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UNO STRUMENTO UTILE PER QUALIFICARE LA GRANELLA

Mais, analisi delle aflatossine
con la Regola del cinque

di Cristiano Concaro,
Davide Di Benedetto,
Roberto Capurro

a filiera italiana del mais ha
subito, in particolare nell'ul-
timo decennio, profondi mu-
tamenti lungo tutto il suo
percorso. Tali cambiamenti hanno ri-
guardato, in misura importante, il calo
delle superfici investite e, conseguen-
temente, le dinamiche riguardanti i
flussi di mercato di questo cereale.

Il cambiamento climatico, la grande
variabilita degli ambienti di coltivazio-
ne, i limiti stringenti della normativa
riguardante i tenori massimi di alcu-
ni contaminati nei prodotti alimentari
(regolamento CE 1881/2006), assieme
a una frammentazione tipica del no-
stro tessuto agricolo, hanno alquanto
condizionato le scelte a tutti i livelli
della filiera.

Parallelamente, la presenza di una
normativa inerente al campionamen-
to e all’analisi per il controllo ufficiale
dei tenori di micotossine nei prodotti
alimentari (regolamento CE 401/2006),
necessariamente articolata e quan-
to mai complessa, ha rappresentato
un ulteriore ostacolo nel percorso di
una qualificazione della merce, certa
e condivisa.

Ritenendo il regolamento CE
401/2006 di difficile applicazione nel-
la gran parte delle realta operanti lun-
go la filiera maidicola italiana e nell'in-
tento di armonizzare un’'innumerevo-
le serie di metodi self-made che ogni
operatore ha dovuto necessariamente
adottare al proprio interno, abbiamo
deciso di creare un protocollo di cam-
pionamento e preparazione del cam-
pione che fosse rigoroso e, nel contem-
po, facilmente applicabile.

Questa necessita € figlia di una serie
di situazioni legate tanto agli aspet-
ti normativi quanto alle consuetudi-
ni, nonché alle prescrizioni operati-
ve, legate alla gestione del prodotto
«mais»; prima ancora, pero, a incidere
in maggior misura nella ricerca di una
procedura chiara e semplice e la natu-
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IN BREVE: La Regola del cinque € uno strumento
di qualificazione del mais, relativamente al parame-
tro aflatossine, di facile ed efficiente applicazione

che, per unita di consegna fino a 30 T, prevede |l
prelievo di almeno 5 campioni elementari a formare un campione
finale di almeno 5 kg, integralmente macinato, dal quale preleva-
re almeno 5 aliquote per costituire il quantitativo da sottoporre ad
analisi. La sua applicazione permette di migliorare le criticita di un
sistema dli analisi complicato che prevede un campione di labora-
torio convenzionalmente costituito (0,5-1 kg) altamente insuffi-
ciente e certamente inadatto alla ricerca dell’aflatossina.

ra stessa del contaminante ricercato.
L’aflatossina B1, metabolita seconda-
rio di Aspergillus flavus e di Aspergillus
parasiticus (Campbell e White, 1995;
Wagacha e Muthomi, 2008), & caratte-
rizzata da un’estrema variabilita re-
lativamente alla sua distribuzione in
campo e, di conseguenza, all’interno
della massa da campionare. Tutto cio
ha un peso importante nella gestione,
e qualificazione, del prodotto in fase di
ricezione presso i centri di stoccaggio,
maggiormente trattandosi di mais da
sottoporre ad essiccazione. I tempi, gli
strumenti, la disponibilita di informa-
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zioni agronomiche sulla fase di cam-
po, assieme a questioni organizzative
ed economiche, fanno di questa fase
operativa uno snodo cruciale.

E bene, quindi, ricordare che, ai fi-
ni della corretta valutazione di una
partita di mais, I’analisi del contami-
nante fungino rappresenta solamen-
te I'ultimo passaggio; nel caso in cui
sia praticabile e nel tentativo di evita-
re errori insiti nella valutazione delle
aflatossine del mais, sarebbe opportu-
no adottare un iter che, partendo dal
monitoraggio in campo (Capurro et al.,
2012) e passando anche tramite 'osser-
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Questo studio articola il proprio percorso tra le seguenti
fasi:

® campionamento;

® osservazione;

® preparazione del quantitativo da saggiare;

@ analisi.

