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INTRODUZIONE E SCOPO DELLA
TESI

La sicurezza e la salubrita dei prodotti di origine animale e degli alimenti
destinati all’'uomo rappresentano, insieme all’elevata qualita, le caratteristiche che
il consumatore ricerca e richiede ai produttori. Uno dei rischi principali per la
sicurezza alimentare ¢ rappresentato dalla contaminazione chimica dei prodotti
alimentari, che puo arrecare anche gravi danni alla salute umana. I contaminanti
chimici oggetto di questa tesi rientrano in tre famiglie distinte: Micotossine,
Insetticidi e Metalli.

In particolare, sono state ricercate Aflatossina B1 (AFB1) in farine di grano e di
mais destinate al consumo umano e Aflatossina M1 (AFM1) in latte biologico e
convenzionale acquistato in punti vendita italiani. Questa ricerca ¢ stata suggerita
dalla “Emergenza Micotossine” verificatasi nell’estate 2012.

Inoltre, mentre 1’Unione Europea stabilisce la necessita di controlli costanti di
diversi contaminanti negli alimenti al fine di garantire la sicurezza e di tutelare la
salute dei consumatori, in alcuni Paesi extraeuropei, meno attenzione ¢ rivolta a
queste problematiche. Abbiamo quindi ritenuto interessante determinare la
concentrazione di alcuni contaminanti in alimenti e matrici di origine animale
prelevati in Giordania, in collaborazione con il professore Khaled M. Al-Qudah
della facolta di Medicina Veterinaria della Jordan University of Science and
Technology (Irbid, Giordania) e con il dottor Giorgio Fedrizzi dell’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna “Bruno
Ubertini”. A tal fine, ¢ stata effettuata la ricerca di Ocratossina A (OTA) in plasma,
bile e reni di polli, di 13 metalli essenziali e non essenziali in tessuti di bovini e di

4 insetticidi neonicotinoidi di sintesi.




MICOTOSSINE




INTRODUZIONE

Le micotossine rappresentano un problema reale per la salute umana, diffuso a
livello mondiale, che viene pero spesso ignorato o sottovalutato dalla popolazione.
La pericolosita delle micotossine e il rischio legato alla loro assunzione sono
percepiti dai consumatori in misura minore rispetto a quelli legati ad altri
contaminanti come pesticidi, additivi ¢ metalli pesanti la cui pericolosita subisce
spesso una forte amplificazione da parte dei mass media (Galvano et al., 2005).
Anche alle sostanze geneticamente modificate (OGM) viene attribuito un elevato
rischio per la salute, anche se la loro pericolosita deve essere ad oggi ancora
chiarita. In realta le micotossine rappresentano un rischio maggiore rispetto ai
contaminanti di sintesi, ai pesticidi e agli additivi alimentari, in termini di
esposizione e severitd delle lesioni croniche (Kuiper-Goodman, 1999); dal
momento che esse provocano raramente intossicazioni acute O emergenze
sanitarie, vengono definite “hidden killers” (Galvano et al., 2005) ovvero “killer
nascosti” o “silenziosi”. La notevole attenzione del mondo scientifico prestata
negli ultimi anni conferma questa importanza: dal 1972 fino ai primi sei mesi del
2004 sono stati pubblicati su riviste scientifiche oltre 20.000 lavori (Piva et al.,
2004). La FAO (Food and Agriculture Organization) ha stimato che circa il 25%
del raccolto mondiale € contaminato, a vario livello, da micotossine; da cio
derivano perdite per svariati miliardi di dollari per tutti gli operatori della filiera
produttiva, comprese le perdite derivanti dal peggioramento dello stato sanitario
degli animali, dal conseguente maggior impiego di farmaci e dalla riduzione delle
performances produttive. Anche il mondo politico sta prestando sempre piu
attenzione in merito, infatti attualmente il 90% della popolazione mondiale ¢
soggetta a normative specifiche che impongo limiti massimi ammissibili delle
micotossine in varie derrate alimentari. Bisogna perd sottolineare che a volte
queste misure adottate dai vari Paesi, in particolar modo dalla Unione Europea,
risultano essere molto restrittive per il commercio e hanno quindi un forte impatto

negativo sull’economia di alcuni Paesi in via di sviluppo, esportatori di molti




prodotti alimentari. Ad esempio, il costo della regolamentazione europea delle
aflatossine ¢ stato riportato nel 2001 dall’allora segretario generale delle Nazioni
Unite, Kofi Annan, durante il suo discorso alla “Terza conferenza sui Paesi in via
di sviluppo” tenutosi a Bruxelles il 14 maggio: “A World Bank study has
calculated that this regulation costs Africa $750 million each year in exports of
cereals, dried fruit and nuts” (Annan, 2001).

Gli elevati costi sono quasi sicuramente da attribuire a una difficolta nel rispettare
1 limiti di legge previsti per le micotossine. Non rispettando questi limiti, 1 Paesi in
via di sviluppo non possono esportare i loro prodotti nell’Unione Europea,
perdendo milioni di dollari ogni anno. E quindi possibile affermare che esiste un
notevole divario tra quella che ¢ la percezione della popolazione e degli operatori
del settore in merito alle micotossine ma ¢ chiaro come la pericolosita e il rischio

legato alla loro assunzione sia sempre piu concreto.




LE MICOTOSSINE NELLA STORIA

I1 problema delle micotossine si puo dire che sia vecchio quanto I’agricoltura ma
solo di recente se ne ¢ presa veramente coscienza; la scoperta degli effetti negativi
sulla salute dell’'uomo causati dalle micotossine si ebbe all’inizio degli anni
sessanta ma si possono attribuire ad esse molte vicende del passato.

Effetti negativi dei funghi sulla salute come pestilenze, epidemie, allucinazioni,
etc. dell’ultimo millennio possono essere spiegati dalla contaminazione dei cibi ad
opera di muffe in particolari condizioni ambientali (Matossian, 1980).

E stata attribuita alle micotossine la responsabilita della decima piaga d’Egitto
descritta nell’Antico Testamento (1400 a.C.); infatti, la morte dei primogeniti
della popolazione egiziana sarebbe stata causata dalla contaminazione da parte di
micotossine presenti nei cereali. L’intossicazione sarebbe stata provocata da esse
direttamente con 1’assunzione del cibo contaminato o in seguito ad inalazione
delle stesse. In particolar modo si suppone che la morte dei primogeniti degli
egiziani dipendesse da una micotossicosi da inalazione di Stachybotris atra.

Le prime testimonianze di micotossicosi si riconducono al I secolo a.C.; Lucrezio
descrisse per la prima volta i sintomi di una malattia che chiamo “Ignis sacer”,
oggi conosciuto come ergotismo o anche come “Fuoco di Sant’ Antonio” o “Fuoco
Sacro”. Si tratta di un’intossicazione dovuta all’ingestione di ‘“‘segale cornuta”
che, infestata dal fungo Claviceps purpurea, contiene il principio attivo
ergotamina negli sclerozi (corpi fruttiferi simili a clavette o cornetti), che
conferiscono alla segale infestata la forma caratteristica dalla quale deriva il
nome. La malattia, spesso a decorso fatale, ¢ caratterizzata da bruciore
insopportabile, convulsioni, dolori molto forti alle estremita e vaste lesioni
cutanee e si manifesta in due forme entrambe derivanti dall’azione vasocostrittrice

dell’ergotamina.




La prima tipologia di manifestazione ¢ 1’ergotismo convulsivo, caratterizzato da
sintomi depressivi, nausea, vomito, diarrea, difficolta di respiro, disturbi visivi,
debolezza, parestesie, formicolio alle estremita, spasmi dolorosi della muscolatura
volontaria culminanti in convulsioni e coma; la seconda ¢ I’ergotismo gangrenoso,
caratterizzato da estremi disturbi della circolazione nei tessuti periferici che
portano alla necrosi degli stessi con conseguente gangrena delle estremita e dei
visceri interni.

In epoca Medievale sono state descritte diverse epidemie dovute al consumo di
cereali contaminati dal fungo, tanto che la malattia divenne endemica in tutta
I’Europa centrale e nei secoli successivi venne compresa fra le pestilenze. Inoltre,
le persistenti condizioni di malnutrizione legate ad alimenti di cattiva qualita
erano estremamente diffuse e le manifestazioni di tipo carenziale si
sovrapponevano ¢ si confondevano con gli effetti dell’ingestione di alimenti
contaminati da micotossine. L’analisi del succedersi delle epidemie a partire
dall’Alto Medioevo in relazione all’alternarsi delle condizioni climatiche, mostro
che la peste aveva provocato innumerevoli morti grazie anche alla presenza di
ulteriori fattori che indebolivano il sistema immunitario. Ad esempio frequenti
piogge, climi freddi e inadeguati processi di essiccazione dei raccolti facevano si
che gli alimenti a disposizione della popolazione fossero pochi e spesso
contaminati da muffe che quindi potevano veicolare micotossine (Matossian,
1980).

La situazione miglioro drasticamente all’aumentare della percentuale di frumento
nella dieta rispetto ad altri cereali e soprattutto alla segale, al miglioramento dei
sistemi di molitura e alle nuove tecniche di setacciamento della granella che
ridussero drasticamente il rischio di ergotismo in Europa.

A meta del XVII secolo alcuni medici inglesi trovarono una relazione tra la dieta a
base di segale e una serie di disturbi nervosi caratterizzati da convulsioni e
allucinazioni, che portavano a considerare le persone colpite indemoniate e, in
alcuni casi, a processarle con I’accusa di stregoneria.

Attualmente il rischio di ergotismo sembra essere limitato agli animali, e la

letteratura riporta 1’ultimo caso agli anni settanta (Galvano et al., 2005).



Nel XIX secolo in Italia si registrarono ingenti perdite umane dovute a una
concomitanza di pellagra e micotossicosi (causate da fumosine, acido
ciclopiazonico ed ergotamina presenti nei cereali mal conservati) e, nel 1883, il
Ministero dell’ Agricoltura proibi il consumo di mais ammuffito.

Gli effetti tossici delle aflatossine, sono stati descritti per la prima volta nel 1913,
anche se non si riusci a isolarle.

Tra il 1942 e il 1947 in alcuni villaggi rurali della Russia, in particolar modo a
Orenburg, si verificarono nell’'uomo numerosi casi di leucopenia tossica
alimentare, “Alimentary Toxic Aleukia” (ATA), conseguenti all’ingestione di
frumento e miglio o dei loro prodotti derivati contaminati da Fusarium
sporotrichoides e da Fusarium poae, in grado di produrre tricoteceni, in
particolare T-2, anche durante i1 primi geli.

L’ATA ¢ una micotossicosi spesso fatale caratterizzata da una sintomatologia
progressiva; inizialmente si presenta con nausea € vomito, seguiti da leucopenia,
agranulocitosi, angina necrotica, rash emorragico, sepsi, insufficienza del midollo
osseo, sanguinamento da naso, gola e gengive e febbre (Chilikin, 1947; Joffe,
1971). Nel 1943 il Ministero della Salute dell’Unione Sovietica descrisse I’ATA
indotta da una fusariotossina T-2 e tutti i cereali risultarono substrati pit 0 meno
contaminati o contaminabili (Piva et al., 2004).

Nel 1960 in Inghilterra si diffuse una malattia che provoco la morte di centomila
tacchini. La necroscopia evidenzid necrosi acuta al fegato e iperplasia del dotto
biliare. Poiché I’eziologia era sconosciuta, la malattia fu denominata “Turkey X
disease” e solo successivamente fu associata alle aflatossine B1 prodotte da
Aspergillus flavus e parasiticus che infestavano la farina di arachidi (Goldblatt,
1969; Tiecco, 2001). Questo caso rappresentava il primo approccio scientifico allo
studio delle micotossine.

Negli ultimi cinquanta anni la conoscenza e lo studio delle micotossine sono
aumentati ma rimangono ancora molti problemi irrisolti.

I primi casi in Italia di micotossicosi animale risalgono agli inizi degli anni
settanta quando, in Romagna, in alcuni allevamenti di tacchini si verificarono
ingenti perdite di animali che presentavano lesioni epatiche riconducibili

all’ingestione di micotossine (Aflatossina B)); in allevamenti di vitelloni nel Nord




Italia vennero riscontrati casi di necrosi della coda associati poi alla tossina T-2

(Piva, 2003).

Negli ultimi anni si € verificata una recrudescenza delle malattie provocate da
micotossine a causa dei cambiamenti delle condizioni ambientali. In particolare,
rapide escursioni termiche accompagnate da umidita elevate hanno comportato un
microclima particolarmente adatto allo sviluppo delle micotossine (Haouet and

Altissimi, 2003a).

GENERALITA’

Il termine “micotossine” deriva dai termini greci “mykes” che significa fungo e
“toxicon”,veleno.
Pitt (1996) definisce le micotossine come “metaboliti dei funghi che, quando
ingeriti, inalati, o assorbiti tramite la pelle causano un abbassamento delle
performance, malattia o0 morte negli animali, inclusi gli uccelli”.
Le micotossine sono metaboliti secondari, tossici per gli animali superiori,
prodotti da, funghi microscopici, che si sviluppano in particolari condizioni sulle
derrate alimentari come foraggi, insilati, cereali € mangimi aziendali o industriali.
Il metabolismo primario di un fungo serve a mantenere vitale I’organismo e
accrescere la colonia; il metabolismo secondario, attuato dall’organismo solo a
condizione di un perfetto svolgimento del primo non dipende dalla specie o dal
ceppo fungino, non ¢ essenziale per la crescita del fungo ma consente la
produzione di molecole che interagiscono con |’esterno, probabilmente come
difesa dallo sviluppo di altri funghi concorrenti.
Le micotossine non costituiscono una classe chimica specifica e hanno tra loro
strutture molto diverse anche se prodotte dagli stessi generi fungini.
Possono, tuttavia, essere accomunate da alcune caratteristiche:

- basso peso molecolare (inferiore ai 1000 Dalton);

- lipofilia;

- notevole resistenza agli agenti chimico-fisici che le rende stabili e consente

loro di perdurare nel tempo anche dopo la scomparsa delle specie fungine




produttrici e di resistere a trattamenti termici come la cottura e la tostatura
e a trattamenti industriali di trasformazione.
Le differenti attivita biologiche manifestate dalle micotossine nei vari organismi
sono causate da interazioni delle stesse e/o dei loro derivati con le diverse
molecole cellulari quali DNA, RNA, proteine funzionali, cofattori enzimatici e
costituenti di membrana.
La loro pericolosita risulta elevata poiché provocano danni molto gravi (alcune di
esse nell’uomo possono generare il cancro); riescono ad agire a concentrazioni
bassissime (in alcuni casi poche parti per miliardo); inoltre si possono ritrovare,
variamente modificate, nei prodotti zootecnici compreso il latte.
Non esistono metodi efficaci ed economici per eliminare le micotossine dai
prodotti contaminati € possono essere presenti anche su matrici nelle quali
apparentemente non ¢ visibile lo sviluppo di organismi fungini (Causin, 2004).
La differente sensibilita di specie pud dipendere dalla diversa efficienza di
bioattivazione: nei ruminanti si ¢ osservata una minore suscettibilita alle tossicosi
rispetto ai monogastrici, dovuta ad una maggiore efficacia dei sistemi di
detossificazione e all’azione della flora ruminale (Hussein and Brasel, 2001) che
opera una detossificazione (Kiessling et al., 1984), contribuendo ad abbassare 1

livelli plasmatici delle tossine e dei loro derivati.

MICETI PRODUTTORI DI MICOTOSSINE

I funghi tossigeni appartengono per lo piu alla classe dei Deuteromiceti (con
riproduzione agamica).

Sono ottimi saprofiti e possono, percio, vivere e riprodursi a spese di quasi tutti i
tipi di sostanza organica non vivente e, in alcuni casi, possono essere anche
parassiti facoltativi (patogeni capaci di causare malattie). Le specie fungine
tossigene piu pericolose e di maggiore interesse scientifico sono comprese nei
generi Aspergillus, Penicillium e Fusarium, vi sono inoltre 1 generi Alternaria e
Claviceps ampiamente diffusi nei nostri ambienti e nei quali si trovano ceppi

dotati di elevata tossicitd. Sono ritenuti generi meno pericolosi Acremonium,



Byssoclamys, Chaetomium, Dendrodochium, Diplodia, Myrothecium, Phomopsis,
Pithomyces, Rhizoctonia, Sclerotinia, Stachybotrys, Trichoderma e Trichotecium
che, pur comprendendo organismi in grado di produrre sostanze dannose per la
salute degli animali e dell’uomo, sono meno diffusi o si sviluppano su matrici che
non entrano nella catena alimentare oppure crescono in ambiti ristretti o, piu
banalmente, producono sostanze meno tossiche (Causin, 2004).

I funghi tossigeni sono diffusi in modo quasi ubiquitario e, data I’enorme quantita

e la leggerezza dei conidi, sono ampiamente presenti nel terreno e nell’aria.

PRINCIPALI MICOTOSSINE

Ad oggi sono state identificate circa 400 micotossine ma il loro numero ¢ in
continuo aumento. Nella Tabella 1 si riportano le principali caratteristiche di
alcune di queste. Certune sono molto pericolose; ad esempio le aflatossine sono
state catalogate dall’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro (IARC) tra
le sostanze sicuramente cancerogene.

Le principali micotossine all’attenzione dell’ Autorita Sanitaria preposta alla tutela
della salute pubblica sono le aflatossine, I’ocratossina A, lo zearalenone, le
fumonisine, 1 tricoteceni (DON, DAS, NIV, T-2) e la patulina (Tecnoalimenti,
2006).




Tabella 1: Micotossine, muffe, prodotti oggetto di contaminazione e principali effetti

tossici

Delledonne, 2006; adattata)

di alcune micotossine (Piva et al., 1996; Devegowda and Murthy, 2005;

Micotossina Muffa Prodotti contaminati | Effetti tossici
Aflatossine
Arachidi, legume, mais, altri | Epatiti, nefriti, carcinogeno,
B1
A. flavus, cereali, cotone, noci, | alterazione risposta
B2
A. parasiticus, mandorle, semi oleosi, frutta | inflammatoria, inibizione
G1
A. nomius secca, latte, latticini e |immunita cellulo-mediata,
G2
derivati, latte di bufala minor sintesi RNA e proteine
Derivano dalle B1 B2
Ml . . . .. .. . .
Gl G2 attraverso il |Latte e derivati Epatiti, nefriti, carcinogenesi
M2
metabolismo animale
Zearalenoni
F. graminearum, ) o Attivita  estrogeno  simile
Zearalenone (ZEA) Mais, granella di soia ed o
F. roseum, . o soprattutto sui suini
altri cereali; insilati, sesamo,
F. culmorum, ot
ieni O
Zearalenolo altri Fusarium Ipofertilita
Ocratossine
A. ochraceus (A), Orzo, mais, frumento ed
P. verrucosum, altri cereali, pasta, prodotti | Nefriti, epatiti, teratogeno,
A
P.viridicatum (A), da forno, carni suine | immunosoppressivo,
B
altri  Aspergillus e|stagionate, vino, birra, | cancerogeno
Penicillium cacao, caffe, uva
Tricoteceni
Tossina T-2 F. sporotrichioides Mais, orzo ed altri cereali

Diacetossiscirpenolo
(DAS)
Deossinivalenolo
(DON)
Vomitotossina

Fusarenone

F. graminearum,

F. culmorum

Frumento ed altri cereali

Dermatiti, emorragie,
leucopenia, vomito,
problemi nervosi,

cardiopatie, inappetenza




Nivalenolo (NIV)

Trichothecium roseum

Frutta e derivati

Tricotecine Stachibotrys atra Frutta e derivati
Satratossine Myrothecium spp. Prodotti cerealicoli
Verrucarine Myrothecium spp. Prodotti cerealicoli
Roridine F. moniliforme Mais

Fumonisine B1 e B2

F. moniliforme,
F. proliferatum,

altri Fusarium

Mais ed altri cereali

Moniliformina

F. equiseti,
F. moniliforme,

F. proliferatum

Cereali, mais

Citotossici

Tossine del riso ingiallito

P. citrinum,

Citrinina altri Penicillium, Cereali e legumi
A. ochraceus

Citreoviridina P. citreonigrum Riso e grano

Luteoschirina

Cicloclorotina P. islandicum Riso

Islanditossina

Epatiti e Nefriti

Tossine tremorgeniche

Acido ciclopiazonico

A. Flovus,

P. semplicissimum

Arachidi, cereali, formaggi

Cereali, formaggi, arachidi

Astenia e paralisi

Verruculogeno P. crustosum
Penicillium  spp, . )

Viomelleina Orzo e altri cereali Nefriti
Aspergillus spp

Tossine di Alternaria

Acido tenuazonico
Alternaria ) ) o

Alternarioli Ortofrutta, cereali Citotossicita
alternata

Altertossine




Altre micotossine

Patulina

P.  expansum ed
altri Penicillium e

Aspergillus

Frutta e derivati

Epatiti, carcinogenesi

Acido Penicillico

Penicillium spp.,

A. ochraceus

Mais ed altri cereali, legumi

Epatiti, carcinogenesi

Phomopsis ]
Fomopsine ] ) Lupino -

leptostromiformis
Ergotamina Neurotossico, ergotismo,
o alcaloidi dell’ergotamina | Claviceps purpurea | Segale, cereali vasocostrizione, convulsioni
o di calviceps allucinazioni

Roquefortina C

P. roqueforti

Formaggi erborinati

Problemi/disturbi nervosi

Rubratossine

P. purpurogenum

Cereali, legumi

Epatiti, emorragie

Chetomine o Piperazine

Chaetomium

globosum

Mais e altri cereali

Citotossici

AFLATOSSINE

Le aflatossine sono particolari micotossine, un gruppo di metaboliti secondari,

prodotte da funghi del genere Aspergillus, in particolare A. flavus (da cui il

termine aflatossine; Martini, 2008), 4. parasiticus ¢ A. nomiuns (Herndndez-

Martinez and Navarro-Blasco, 2010) e, con meno frequenza, da 4. bombycis, A.

ochraceoroseus, A. nomius € A. pseudotamari (Turner et al., 2009).

