campionamento: 5 kg 521,4 82
B) Preparazione del campione: macinazione di 250 g con AMS 59,2 9,4
C) Analisi in TLC 50,1 79
Totale (A + B + C) 630,7 100
A) Campionamento: 20 kg 130,4 74
B) Preparazione del campione: macinazione di 100 g con VCM 25,5 15
C) Analisi HPLC 20,1 1
Totale (A + B + C) 176,0 100

AMS: Agricultural Marketing Service, servizio di campionamento dell'Usda Subsampling Mill. VCM: Vertical Cutter Mixer.

Le principali fonti di errore in questa fase vanno attribuite a una scarsa omogeneita
della parte macinata e a una disomogeneita delle dimensioni delle parti granulari
della parte stessa da sottoporre all’analisi, oltre a un errato prelievo.
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Foto 3 - Operatore al campionamento
su un camion con l'ausilio di una sonda

significativamente nei valori di contami-
nazione evidenziando una scarsa preci-
sione nell’analisi quantitativa. La variabi-
lita derivante dalla macinazione del cam-
pione &, in assoluto, inferiore quando il
campione € macinato con strumenti che
producono particelle piu piccole (VCM,
Vertical Cutter Mixer contro AMS, Agri-
cultural Marketing Service, tabella I) an-
che quando l'aliquota macinata ha peso
inferiore (100 g rispetto a 250 g).

Le principali fonti di errore in questa fa-
se sono essenzialmente da attribuire a una
scarsa omogeneita della massa macinata
e a una disomogeneita delle dimensioni

.

Foto 4 - Lo slurry,
miscela di acqua

e campione macinato,
garantisce un elevato
grado di omogeneita
e minima probabilita
di errore analitico
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delle parti granulari della massa stessa da
sottoporre all’analisi e a un errato prelie-
vo dell’aliquota corrispondente.

Per ridurre la varianza associata alla
scarsa omogeneita delle parti granulari
dell’aliquota si puo effettuare una maci-
nazione pill fine sia a secco mediante ag-
giunta di acqua (tecnica di preparazione
dello slurry) (foto 4).

Lo slurry garantisce un elevato gra-
do di omogeneita e una consistente di-
minuzione della variabilita nella fase di
preparazione del campione come dimo-
strato dagli studi condotti da Spanjer et
al. (2006). Lerrore associato alla fase di
analisi quantitativa ¢ dato dalla somma-
toria di tutti i contributi associati a ogni
singolo passaggio analitico (estrazione
dalla matrice, filtrazione, diluizione, pu-
rificazione e quantificazione).

La variabilita analitica puo essere ri-
dotta aumentando il numero di aliquo-
te replicate analizzate, utilizzando stru-
mentazione tecnologicamente avanzata
(in termini di varianza HPLC < TLC,
come indicato in tabella 1) e impiegan-
do personale qualificato.

Aspetti normativi

La Commissione europea riconoscendo
il ruolo cruciale del campionamento nella
valutazione della conformita delle derrate
alimentari alle micotossine, ha recente-
mente emanato due regolamenti quadro
relativi al campionamento delle micotos-
sine negli alimenti e nei mangimi: il rego-
lamento CE n. 401/2006 della Commissio-
ne del 23 febbraio 2006, relativo ai metodi
di campionamento e di analisi per il con-
trollo ufficiale dei tenori di micotossine
nei prodotti alimentari, e il recentissimo
regolamento CE n. 152/2009 della Com-
missione del 27 gennaio 2009, che fissa i

PREVENZIONE
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metodi di campionamento e di analisi per
i controlli ufficiali degli alimenti per gli
animali, regolamento che riprende inte-
gralmente il dm del 20 aprile 1978.

Le disposizioni generali di entrambi
i regolamenti prevedono l'applicazione
delle procedure in conformita con le di-
sposizioni del regolamento 882/2004 sul
controllo ufficiale, per cui solo i campio-
ni ottenuti seguendo le indicazioni dei
citati regolamenti si considerano rappre-
sentativi delle partite oggetto di control-
lo. Bisogna altresi considerare che nel re-
golamento 401/2006 laddove sussistano
difficolta oggettive tali da non consentire
leffettuazione delle procedure descritte
¢ previsto il ricorso ad altre tipologie di
campionamento, purché garantiscano la
massima rappresentativita.

Il campionamento ideale

Alla luce di quanto detto, si puo deli-
neare uno scenario ideale per il miglior
campionamento finalizzato all’analisi
delle micotossine.

Tale campionamento ideale dovreb-
be essere predisposto sulla matrice
non trasformata, possibilmente nella
fase del raccolto, dovrebbe predilige-
re, quando possibile, una modalita di
campionamento dinamico con prelievi
di campioni elementari in automatico,
predisporre la raccolta di un elevato
numero di campioni elementari calco-
lato in funzione della grandezza del lot-
to-partita e prevedere la macinazione
del sottocampione con mulini che ga-
rantiscano un particolato fine (20 mesh
0 0,75 mm) e 'omogeneizzazione per
mezzo della formazione dello slurry. A
ogni modo, ogni standardizzazione di
procedura di campionamento dovrebbe
mirare a ridurre la variabilita tenendo
conto delle esigenze in termini di costi
e fattibilita.

Poiché ogni fase ha costi differenzia-
ti, e importante pertanto ottimizzare gli
sforzi e le risorse per effettuare una cor-
retta valutazione del contenuto di mico-
tossine secondo piani di campionamento
rappresentativi. °
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