Gli step sopra citati vengono affrontati secondo un pro-
tocollo denominato, d’ora in poi, «<Regola dei cinque» (te-
si A1, B1), finalizzato a semplificare la normativa di riferi-
mento, mantenendone il rigore scientifico. Accanto a que-
sto, & stata strutturata una tesi parallela «testimone» (tesi
A2, B2), a scopo di confronto e validazione del metodo.
Operativamente, sono stati sottoposti alla sperimentazio-
ne due lotti di mais nazionale in granella (A e B), rappre-
sentati da cio che commercialmente si identifica, con mag-
gior frequenza, con l'unita di consegna, ovvero un autotre-
no da circa 30 tonnellate. In entrambi i casi, il lavoro si &
svolto come di seguito dettagliato.

CAMPIONAMENTO

Per ogni unita di consegna, fino a 30 t circa, costituire il
campione globale (CG) prelevando almeno 5 campioni
elementari (CE), distribuiti, nel modo piu rappresentativo
possibile, all'interno della massa. Da questo, previa omo-
geneizzazione della granella, costituire un campione fina-
le (CF) di almeno 5 kg, coincidente con il campione di la-
boratorio (CL).

OSSERVAZIONE

Dopo aver omogeneizzato la granella del campione globa-
le, effettuare almeno 5 osservazioni accurate alla lampada
di Wood (ad esempio Monitox 500 - Isoelectric), annotando
tutte le precise risultanze delle osservazioni. Questo con-
sente, una volta calibrato il metodo associando osserva-
zioni e risultati analitici, di avere un’idea preliminare dello
stato sanitario della granella.

PREPARAZIONE DEL QUANTITATIVO DA SAGGIARE
Per la preparazione del quantitativo da saggiare (QS), ma-
cinare integralmente i 5 kg del campione di laboratorio,
omogeneizzare accuratamente e prelevare la farina in
almeno 5 punti del campione, fino alla costituzione del
quantitativo previsto dallo standard analitico utilizzato.

ANALISI

Le analisi chimiche sono state svolte dal laboratorio Cadir
Lab, secondo la metodica interna accreditata identificata
con il codice MIP 55 R08 2020.

Nel caso dei due lotti in questione, A e B, si e operato se-
condo lo schema riportato in figura 1 (relativo al lotto A). Il
percorso della tesi Al, rappresenta il protocollo Regola del
cinque, mentre A2 ¢ la tesi di confronto. Stesso principio &
stato applicato al lotto B.

Limitatamente al lotto A, e stato effettuato il prelievo in 5
punti anche sui subcampioni da 0,5 kg della tesi A2, per la
costituzione del quantitativo da saggiare come indicato in
figura A; tutto cio al fine di valutare il peso di questo sin-
golo passaggio sulla distribuzione finale dei risultati ana-

rCom’é stata impostata la sperimentazione

1

FIGURA A - Diagramma sperimentale Regola
del cinque (A1) e tesi di confronto (A2)
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litici, rispetto al singolo prelievo. I dati ottenuti sono sta-
ti oggetto di valutazione per lo studio e la validazione del
protocollo.

Spunti importanti di riflessione sull'impostazione del
piano di campionamento sono altresi offerti da un inte-
ressante strumento, disponibile sul sito della Fao (Food
and agriculture organization delle Nazioni Unite), deno-
minato Mycotoxin Sampling Tool (Fao, 2014); questo per-
mette, inserendo differenti valori nei campi preimpo-
stati, di osservare la varianza associata a ogni scelta e,
ancor meglio, di confrontare diversi piani di campiona-
mento, visualizzandone i risultati nello stesso grafico. La
Fao definisce cosi, testualmente, il sopra citato strumen-
to: «Questo strumento di campionamento delle micotos-
sine fornisce supporto nell’analisi delle prestazioni dei
piani di campionamento e nella determinazione del pia-
no di campionamento delle micotossine piu appropriato
per ridurre al minimo il rischio di errata classificazione
dei lotti». °
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i analitici del contenuto di aflatossine (AFB1) nel mais nel ca
Campione Al Campioni A2 (10 x 0,5 kg) Media | Varianza | Dev. std
(5 kg) A2a | A2b | A2c | A2d | A2e | A2f | A2g | A2h | A2i | A2I | A2 A2 A2
AFB1 (1 prelievo) (ppb) - 019145 | 12 | 0 0 [019] 11| 5 | 15 | 20 11,2 335,29 18,31
AFB1 (5 prelievi) (ppb) 01 01367 | 21 |014]017 (023 | 13 | N 33|22 759 125,21 11,19

Il valore soglia delle aflatossine & di 5 ppb. - = rilievo non previsto
(") A1 = Regola del cinque; A2 = tesi di confronto testimone.