Lo stato cristallino conferisce alle aflatossine una estrema stabilita in assenza di

luce, in assenza di radiazioni UV e a temperature superiori a 100°C (Delledonne,

2006).




Da qui si definisce la loro pericolosita nel latte e nei prodotti caseari dove, i
trattamenti termici di pastorizzazione o di sterilizzazione cui viene sottoposto il
latte, non sono sufficienti a inattivare le micotossine che eventualmente lo
contaminano (Nachtmann et al., 2007). Al pari inefficaci sono i trattamenti di
congelamento; ¢ stata infatti ritrovata la presenza di aflatossina M| nel latte anche
dopo 8 mesi di conservazione a temperature di congelamento.

Sono fluorescenti se sottoposte a radiazioni UV: le AFT B; e B, emettono luce

blu, quelle G; e G, emettono luce verde (Cerutti, 1999; Turner et al., 2009).

Contaminazione

La sintesi di aflatossine durante lo stoccaggio pud avvenire anche a basse
temperature, al contrario di quanto avviene durante le fasi di coltivazione dove,
per esempio, le temperature piu elevate delle regioni tropicali e sub-tropicali, con i
loro climi miti caldi e umidi, offrono le condizioni ottimali per la crescita dei
funghi (Hernandez-Martinez and Navarro-Blasco, 2010).

Le aflatossine contaminano 1 prodotti piu disparati, da quelli destinati alla
produzione di derrate alimentari, agli alimenti per animali (Chiavaro et al., 2001;
Nasir and Jolley, 2002; Park, 2002; Ali et al., 2005), interessando anche alimenti
ad alto tenore in carboidrati e lipidi (Nilufer and Boyacioglu, 2002) come frutta
secca (arachidi, pistacchi e noci), frutta fresca (fichi e mele), cereali (mais e
granoturco), spezie (pepe) e cacao. La fava del cacao ¢ stata riconosciuta essere la
piu suscettibile agli attacchi fungini durante la raccolta, l'essiccazione, lo
stoccaggio e la trasformazione (Hernandez-Martinez and Navarro-Blasco, 2010).
Non mancano ritrovamenti nella birra, per contaminazione di cereali usati nella
sua produzione; nel vino, per contaminazione dell'uva; nelle carni suine
stagionate, per contaminazione del sale di stagionatura; o ancora nel latte e nei
prodotti caseari, come risultato della somministrazione al bestiame di alimenti
contaminati (Stroka et al., 2000; Nilufer and Boyacioglu, 2002; Bourais et al.,
2006; Brera et al., 2006; Cavaliere et al., 2007; Nachtmann et al., 2007).




Sono conosciute e studiate 20 aflatossine prodotte da funghi, anche se quelle
normalmente ritrovate in alimenti sono le aflatossine B;, B,, Gi, G2, M, M, (Tam
et al., 2006; Nachtmann et al., 2007).

Nello specifico le aflatossine B, G,, M| € M5 sono diidro-derivati rispettivamente

di B1, Gl, B1 € Bz.

Tossicita

La tossicita delle aflatossine si pud manifestare come intossicazione cronica,
dovuta da ingestione di piccoli ma frequenti quantitativi; raramente sono causa di
intossicazione acute o emergenze sanitarie, € percio sono state definite “hidden
killers” (Galvano et al., 2005) “killer nascosti” “silenziosi”.

In funzione di effetti tossici sia sull'uomo sia sugli animali, le aflatossine ricevono
tutt'oggi una maggiore attenzione rispetto a qualsiasi altra micotossina (Maroto et
al., 2005).

Per la maggior parte delle specie la dose letale 50 (DLsg) ¢ compresa tra 0,5-10
mg/kg di peso corporeo. Il principale organo bersaglio identificato ¢ il fegato
(Aycicek et al., 2005; Giray et al., 2007), ma dosi elevate possono creare problemi
all'apparato cardiocircolatorio, a quello urinario, alla capacita produttivita e a
quella riproduttiva (Coulombre, 1993; Bhat et al., 2010).

Nell'uomo I'intossicazione acuta ¢ generalmente conseguente all'assunzione di
cereali contaminati (mais, riso, arachidi) o loro prodotti derivati.

Gli effetti acuti si rilevano principalmente a livello epatico.

“Le aflatossine sono anche oncogene ed immuno-soppressive, riducono
sensibilmente le difese immunitarie dell'organismo alterando il metabolismo degli
interferoni coinvolti nelle risposte immunitarie e nelle reazioni antinfiammatorie”
(Haouet and Altissimi, 2003). In consumatori di stupefacenti, marjuana ed eroina,
ottenuti da piante veicolo di aflatossine, ¢ stato osservato infatti un'infezione piu
aggressiva da virus di epatite B e HIV. “Il 20% dei casi di eroinomani esaminati in
Olanda e in Inghilterra dimostra la positivita sierica per l'aflatossina By,

aflatossina B, e aflatossicolo” (Haouet and Altissimi, 2003).




La storia riporta clamorosi esempi di aflatossicosi umana. Negli anni '90, si
ricorda un episodio, in Malesia, con la morte di 13 bambini e, recentemente, nel
giugno del 2004 in Kenya sono state coinvolte nel contagio 112 persone.

Nonostante questi episodi, le aflatossine nell'uomo sono perlopiu causa di effetti
sub-acuti e cronici, quindi cancro primario del fegato, epatite cronica, ittero e

cirrosi.

Nelle aflatossine B, G; e M, 'azione cancerogena e mutagena ¢ da attribuire alla
formazione di un intermedio metabolico particolarmente instabile (il 2.3-
epossido) capace di formare legami covalenti con il DNA, I'RNA e le proteine
(Eaton and Groopman, 1994; Turner et al., 2009).

Le aflatossine, tra l'altro, riuscendo ad oltrepassare la barriera placentare,

provocano riduzioni del peso fetale e malformazioni.

Oltre all'assunzione per via orale, le aflatossine possono essere introdotte per via
inalatoria, in seguito all'inalazione di aspergilli tal quali (Ramos-Catharino et al.,
2005; Delmulle et al., 2006).

L'Aspergillus flavus ha infatti la capacita di sopravvivere nel suolo come micelio o
grazie a strutture riproduttive asessuali, 1 conidi.

La contaminazione del mais ¢ definita dal trasporto, per opera del vento, di insetti
o altri artropodi, dei conidi sulle sete della pianta durante la fioritura.
Successivamente, solo in condizioni in cui la granella scende al di sotto del 30%
di umidita, il fungo riesce a produrre infezioni significative, sintetizzando la
tossina (Reyneri, 2006).

L'esame delle autopsie ha rivelato un aumento dell'incidenza di aspergillosi dallo

0,4% negli anni '70 al 4% negli anni '80 (Delledonne, 2006).




AFLATOSSINA B+

Tra le aflatossine, la B; ¢ quella piu biologicamente attiva e piu comunemente
riscontrabile (Busby and Wogan, 1981).

Ritrovamenti di AFB;, in alcuni casi anche oltre i1 limite di legge, sono stati
studiati nel riso, nella soia, nell'orzo (Ibafiez-Vea et al., 2012), nel mais (Brera et
al., 2006), nel frumento (Vidal et al., 2013), nei cereali per la colazione (Tam et
al., 2006) o in alimenti per l'infanzia (Hernandez-Martinez and Navarro-Blasco,
2010).

Alti tenori di contaminazione in questi prodotti portano quindi a definire i
bambini, i vegani e i celiaci come le categorie di persone particolarmente piu

esposte al pericolo micotossine (D'Arco et al., 2009).

Tra le specie animali, la piu sensibile agli effetti dell'aflatossina B; si ¢ dimostrata
essere la trota, per la quale lesioni cancerose a livello epatico compaiono, nel giro
di 5 giorni, con l'assunzione di una dieta contente 0,004 ppm di tossina (Pompa,
1994).

Suino, bovino ed ovino, si presentano in ordine decrescente come le specie di

maggior interesse zootecnico ad essere sensibili agli effetti di questa micotossina.

AFLATOSSINA M1

In Europa, il latte rappresenta la prima matrice alimentare per la quale sono state
adottate misure preventive al fine di limitarne la contaminazione da AFM;
(Regolamento (CE) n. 466/2001).

“L'aflatossina M; ¢ un sottoprodotto del metabolismo epatico di detossificazione
dell'aflatossina B; ottenuto mediante una reazione di idrossilazione che conduce
ad una molecola piu polare e meglio trasportabile attraverso il circolo sanguigno”

(Haouet and Altissimi, 2003).




Viene definito carry-over il passaggio delle micotossine attraverso il “filtro”
animale.

Questo processo porta a trovare nel latte la presenza di aflatossine M; e M, come
conseguenza di un alimento zootecnico contaminato da AFB; e AFB, ingerito e
metabolizzato dall'animale.

Da molteplici ricerche condotte per stabilire il rapporto tra la concentrazione di
AFB nella dieta di specie di interesse zootecnico e il livello di AFB;, o suoi
metaboliti, nei tessuti degli animali, ¢ stato possibile dimostrare come, nei tessuti,
la quantita di AFB, e dei suoi metaboliti ¢ sempre trascurabile, mentre risultano
sempre quantita significative nel latte.

In particolare ¢ stato dimostrato nelle bovine che la percentuale di escrezione
varia dallo 0,17 al 3% (Rodricks et al., 1977) ma puo raggiungere anche il 6%
dell'AFB; ingerita (Veldam et al., 1992) in funzione della razza, dei fattori
individuali (le infezioni mammarie, per esempio, aumentano il quantitativo di
AFM; nel latte), e del livello produttivo (il carry-over ¢ 3,3-3,5 volte maggiore
all'inizio della lattazione rispetto alla fase di lattazione avanzata) (Succi et al.,

2001).

La quantita di AFM; nel latte ¢ valutabile utilizzando la seguente formula:
AFB; ingerita/capo/giorno (nano grammi) x 1,19 + 1,9 = AFM; (nano
grammi/kg latte)

Mentre la comparsa della contaminazione si rileva gia nella mungitura successiva
all'assunzione del pasto contaminato (Diaz et al., 2005; Masoero et al., 2007), per
apprezzarne una sua scomparsa sono necessari 3-5 giorni dopo la sospensione
dell'alimento contaminato.

Per un buon monitoraggio della contaminazione da AFM; nel latte sarebbe
opportuno che l'allevatore, ogni 15 giorni ed a ogni modifica della razione
alimentare delle bovine, spedisse un'aliquota del prodotto al laboratorio di
riferimento.

E importante infatti sottolineare che la presenza di AFM, nel latte definisce una




valutazione piu attendibile del livello di contaminazione di AFB; nella razione

alimentare (Pietri et al., 2004).

Da uno studio condotto su campioni di latte pastorizzato e UHT (Nachtmann et
al., 2007) ¢ stato possibile dimostrare come risulti indispensabile adoperare
corrette misure di produzione e stoccaggio dei mangimi delle bovine al fine di
scongiurare la successiva contaminazione nel prodotto di mungitura.

In genere, per le vacche da latte vengono considerati tossici livelli di AFB,
nell'ordine dei 300-700 ppb (Cast, 1989), ma gia concentrazioni di 20 ppb nella
dieta definiscono un'apprezzabile sensibilita nei vitelli (Whiltlow and Hagler,
1992).

L'esposizione all'aflatossina M; non ¢ solo un pericolo nel latte di animali da
allevamento, ma coinvolge anche il genere umano. Alcuni studi dimostrano la
presenza di livelli apprezzabili di AFM; nel cordone ombelicale e nel sangue
materno di giovani donne in Africa, Australia, Cina, Thailandia, Turchia (Bhat et

al., 2010).

HACCP: UN APPROCCIO SISTEMATICO AL PROBLEMA

Un efficace controllo della contaminazione degli alimenti da micotossine puo
essere condotto con una buona osservanza dei principi HACCP, quindi con
I'adozione di un metodo che permette di prevenire i pericoli mettendo a punto
sistemi adatti al loro controllo (FAO/UNEP, 1979; Lopez-Garcia and Park, 1998;
Lopez-Garcia et al., 1999; Delledonne, 2006).




Misure di controllo durante le fasi di coltivazione

Il frumento e il mais sono le colture piu soggette all'attacco da funghi che
persistono nel suolo sotto forma di ascospore e macroconidi, e che infestano la
pianta, in ambiente con temperatura superiore a 15°C e superficie umida per 48-
60 ore.

Sembra infatti che il piu alto contenuto di micotossine nei cereali sia associato ad
abbondanti piogge nelle fasi ultime di accrescimento e nel periodo
immediatamente precedente la raccolta (Haouet and Altissimi, 2003).

Appare cosi evidente come sia importante controllare I'umidita e la temperatura.
Altro punto di controllo fondamentale, in questa fase di produzione, ¢
l'infestazione da insetti (Park et al., 1999) la cui attivita metabolica alza la
temperatura ¢ 1'umidita della pianta ed espone 1'endosperma all'attacco fungino;
inoltre 1 materiali fecali degli insetti, arricchiscono i substrati aumentando la
produzione di muffe (Dragoni et al., 1997; Santin, 2005).

Altri aspetti da considerare sono rappresentati dalle carenze minerali, dall'aumento
della salinita del suolo e dallo stress idrico (Prandini et al., 2009). Una
concimazione azotata nell'ordine dei 200kg/ha si ¢ dimostrata essere la giusta
soluzione contro lo stress nutrizionale della pianta; cosi come l'avvicendamento
colturale ¢ un'ottima pratica per controllare la diffusione di funghi silenti nel
terreno. E stato osservato che l'alternanza tra colture di mais e soia riduce le
infestazioni da Fusarium, rispetto al succedersi di due stesse colture di mais

(Lopez-Garcia et al., 1999).

Attualmente, grazie all'aiuto dell'ingegneria genetica, si pud migliorare la
resistenza delle piante alla contaminazione da micotossine, cercando di aumentare
l'espressione di geni con attivita antifungina. Questa pratica permette di evitare
l'utilizzo di composti chimici, largamente usati in passato perché considerati il
miglior mezzo di prevenzione, ma che si sono dimostrati essere la causa di
formazione di popolazioni di patogeni resistenti, nonché di squilibri omeostatici

ambientali e di residui chimici in ambienti e alimenti trattati.




Misure di controllo durante le fasi di raccolta

In questa fase un efficace controllo pud essere condotto nella giusta scelta del
tempo e delle tecniche di raccolta.

La raccolta dovrebbe coincidere con il completamento della crescita della pianta
in quanto un suo ritardo offre al fungo un maggior periodo per lo sviluppo e
I'accumulo di tossine (Lopez-Garcia et al., 1999).

La stessa raccolta, dovrebbe esser condotta con un'azione poco energica di
trebbiatura, per non creare danni meccanici e lesioni sulle cariossidi, e seguita da
un'accurata pulitura e ventilazione della granella per ridurre significativamente in

numero di cariossidi ammuffite, spezzate o fessurate.

Misure di controllo durante le fasi di sfoccaggio

Nelle fasi post-raccolta, la maggior parte dei cereali viene immagazzinata in
ambienti in cui, l'interazione degli stessi cereali con insetti, acari, roditori e
uccelli, nonché l'umidita, la temperatura, le concentrazioni di ossigeno e anidride
carbonica, o ancora il tempo di permanenza, pu¢ definirne il danneggiamento e
quindi la successiva produzione di micotossine.

All'interno di un silos le muffe utilizzano il vapore acqueo inter-granulare come
fonte di umidita (Santin, 2005). L'aumento della temperatura interna del container
con l'esposizione al sole, irradia, per convezione, il calore nella massa di cereali.
Successivamente lo spostamento del vapore acqueo dalle regioni piu calde a
quelle piu fredde provoca la formazione di condensa con il conseguente aumento
dell'umidita nella zona interna del silos. Vengono cosi a formarsi 1 cosiddetti “hot
spot” dove le muffe trovano il substrato ideale per crescere.

A differenza di quanto accade durante la coltivazione, la sintesi di aflatossine
durante lo stoccaggio puo avvenire anche nelle zone temperate e fredde (Haouet

and Altissimi, 2003).




NORMATIVA DI RIFERIMENTO

L'Italia, in ambito legislativo, si ¢ sempre contraddistinta, con un atteggiamento
particolarmente cauto, in materia di sicurezza alimentare, ricercando e
disciplinando il “residuo zero”, ovvero la totale assenza di residui xenobiotici, in
prodotti di origine animale e non. Nel tempo questo concetto ¢ stato sostituito da
un approccio che, riconoscendo ed accettando la possibilita di contaminazione
degli alimenti, nonché la sofisticata strumentazione a disposizione nella ricerca,
propone il limite massimo di residuo (LMR) e la minore quantita ragionevolmente
conseguibile (ALARA); permettendo cosi da ridurre 1'esposizione dell'uvomo e degli
animali a particolari sostanze riscontrabili in prodotti alimentari o in mangimi.

Le primissime disposizioni sui contaminanti in prodotti alimentari sono state
fornite dal Regolamento (CE) n. 315/93 (modificato poi negli anni dal
Regolamento (CE) n. 1882/2003 e dal Regolamento (CE) n. 596/2009) con la
definizione dei “limiti di commercializzazione di alimenti contaminati in
quantitativi inaccettabili sotto 1'aspetto della salute pubblica e in particolare sul
piano tossicologico.” Sulla scia della crescente sensibilizzazione a queste
tematiche, il 12 gennaio 2000 a Bruxelles viene pubblicato il “Libro bianco sulla
sicurezza alimentare”. Viene proposto quindi, a livello comunitario, un insieme di
misure che consentono di organizzare la sicurezza alimentare in modo piu
coordinato e integrato:

— con la creazione di un' Autorita alimentare europea (EFSA, European
Food Safety Authority, istituita piu tardi dal Parlamento di Strasburgo sulla
base del Regolamento (CE) n. 178/2002) incaricata di elaborare pareri
scientifici su tutti gli aspetti inerenti alla sicurezza alimentare, alla
gestione dei sistemi di allarme rapido e alla comunicazione dei rischi;

— con il miglioramento di un quadro giuridico che copre tutti gli aspetti
connessi ai prodotti alimentari “dal campo alla tavola’;

— con l'armonizzazione di sistemi di controllo a livello nazionale;

tutto questo, combinato al dialogo con 1 consumatori e le altre parti coinvolte.