GRAFICO 1 - Analisi del contenuto di aflatossina B1 nel lotto A
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Nel grafico si pud notare l'estrema variabilita del contenuto di AFB1 nei campioni
da 0,5 kg (sia con 1 prelievo della farina sia con 5), condizionata in maggior misura
dal volume ridotto del campione finale stesso.

vazione del campione alla lampada di
Wood, aggiungesse informazioni ed
elementi utili alla piu chiara e sicu-
ra definizione del lotto in esame. Per
questo motivo, ed essendo ad ogni pas-
saggio associata una certa variabilita e
un conseguente margine d’errore, allo
schema di indagine classico «campio-
namento - preparazione del campione
- analisi» sarebbe consigliabile sosti-
tuire con «monitoraggio — campiona-
mento — osservazione — preparazione
del campione - analisi».

Piu nel dettaglio, la fase di monito-
raggio, che richiede un background
agronomico oltre che una buona espe-
rienza pratica, puo rivelare indicazio-
ni importanti inerenti alla sanita della
coltura e, di conseguenza, aggiungere
elementi essenziali alla valutazione
della partita.

Allo stesso modo, 'osservazione del
campione alla lampada di Wood, se
opportunamente impostata e calibra-
ta, associandola di volta in volta al
valore analitico, aggiunge un detta-
glio di grande importanza e utilita nel
percorso della corretta e piu rapida
qualificazione della merce.
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In sintesi, e vista la natura del con-
taminante ricercato, oltre che del sub-
strato, pi numerosi sono gli aspetti
approfonditi, maggiore ¢ la probabilita
di una corretta valutazione.

Il presente lavoro, esaminando sia
le criticita legate alla micotossina
oggetto di ricerca che del substrato
«mais», oltre che le peculiarita del si-
stema commerciale, si pone 'ambizio-
so obiettivo di sviluppare un proto-
collo che, unendo rigore e semplicita,
possa costituire una base operativa
su cui lavorare, a beneficio dell’inte-
ro comparto e della coltivazione del
mais nazionale.

Risultati
sui due campioni testati

Dal confronto delle analisi chimi-
che effettuate sui due campioni testa-
ti, seppur limitandoci all’'osservazione
della riga corrispondente alla metodica
con «1 prelievo» (all'interno delle tesi
A2 e B2), si evince quanto i due lotti
fossero significativamente differenti.
Considerando il valore soglia di 5 ppb,
nel caso del lotto A, i valori analitici dei

10 subcampioni appartenenti alla tesi
A2 oscillano entro un intervallo mol-
to ampio, che ricopre tutte le catego-
rie commerciali in cui puo ricadere la
granella di mais. Invece, analizzando
la tesi B2, si pud notare una variabilita
minima degli esiti, comunque ampia-
mente compresa entro i 5 ppb.

La variabilita riscontrata nel lotto A,
ben evidente nel grafico 1, rappresenta
di fatto una casistica molto frequente
nell’'ampio panorama della maiscol-
tura nazionale; in alcune zone clima-
tiche piu che in altre, il microclima di
campo e la disomogeneita degli am-
bienti di coltivazione amplificano la
distribuzione cosiddetta «a macchia
di leopardo» del metabolita fungino,
creando svariate difficolta nel percorso
di qualificazione dei lotti in questione.

Nel caso del lotto B, vista la minima
variabilita riscontrata anche a livello
di subcampioni, l'influenza della pro-
cedura utilizzata in fase di campiona-
mento e preparazione del campione
risulta quasi ininfluente ai fini della
corretta qualificazione della partita in
esame. Di tale uniformita si ha confer-
ma anche osservando il grafico 2.

In dipendenza di tutte le questio-
ni sopra enunciate, legate alla natu-
ra del metabolita, alla matrice e alla
variabilita degli ambienti colturali, la
distribuzione dei numeri piu frequen-
temente rappresentata e assimilabile
a quella del lotto A.

In futuro, al fine di approfondire ul-
teriormente il presente lavoro, sarebbe

e
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TABELLA2 - Risultati analitici del contenuto di aflatossine (AFB1) nel mais nel campione B ()
Campione B1 Campioni B2 (10 x 0,5 kg) Media |Varianza | Dev. std.
(5 kg) B2a | B2b | B2c | B2d | B2e | B2f | B2g | B2h | B2i | B2l | B2 B2 B2
AFB1 (1 prelievo) (ppb) - 0 0 0 |16]| O 0 |17 1]011(033| 037 0,46 0,68
AFB1 (5 prelievi) (ppb) 0,3 - - | - - - - - | - - - - -

Il valore soglia delle aflatossine & di 5 ppb. - = rilievo non previsto
(") B1 = Regola del cinque; B2 = tesi di confronto testimone.

GRAFICO 2 - Analisi del contenuto di aflatossina B1 nel lotto B
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In questo caso, vista 'omogeneita del lotto, I'influenza dei parametri in
osservazione (volume campione finale e numero di prelievi) sulla variabilita dei

risultati, si riduce significativamente.

utile effettuare un numero maggiore di
rilievi sul campione di riferimento del
protocollo (5 kg) e sottoporre gli esiti
ad analisi statistica.

Uno strumento fruibile
dalla filiera mais

Il lavoro sperimentale svolto si pone
I'obiettivo di imbastire un protocollo
e stimolare riflessioni, relativamente
alla fase piu delicata nel percorso di
qualificazione della granella di mais,
per il parametro aflatossine, ovvero il

campionamento e la preparazione del
campione.

Consci che la fase di prelievo e for-
mazione del campione sia gia ben de-
finita scientificamente, ma altrettanto
consapevoli del fatto che buona parte
degli operatori cerchi di snellire una
metodica di difficile attuazione, si &
cercato di costituire una procedura
che, basandosi sulle peculiarita di
matrice e analita ricercato, riduces-
se al minimo il margine di errore.

Dimensione del campione globale,
quantitativo macinato e numero di
prelievi a costituire il quantitativo da
saggiare devono necessariamente ri-
spettare le peculiarita sopra eviden-
ziate.

La dimensioni delle cariossidi di
mais e il peso 1.000 semi rendono
il campione di laboratorio conven-
zionalmente costituito (0,5-1 kg) al-
tamente insufficiente e certamente
inadatto alla ricerca dell’aflatossina
B1; questo amplificato dalla natura e
distribuzione del metabolita fungino
e complicato da limiti di legge molto
bassi in valore assoluto.

Lo schema trattato nel presente la-
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voro si propone, operando su quan-
to esposto, di migliorare le criticita
di un sistema comunque complicato,
ponendo I’accento sulla necessita di
disporre di uno strumento semplice,
realmente fruibile a tutti i livelli del-
la filiera.

Ben sapendo che nessun passaggio
del percorso di valutazione del cereale
possa ritenersi esente da errore, cer-
tamente compresa la fase di analisi
(rispetto dei tempi, conservazione dei
materiali, formazione del personale), si
vuole ricordare 'importanza di unire
piu elementi di valutazione al fine di
raggiungere il risultato il piu veritiero
possibile: il monitoraggio in campo e
l'osservazione alla lampada, se corret-
tamente eseguiti, uniscono anch’essi
elementi di assoluto rilievo al quadro
valutativo.

Lontani dalla pretesa di aver trovato
una soluzione univoca, ma con l'inten-
to di indurre ragionamenti e incorag-
giare contributi funzionali al migliora-
mento della filiera maidicola naziona-
le, riteniamo importante continuare a
lavorare, con buon senso e condivisio-
ne, per il progresso e lo sviluppo di un
settore ancora strategico per la nostra
agricoltura.

Cristiano Concaro

Davide Di Benedetto

Concaro s11 - Cornale e Bastida (Pavia)
Roberto Capurro

Sata stl - Quargnento (Alessandria)
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