Aflatossine in ambito legislativo

I tenori massimi di micotossine in genere e, in particolare di aflatossine, consentiti
nelle diverse derrate alimentati, sono stabiliti dalla Comunita Europea.
Considerando anche i prodotti per lattanti e di prima infanzia, i limiti sono definiti
dai Regolamento (CE) n. 472/2002, Regolamento (CE) n. 2174/2003,
Regolamento (CE) n. 683/2004, tutti modificanti il Regolamento (CE) n.
466/2001.

Quest'ultimo regolamento ¢ stato abrogato nel 2007 dal Regolamento (CE) n.
1881/2006; lo stesso a sua volta modificato dal Regolamento (UE) n. 165/2010
per quanto riguarda le aflatossine.

Per 1 prodotti destinati al consumo diretto o alla diretta utilizzazione per la
produzione di derrate alimentari, i1 limiti fissati sono piu bassi se rapportati a quelli
definiti per alimenti che, prima del consumo umano, vengono sottoposti a cernita
o ad altri trattamenti fisici.

I regolamenti definiscono inoltre che l'applicazione di tenori massimi piu elevati €
ammessa solo in situazioni ben definite, in cui:

— gli alimenti, e in particolare le arachidi, la frutta a guscio e la frutta secca,
non sono destinati al consumo diretto o alla produzione di derrate
alimentari;

— la cernita o altri trattamenti fisici permettono di abbassare 1 residui entro 1
limiti consentiti per il consumo umano o per l'impiego in derrate
alimentari;

— la destinazione di tali prodotti ¢ evidenziata chiaramente da
un'etichettatura riportante l'indicazione “prodotto destinato ad essere
obbligatoriamente sottoposto a cernita o ad altri trattamenti fisici, per
abbassare il livello di contaminazione da aflatossine prima del consumo
umano o dell'impiego come ingredienti di prodotti alimentari”.

Il controllo del rispetto di queste condizioni ¢ responsabilitd dell'Autorita
competente, con metodi di campionamento e analisi di controlli ufficiali definiti

dal Regolamento (CE) n. 401/2006.




Tabella 2: Tenori massimi di aflatossine definiti nei prodotti alimentari dal Reg

(CE) n. 1881/2006 e le successive modifiche apportate dal Reg (UE) n. 165/2010.

Prodotti alimentari : AFLATOSSINE

Tenori massimi (ug/kg o ppb)

B,

Somma di B;, B,,

Gler

1

Arachidi e altri semi oleosi “” da sottoporre a
cernita o ad altro trattamento fisico prima del
consumo umano o dell'impiego quale ingrediente di
prodotti alimentari (ad eccezione delle arachidi e
degli altri semi oleosi da sottoporre a pressatura per
la produzione di oli vegetali raffinati)

Arachidi e altri semi oleosi “”

e relativi prodotti di
trasformazione, destinati al consumo umano diretto
o all'impiego quali ingredienti di prodotti
alimentari, ad eccezione degli oli vegetali crudi
destinati alla raffinazione e degli oli vegetali
raffinati

Arachidi, frutta a guscio e relativi prodotti di
trasformazione, destinati al consumo umano diretto
o all'impiego quali ingredienti di prodotti alimentari
Frutta secca da sottoporre a cernita o ad altro
trattamento fisico prima del consumo umano o
dell'impiego quale ingrediente di prodotti alimentari
Frutta secca e relativi prodotti di trasformazione,
destinati al consumo umano diretto o all'impiego
quale ingrediente di prodotti alimentari

Mandorle, pistacchi e semi di albicocca da
sottoporre a cernita o ad altro trattamento fisico
prima del consumo umano o dell'impiego quale
ingrediente di prodotti alimentari

Nocciole e noci del Brasile da sottoporre a cernita o
ad altro trattamento fisico prima del consumo
umano o dell'impiego quale ingrediente di prodotti

alimentari

8,0

20(5)

2,0

5,0

2,0

12,0

8,0 (5)

15,0©® -

4,0 -

10,0 -

4,0 -

15,0 @ -

15,0© -




Mandorle, pistacchi e semi di albicocca destinati al

consumo umano diretto o all'impiego quale

ingrediente di prodotti alimentari

8,0 )

10,0 ®

Nocciole e noci del Brasile destinate al consumo
umano diretto o all'impiego quale ingrediente di
prodotti alimentari "

Frutta a guscio (diversa da mandorle, pistacchi,
semi di albicocca, nocciole e noci del Brasile,
destinati al consumo umano diretto o dell'impiego
quale ingrediente di prodotti alimentari) e relativi
prodotti di trasformazione, destinati al consumo
umano diretto o all'impiego quali ingredienti di

prodotti alimentari

50

2,0¢

10,0 ®

40

Frutta a guscio (diversa da mandorle, pistacchi,
semi di albicocca e noci del Brasile da sottoporre a
cernita o ad altro trattamento fisico prima del
consumo umano o dell'impiego quale ingrediente di
prodotti alimentari) da sottoporre a cernita o ad
altro trattamento fisico prima del consumo umano o
dell'impiego quale ingrediente di prodotti alimentari
Tutti i cereali e loro prodotti derivati, compresi i
prodotti trasformati a base di cereali (eccetto:
granturco e riso da sottoporre a cernita o ad altro
trattamento fisico prima del consumo umano o
dell'impiego quale ingrediente di prodotti
alimentari; alimenti a base di cereali e altri alimenti
destinati ai lattanti e ai bambini; alimenti dietetici a
fini medici speciali destinati specificatamente ai

lattanti)

50(5)

2,0

10,0 ®

4,0

Granturco da sottoporre a cernita o ad altro
trattamento fisico prima del consumo umano o

dell'impiego quale ingrediente di prodotti alimentari

5,0

10,0

Latte crudo (6), latte trattato termicamente e latte
destinato alla fabbricazione di prodotti a base di

latte

0,05

\)

5




Le seguenti specie di spezie:
Capsicum spp. (frutti secchi dello stesso, interi o
macinati, compresi peperoncini rossi, peperoncino
rosso in polvere, pepe di Caienna e paprica); Piper
spp. (frutti dello stesso, compreso il pepe bianco e | 5,0 10,0 -
nero); Myristica fragrans (noce moscata); Zingiber
officinale (zenzero); Curcuma longa (curcuma).
Miscele di spezie contenenti una o piu delle

suddette spezie

Alimenti a base di cereali e altri alimenti destinati ai

lattanti e ai bambini @ 0! ) )
Alimenti per lattanti e alimenti di proseguimento,
compresi il latte per lattanti e il latte di- - 0,025
proseguimento ) ®
Alimenti dietetici a fini medici speciali @ 7,

0,1 - 0,025

destinati specificatamente ai lattanti

(1) Per gli ortaggi, la frutta e i cereali, si rimanda ai prodotti alimentari elencati nelle categorie di
appartenenza secondo le definizioni di cui al regolamento (CE) n. 396/2005 del Parlamento europeo ¢
del Consiglio, del 23 febbraio 2005, concernente i livelli massimi di residui di antiparassitari nei o sui
prodotti alimentari e mangimi di origine vegetale e animale e che modifica la direttiva 91/414/CEE del
Consiglio (GU L 70 del 16.3.2005, p.1), modificato da ultimo dal regolamento (CE) n. 178/2006 (GU L
29 del 2.2.2006, p.3). Cio significa tra l'altro che il grano saraceno (Fogopyrum spp.) ¢ compreso tra i

<<cereali>> ¢ i prodotti a base di grano saraceno sono compresi tra i <<prodotti a base di cereali>>.

(3) Per i prodotti alimentari indicati in questa categoria, si rimanda alla definizione di cui alla direttiva
96/5/CE della Commissione, del 16 febbraio 1996, sugli alimenti a base di cereali e gli altri alimenti
destinati ai lattanti ¢ ai bambini (GU L 49 del 28.2.1996, p.17), modificata da ultimo dalla direttiva
2003/13/CE (GU L 41 del 14.2.2003, p.33).

(4) I tenori massimi di riferimento ai prodotti pronti all'uso (commercializzati come tali o ricostituiti secondo le

istruzioni del fabbricante).

(5) T tenori massimi si riferiscono alla parte commestibile delle arachidi e della frutta a guscio. Se le
arachidi e i frutti a guscio vengono analizzati interi, nel calcolo del tenore di aflatossine si suppone che

tutta la contaminazione sia nella parte commestibile, tranne nel caso delle noci del Brasile.




(6) Per i prodotti alimentari indicati in questa categoria si rimanda alla definizione di cui al regolamento
(CE) n. 853/2004 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 29 aprile 2004, che stabilisce norme
specifiche in materia di igiene per gli alimenti di origine animale (GU L 226 del 25.6.2004, p.22).

(7) I tenori massimi si riferiscono alla materia secca, che ¢ definita conformemente al regolamento (CE)

n. 401/2006.

(8) Per i prodotti alimentari indicati in questa categoria si rimanda alla definizione di cui alla direttiva
91/321/CEE della Commissione, del 14 maggio 1991, sugli alimenti per lattanti e alimenti di
proseguimento (GU L 175 del 4.7.1991, p.35) modificata da ultimo dalla direttiva 2003/14/CE (GU L
41 del 14.2.2003, p.37).

(9) Per i prodotti alimentari elencati in questa categoria si rimanda alla definizione di cui alla direttiva
1999/21/CE della Commissione, del 25 marzo 1999, sugli alimenti dietetici destinati a fini medici

speciali (GU L 91 del 7.4.1999, p.29).

(10) I tenori massimi si riferiscono, nel caso del latte e dei prodotti lattiero-caseari, ai prodotti pronti per
il consumo (commercializzati come tali o ricostituiti secondo le istruzioni del produttore), mentre nel
caso dei prodotti diversi dal latte e dai prodotti lattiero-caseari si riferiscono alla materia secca. La

materia secca ¢ definita conformemente al regolamento (CE) n. 401/2006.

(40) Semi oleosi di cui ai codici NC 1201, 1202, 1203, 1204, 1205, 1206, 1207 ¢ prodotti derivati di cui

al codice NC 1208; i semi di melone rientrano nel codice ex 1207 99.

(41) Nel caso in cui i relativi prodotti derivati/di trasformazione siano derivati/trasformati
esclusivamente o quasi esclusivamente a partire dalla frutta a guscio in questione, i tenori massimi
definiti per la corrispondente frutta a guscio si applicano anche ai prodotti derivati/di trasformazione.
Negli altri casi si applica ai prodotti derivati/di trasformazione l'articolo 2, paragrafo 1 e 2 del

regolamento (CE) n.1881/2006.




Alimentazione degli animali in ambito legislativo

L'alimentazione degli animali, destinati alla produzione zootecnica, ¢ disciplinata
dalla Direttiva 2002/32/CE, nel tempo modificata dalla Direttiva 2003/100/CE.

La direttiva stessa esclude totalmente la possibilita di assenza di sostanze
indesiderabili in mangimi o materie prime per mangimi, definisce percio che la
loro quantita (in prodotti importati ¢ non) sia ridotta, con dovuto riguardo alla
tossicita acuta, bioaccumulo e degradabilita della sostanza, riducendo al minimo il

rischio per la salute umana, degli animali e dell'ambiente.

La direttiva, oltre a fissare i livelli massimi di talune sostanze che definiscono
“non conformi” i prodotti destinati all'alimentazione animale, vieta il loro
mescolamento, a scopo di diluizione, con altri prodotti non contaminati.

Nell'elenco  delle varie sostanze identificate come  “indesiderate”

nell'alimentazione animale, appaiono diverse micotossine.




Tabella 3: Contenuto massimo (espresso in ppm) di alcune micotossine in

mangimi per animali, definito dalla Direttiva 2002/32/CE.

Sostanze

indesiderabili

AFB, W

DON ®

ZEA®

Prodotti destinati all'alimentazione degli animali

Contenuto
massimo in
mg/kg (ppm) di
mangime al tasso
di umidita del

12%

Tutte le materie prime ® per mangimi " 0,02
Mangimi completi ® per bovini, ovini e caprini (ad eccezione

di animali da latte, vitelli, agnelli e capretti) 0.02
Mangimi completi per animali da latte 0,005
Mangimi completi per vitelli, agnelli e capretti 0,01
Mangimi completi per suini e pollame (salvo animali giovani) | 0,02
Altri mangimi completi 0,01
Mangimi complementari ® per bovini, ovini e caprini (ad
eccezione dei mangimi complementari per gli animali da latte, | 0,02
vitelli, agnelli e capretti)

Mangimi complementari per suini ¢ pollame (salvo animali
giovani) 0.02
Altri mangimi complementari 0,005
Materie prime per mangimi: cereali e prodotti a base di cereali

(ad eccezione di sottoprodotti del granturco) 5
Materie prime per mangimi: sottoprodotti del granturco 12
Mangimi complementari e completi (ad eccezione di mangimi
complementari e completi per suini e vitelli <4 mesi, agnelli e | 5
capretti)

Mangimi complementari e completi per suini 0,9
Mangimi complementari e completi per vitelli <4 mesi, agnelli

e capretti 2
Materie prime per mangimi: cereali e prodotti a base di cereali

(ad eccezione di sottoprodotti del granturco) 2
Materie prime per mangimi: sottoprodotti del granturco 3
Mangimi complementari e completi per suinetti e scrofette
(giovani scrofe) O!
Mangimi complementari e completi per scrofe e suini da 0.25

ingrasso




Mangimi complementari e completi per vitelli, bovini da latte,

ovini (inclusi agnelli) e caprini (inclusi capretti)

Materie prime per mangimi: cereali e prodotti a base di cereali | 0,25

(B)
OTA Mangimi complementari e completi per suini 0,05
Mangimi complementari e completi per pollame 0,1
Materie prime per mangimi: granturco e prodotti derivati 60

Mangimi complementari e completi per suini, equidi, conigli e

animali da compagnia

Mangimi complementari e completi per pollame, vitelli <4
Fumonisine . . . 20
mesi, agnelli e capretti

B, +B,®
Mangimi complementari e completi per pesci 10
Mangimi complementari e completi per ruminanti adulti >4
mesi e visoni %0
Segale cornuta
(Claviceps Tutti i mangimi contenenti cereali non macinati 1000

purpurea) ©

(A) Per quanto definito dalla Direttiva 2003/100/CE

(B) Per quanto definito dalla Raccomandazione 2006/576/CE

(C) Per quanto definito dalla Direttiva 2002/32/CE

(1) Per i mangimi si riporta la definizione della Direttiva 2002/32/CE: prodotti di origine vegetale o
animale, allo stato naturale, freschi o conservati, nonché i derivati della loro trasformazione industriale,
come pure le sostanze organiche o inorganiche, semplici o in miscela, comprendenti o no additivi,
destinati all'alimentazione degli animali per via orale

(2) Per le materie prima per mangimi si riporta la definizione della Direttiva 2002/32/CE: diversi
prodotti di origine vegetale o animale, allo stato naturale, freschi o conservati, nonché i derivati della
loro trasformazione industriale, come pure le sostanze organiche o inorganiche, comprendenti o no
additivi, destinati all'alimentazione degli animali per via orale, direttamente come tali o previa
trasformazione, alla preparazione di mangimi composti oppure ad essere usati come supporto delle

premiscele

(3) Per i mangimi completi si riporta la definizione della Direttiva 2002/32/CE: miscele di mangimi che,

per la loro composizione, bastano per assicurare una razione giornaliera

(4) Per i mangimi complementari si riporta la definizione della Direttiva 2002/32/CE: miscele di
mangimi che contengono tassi elevati di alcune sostanze e che, per la loro composizione, assicurano la

razione giornaliera soltanto se sono associate ad altri alimenti per gli animali.




TECNICHE ANALITICHE

Per la determinazione di micotossine negli alimenti, si rendono necessari metodi
in grado di quantificare contaminanti a bassissime concentrazioni (nell'ordine di
ppb, o nel caso del'lAFM; di ppt) e presenti in un numero svariato di matrici
(Dall'Asta et al., 20006).

Un metodo di analisi deve essere caratterizzato da requisiti di accuratezza,
robustezza, buona specificita ed elevata sensibilita, inoltre deve essere in grado di
dare risultati con l'impiego del piu piccolo quantitativo di campioni e nel minor
tempo possibile.

Fondamentale punto di partenza ¢ la corretta conduzione del campionamento a
partire dalla matrice di analisi; questa si rende ancor piu indispensabile nelle
analisi delle micotossine a causa della loro notevole distribuzione eterogenea
all'intero delle derrate alimentari (Whitaker et al., 1991; Rahmani et al., 2009).
L'estrazione in fase liquida dell'analita dall'alimento, rappresenta invece la base di
partenza nella maggior parte dei metodi analitici al fine di ottenere una sua

corretta distribuzione nel solvente (Cast, 2003).

LAMBITO ‘BIOLOGICO”

La Federazione Internazionale dei Movimenti per ['Agricoltura Biologica
(IFOAM, 1972) e la Commissione del Codex Alimentarius (1999) propongono una

definizione dell'agricoltura biologica.

L'TFOAM la identifica come un sistema di produzione che sostiene la salute dei
suoli, degli ecosistemi e delle persone; un sistema che si basa su processi
ecologici e di biodiversita adatti alle condizioni locali, piuttosto che sull'uso di

input con effetti avversi. L'agricoltura biologica viene vista come capace di




combinare la tradizione, l'innovazione e la scienza a beneficio dell'ambiente, e di
promuovere rapporti equi e buona qualita di vita a tutti 1 soggetti che vengono
coinvolti.

Per il Codex Alimentarius l'agricoltura biologica ¢ “un sistema integrato di
produzione agricola, vegetale e animale, che evita il ricorso a fattori di
produzione esterni all'attivita agricola, privilegiando le pratiche di gestione. Essa
impiega metodi colturali biologici e meccanici al posto di prodotti chimici di
sintesi, tenendo conto dell'adattamento dei sistemi di produzione alle condizioni
locali. L'agricoltura biologica promuove e migliora la salute dell'ecosistema e, in

particolare, la biodiversita, i cicli biologici e l'attivita biologica del suolo™.

A livello comunitario la produzione biologica viene definita dal Regolamento
(CE) n. 834/2007 come “un sistema globale di gestione dell’azienda agricola e di
produzione agroalimentare basato sull’interazione tra le migliori pratiche
ambientali, un alto livello di biodiversita, la salvaguardia delle risorse naturali,
["applicazione di criteri rigorosi in materia di benessere degli animali e una
produzione confacente alle preferenze di taluni consumatori per prodotti ottenuti
con sostanze e procedimenti naturali”.

In questi termini il metodo biologico fornisce beni pubblici che tutelano
I'ambiente, il benessere degli animali e lo sviluppo rurale, soddisfacendo la

domanda di prodotti biologici da parte dei consumatori.

Le pratiche agricole biologiche, secondo quanto definito dalle prime
considerazioni del regolamento, includono:
— Rotazione delle colture al fine di evitare 1'inquinamento dell'ambiente, in
particolare delle risorse naturali come suolo e acqua.
— Limiti molto ristretti nell'uso di pesticidi e fertilizzanti sintetici nella
produzione biologica vegetale (produzione che dovrebbe contribuire a
mantenere e a potenziare la fertilita del suolo nonché a prevenirne
I’erosione), di antibiotici nell'allevamento degli animali, di additivi e

coadiuvanti negli alimenti.



— Divieto dell'uso di organismi geneticamente modificati (OGM) o di
prodotti derivati e ottenuti da OGM. I prodotti che contengono OGM
possono comunque essere etichettati come biologici a patto che ne siano
costituiti per un quantitativo inferiore allo 0,9%.

— Uso efficace delle risorse del luogo, al fine di limitare al minimo l'uso di
risorse non rinnovabili.

— Scelta di piante ed animali in virtu delle loro capacita di adattamento alle
condizioni locali.

— Allevamento di animali a stabulazione libera, all'aperto, nel rispetto del
principio per cui il biologico ¢ un'attivita legata alla terra; nonché nutrizione
degli stessi animali con foraggio biologico.

— Utilizzo di pratiche di allevamento e prevenzione delle malattie nel
rispetto di criteri rigorosi in materia di benessere degli animali, tenendo
conto delle specifiche esigenze comportamentali secondo la specie di

appartenenza.

Le modalita di applicazione di questo regolamento sono specificate dal
Regolamento (CE) n. 889/2008 della Commissione in materia di produzione
biologica, etichettatura e controlli, dal DM 18354/2009 definito dal MiPPAF
(Ministero delle Politiche Agricole Alimentari e Forestali) che completa a livello
nazionale il quadro normativo di riferimento sul biologico e dal Regolamento

(CE) n. 271/2010.

APPROCCIO AL BIOLOGICO

Nel 1824 in Inghilterra nacque la fondazione RSPCA (Royal Society for the
Prevention of Cruelty to Animals) istituita in supporto a leggi sulla protezione dei
ruminanti da reddito. Nel 1964 l'intellettuale inglese Ruth Harrison pubblico il

libro “Animal Machines” sollevando la questione del benessere degli animali




allevati intensivamente sia in riferimento al loro indiscriminato sfruttamento a fini
economici, sia rispetto alle possibili conseguenze negative sulla salubrita del
prodotto zootecnico.

In seguito allo scalpore causato da questo libro, il governo inglese commissiono
un rapporto ad un gruppo di ricercatori, definendo la nascita del Brambell Report.
Questo rapporto, oltre ad essere uno dei primi documenti ufficiali relativi al
benessere animale, enuncio il principio (ripreso poi dal Farm Animal Welfare
Council nel 1979) delle cinque liberta per la tutela del benessere animale:

1. Liberta dalla fame, dalla sete e dalla cattiva nutrizione,la dieta deve
essere sufficiente per quantita e qualita, atte a garantire lo stato di salute e il
vigore fisico degli animali, nonché facile deve essere 1'accesso  all'acqua fresca.

2. Liberta dai disagi ambientali, 'ambiente (reparti di stabulazione) non
deve essere troppo caldo o troppo freddo, né deve interferire sul riposo e sulla
normale attivita degli animali.

3. Liberta dalle malattie e dalle ferite, il sistema di allevamento deve
ridurre al minimo 1 rischi di danni o infezioni e qualora qualsiasi caso dovesse
verificarsi, questo deve essere tempestivamente riconosciuto e sottoposto a
trattamento.

4. Liberta di poter manifestare le caratteristiche comportamentali specie-

specifiche, lo spazio a disposizione degli animali deve esser sufficiente, i
locali appropriati e deve esser fornita la compagnia di altri soggetti della stessa
specie.

5. Liberta dalla paura e dallo stress, le condizioni di allevamento devono
evitare la sofferenza mentale.

E proprio sulla quarta liberta che prende piede il biologico.

Hughes nel 1976 ha definito il benessere come “lo stato di salute completo, sia
fisico che mentale, nel quale l'animale si trova in armonia con l'ambiente che lo
circonda” piu tardi, nel 1986 Broom lo ha invece definito come “lo stato di un

animale in relazione ai suoi tentativi di adattarsi all'ambiente”.

Nel 2002 ¢ stato condotto uno studio (Maeder et al., 2002) a dimostrazione che

l'agricoltura biologica migliora la salute delle colture e degli animali ed aumenta il




numero di organismi benefici che vivono nel terreno.

Uno studio del Research Istitute of Organic Agriculture (Fibl) ha dimostrato che
in media l'agricoltura biologica, grazie all'incremento di fertilitd e contenuto di
humus che fornisce al terreno, restituisce il 12-15% in piu di anidride carbonica
nel terreno rispetto ai fertilizzanti minerali. Viene riportato infatti che, a parita di
ettari, le emissioni di gas serra con le coltivazioni biologiche sono inferiori del
32% rispetto a coltivazioni che utilizzano fertilizzanti minerali e del 35-37%

rispetto a coltivazioni a concimi convenzionali animali.

In TItalia il biologico decolla agli inizi degli anni '80 con la produzione
regolamentata da norme di certificazione straniere e destinata all'esportazione al
nord Europa.

Nel giro di pochi anni, nascono le prime associazioni regionali per l'agricoltura
biologica e la necessita di norme su scala nazionale definisce l'istituzione della
Commissione Nazionale “Cos'e biologico”.

Alla fine degli anni ottanta 1'AIAB (A4ssociazione Italiana per ['Agricoltura
Biologica) stabilisce il primo sistema nazionale di supervisione delle associazioni
di certificazione regionali e nel 1993 entra in vigore il primo regolamento
europeo, il 2092/91, definendo norme di produzione e trasformazione,
identificando un sistema di etichettatura univoco riconosciuto in un logo
comunitario.

Dal gennaio del 2009 tale regolamento ¢ stato sostituito dal Regolamento (CE) n.
834/2007, ancora oggi in vigore insieme al Regolamento (CE) n. 889/2008 e al
Regolamento (CE) n. 1235/2008.

Il massimo sviluppo dell'agricoltura biologica lo si riesce a collocare nel corso
dell'anno 2001, grazie a studi di mercato condotti dall'ismea (Castiglione et al.,
2005).

Negli ultimi anni il consumo di prodotti biologici nell'UE €& costantemente
aumentato, raggiungendo circa il 2% del mercato europeo. Recenti studi stimano
tra l'altro che il mercato dei prodotti biologici cresca del 10-15% l1'anno.

Contestualmente cresce anche la produzione: circa il 5% della superficie agricola




della comunita e oltre il 2% delle aziende agricole (si fa riferimento a piu di
200.000 aziende) risultano oggi certificate per la produzione biologica (Fersino et

al., 2008).

In particolare 1'Italia, con il valore attribuito al biologico di 3 miliardi di euro, si
colloca in una graduatoria di fatturati europei, al quarto posto, dopo la Germania,
la Francia ed il Regno Unito e al sesto nel giro d'affari del mercato biologico del

mondo (Bioreport, 2012).

Stando agli ettari di superficie coltivata con metodo biologico, I'Italia si trova
anche tra i primi dieci paesi al mondo, e al primo posto per la percentuale piu alta
rispetto al totale della SAU (FiBL-IFOAM, 2012; Bioreport, 2012). In termini di
superficie agricola utilizzata (SAU), dopo le colture foraggere, i cereali
rappresentano il raggruppamento piu importante dell'agricoltura biologica italiana.
I principali orientamenti produttivi sono i cereali, il foraggio, i pascoli e I'olio.

Per quanto riguarda le produzioni animali, i dati evidenziano rispetto all'anno
2011, un importante aumento del numero di capi di suini, ovini, caprini e avicoli.
Dall'analisi dei dati forniti dagli organismi di controllo al Ministero delle Politiche
Agricole Alimentari ed elaborati dal SINAB (Sistema d'Informazione Nazionale
sull'Agricoltura Biologica), risulta che gli operatori del settore biologico in Italia
sono 48.269. Si rileva a tal punto un aumento complessivo del numero di
operatori del 1,3% rispetto ai dati riferiti all'anno 2010.

La Sicilia e la Calabria si presentano come le regioni con la maggior presenza di
aziende agricole biologiche, mentre 'Emilia Romagna, la Lombardia e il Veneto si
dimostrano essere quelle con il maggior numero di aziende di trasformazione

impegnate nel settore.

Da un report condotto da Ismea, Panel Famiglie/GFK-Eurisko, € possibile notare
come, nel corso dell'anno 2012, la spesa di prodotti biologici sia aumentata del
7,3% rispetto al 2011 (Carbonari, 2012).

La scelta maggiore ricade sull'acquisto delle uova, che raggiunge il 13% della

spesa complessiva dei prodotti biologici; dello yogurt e del latte alimentare (9-




8%) e delle confetture ¢ marmellate (con 1'8%).

A livello di prodotti, non vi sono sostanziali differenze di consumo tra le diverse
regioni del Paese, eccetto per le bevande alla soia e per 1'olio di extravergine di
oliva, piu apprezzati al Nord-Ovest; le bevande istantanee, piu consumate al
Centro; 1 cereali per la prima colazione, la lattuga e 1 preparati per il brodo piu

acquistati al Nord-Est.

CONVENZIONALE E BIOLOGICO A CONFRONTO

In virtu del divieto di utilizzo di sostanze chimiche nell'agricoltura biologica,
Lairon (2009) ha sollevato la questione che prodotti coltivati con questo metodo
possono presentare livelli di contaminazione da micotossine superiori ai
corrispettivi prodotti ottenuti con metodi convenzionali.

Studi finora condotti riportano risultati contrastanti. Le prime produzioni
biologiche non consideravano la reale preoccupazione delle micotossine, in che ha
condizionato in passato, alte contaminazioni nel prodotto finito (Birzele et al.,
2000; Brera et al., 2006; D'Arco et al., 2009; Silva et al., 2009). La crescente
sensibilizzazione nei confronti di questi metaboliti tossici, ha invece definito un
significativo calo di contaminazione nel biologico, facendolo risultare cosi meno
contaminato rispetto allo stesso alimento derivato dalla produzione
convenzionale. Valori piu bassi di micotossine sono stati infatti ritrovati in diversi
prodotti biologici: nel grano (Hoogenboom et al., 2008, Klinglmayr et al., 2010);
nella segale (Dol et al., 2002); in prodotti a base di cereali (Biffi et al., 2004); in
pane, biscotti, muesli, succo di mela (Parent-Massin et al., 2002); in alimenti per
l'infanzia (Beretta et al., 2002).

Altri studi non hanno invece riscontrato alcuna significativa differenza (Arifio et
al., 2007; Gonzalez-Osnaya et al., 2007; Ibafiez-Vea et al., 2012).

Secondo gli studi condotti da Malmauret (et al., 2002) il biologico, pur risultando
meno contaminato rispetto al convenzionale, presenta nei sui livelli di

contaminazione, una concentrazione di micotossine piu alta. D'altra parte,




Gonzalez (et al., 2006) ha identificato una frequenza di infestazione piu alta nel
riso coltivato biologicamente rispetto al convenzionale, ma con quantitd di
contaminanti piu basse.

Ghidini insieme ad altri autori, nel 2005, confrontando ancora i prodotti
convenzionali con quelli biologici, ha riscontrato una maggiore contaminazione di
AFM; nel latte biologico, con un significativo superamento del limite fissato dal

regolamento comunitario, Regolamento (CE) n. 466/2001.




PARTE SPERIMENTALE

SCOPO DELLA RICERCA

Il presente lavoro nasce con lo scopo di monitorare la contaminazione da
micotossine, aflatossine B; € M, rispettivamente in farine e latte; prodotti scelti
da produzioni biologiche e convenzionali.

L'attenzione nei riguardi di queste tossine, rispecchia sia il continuo rischio cui si
rapportano agricoltori e allevatori, sia il programma straordinario di monitoraggio
e sorveglianza, emanato dal Ministero della Salute al termine dell'estate 2012 (dal
titolo: Procedure operative straordinarie per la prevenzione e la gestione del
rischio contaminazione da aflatossine nella filiera lattiero-casearia e nella
produzione del mais destinato all'alimentazione umana e animale, a seguito di
condizioni climatiche estreme).

I clima particolarmente torrido e la forte umidita di quei mesi, ha infatti portato
ad un'impennata delle contaminazioni da micotossine, rendendo impossibile
I'impiego in zootecnia del raccolto del mais della campagna del 2012, in virtu del
superamento dei livelli definiti dal regolamento, soprattutto nelle regioni del
Veneto, Lombardia ed Emilia Romagna.

Data l'elevata difficolta nelle produzioni convenzionali a prevenire, o0 comunque
mantenere costanti 1 livelli di contaminazione da questi funghi tossigeni, risulta
logico pensare come l'ostacolo possa presentarsi di difficile superamento anche
nell'ambito dell'agricoltura biologica, dove vige il divieto d'utilizzo di agenti
antifungini e chimici in generale.

Contestualmente a questo tipo di ricerca, per quanto riguarda il capitolo farine, ci
si ¢ proposto anche di valutare un quantitativo minimo, relazionato ad una loro
confezione commerciale, che sia attendibile per la valutazione della
contaminazione da aflatossina B;. Tutto cio partendo dal quantitativo minimo
proposto da diversi produttori di kit immunoenzimatici.

La preoccupazione dell'ottenimento di un campione significativo, nell'ambito




delle analisi delle micotossine, ¢ ad oggi ancora alta. La particolare distribuzione
di queste tossine, in un ambiente come un silos di magazzinaggio di cereali,
definisce una loro contaminazione poco omogenea, nominata appunto a “macchia
di leopardo”, che si ripercuote sulla rappresentativita di un campione scelto, sul
totale, per la conduzione delle analisi.

Ecco come un'ottima gestione di campionamento detta le basi per un giusto

monitoraggio di questi contaminanti in derrate alimentari tanto sensibili.



MATERIALI E METODI

Farine e latte

L'indagine ¢ stata condotta su 90 campioni di farina e su 58 confezioni di latte

acquistati in diversi punti vendita nei dintorni di Bologna (negozi della GDO,

supermercati, piccoli alimentari, fornitori specializzati) per avere,

nella

panoramica a disposizione del consumatore, un monitoraggio soddisfacente dei

prodotti sullo “scaffale”.

Son state quindi acquistate:

19 farine di grano

42 farine di mais

19 farine biologiche di grano

8 farine biologiche di mais

1 preparato per pane nero ai 7 cereali

1 farina biologica di orzo

Son state acquistate anche:

5 confezioni di latte intero UHT

8 confezioni di latte parzialmente scremato UHT

9 confezioni di latte scremato UHT

2 confezioni di latte biologico intero UHT

2 confezioni di latte biologico parzialmente scremato UHT
3 confezione di latte fresco intero

5 confezioni di latte fresco parzialmente scremato

8 confezioni di latte biologico fresco intero

5 confezioni di latte biologico fresco parzialmente scremato
1 confezione di latte di capra intero UHT

2 confezioni di latte di capra parzialmente scremato UHT




— 1 confezione di latte di capra biologico intero UHT
— 1 confezione di latte di capra biologico parzialmente scremato UHT
— 1 confezioni di latte di capra biologico fresco intero
— 1 confezioni di latte di capra biologico fresco parzialmente scremato
— 3 confezioni di latte fresco prelevate dai distributori

— 1 confezione di latte biologico prelevato dai distributori

Tutti i prodotti sono stati opportunamente catalogati, sotto un proprio codice

identificativo e registrati nel quaderno di laboratorio dedicato (FT 0001/13).

Analisi campioni di farina

Fase preparativa

Nella conduzione delle analisi delle farine ¢ stata seguita la Procedura Operativa
Standard messa a punto nel corso delle prove eseguite in occasione di questo
lavoro.

Nel definire la quantita di campione da analizzare, si ¢ partiti da quella proposta
da molti produttori di kit immunoenzimatici, normalmente utilizzati per test di
screening: un'aliquota da 5 g per campione.

Nella fase di pianificazione del lavoro ci si € proposti di migliorare la metodica di
estrazione e mettere a punto le piu ottimali condizioni cromatografiche, per
lavorare con il minor utilizzo di materiali e ridurre 1 tempi delle corse
cromatografiche pur mantenendo picchi ben risoluti.

A tal fine sono state effettuate molteplici prove.

La metodica utilizzata come punto di partenza, messa a punto nei laboratori del
Servizio di Farmacologia e Tossicologia (SOP FT 7.5-02-002 Determinazione di
aflatossina B1 in granelle e foraggio mediante HPLC) prevedeva I'estrazione con
diclorometano previa acidificazione con acido citrico al 20%, un passaggio in
bagno ad ultrasuoni, la filtrazione dell'estratto diclorometanico mediante imbuti di

Biichner, la concentrazione fino alla portata a secco di un'aliquota dell'estratto in




UNIVAPO e la derivatizzazione con acido trifluoracetico.

Nel presente lavoro si ¢ cercato di ottimizzare la metodica senza stravolgerne i
principi di base, ma riducendo i volumi di solvente utilizzati e sostituendo la fase
di filtrazione con due passaggi in centrifuga, utilizzando per questi ultimi
materiale monouso (provettoni tipo Falcon da 50 ml e da 15 ml).

Una modifica ¢ stata anche apportata ai grammi di campionamento da prelevare
per le analisi, passando dai 5, dimostratisi nel corso delle analisi poco
rappresentativi, ai 20 grammi, suddivisi in quattro aliquote, soddisfacendo in
proporzione quanto definito, per le grandi quantita da campionare, dal
Regolamento (CE) n. 401/2006 della Commissione.

Per la valutazione quantitativa di aflatossina B nelle farine sono state preparate
soluzioni standard a concentrazione nota con le quali ¢ stata allestita una curva di
taratura non estratta (curva di riferimento). Quindi opportune aliquote di farina
indenne sono state rinforzate con quantitativi noti di AFB; e sottoposte alla stessa
procedura di estrazione che ¢ stata poi applicata ai campioni incogniti. Le
soluzioni ottenute da questo processo (standard di calibrazione o standard estratti)
sono state utilizzate per allestire una curva di taratura estratta (curva di
calibrazione).

Dal confronto tra gli standard di riferimento e gli standard di calibrazione si puo
evincere la percentuale di recupero dell'analita dalla matrice che, secondo 1 criteri
di accettazione del laboratorio in cui si ¢ lavorato, deve essere compresa tra il 60 e

il 100%.

Fase analifica

Per la parte analitica ¢ stato utilizzato un sistema HPLC Beckman System Gold
costituito da una pompa System Gold Programmable Solvent Module 126, un
campionatore automatico H74 HT 800 L e un detector fluorimetrico Jasco 821 FP.
Il sistema ¢ stato controllato mediante il Software 32 Karat (Beckman Coulter)
che ha permesso l'elaborazione e la gestione dei dati analitici.

Per le prove preliminari, ¢ stata impiegata una colonna “classica” C18 150 x 4,6




mm 5Sum; successivamente si € passati a colonne di tipo “monolitico”, utilizzate
sia singolarmente che in serie.

Sono state eseguite quindi numerose prove di eluizione, sia isocratiche che in
gradiente.

In ultimo si ¢ optato per l'utilizzo della colonna “monolitica” phenomenex Onyx
100 x 4,6 mm, particolarmente innovativa.

La peculiarita ¢ dovuta essenzialmente alla sua costituzione in una barra di silice
ad elevata porosita, caratterizzata dalla combinazione di una struttura
macroporosa ed una mesoporosa.

I macropori hanno un diametro medio di 2um e il loro insieme forma una fitta rete
attraverso cui la fase mobile pud scorrere ad alto flusso ed a bassa pressione,
riducendo sensibilmente il tempo di separazione.

I mesopori formano la struttura porosa fine (130 A) del materiale e assicurano
un'alta area superficiale, requisito fondamentale per aumentare le interazioni con
gli analiti e la probabilita di separazione.

Questa particolare struttura permette rapide variazioni di flusso senza elevate
contropressioni, intasamento minimo da eventuali contaminanti dei campioni e,
nelle eluizioni in gradiente, tempi di riequilibrazione molto ridotti.

Tutto ci0 si traduce in analisi di minor durata e minore sollecitazione dei sistemi
HPLC.

Per la conduzione delle analisi con questa colonna si ¢ messa a punto una
eluizione in gradiente, utilizzando le seguenti fasi mobili:

fase mobile A: H,O : CH;CN : CH;CHOHCH; : CH;COOH 1% (91 : 1:1:7)
fase mobile B: H,O : CH;CN : CH;CHOHCH; : CH;COOH 1% (43 : 25:25:7)

Time (min) B (%) Flow (ml/min) Duration (min)
0 16 1,3
4,5 47,5 4,5
6 I 1
9 16 1
10 13 1




I1 volume di iniezione ¢ stato stabilito a 20 ul, mentre il detector fluorimetrico ¢

stato impostato alle seguenti condizioni: 4 Ex: 365 um, A Em: 418 um.

A queste condizioni il tempo di ritenzione dell'aflatossina B; ¢ di circa 8 minuti

con una durata della corsa cromatografica di /7 minuti.

Validazione del mefodo

Per la validazione del metodo analitico messo a punto per l'analisi di aflatossina

B, sono stati considerati 1 seguenti parametri:

Precisione definita come la concordanza tra i risultati di prove
mutuamente indipendenti effettuate in condizioni stabilite. La precisione
esprime il grado di ripetibilita di un valore su un gruppo di misure
individuali di un analita, quando la procedura viene applicata in modo
ripetitivo ad aliquote multiple provenienti da un singolo volume di

campione. Viene calcolata con il coefficiente di variazione (CV%).

Accuratezza definita come il grado di concordanza tra il risultato di una
misurazione (o tra la media di una serie di misure) ed il valore
convenzionalmente vero del misurando. L'accuratezza esprime il grado di
corrispondenza dei risultati ottenuti dal metodo rispetto al valore vero

dell'analita. Viene quantificata in termini di errore relativo (ER%).

Limite di rilevabilita (Lod) rappresenta la minima concentrazione di

analita che puo essere rilevata, ma non necessariamente quantificata, con
ragionevole affidabilita da una certa procedura analitica. In altre parole, il
Lod, esprime la concentrazione di analita corrispondente al minimo
segnale significativo, un segnale vicino a quello del bianco (soluzione in
cui l'analita ¢ virtualmente assente) ma da esso significativamente diverso.

Generalmente viene accettato un rapporto segnale-rumore di 3:1.

Limite di quantificazione (Log) rappresenta la minima concentrazione di




analita che puo essere quantificata con accettabile accuratezza e precisione
da una certa procedura analitica. Il Loq esprime, nell'analisi quantitativa,

lo standard piu basso nella curva di calibrazione.

Specificita definita come la capacita di un metodo analitico di misurare
accuratamente e specificatamente un analita in presenza di altre specie nel
campione allo studio. Nella cromatografia un metodo ¢ specifico se,
applicando la stessa procedura estrattivo-analitica ad un campione
“bianco”, questo non mostra interferenze significative al tempo di

ritenzione dell'analita di interesse.

Linearita definita come la capacita di un metodo di produrre risultati,
direttamente o attraverso trasformazioni matematiche ben definite,
proporzionali alla concentrazione degli analiti nei campioni nell'ambito di
un determinato intervallo. La correlazione ¢ una misura della forza di una
relazione lineare tra due variabili quantitative. Il coefficiente di
correlazione (R) o di determinazione (R?) esprimono il grado di

interdipendenza tra due variabili quantitative.

Range definisce l'intervallo tra la concentrazione piu alta e quella piu
bassa dell'analita, determinate dimostrando precisione, accuratezza e

linearita.

Recupero definito come il confronto tra la risposta che si ottiene dal
rilevatore nell'analisi di un campione, costituito dalla matrice biologica
addizionata con una quantita nota dell'analita (dopo estrazione), con quella
di una soluzione della stessa concentrazione dell'analita sciolto in un

solvente.



Analisi campioni di latte

Fase preparativa

Nella conduzione delle analisi del latte ¢ stato scelto di utilizzare la tecnica di

estrazione-purificazione dei campioni mediante colonnine di immunoaffinita.

Le colonnine di immunoaffinita utilizzate sono prodotte dalla VICAM (U.S.4.); la

scelta ¢ ricaduta su questo tipo di prodotto in quanto gia testato nei laboratori del

Servizio di Farmacologia e¢ Tossicologia in occasione di un proficiency-test

dimostrandosi robusto ed affidabile.

E stata dunque seguita la procedura indicata nelle istruzioni fornite dal produttore.

La metodica prevede i seguenti passaggi:

Portare le colonnine, i solventi ed i campioni di latte a temperatura
ambiente (18-22 °C), circa un'ora prima dell'uso.

Previa accurata miscelazione dell'intera confezione, misurare 50 ml di latte
in cilindri graduati e trasferirli in provettoni tipo Falcon da 50 ml.
Centrifugare in centrifuga refrigerata a 5 °C a 1540 xg per 15 minuti.
Rimuovere la fase di grasso affiorata in superficie.

Allestire 'apposito sistema da vuoto posizionandovi le colonnine.

Eluire il tampone fosfato salino di conservazione contenuto nelle
colonnine.

Montare 1 “column reservoir” e caricare il latte sgrassato.

Lasciarlo fluire a velocita di 1-2 gocce/secondo e trascinare le ultime
gocce con il vuoto.

Cambiare “column reservoir” e lavare con 10 ml di H,O per HPLC a
velocita di 1-2 gocce/secondo.

Lavare nuovamente con 10 ml di H,O per HPLC a velocita di 1-2
gocce/secondo, asciugando le cartucce con il vuoto.

Lavare con 1,25 ml di soluzione CH3CN : MeOH (3 : 2) a velocita di 1
goccia/2-3 secondi e raccogliere I'eluato in una provetta di vetro.

Lavare con 1,25 ml di H,O per HPLC a velocita di 1 goccia/2-3 secondi e




raccogliere l'eluato nella stessa provetta di vetro. Il volume totale
corrisponde a 2,5 ml e la concentrazione finale del campione ¢ 20:1. La
soluzione risultante dalle due eluizioni ¢ la seguente: H,O : CH;3CN :
MeOH (5:3:2).

— Agitare su Vortex e filtrare su filtri di nylon di porosita 0,45 um.
Analogamente a quanto gia riportato nelle analisi delle farine, per la valutazione
quantitativa di aflatossina M; nel latte sono state preparate soluzioni standard a
concentrazione nota con le quali ¢ stata allestita una curva di taratura (curva di
riferimento). Quindi opportune aliquote di latte indenne sono state rinforzate con
quantitativi  noti di  AFM,; e sottoposte alla stessa procedura di
estrazione/purificazione che ¢ stata poi applicata ai campioni incogniti. Le
soluzioni ottenute da questo processo (standard di calibrazione o standard estratti)
sono state utilizzate per allestire una curva di taratura estratta (curva di

calibrazione).

Allestimento delle soluzioni di riferimento e di calibrazione

A partire da una soluzione standard certificata di AFM; 10 ppm in CH3CN sono
state allestite per diluizione le seguenti soluzioni standard di lavoro:

100 ul soluzione 10 ppm + 900 ul CH;CN =1 ppm

200 pl soluzione 1ppm + 800 ul H,O = 200 ppb

200 pl soluzione 200 ppb + 1800 ul H,O =20 ppb

Di seguito, a partire dalla soluzione di AFM;, 20 ppb sono state allestite, per
diluizione con una soluzione H,O : CH;CN : MeOH (5 : 3 : 2) le seguenti
soluzioni standard di riferimento:

125 ul soluzione 20 ppb + 875 ul soluzione fase mobile = 2,5 ppb

100 ul soluzione 20 ppb + 900 ul soluzione fase mobile = 2 ppb

75 ul soluzione 20 ppb + 925 ul soluzione fase mobile = 1,5 ppb

50 ul soluzione 20 ppb + 950 ul soluzione fase mobile = I ppb

25 ul soluzione 20 ppb + 975 ul soluzione fase mobile = 0,5 ppb

Per l'allestimento delle soluzioni standard di calibrazione, aliquote di 50 ml di




latte indenne sono state rinforzate con i quantitativi della soluzione AFM; 20 ppb
di seguito riportati.

50 ml di latte + 312,5 ul soluzione 20 ppb = 2,5 ppb (0,125 ppb in matrice)

50 ml di latte + 250 ul soluzione 20 ppb = 2 ppb (0,100 ppb in matrice)

50 ml di latte + 187,5 ul soluzione 20 ppb = 1,5 ppb (0,075 ppb in matrice)

50 ml di latte + 125 ul soluzione 20 ppb = 1 ppb (0,05 ppb in matrice)

50 ml di latte + 62,5 ul soluzione 20 ppb = 0,5 ppb (0,0025 ppb in matrice)

Le concentrazioni indicate fanno riferimento alle soluzioni risultanti al termine
della procedura di estrazione/purificazione cui sono sottoposti i campioni di latte.

Tenendo presente il fattore di concentrazione insito alla metodica (20:1), la
concentrazione effettiva di AFM; in matrice ¢ 20 volte inferiore a quella delle

soluzioni di cui sopra.

Fase analitica

Per quanto riguarda la strumentazione utilizzata nella fase analitica delle analisi

del latte, si rimanda alla stessa gia descritta per le analisi delle farine.

Dopo molteplici prove condotte al fine di individuare le migliori condizioni
cromatografiche di lavoro, sono state scelte le seguenti condizioni:

colonna Agilent Zorbax C18 250 x 4,6 mm 5 um

eluizione isocratica

fase mobile A: H>O : CH;0H (89,5 : 10,5) al 67%

fase mobile B: CH;CN al 33%

flusso 0,9 ml/min

I1 volume di iniezione ¢ stato stabilito a /00 ul, mentre il detector fluorimetrico ¢
stato impostato alle seguenti condizioni: 4 Ex: 360 um, 1 Em: 440 um.

A queste condizioni il tempo di ritenzione dell'aflatossina M; ¢ di circa 5,6 minuti

con una durata della corsa cromatografica di 8 minuti.




Validazione del metodo

Per la validazione del metodo analitico messo a punto per l'analisi di aflatossina

M, sono stati considerati gli stessi parametri illustrati per le analisi di aflatossina

B, si rimanda percio a quanto detto nella validazione del metodo nei campioni di

farina.




RISULTATI E DISCUSS/IONE

Risultati delle analisi dei campioni di farina
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Tabella 4: Concentrazioni degli standard di riferimento e di calibrazione

ricalcolate con l'equazione ) della curva di regressione ¢ le % di recupero.

Standard di calibrazione

Standard di riferimento
Conc.

Peak area
(ppb)
0,5 25201
1 48231
2,5 129098
5 286363
7,5 431773
10 575132

Conc.
Peak area

(ppb)

0,5 23165

1 45093

2,5 113847

5 225729
7,5 342337

10 464900

Equazione della retta di regressione (curva di riferimento):

y =58551x —9298,9

x = (y +9298,9) /58551 )

Dove y = area picco

x = conc. AFB1

Standard di riferimento

Standard di calibrazione

Conc. nom. Conc. ricalcolata ©
(ppb) (ppb)

0,5 0,59

1 0,98

2,5 2,36

5 5,05

7,5 7,53

10 9,98

Conc. nom. Conc. ricalcolata
(ppb) (ppb)

0,5 0,55

1 0,93

2,5 2,10

5 4,01

7,5 6,01

10 8,10




Conc. nom.
% Recupero
(ppb)
0,5 94,1%
1 94,5%
2,5 89,0%
5 79,5%
7,5 79,7%
10 81,1%
media rec. 84,78%

Recupero %= (Valore med. St. di calibrazione / Valore med. St. di riferimento) x
100

LOD (=0,15 ppb) e LOQ (=0,5 ppb)

Il LOD ¢ stato calcolato come il valore corrispondente al triplo del rumore di
fondo determinato al tempo di ritenzione di AFB; in farine indenni. I valore
medio di 6 determinazioni per le matrici considerate (farina di mais e grano) ¢

stato moltiplicato per 3 e rapportato al segnale di uno standard di riferimento.




Tabella 5: Elenco dei campioni di farina e concentrazioni di AFB; rilevate nel

corso della prima tornata di analisi.

Campioni analizzati

N. di Concentrazione di AFB, in ppb
Riferimento Specifiche del prodotto

10 grano bio n.d.
11 grano bio n.d.
12 grano bio n.d.
13 grano bio n.d.
14 grano bio n.d.
15 grano bio n.d.
16 grano bio n.d.
17 mais n.d.
18 mais n.d.
19 mais 0,40
20 mais n.d.
21 mais 0,28
22 mais n.d.
23 mais n.d.
24 mais n.d.
25 mais n.d.
26 mais n.d.
27 mais n.d.
31 mais bio n.d.
32 mais bio 0,64
33 mais bio n.d.
34 mais bio n.d.
35 mais bio n.d.
36 grano bio n.d.
37 grano bio n.d.
39 grano bio n.d.
40 grano bio n.d.
45 grano n.d.
46 grano n.d.
47 grano n.d.
48 mais n.d.




49 mais 3,75
50 mais n.d.
51 mais n.d.
52 mais n.d.
53 mais n.d.
54 mais n.d.
55 mais n.d.
56 mais n.d.
57 mais n.d.
58 mais n.d.
59 grano bio n.d.
60 grano n.d.
61 mais bio 0,64
62 mais n.d.
63 mais n.d.
64 mais n.d.
65 mais n.d.
66 mais 0,21
67 grano n.d.
68 mais n.d.
69 mais 0,08
70 mais 0,08
71 mais n.d.
72 mais 0,18
73 grano n.d.
74 grano n.d.
75 grano n.d.
76 grano n.d.
77 grano n.d.
78 grano n.d.
79 grano n.d.
80 grano n.d.
81 prep pane nero n.d.
82 grano bio n.d.
83 mais n.d.
84 mais 0,29
85 mais n.d.




86 mais 0,63
87 mais n.d.
98 mais n.d.
99 mais n.d.
100 grano n.d.
101 grano n.d.
102 mais n.d.
103 mais 1,69
104 mais n.d.
105 grano n.d.
106 grano n.d.
107 grano n.d.
108 mais bio 0,98
109 grano bio n.d.
110 grano bio n.d.
111 mais bio 0,17
112 farina di orzo n.d.
113 grano bio n.d.
114 grano bio n.d.
115 grano bio n.d.
116 grano bio n.d.
117 grano n.d.

In accordo con gli scopi del presente lavoro, dopo questa prima tornata di analisi
di tutte le farine campionate, si ¢ deciso, per i campioni risultati positivi, di
prelevare, previo accurato mescolamento, un'aliquota di 20 grammi e di
suddividerla in 4 sub-aliquote da 5 grammi da sottoporre alla procedura estrattivo-

analitica.

Di seguito si riportano i risultati cosi ottenuti.



Tabella 6A: Concentrazioni di AFB; rilevate nelle 4 aliquote dei campioni risultati

positivi alla prima analisi.

Aliquota | Aliquota | Aliquota | Aliquota | Media Deviazion Coefficient.

Campione A B C D (A-D) e ¢ L @

variazione

(in ppb) (in ppb) (in ppb) (in ppb) (in ppb) standard o

19 0,53 0,32 0,31 0,45 0,40 0,11 27%

21 0,75 0,23 0,08 0,08 0,28 0,32 114%

32 0,83 0,38 1,19 0,16 0,64 0,46 72%

49 2,39 0,85 11,25 0,51 3,75 5,07 135%

61 0,08 2,34 0,08 0,08 0,64 1,13 177%

66 0,39 0,17 0,08 0,22 0,21 0,13 62%

69 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,00 0%

70 0,08 0,15 0,19 0,32 0,18 0,10 56%

72 0,08 0,15 0,19 0,32 0,18 0,10 56%

84 0,57 0,08 0,15 0,38 0,29 0,22 77%

86 1,04 0,26 0,92 0,29 0,63 0,41 65%

103 1,66 1,39 2,19 1,51 1,69 0,35 21%

108 0,08 0,08 3,67 0,08 0,98 1,80 183%

111 0,17 0,18 0,18 0,17 0,17 0,01 3%

Per cinque di questi campioni si ¢ deciso di prelevare un'altra aliquota di 20

grammi e, analogamente a quanto gia fatto, di suddividerla in 4 sub-aliquote da 5

grammi da sottoporre alla procedura estrattivo-analitica.

Inoltre, nel corso della procedura di estrazione, per ciascuna delle 4 aliquote di

ogni campione, sono stati prelevati 2,5 ml di estratto diclorometanico, riuniti

(volume totale del mix: 10 ml), portati a secco e derivatizzati analogamente agli

altri campioni.

Di seguito si riportano i risultati cosi ottenuti.



Tabella 6B: Concentrazioni di AFB; rilevate nelle seconde quattro aliquote di

cinque campioni risultati positivi alla prima analisi.

Media Coefficient
Aliquota  Aliquota Aliquota Aliquota E Deviazio di Mix
- e i
Campione E F G H ne E-H
H)(in variazione
(in ppb)  (in ppb) (in ppb) (in ppb) standard (in ppb)
ppb) (%0)
32 0,22 0,53 0,22 0,31 0,32 0,15 46% 0,31
49 13,16 0,40 0,46 0,87 3,72 6,30 169% 3,70
66 0,48 0,14 0,13 0,08 0,21 0,18 87% 0,22
103 2,45 1,66 1,40 1,44 1,74 0,49 28% 1,83
108 0,37 0,22 0,15 0,19 0,23 0,10 42% 0,23

Infine per valutare l'attendibilita di un risultato negativo derivante da uno

screening con un'aliquota di 5 grammi di campione, si ¢ deciso di procedere,

analogamente a quanto gia fatto per i primi campioni positivi, con altri, risultati

negativi alla prima analisi.

Tabella 7: Concentrazioni di AFB, rilevate nelle quattro aliquote di quattro

campioni risultati negativi alla prima analisi.

Coefficient
Aliquota | Aliquota | Aliquota | Aliquota  Media Deviazion di
e i
Campione | A B C D (A-D) e L
variazione
(in ppb) (in ppb) (in ppb) (in ppb) (in ppb) standard o,
0
18 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,00 0%
31 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,00 0%
33 0,08 0,08 0,09 0,21 0,11 0,06 51%
63 0,46 0,08 0,08 0,15 0,19 0,16 83%

Nel calcolo della concentrazione media di AFB;, i valori rilevati nelle diverse

aliquote inferiori al LOD sono stati convenzionalmente considerati pari a /2 LOD:

0,075 ppb (Rapporti ISTISAN, 04/15)
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Figura 1: Cromatogramma standard AFB, 7,5 ppb non estratto.
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Figura 3: Cromatogramma campione “bianco”.
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Figura 4: Cromatogramma campione incognito.
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Discussione dei dati sperimentali dei campioni di farina

Come precedentemente riportato il metodo analitico utilizzato ¢ stato messo a
punto con alcune modifiche a partire dalla SOP FT 7.5-02-002 “Determinazione
di aflatossina B1 in granelle e foraggio mediante HPLC”. I risultati sono stati
soddisfacenti, in quanto hanno permesso una riduzione dei volumi di solventi
utilizzati e dei tempi di processazione dei campioni in analisi. La metodica ha
infatti garantito un'elevata percentuale di recupero (circa 85%), un LOD e un
LOQ rispettivamente di 0,15 ppb e di 0,5 ppb, valori molto inferiori al limite di
legge, che in tutti i cereali e loro prodotti derivati, risulta essere pari a 2 ppb, per

quanto stabilito nel Reg (CE) n. 1881/2006.

E importante sottolineare la validita della procedura di estrazione che, pur non
prevedendo un passaggio di clean-up su colonnine SPE o di immunoaffinita, ha
consentito di ottenere dei campioni analitici caratterizzati dall'assenza di

interferenti nel tracciato cromatografico.

Ottima ¢ risultata la linearita delle curve di taratura, sia nella curva di riferimento
che in quella di calibrazione, con un coefficiente di determinazione sempre

maggiore di 0,999.

In ultimo il gradiente messo a punto per la conduzione delle analisi in HPLC,
insieme all'uso di una colonna di tipo monolitico, ha consentito un miglioramento

dell'efficienza ed una riduzione della durata delle corse cromatografiche.

Sono stati analizzati 90 campioni di farina di cui 14 sono risultati positivi alla
prima analisi di screening, rappresentando il 15,5% sul totale dei campioni. Si
tratta di farine di mais, nello specifico 4 biologiche (rappresentando il 28,6% sul
totale dei positivi) e 10 convenzionali (rappresentando il 71,4% sul totale dei
positivi).

Si ¢ deciso quindi di proseguire con ulteriori accertamenti su questi campioni
positivi. Per ciascuno di essi, previa accurata miscelazione, ¢ stata prelevata
un'aliquota di 20 grammi a sua volta accuratamente miscelata, e suddivisa in

quattro sub-aliquote da 5 grammi e successivamente analizzate.




\

Un ulteriore prelievo di 20 grammi poi suddiviso in 4 sub-aliquote ¢ stato

condotto su 5 di questi campioni positivi e quindi analizzato.

Per le considerazioni di seguito riportate ¢ stato preso come riferimento, nella
concentrazione da attribuire a ciascun campione di farina, la media delle

concentrazioni rilevate nelle prime 4 aliquote da 5 grammi analizzate.

I dati ottenuti confermano quanto gia riportato in letteratura: una maggiore
incidenza di contaminazione nel mais rispetto al frumento. Considerando il dato
dei campioni positivi in rapporto al totale dei soli campioni di farina di mais, la

loro percentuale sale al 28%, un valore in questi termini non trascurabile.

D'altra parte invece, se si pone l'attenzione sulla concentrazione di AFB; in questi
campioni, si nota come i valori non superino il limite di legge, salvo che per un
unico isolato caso (campione 49, concentrazione media 3,75 ppb). Questi risultati
sembrerebbero confermare che i controlli effettuati a monte della messa in
commercio di questi prodotti, garantiscono quantomeno tenori di contaminazione

al di sotto dei limiti di legge.

Prendendo in esame i soli campioni di farina di mais biologica, la percentuale di
positivi € del 50%. 1l dato ¢ senz'altro elevato, ma considerando il numero esiguo
di campioni di questa categoria analizzati (8), non ¢ possibile affermare che in

generale 1 campioni biologici siano piu contaminati da AFB;.

Confrontando 1 risultati della concentrazione di AFB; ottenuti nella prima analisi e
la media dei risultati relativi alle analisi sulle quattro aliquote da 5 grammi ¢

possibile notare una certa variabilita.




Tabella 8: Risultati della prima analisi e media dei risultati relativi alle successive

quattro aliquote.

Campione 1? analisi Media Aliquote A-D Deviazione Coefficiente di
(screening) standard variazione (%)

19 0,59 0,40 0,13 27%

21 0,22 0,28 0,04 17%

32 0,37 0,64 0,19 38%

49 0,84 3,75 2,06 90%

61 0,55 0,64 0,06 11%

66 0,29 0,21 0,06 23%

69 0,57 0,08 0,35 107%

70 0,75 0,08 0,47 114%

72 0,20 0,18 0,01 7%

84 3,89 0,29 2,55 122%

86 0,81 0,63 0,13 18%

103 1,31 1,69 0,27 18%

108 0,19 0,98 0,56 95%

111 0,18 0,17 0,01 4%

Considerando invece 1 dati relativi alla concentrazione di AFB; nelle singole
quattro aliquote A, B, C, D di ogni campione, si pud notare una piu elevata
variabilita. Nello specifico, facendo riferimento alla tabella 5.3, la concentrazione
di alcune aliquote (campione 49 aliquote A e C, campione 61 aliquota B,
campione 103 aliquota C, campione 108 aliquota C) ¢ risultata essere superiore al

limite di legge.

La stessa considerazione va fatta per le seconde quattro aliquote analizzate (in
particolare nel campione 49 aliquota E, campione 103 aliquota E) come illustrato

in tabella 5.4.

Sommando le concentrazioni di AFB; nelle diverse aliquote e facendo la media, si
sono ottenuti valori largamente rientrati nel limite di legge, salvo che per un unico

campione: il 49.

Questi dati sembrerebbero avallare la tesi che una aliquota di 5 grammi, pur



essendo una sub-aliquota di un totale di 20 grammi, a sua volta accuratamente

miscelata, non garantisce una buona rappresentativita.

D'altra parte invece, confrontando i valori medi ottenuti dalle prime quattro
aliquote, con quelli delle seconde quattro (tabella 5.7), si evince una variabilita
decisamente piu bassa, dimostrando una migliore rappresentativita dei 20 grammi

nelle analisi.

Tabella 9: Confronto della media delle prime e delle seconde aliquote da 4.

Deviazione Coefficiente di
Campione Media A-D Media E-H  Media A-H

standard variazione (%)
32 0,64 0,32 0,48 0,23 47%
49 3,75 3,72 3,74 0,02 1%
66 0,21 0,21 0,21 0,00 0%
103 1,69 1,74 1,72 0,04 2%
108 0,98 0,23 0,61 0,53 88%

In ultimo, anche per i campioni negativi per la presenza di AFB,, si ¢ voluto
constatare se lo screening con 5 grammi fosse sufficiente a comprovare la loro
negativita. I risultati ottenuti mostrano come in due campioni (18, 31) tutte quattro
le aliquote sono risultate negative, mentre nei rimanenti due (33, 63) l'aliquota D
per il primo e le aliquote A e D per il secondo, riportano una minima positivita

(rispettivamente 0,21; 0,46 e 0,15 ppb).

Questi ultimi risultati perd non permettono di promuovere 1 soli 5 grammi come
un attendibile metodo di screening in quanto, anche nell'ambito delle prove sui
campioni positivi condotte con quattro aliquote da 5 grammi, qualche valore ¢

risultato inferiore al LOD.



Risultati dei campioni di latte

AFM1 — Curva di riferimento
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AFM1 — Curva di calibrazione con le concentrazioni di AFM1 effettive in matrice
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Tabella 10: Concentrazioni degli standard di riferimento e di calibrazione

. . * . . .
ricalcolate con l'equazione ) della curva di regressione ¢ le % di recupero.

Standard di riferimento
Conc.
Peak area
(ppb)
0,5 8730
1 17361
1,5 26458
2 35198
2,5 43296

Equazione della retta di regressione (curva di riferimento):

y=17394x - 117,9

x=(y+117,9) /17394

Dove y = area picco

x = conc. AFM1

Standard di calibrazione
Conc.
Peak area
(ppb)
0,5 7171
1 15850
1,5 23199
2 31537
2,5 39446




Standard di riferimento Standard di calibrazione
Conc. nom. Conc. ricalcolata © Conc. nom. Conc. ricalcolata ©
(ppb) (ppb) (ppb) (ppb)
0,5 0,50 0,5 0,41
1 0,99 1 0,90
1,5 1,51 1,5 1,33
2 2,02 2 1,81
2,5 2,48 2,5 2,26

Conc. nom.

% Recupero

(ppb)

0,5 81,9%

1 91,2%

1,5 87,6%

2 89,5%

2,5 91,1%

media rec. 88,28%

Recupero %= (Valore med. St. di calibrazione / Valore med. St. di riferimento) x

100
LOD (=0,008 ppb) e LOQ (=0,025 ppb)

Analogamente a quanto fatto per le analisi delle farine, il LOD ¢ stato calcolato
come il valore corrispondente al triplo del rumore di fondo determinato al tempo
di ritenzione di AFM; in campioni di latte indenne. Il valore medio di 6
determinazioni ¢ stato moltiplicato per 3 e rapportato al segnale di uno standard di

riferimento.



Tabelle 11: Elenco dei campioni di latte e concentrazioni di AFM; rilevate.

Campioni analizzati

Concentrazione di AFM, in

N. di

Riferimento Specifiche del prodotto ppb

1 fresco intero bio n.d.

2 fresco parz scr bio 0,026
3 fresco parz scr bio 0,017
4 fresco parz scr bio 0,017
5 capra intero bio n.d.

6 UHT intero bio 0,023
7 capra parz scr bio 0,010
8 capra parz scr UHT bio n.d.

9 UHT parz scr bio 0,021
28 fresco intero bio n.d.
29 fresco intero bio n.d.
30 frescointero bio 0,019
88 UHT intero 0,018
89 UHT scremato 0,026
90 capra parz scr UHT 0,010
91 UHT scremato n.d.
92 UHT parz scr 0,012
93 fresco intero bio n.d.
94 fresco parz scr bio 0,016
95 capra fresco bio n.d.
96 UHT parz scr bio 0,014
97 UHT intero bio n.d.
118 fresco distributore 0,019
119 fresco distributore 0,013
120 fresco intero 0,018
121 UHT parz scr 0,020
122 fresco distributore n.d.
123 fresco parz scr bio 0,016
124 fresco intero bio n.d.
125 UHT intero 0,009
126 UHT scremato 0,023
127 UHT scremato 0,016
128 fresco parz scr 0,022




Segue tabella 11

129 fresco parz scr 0,010
130 fresco parz scr 0,010
131 fresco intero 0,025
132 fresco intero bio n.d.
133 fresco intero 0,015
134 fresco distributore bio 0,009
135 UHT parz scr 0,017
136 UHT scremato 0,009
137 UHT parz scr 0,021
138 UHT scremato n.d.
139 UHT parz scr n.d.
140 UHT parz scr n.d.
141 capra UHT parz scr n.d.
142 UHT scremato 0,010
143 UHT intero 0,009
144 UHT intero n.d.
145 UHT parz scr n.d.
146 UHT intero 0,010
147 capra UHT intero n.d.
148 UHT parz scr 0,020
149 UHT parz scr n.d.
150 UHT scremato n.d.
151 UHT scremato n.d.
152 fresco parz scr 0,025
153 fresco intero bio n.d.




Figura 5: Cromatogramma standard AFM; 1 ppb non estratto.
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Figura 6: Cromatogramma Standard AFM, 1 ppb estratto.
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Discussione dei dati sperimentali dei campioni di latte

Come precedentemente riportato, per la ricerca di AFM, nel latte, ¢ stato scelto di
utilizzare la tecnica di estrazione-purificazione dei campioni mediante colonnine
di immunoaffinita. E stata dunque seguita la procedura indicata nelle istruzioni

fornite dal produttore (VICAM, U.S.A.).

Questa procedura rappresenta lo stato dell'arte nella analisi di micotossine nella
matrice latte. La praticita della tecnica permette, a monte di un solo passaggio in
centrifuga per la scrematura del latte, di caricare direttamente il campione in
colonnina. Sono sufficienti quindi due soli lavaggi con acqua e l'eluizione
dell'AFM, eventualmente presente nel campione, viene effettuata con due brevi

passaggi, il primo di soluzione acetonitrile metanolo (3:2) e il secondo di acqua.

La metodica ha garantito un'elevata percentuale di recupero (circa 90%), un LOD
di 0,008 ppb e un LOQ di 0,025 ppb, valori molto inferiori al limite di legge, che
per quanto stabilito nel Reg (CE) n. 1881/2006 nel latte (crudo, trattato
termicamente o destinato alla fabbricazione di prodotti a base di latte) risulta

essere pari a 0,05 ppb.

E importante sottolineare la validita della procedura di clean-up che ha consentito
di ottenere dei campioni analitici, pur concentrati 20 volte, caratterizzati
dall'assenza di interferenti nel tracciato cromatografico. Cid ha consentito di

valutare concentrazioni di AFM; anche molto basse.

Ottima ¢ risultata la linearita delle curve di taratura, sia nella curva di riferimento
che in quella di calibrazione, con un coefficiente di determinazione sempre

maggiore di 0,999.

Per quanto riguarda le condizioni cromatografiche, si ¢ fatto riferimento ad analisi
di AFM;, gia effettuate in passato presso i laboratori del Servizio di Farmacologia
e Tossicologia, con aggiustamenti nella percentuale della fase mobile utilizzata,

che hanno consentito un leggero accorciamento della corsa cromatografica.

Sono stati analizzati 58 campioni di latte di cui 35 sono risultati positivi per




I'AFM, rappresentando il 60,3% sul totale dei campioni esaminati. Nello specifico
di questi 35 positivi, 11 provengono da produzione biologica (rappresentando il
31,4% sul totale dei positivi) e 24 da produzione convenzionale (rappresentando il

68,6% sul totale dei positivi).

Prendendo in esame i soli campioni di latte biologico (22), la percentuale di
positivi ¢ del 50%, mentre considerando i soli campioni di produzione
convenzionale (36), la percentuale ¢ del 67%. Le percentuali di positivita sono
senz'altro elevate, ma se si pone l'attenzione sulla concentrazione di AFM; in
questi campioni, si nota come nessuno dei valori superi il limite di legge. Inoltre il
livello medio ¢ particolarmente basso (media 0,017 ppb) e la concentrazione
massima rilevata ¢ di 0,026 ppb, valore appena superiore al limite piu rigoroso

definito, da regolamento, per gli alimenti per lattanti (0,025 ppb).

Alla luce di questi risultati, valgono analoghe considerazioni gia fatte per le
farine: 1 controlli effettuati a monte della messa in commercio di questi prodotti

sembrerebbero garantire livelli di contaminazione al di sotto dei limiti di legge.

Come ultima considerazione, dal confronto delle concentrazioni di AFM; nei
campioni di latte (tabella 5.10) non emergono differenze significative nelle due

categorie di prodotti.




Tabella 12: Confronto

tra le concentrazioni di AFM; in campioni biologici e

convenzionali.
Concentrazione di Concentrazione a
Campione AFM; in campioni bio Campione AFM; in  campioni
. b) convenzionali
(nep (in pph)

2 0,026 88 0,018

3 0,017 89 0,026

4 0,017 90 0,010

6 0,023 92 0,012

7 0,010 118 0,019

9 0,021 119 0,013

30 0,019 120 0,018

94 0,016 121 0,020

96 0,014 125 0,009

123 0,016 126 0,023

134 0,009 127 0,016
128 0,022
129 0,010
130 0,010
131 0,025
133 0,015
135 0,017
136 0,009
137 0,021
142 0,010
143 0,009
146 0,010
148 0,020
152 0,025

Media 0,017 Media 0,016

Valore minimo 0,009 Valore minimo 0,009

Valore massimo 0,0026 Valore massimo 0,0026

Deviazione Standard 0,0051 Deviazione Standard | 0,0058

Test T: (bio vs convenzionale) p= 0,639




CONCLUS/ION/I

Al termine di questo lavoro sperimentale sul monitoraggio della contaminazione
da aflatossine in farine e latte di produzione biologica e convenzionale, ¢ possibile
delineare un quadro conclusivo particolarmente interessante, soprattutto
nell'ambito della sicurezza alimentare.

Ottimo primo risultato ¢ stato ottenuto dal metodo analitico messo a punto per la
ricerca di aflatossina B, nelle farine prese in esame. Il metodo ha infatti permesso
di condurre delle analisi adeguate, con risparmio di materiali, volumi di solventi e
tempi di processazione dei campioni, mostrandosi percido una valida guida da
seguire nella conduzione di prossime ricerche simili. Tale metodo deve essere
sempre affiancato da un buon campionamento, ancora oggi punto critico nella
conduzione delle analisi sulle micotossine.

La quantita di campioni risultati positivi alla contaminazione da aflatossine, sia
nel gruppo delle farine che in quello del latte, ¢ sufficientemente alto tanto da
richiedere il mantenimento elevato del controllo di questi contaminanti tossici in
matrici tanto elementari quanto sensibili.

I livelli di contaminazione registrati, non hanno superato, salvo in un unico caso,
il limite definito a livello comunitario, dimostrando un funzionale filtro di
controlli prima della messa in commercio di prodotti alimentari come le farine e il
latte.

I risultati ottenuti dalle analisi dei prodotti biologici non permettono di riscontrare
una significativa differenza nella contaminazione da aflatossine. In virtu di questi
dati si puo ipotizzare come le stesse buone pratiche colturali promosse dal
biologico, come ad esempio la rotazione delle colture o l'accurata scelta delle
specie da coltivare, si presentino come alternative vincenti all'uso di pesticidi nella

cura dello stress delle piante, e quindi anche nella lotta alle micotossine.




OCRATOSSINA A

GENERALITA

Le ocratossine sono micotossine, strutturalmente simili, prodotte da numerose
specie del genere Aspergillus e Penicillium, in particolar modo da 4. ocrhraceus e
P. Verrucosum (Miraglia and Brera, 1999). Esse sono ampiamente diffuse nel
mondo raggiungendo alti livelli di contaminazione in alcuni Paesi, in particolare
dell’Europa settentrionale e America meridionale. Sono muffe saprofite
ubiquitarie, agenti di ammuffimento di granaglie, mangimi e alimenti; si formano
durante la crescita delle colture ma anche nella fase di stoccaggio. Per la crescita
dei funghi produttori di ocratossine nei cereali sono necessari un contenuto
minimo di umidita del 15-16% e temperature di 4-37 °C (Haouet and Altissimi,
2003a). Temperature piu elevate (12-37 °C) favoriscono I’attivita di 4. ochraceus,
che ¢ diffuso nelle regioni temperate, mentre temperature piu basse (4-31 °C)
favoriscono lo sviluppo di P. verrucosum, che ¢ maggiormente diffuso nelle
regioni fredde (Pitt and Hocking, 1985). Il genere Aspergillus. predilige le derrate
ad alto tenore lipidico e proteico come i salumi, mentre il genere Penicillium. ¢ il
classico fungo da immagazzinaggio, cresce nei climi temperati e freschi del
Canada e dell’Europa e nell’America del Sud, prediligendo 1 cereali ricchi di
carboidrati come orzo e frumento. Ci sono tre tipi di ocratossine la A (OTA), la B
(OTB) e la C (OTC); la piu comune ¢ la A , un contaminante comune di molti
alimenti e mangimi in numerosi paesi. L’OTA e ’OTC sono le piu tossiche,
mentre ’OTB ¢ circa dieci volte meno tossica della OTA (Marquardt and
Frohlich, 1992).

L’OTA ¢ I’ocratossina principalmente prodotta, molto diffusa in natura, ed ¢ stata
isolata originariamente in Sud Africa, da una specie di 4. ochraceus nel 1965
(Van der Merwe et al., 1965). In seguito, numerosi altri ceppi sono stati
identificati come produttori della micotossina. Nel 1969 Van Walbeek e
collaboratori osservarono per la prima volta che ’OTA veniva sintetizzata anche

da miceti di P. viridicatum. In seguito altri autori dimostrarono che del genere




Penicillium era la specie P. verrucosum a produrre la micotossina (Ciegler et al.,
1973; Pitt, 1987). Studi successivi hanno mostrato che altre specie del genere
Penicillium erano in grado di sintetizzare OTA (Mills and Abramson, 1982; Mills
et al., 1989; Kuiper-Goodman and Scott, 1989; Kozakiewicz et al., 1993); inoltre
la sintesi avviene piu di frequente ad opera delle specie P. verrucosum e P.
nordicum (Larsen et al., 2001).

La contaminazione da ocratossina A nelle regioni a clima freddo ¢ dovuta
principalmente a P. verrucosum (Holmberg et al., 1991; Frisvad and Lund, 1993;
Scudamore et al., 1993; Mills et al., 1995; Sweeney and Dobson, 1998); tale
specie cresce anche a 0°C (Northolt et al., 1979; Northolt and Bullerman, 1982;
Bullerman, 1985) ed ha la capacita di sintetizzare la micotossina gia con
temperature a partire da 4°C (Northolt et al., 1979; Haggblom, 1982; Northolt and
Bullerman, 1982; Bullerman, 1985) anche se la temperatura ottimale per la
produzione di OTA ¢ di 25°C (Haggblom, 1982; Northolt et al., 1979). P.
verrucosum ¢ la specie che contamina maggiormente i prodotti nell’Europa
settentrionale e in Canada (Frisvad and Samson, 2000). Nelle regioni a clima
caldo o temperato, la presenza di OTA sembra essere dovuta principalmente ad A.
carbonarius, A. nigri e ad A. ochraceus (Heenan et al., 1998; Accensi et al., 2001;
Urbano et al., 2001). Nelle nostre aree, la stagione piu a rischio di contaminazione
da OTA ¢ quella autunnale e particolare attenzione deve essere prestata ai
mangimi commerciali, per le modalita di stoccaggio favorenti la proliferazione

fungina (Haouet and Altissimi, 2003b).

PRODOTTI CONTAMINATI

Le principali fonti di esposizione all’OTA sono i cereali e i prodotti derivati, il
vino, la birra, 1 succhi d’uva, il caffe, il cacao e i suoi prodotti derivati e la carne
suina (EC, 2002).

E importante inoltre ricordare che ’OTA ¢ presente nei mangimi animali; la
micotossina contenuta nella carne, nel latte e nelle uova degli animali alimentati
con questi mangimi ¢ stata comunque considerata una fonte trascurabile per

I’esposizione umana. Maggiori concentrazioni di OTA possono tuttavia essere




presenti in talune specialita gastronomiche locali come le torte di sangue e le
salsicce preparate con il siero del sangue dei maiali (EFSA, 2006).

Da un'indagine svolta a livello europeo, la SCOOP Task 3.2.7. (EC, 2002), nella
quale sono stati raccolti campioni di vari prodotti provenienti da diversi Paesi
europei, ¢ risultato che i cereali rappresentano la fonte primaria di contaminazione
(50%) da OTA. Altre matrici interessate dalla contaminazione sono state il vino
(13%), 1l caffe (10%), le spezie (8%), la birra (5%), il cacao (4%), la frutta

essiccata (3%) e la carne (1%).

TOSSICITA DELL'OTA

L’OTA esercita un effetto nefrotossico in tutti gli animali testati e tale effetto ¢
stato ipotizzato anche nell’'uomo. La micotossina si ¢, inoltre, rivelata
immunotossica, neurotossica, teratogena, genotossica e cancerogena. Sono pero
tuttora necessari ulteriori studi per confermare questi effetti e il reale meccanismo
d’azione che li provoca. In generale, pero, le dosi necessarie al loro sviluppo sono

inferiori alla dose che causa danni a livello renale.

TOSSICITA ACUTA (DLso)

La dose letale 50 (DLsg) rappresenta la quantita di una sostanza, per unita di peso
corporeo, capace di provocare la morte del 50% della popolazione sperimentale in
oggetto. Essa varia soprattutto tra le diverse specie ma ¢ condizionata anche dal
sesso, dall’eta e dalla taglia dell’animale. Come si evince dalla Tabella 13 il suino
risulta essere la specie piu sensibile e le femmine risultano piu sensibili dei

maschi.




Tabella 13: Valori di DLs, dell’ocratossina A in alcune specie animali

Animale DLsy (mg/kg) |Somministrazione |Fonte
Kuiper-Goodman and Scott
Topo 22.0-40.1 Lp
(1989)
Kuiper-Goodman and Scott
Topo 46.0-58.3 0s
(1989)
Ratto _
. 30.3 0s Galtier et al., (1974)
maschio
Ratto _
21.4 0s Galtier et al., (1974)
femmina
Ratto ]
12.6 L.p. Galtier et al., (1974)
maschio
Ratto
14.3 i.p. Galtier et al., (1974)
femmina
Kuiper-Goodman and Scott
Pollo 33 0s
(1989)
Kuiper-Goodman and Scott
Maiale 1.0 0s
(1989)




TOSSICITA CRONICA

Nefrotossicita

L’OTA ha mostrato una elevata tossicita a livello delle cellule renali in tutte le
specie di mammiferi e per questo motivo il rene ¢ considerato il principale organo
bersaglio. Gli studi a breve termine condotti su topi, ratti, cani ¢ maiali hanno
riportato lo sviluppo di nefropatie progressive caratterizzate da cariomegalia e
necrosi delle cellule tubulari, ed inspessimento delle membrane basali (Walker
and Larsen, 2005). Inoltre la micotossina induce apoptosi e iperplasia cellulare,
inibisce la sintesi proteica, produce stress ossidativo e provoca disfunzioni
mitocondriali (Fink-Gremmels 2005). Il tubulo retto prossimale (segmento S3),
nella porzione esterna della midollare superficiale rappresenta il sito specifico
colpito dagli effetti dell’OTA (Walker and Larsen, 2005).

Nello studio condotto negli USA all’interno del programma di tossicologia
nazionale (National Toxicology Program o NTP) degli Stati Uniti (US-NTP,
1989) 80 ratti, tra maschi e femmine, sono stati trattati con OTA (0, 21, 70, 0 210
ug/kg p.c.) tramite sonda gastrica per tempi variabili (5 giorni-103 settimane). Le
lesioni renali osservate consistevano in una contrazione e disorganizzazione del
modello normale dei tubuli S3, dovute al cospicuo sviluppo di cariomegalia e
citomegalia.

Nei ratti gli effetti nefrotossici corrispondono ad un aumento del peso relativo del
rene, del volume di urina, dell’azoto ureico nel sangue, del glucosio nelle urine,
della proteinuria e del difforme trasporto urinario di sostanze organiche (EFSA,
2006).

La tossicita dell’OTA a livello renale ¢ risultata essere dose- e tempo-dipendente
(Krogh and Elling, 1977; Elling, 1979; 1983; Elling et al.,, 1985; Meisner and
Krogh, 1986; FAO/WHO, 2001) e sesso- e specie-specifica; i maiali sono piu
sensibili dei ratti e dei topi (Walker and Larsen, 2005) e i ratti maschi sono piu

sensibili delle femmine (Munro et al., 1974).




Nonostante 1’intossicazione nei bovini sia rara in seguito a dosi di 0.05 mg/kg
somministrate per 4 settimane, si pud osservare: poliuria, abbattimento,
diminuzione dell'incremento ponderale, disidratazione, riduzione del peso
specifico delle urine e talvolta una lieve enterite, € da un punto di vista anatomo-
patologico, reni di color grigio, consistenza fibrosa con aspetto ondulato in
superficie, necrosi dei tubuli prossimali e fibrosi interstiziale (Haouet and
Altissimi, 2003a).

Net suini, la somministrazione di 0.2 mg/kg di OTA nella dieta per 90 giorni ha
causato una riduzione dell’attivita di molti enzimi renali e una diminuzione delle
funzioni renali (Krogh and Elling, 1977; Elling, 1979; 1983; Elling et al., 1985;
Meisner and Krogh, 1986). Nefropatie progressive senza un blocco renale, sono
state osservate in scrofe alimentate con dieta contaminata da OTA con
concentrazioni di 1 mg/kg (40 pg/kg p.c./giorno) per due anni; nessun effetto ¢
stato osservato somministrando invece 0.2 mg/kg (8 pg/kg p.c./giorno) per il
medesimo periodo (EFSA, 2006).

L’OTA ¢ coinvolta nella genesi della nefropatia micotossica porcina (mycotoxic
porcine nephropathy o MPN) e della nefropatia micotossica aviaria (mycotoxic
chicken nephropathy o MCN). Inoltre essa rappresenta un possibile agente
eziologico della nefropatia endemica Balcanica (Balkan Endemic nephropathy o
BEN) nell’uomo.

La MPN ¢ stata identificata per la prima volta da un veterinario danese nel 1928
(Krogh and Elling, 1977); ¢ una malattia riconosciuta endemica in molti Paesi
dell’Europa settentrionale e centrale ed ¢ stata relazionata alle condizioni
climatiche nei periodi precedenti alla raccolta (Krogh, 1992).

In seguito, I’intossicazione ¢ stata descritta anche in altri Paesi come 1’Irlanda
(Buckley, 1971), la Polonia (Golinski et al., 1984; Krogh, 1991), gli Stati Uniti
(Cook et al., 1986), la Germania (Krogh, 1991), il Belgio, ’Ungheria, la Svizzera
(Krogh, 1991) e la Bulgaria (Stoev et al., 1998a,b).

La malattia ¢ caratterizzata morfologicamente da modificazioni degenerative
dell’epitelio dei tubuli renali, seguite dall’atrofia degli stessi, dalla fibrosi
interstiziale della corteccia renale e atrofia e sclerosi glomerulare (Krogh et al.,

1974; Krogh, 1991); a livello funzionale si ha una diminuzione dell’attivita




tubulare e dell’abilita di produrre urina concentrata (Krogh, 1992). Le malattie
batteriche enteriche secondarie, risultato dell’immunosoppressione indotta
dall’OTA, possono influire significativamente nel complesso quadro clinico-
morfologico della MPN (Stoev et al., 2000). La presenza dell’OTA nei mangimi ¢
ritenuta la principale causa di questa malattia spontanea (Krogh, 1978) ma anche
altre specie fungine, soprattutto del genere Penicillium, sono coinvolte (Mili¢evi¢
et al., 2008).

Vi ¢ infine un’ultima malattia, la sindrome del deperimento progressivo
multisistemico post-svezzamento (Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome
o PMWS) con eziologia non ancora chiarita. Questa malattia ¢ stata attribuita ad
agenti infettivi e non, tra i quali le micotossine e in particolare all’OTA. Spesso la
PMWS si presenta associata alla sindrome di dermatite e nefrite del suino
(Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome o PDNS); i suoi principali
sintomi sono diarrea, deperimento, aumento dei linfonodi inguinali, pallore e

ittero (Harding, 2000).

Neurotossicita

Di seguito vengono riportati alcuni risultati ottenuti da studi condotti sui ratti.
Dopo la somministrazione di OTA (289 pg/kg/giorno), per 8 giorni, 1 maggiori
bersagli della micotossina sono stati il mesencefalo ventrale, I’ippocampo, il
corpo striato e il cervelletto (Belmadani ef al., 1998b). In esemplari alimentati con
OTA (289 pg/kg/48 ore) per 1-6 settimane la micotossina ha mostrato un
accumulo tempo-dipendente (Belmadani et al., 1998a). Sono state inoltre
osservate diminuzioni delle concentrazioni degli amminoacidi liberi nel cervello,
in particolar modo della tirosina e della fenilalanina. All’esame istologico sono
stati riscontrati nuclei picnotici. La contemporanea somministrazione di aspartame
(25 mg/kg/48 ore) ha mostrato un effetto preventivo sulle alterazioni del nucleo.
Dopo 48 ore di incubazione dell’OTA (10-150 uM) in colture primarie di astrociti
e neuroni del mesencefalo ventrale e del cervelletto, la micotossina determina una
riduzione della sintesi del DNA e delle proteine; essa provoca inoltre un aumento

dei livelli di malondialdeide (MDA) e del rilascio di lattato deidrogenasi (LDH)




(Belmadani et al., 1999). Effetti neurotossici sono stati osservati in seguito a
iniezione intracerebrale (400 ng per animale) o all’utilizzo di un sondino gastrico
(250 mg/kg p.c.) ogni 48 ore per 6 settimane (Walker & Larsen, 2005). In un
ulteriore studio ¢ stato dimostrato che una concentrazione di OTA pari a 10-20
nM di OTA ¢ in grado di aumentare 1’espressione del gene coinvolto nel sistema
inflammatorio celebrale e di ridurre ’espressione della proteina acida glio
fibrillare (GFAP), una proteina costituente gli astrociti (Zurich et al., 2005). Nel
mesencefalo embrionale, ’OTA causa una riduzione del numero di cellule vitali,
I’induzione della proteina attivatrice dei fattori di trascrizione (AP-1) e di un
fattore di attivazione del nucleo (NF-kB) e, ad alte concentrazioni, inibisce la
crescita dei neuriti (Hong ef al., 2002).

In caso di ocratossicosi, nei topi, la dopamina striatale diminuisce in maniera
dose-dipendente; lo stress ossidativo e il danno ossidativo del DNA sono stati
evidenziati in differenti regioni cerebrali del topo (Sava et al., 2006).

Come si evince da questi studi, la piu bassa dose neurotossica dell’OTA ¢ molto

piu alta della dose in grado di determinare minimi danni renali nel maiale.

Immunotossicita

L’esposizione all’lOTA induce una soppressione della risposta immunitaria
umorale e cellulo-mediata (Stoev et al., 2000). L’attivita immunotossica del’OTA
mostra principalmente quadri di linfocitopenia caratterizzati da una diminuzione
dell’attivita delle cellule natural killer (NK) nei ratti (Alvarez et al., 2004), della
risposta proliferativa dei linfociti T nei suini (Harvey et al., 1992) e della capacita
batteriolitica dei macrofagi nei ratti (Alvarez et al., 2004). Vi possono essere,
inoltre, il decremento dei livelli plasmatici di immunoglobuline, la deplezione
degli organi linfoidi centrali e ridotta chemiotassi.

L’immunosoppressione provocata dall’OTA pud essere spiegata dall’inibizione
della sintesi proteica con conseguente ritardo della divisione cellulare a livello del

sistema immunitario (Harvey et al., 1992).




Cancerogenicita

Studi nei topi sulla cancerogenicita dell’OTA hanno mostrato che i tumori renali
e/o epatici si sviluppano in seguito ad una somministrazione tramite la dieta di 40
mg/kg di OTA per 44 settimane (Kanisawa and Suzuki, 1978), e di 40 mg/kg per
2 anni (Bendele et al., 1985). I maschi sono risultati essere piu sensibili sia a
livello renale che epatico rispetto alle femmine. Recentemente ¢ stato osservato
che ’OTA si accumula maggiormente nei reni di ratti maschi e che 1’incidenza di
tumori del tubulo renale ¢ molto piu alta nei ratti e nei topi maschi rispetto alle
femmine anche dopo trattamento cronico con piccole dosi di OTA (Zepnik et al.,
2003; Lock and Hard, 2004). Uno studio a medio termine condotto sui ratti ha
mostrato che la somministrazione di diete contenenti 50-200 mg/kg per 6-9

settimane provoca noduli epatici iperplasici (Imaida et al., 1982).

Teratogenicita

L’OTA puo passare la placenta e avere effetti embriotossici e teratogeni
inducendo gravi malformazioni strutturali, a livello embrionale e fetale, nei topi e
nei ratti (IARC, 1993; FAO/WHO, 2001). Nei ratti la somministrazione di OTA
in eta prenatale causa immunosoppressione inibendo la proliferazione dei linfociti
B e T e colpendo I'ultimo stadio dell’attivazione dei linfociti T in vitro
(FAO/WHO, 2001).

Studi condotti sui ratti, hanno dimostrato che una singola iniezione sottocutanea di
OTA somministrata entro il decimo giorno di gestazione provoca diminuzione del
peso fetale e malformazioni del feto, e dosi maggiori comportano un
riassorbimento fetale (Stil et al., 1971; Brown et al., 1976; Mayura et al., 1982).
Frequentemente le anomalie fetali comprendevano: difetti allo scheletro, al cranio,
alle coste e alle vertebre, esencefalia, incompleta chiusura del cranio, micrognatia,
micromelia, scoliosi, porzione posteriore piccola e difetti dei tessuti molli come
idrocefalo, microftalmia, pelvi renale dilatata, idronefrosi e criptorchidismo

(Fukui et al., 1987).




Genotossicita

Gli studi condotti sulla genotossicita dell’OTA e sul meccanismo d’azione non
mostrano risultati univoci e certi, in particolar modo per quanto riguarda 1’effetto
causato dalla formazione di addotti con il DNA.

Nella maggior parte degli studi sulla mutagenicita a livello genico e
cromosomiale, I’OTA ¢ risultata negativa ai test convenzionali (Ames-test) anche
in presenza di sistemi d’attivazione metabolica (Wehner et al., 1978; Bendele et
al,. 1985; US-NTP, 1989; Wiirgler et al., 1991; Zepnik et al., 2001).

L’utilizzo di test differenti da quelli convenzionali ha dimostrato che I’OTA causa
rotture nel DNA in vitro e in vivo, micronuclei, sintesi non programmata del
DNA, scambi di cromatidi fratelli e mutazioni geniche in cellule batteriche e nelle
linee cellulari NIH/3T3 (SCF, 1998).

L’OTA puo indurre, in varie specie animali, lesioni al DNA a livello del fegato,
rene, milza, linfociti, timociti e fibroblasti. E stata riscontrata una dipendenza dal
tempo e dalla dose di OTA nell’induzione di queste lesioni in vivo con 1’utilizzo

di tossina marcata (*°P) (Fink-Gremmels, 2005).




OCRATOSSICOSI NELL'UOMO E NEFROPATIA ENDEMICA

BALCANICA

L’OTA ¢ stata associata da molti autori alla nefropatia endemica balcanica
(Balkan Endemic Nephropathy o BEN), una nefropatia cronica diffusa
prevalentemente nelle popolazioni rurali della Bulgaria, Romania, Serbia, Bosnia-
Erzegovina, Croazia e Montenegro (Fuchs and Peraica, 2005).

I primi casi della malattia furono osservati nelle aree endemiche negli anni ’50
(Puchlev et al., 1960). Studi condotti sugli animali hanno successivamente messo
in relazione 1 cambiamenti funzionali e strutturali osservati a livello renale nella
nefropatia suina indotta dall’OTA e quelli osservati nella BEN poiché risultavano
essere molto simili e venne suggerita una correlazione tra OTA e BEN (Krogh,
1974). Austwick (1975) osservo che esisteva una correlazione positiva tra le
cospicue piogge di quegli ultimi anni e il numero di persone morte di nefropatie
nella penisola balcanica e questa osservazione avvaloro I’ipotesi di un
coinvolgimento fungino nell’eziologia della nefropatia endemica. Sono state
inoltre notate analogie a livello epidemiologico tra le nefropatie suine indotte
dall’OTA e la BEN, in particolare I’occorrenza endemica (Krogh, 1976a,b).
L’incidenza maggiore della BEN ¢ stata riscontrata agli inizi degli anni '80 dopo i
quali ¢ cominciata a diminuire (Dimitrov et al., 2001, Markovi¢ et al., 2005). La
malattia non mostra episodi acuti € 1 primi segni clinici consistono in anemia,
lieve proteinuria e assenza di ipertensione o di edema (PleStina, 1992); in seguito
si osservano progressive ipercreatininemia, iperuricemia, anemia aplastica o
normocitica, (Radovanovi¢, 1991). La malattia progredisce lentamente fino a
portare alla morte. Nei casi cronici i reni risultano di dimensioni e peso
estremamente ridotti e presentano diffuse fibrosi corticali, senza cellule
inflammatorie, estese fino alla giunzione cortico-midollare; inoltre si rilevano
glomeruli ialinizzati e tubuli gravemente danneggiati (Vukeli¢ et al., 1991). La

malattia si riscontra piu frequentemente nelle donne rispetto agli uomini (Fuchs




and Peraica, 2005) e colpisce il 3-8% della popolazione femminile rurale dei
Balcani compresa tra i 30 e i 50 anni (Krogh, 1974). Sebbene alcuni casi di BEN
siano stati diagnosticati all’eta di 50 anni, la maggioranza dei casi ¢ stata
riscontrata in persone di 50-60 anni. Tra il 1957 e il 1960 I’eta media di decesso
nei pazienti con la BEN era di 45 anni mentre oggi le prospettive di vita sono
simili a quelle del resto della popolazione (Mileti¢-Medved et al., 2005).
Numerosi studi sono stati condotti per confermare 1’ipotizzata correlazione tra
I’OTA e la BEN: in quasi tutti gli studi I’OTA ¢ stata ritrovata piu frequentemente
o in maggiori concentrazione negli alimenti o nel sangue di abitanti delle zone
endemiche della malattia rispetto a quelli delle zone di controllo (Fuchs and
Peraica, 2005).

A cominciare dagli anni '60 I’OTA ¢ stata associata anche a neoplasie del tratto
urinario. Alcuni autori notarono che I’incidenza di tumori uroteliali (UT) era
maggiore nelle persone affette dalla BEN rispetto alle persone sane e in generale
nelle aree endemiche della malattia, rispetto quelle non endemiche (Sostari¢ and
Vukeli¢, 1991).

Limitatamente alle regioni endemiche della BEN ¢ stato osservato che la mortalita
causata da questo tipo di neoplasie ¢ maggiore nelle donne rispetto agli uomini, in
contrasto con quanto accade nelle altre regioni (Fuchs and Peraica, 2005); questi
tumori inoltre occorrono piu di frequente nel tratto urinario superiore (pelvi renali
e ureteri), colpiscono persone piu giovani, si presentano in forma multipla e
spesso maligna (Sostari¢ and Vukelié¢, 1991) e si manifestano in eta pill avanzate
rispetto alla nefropatia umana (Chernozemsky,1991; Chernozemsky et al., 1977).
Nonostante alte concentrazioni di OTA siano state ritrovate frequentemente nei
pazienti con stadi finali di malattie renali e basse concentrazioni siano state
ritrovate nel sangue di persone apparentemente sane anche in zone indenni
(Peraica et al., 1999) non ¢ ancora possibile stabilire una connessione sicura tra
I’esposizione all’OTA con la BEN e i tumori uroteliali in quanto la micotossina ¢
stata ritrovata anche nel sangue di persone che non abitavano nelle aree
endemiche. Nel 1993 I’International Agency for Research on Cancer (IARC) ha
classificato ’OTA come possibile cancerogeno umano (gruppo 2B) in base alle

sufficienti prove della cancerogenicita negli animali testati e inadeguata evidenza




nell’'uomo (IARC, 1993). Nonostante numerose ipotesi siano state valutate, la
verosimile capacitd cancerogena ¢ i meccanismi della cancerogenesi nell’'uomo

rimangono ad oggi non chiariti.



Normativa relativa ad Ocrafossina A

La regolamentazione della ocratossina A ¢ cominciata con il Regolamento (CE) n.

466/2001 successivamente modificato dai regolamenti (CE) n. 472/2002,
683/2004 e 123/2005. 1l Regolamento (CE) n. 1881/2006 abroga il precedente e le

relative modifiche ma non regolamenta il caffé crudo, la frutta secca diversa dalle

uve secche, la birra, il cacao e 1 prodotti a base di cacao, i vini liquorosi, i prodotti

a base di carne, le spezie e la liquirizia. Esso viene poi integrato per quanto

riguarda il contenuto di ocratossina A in liquirizia e spezie, dal Regolamento

(UE) n. 105/2010 in vigore dal 26 febbraio 2010 e applicato dal 1 luglio 2010.

Tabella 14: Tenori massimi di ocratossina A (OTA) nei prodotti alimentari

come previsti dal Regolamento (CE) n. 1881/2006 e dalle modiche apportate

dal Regolamento (UE) n. 105/2010

Prodotto alimentare'’: OCRATOSSINA A (OTA)

Tenori massimi

(ng/kg o ppb)

Cereali non trasformati

5

Tutti i prodotti derivati dai cereali non trasformati, compresi i
prodotti trasformati a base di cereali ed i cereali destinati al
consumo umano diretto (eccetto: alimenti a base di cereali e altri
alimenti destinati ai lattanti e ai bambini e alimenti dietetici a fini

medici speciali destinati specificamente ai lattanti)

Uve secche (uva passa di Corinto, uva passa, uva sultanina)

10

Caffe torrefatto in grani e caffeé torrefatto macinato, escluso il caffé

solubile

Caffeé solubile (istantaneo)

10

Vini (compreso il vino spumante ed esclusi i vini liquorosi e i vini
con un titolo alcolometrico non inferiore al 15% vol) e vini di

frutta?

2
a partire dal raccolto

del 2005




2

Vini aromatizzati, bevande aromatizzate a base di vino e cocktail
a3) a partire dal raccolto

aromatizzati di prodotti vitivinicoli
del 2005

Succo d'uva, succo d'uva concentrato ricostituito, nettare d'uva, |2
mosto d'uva e mosto d'uva concentrato ricostituito, destinati al|a partire dal raccolto

consumo umano diretto"” del 2005

Alimenti a base di cereali e altri alimenti destinati ai lattanti e ai

0.5
bambini*”
Alimenti dietetici a fini medici speciali”'?, destinati 0
,5
specificamente ai lattanti
Spezie: Capsicum spp. (suoi frutti secchi, interi o macinati, tra cui
. . R . 30
peperoncini, peperoncini in polvere, pepe di Caienna e paprica);
. . . . . . . |dal 1°luglio 2010
Piper spp. (suoi frutti, compreso il pepe bianco e nero); Myristica
al 30 giugno 2012
fragrans (noce moscata); Zingiber officinale (zenzero) e Curcuma 15

longa (curcuma). Miscele di spezie contenenti una o piu delle .
dal 1° luglio 2012

suddette spezie

Liquirizia (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza gonfia e altre specie). |20

Radice di liquirizia, ingrediente per infusioni a base di erbe dal 1° luglio 2010

Liquirizia (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza gonfia e altre specie).
80

da 1° luglio 2010

(42)

Estratto di liquirizia®”, usato nei prodotti alimentari, soprattutto

nelle bevande e nella confetteria




MATERIALI E METODI

Campionamento

Il campionamento ¢ stato effettuato nel macello di Irbid (Giordania) tra febbraio e
marzo 2012 da parte di due campionatori locali, che hanno prelevato aliquote di
rene, bile e sangue di polli. I campioni sono arrivati in Italia via aereo e sono stati
conservati nei congelatori del Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, ex
Dipartimento di Sanita Pubblica Veterinaria e Patologia Animale, Servizio di
Farmacologia e Tossicologia fino al momento delle analisi.

Oggetto di questo elaborato sono: 114 campioni di bile, 35 campioni di plasma e
40 campioni di rene. Tutti i campioni sono stati raccolti in Giordania tra febbraio
e marzo 2012 ad opera di due campionatori locali nel macello di Irbid.

Tutti 1 prodotti sono stati opportunamente catalogati, sotto un proprio codice

identificativo e registrati nel quaderno di laboratorio dedicato (FT 0001/11).

Analisi campioni di bile e plasma

Tutti 1 campioni di bile sono stati processati in Giordania presso i laboratori della
Jordan University of Science and Technology e analizzati presso il servizio di
Farmacologia e Tossicologia Veterinarie del Dipartimento di Scienze Mediche
Veterinarie dell’universita di Bologna.
Il metodo utilizzato per la ricerca di Ocratossina A nella bile di pollo era il
seguente:

e Trasferire 200 pl di bile o plasma in provette tipo Falcon da 15 ml

e Aggiungere 200 pl di acido citrico 30% e 2 ml di diclorometano

e Porre in agitatore rotante per 30 minuti

e Raffreddare in ghiaccio per 10 minuti




Centrifugare per 10 minuti a 3000 rpm

Allontanare la fase acquosa

Trasferire la fase diclorometanica in provette in vetro e portare a secco in
evaporatore UNIVAPO

Risolubilizzare con 800 pl di metanolo

Condizioni analitiche:
fase mobile A (67%): H,O : CH;CN : CH;CHOHCH;: CH;COOH 1% 79:7:7:7
fase mobile B (33%): CH;CN

flusso 1 ml/min

Il volume di iniezione ¢ stato stabilito a 20 ul, mentre il detector fluorimetrico ¢

stato impostato alle seguenti condizioni: A Ex: 340 um, A Em: 460 um.

Analisi campioni di rene

Dal momento che i campioni di rene di pollo erano aliquote molto piccole si era

deciso di provare e in seguito di utilizzare la metodica gia utilizzata per la ricerca

di OTA nel rene di suino (SOP FT 10.01.021) e di gallina, adattandola per una

aliquota direne di 1 g.

La metodica era la seguente:

Pesare 1 £0,01 g di campione
Trasferire in provettoni tipo Falcon da 50 ml

Aggiungere 1 ml di soluzione acido citrico al 30 % e 6 ml di

diclorometano
Omogeneizzare con ultraturrax per 3 minuti
Lavare lo statore con 2 ml di diclorometano e raccogliere nello stesso

provettone
Porre in ultrasuoni per 30 minuti

Raffreddare il campione in ghiacco per 10 minuti




e Centrifugare a 300 rpm per 10 minuti

¢ Allontanare la fase acquosa

e Congelare il campione per alcune ore o per tutta la notte

e Centrifugare a 300 rpm per 10 minuti

e Allontanare la fase acquosa

e Caricare [I’estratto su colonnina SPE silica 500mg da 10 ml
precedentemente condizionata con 5 ml di diclorometano

e Lavare con 5Sml di esano e scartare 1’eluato

e Scartare

e Lavare con 5 ml della soluzione 3

e Scartare

e Lavare con 5 ml della soluzione 4

e Raccogliere I’eluato in provette da 10 ml

e Lavare con 5 ml della soluzione 5

e Raccogliere I’eluato in provette da 10 ml

e Portare a secco in evaporatore UNIVAPO

e Risolubilizzare il residuo essiccato con 0,25 ml di soluzione MeOH:H,0O

1:1

Condizioni analitiche:

fase mobile A (68%): H,O : CH;CN : CH;CHOHCH;: CH;COOH 1% 79:7:7:7
fase mobile B (32%): CH;CN

flusso 1 ml/min

Il volume di iniezione ¢ stato stabilito a 20 ul, mentre il detector fluorimetrico ¢

stato impostato alle seguenti condizioni: 4 Ex: 340 um, 1 Em: 460 um.

RISULTATI E DISCUSS/IONE

Le analisi hanno fornito risultati costantemente negativi.




Come gia esposto nella parte compilativa, I’Ocratossina A ¢ stata classificata
come appartenente al gruppo 2B (della classificazione dello IARC 2002) al quale
appartengono gli accertati cancerogeni per gli animali e possibili cancerogeni per
I’uvomo. Come dimostrato dalla letteratura, le micotossine oggi rappresentano un
problema emergente nell’ambito della salute da non sottovalutare. Nelle specie
avicole ’OTA causa importanti cali delle produzioni.

I risultati ottenuti da questo lavoro dimostrano la salubrita delle carni e quindi una
sicurezza per la salute umana. Dato che nella bile di animali alimentati con diete
sperimentalmente contaminate 1’Ocratossina A risulta presente in concentrazioni
apprezzabili anche quando nelle altre matrici la tossina risulta assente, il lavoro di
questa tesi assume un particolare significato circa la salubrita delle derrate di

origine animale.

CONCLUS/ION/I

L’assenza di ocratossina a livello della bile dei polli rivela, percorrendo a ritroso il
meccanismo di accumulo della stessa, una verosimile assenza di contaminazione
dell’alimento. Al macello preso in esame afferiscono diversi produttori affiliati,
ci0 significa che allevamenti di diverse aree geografiche sono stati
simultaneamente presi in esame, cosi come diverse partite di mangimi

presumibilmente di diversi produttori o provenienze




METALLI




INTRODUZIONE

La sicurezza e la salubrita degli alimenti di origine animale rappresentano, oggi,
assieme all’elevata qualita, le caratteristiche che il consumatore ricerca negli
alimenti che acquista e che richiede ai produttori. Nel quadro del mercato globale,
in cui materie prime e prodotti finiti viaggiano da un continente all’altro, ogni
Paese dipende dall’importazione per rispondere alla domanda interna di
determinati beni, per i quali non risulta autosufficiente. Il rischio maggiore per la
sicurezza alimentare ¢ rappresentato dalla contaminazione, sia chimica sia
microbiologica, di tali prodotti, che puod arrecare anche gravi danni alla salute
umana. A livello europeo, la normativa ¢ molto specifica e il controllo della
produzione, la biosicurezza, la tracciabilita e I’igiene sono caratteristiche
indispensabili in ogni processo produttivo; campionamenti ed analisi vengono
condotti lungo tutta la catena alimentare, sia partendo dalla produzione primaria,
sia risalendo dal prodotto finito (Andrée ef al., 2010).

Per quanto concerne ’argomento oggetto di questa tesi, gli elementi chimici
maggiormente implicati nella contaminazione degli alimenti sono quelli non
essenziali che, se ingeriti, possono causare effetti negativi sulla salute dell’'uomo;
analogamente, anche gli elementi essenziali, se presenti in eccesso, possono
risultare tossici. A questo riguardo 1’Unione europea ha fissato, tramite
regolamenti e direttive, 1 livelli massimi di alcuni contaminanti, tra 1 quali
figurano anche dei metalli, negli alimenti, mentre per altri stabilisce la necessita di
un controllo della loro presenza negli stessi, al fine di garantirne la sicurezza e di
tutelare la salute dei consumatori; a livello italiano a questo scopo ogni anno viene
attuato un Piano Nazionale per la ricerca dei Residui negli animali e in alcuni
prodotti di origine animale (P.N.R.).

Dato che in alcuni Paesi extraeuropei meno attenzione ¢ rivolta a queste
problematiche, abbiamo ritenuto interessante, in collaborazione con il professore
Khaled M. Al-Qudah della facolta di Medicina Veterinaria della Jordan University
of Science and Technology (Irbid, Giordania) e con il dottor Giorgio Fedrizzi

dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna




“Bruno Ubertini”, determinare la concentrazione di contaminanti chimici in
alimenti provenienti dalla Giordania. Lo scopo del lavoro ¢ ricercare 13 elementi,
sia essenziali (ferro, rame, selenio, zinco, manganese, cromo e cobalto) sia non
essenziali (arsenico, cadmio, mercurio, piombo, alluminio e argento) in campioni
di muscolo, fegato e rene di bovini allevati e macellati in Giordania e confrontare
1 dati ottenuti con quelli europei e internazionali, cosi da valutare la sicurezza di

tali matrici edibili.



I METALL/

I metalli (dal greco métallon, che significa “miniera” e “minerale”) sono elementi
chimici che, ad eccezione del mercurio, si presentano solidi a temperatura
ambiente, risultano duttili e malleabili, buoni conduttori di calore e di elettricita e
fondono ad alte temperature; tutti possono essere usati per costituire delle leghe.

I metalli vengono rilasciati nell’aria, nell’acqua e nel suolo sia come conseguenza
di processi naturali sia da fonti antropiche: 1’uomo, infatti, ha cominciato ad
estrarli e utilizzarli almeno 6000 anni prima di Cristo, ma ¢ con I’avvento dell’era
industriale che si € avuto un aumento della loro dispersione nell’ambiente, dove
costituiscono un fattore di rischio per la popolazione in generale oltre che per i
lavoratori esposti durante i processi che li coinvolgono. I metalli possono essere
classificati in essenziali e non-essenziali o tossici. Si definiscono essenziali i
metalli indispensabili per gli organismi viventi; tra di essi distinguiamo i
macronutrienti, il cui fabbisogno giornaliero ¢ nell’ordine di grammi, quali calcio
(Ca), magnesio (Mg), potassio (K), sodio (Na) e fosforo (P), e 1 micronutrienti, il
cui fabbisogno puod essere nell’ordine dei milligrammi, come ferro (Fe), rame
(Cu), zinco (Zn), o di 1000 volte inferiore, vale a dire nell’ordine dei
microgrammi, come vanadio (V), cromo (Cr), manganese (Mn), cobalto (Co),
arsenico (As), selenio (Se) e molibdeno (Mo). Si definiscono invece non
essenziali o tossici quei metalli di cui non si conosce nessuna funzione biologica e
il cui apporto puo risultare dannoso per la salute, quali piombo (Pb), mercurio

(Hg), cadmio (Cd), alluminio (Al), berillio (Be) e nichel (Ni).




METALLI PESANTI E LORO TOSSICITA

Non esiste ad oggi una definizione univoca di metallo pesante, che viene indicato
come quell’elemento chimico che ha un numero atomico superiore a 20 e una
densita maggiore di 5 g/cm®. Normalmente, anche se il termine viene considerato
improprio dalla TUPAC (2002), vengono definiti metalli pesanti 1 seguenti
elementi: alluminio (Al), argento (Ag), bario (Ba), berillio (Be), cadmio (Cd),
cobalto (Co), cromo (Cr), ferro (Fe), manganese (Mn), mercurio (Hg), molibdeno
(Mo), nichel (Ni), piombo (Pb), rame (Cu), stagno (Sn), titanio (Ti), tallio (TI),
vanadio (V), zinco (Zn) e alcuni metalloidi con proprieta simili, quali 1’arsenico
(As), il bismuto (Bi) e il selenio (Se).

I metalli pesanti sono composti chimici che si trovano in natura e che possono
essere presenti a concentrazioni diverse nel terreno, nell’acqua e nell’atmosfera,
ma possono trovarsi anche nei prodotti alimentari sotto forma di residui derivati
dalla loro presenza nell’ambiente a causa di attivita agricole o industriali, gas di
scarico dei veicoli o contaminazioni durante la lavorazione o la conservazione
degli alimenti. L’esposizione delle persone e degli animali a questi metalli puo
avvenire sia attraverso 1’ambiente sia per I’ingestione di cibi 0 acqua contaminati.
La loro tossicita per gli organismi dipende dalla forma chimica in cui vengono
assunti, dalla quantita e dalla via di somministrazione, oltre che dalla frequenza e
dalla durata dell’assunzione; il loro accumulo in un essere vivente puo produrre,
nel tempo, effetti nocivi. A questo riguardo, anche molti elementi essenziali per
I’organismo, come il rame (Cu), il selenio (Se), il ferro (Fe), lo zinco (Zn) e il
manganese (Mn), se ingeriti in dosi eccessive, possono risultare tossici. Gli
elementi essenziali svolgono delle funzioni fisiologiche ben precise, sia in modo
diretto, fungendo da attivatori di specifici enzimi, sia in modo indiretto, per
esempio come componenti di vitamine. La loro concentrazione nei tessuti deve
essere sempre mantenuta entro valori normali affinché I’organismo possa
funzionare in maniera adeguata: una dieta carente di un elemento specifico

causera la diminuzione della sua presenza e favorira lo sviluppo di alcune




patologie, ma allo stesso modo anche un suo eccesso pud determinare effetti
negativi (Doyle and Spaulding, 1978).

I danni alla salute legati all’esposizione ai metalli, in particolare a quelli pesanti,
sono noti da tempo e sono stati descritti da molti organismi internazionali, tra i
quali I’Organizzazione Mondiale della Sanita (WHO); tuttavia la loro produzione
e la loro emissione nell’ambiente sono aumentate dagli anni ’50 del secolo scorso,
per diminuire soltanto negli ultimi 20 anni, soprattutto nei Paesi occidentali. Negli
ultimi anni ¢ anche cambiata la percezione dei consumatori nei confronti della
presenza di tali contaminanti negli alimenti e il rischio legato alla loro assunzione
¢ percepito maggiormente; a livello normativo, inoltre, 1’Unione europea ha
emanato alcuni provvedimenti a questo riguardo, al fine di tutelare la salute

pubblica e la sicurezza alimentare.

CADM/O (Cd)

Generalita

I cadmio (Cd) ¢ un metallo pesante che si trova nell’ambiente come
contaminante, sia per cause naturali (eruzioni vulcaniche ed erosioni di rocce) sia
come conseguenza di processi industriali e agricoli. Per la popolazione in
generale, ad eccezione dei fumatori, la fonte principale di esposizione a questo
metallo ¢ rappresentata dagli alimenti; anche se la capacita di assorbimento
intestinale ¢ limitata (circa il 3-5 % del totale), il cadmio viene ritenuto a livello
renale ed epatico e si accumula in questi organi, con un tempo di emivita che varia
dai 10 ai 30 anni (EFSA, European Food Safety Authority, 2009b). L’ Agenzia
Internazionale per la Ricerca sul Cancro (IARC) ha classificato il cadmio come
cancerogeno per I’uomo (gruppo I) sulla base di studi occupazionali.

A1 fini della tutela della salute pubblica, la Commissione europea ha emanato il
Regolamento 1881/2006 che definisce 1 tenori massimi di alcuni contaminanti, tra

1 quali il cadmio, nelle diverse matrici alimentari.
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Nel 2009 il gruppo di esperti scientifici sui contaminanti della catena alimentare
(CONTAM EFSA) ha stabilito una dose settimanale tollerabile (TWI, Tolerable
Weekly Intake) per il cadmio corrispondente a 2,5 ug per kg di peso corporeo,
riducendo in questo modo il precedente limite precauzionale di 7 pg/kg di peso
corporeo per settimana definito dal Comitato Congiunto FAO-WHO di Esperti
sugli Additivi Alimentari (JEFCA, Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives). Si stima che in Europa 1’esposizione media degli adulti attraverso la
dieta sia prossima al TWI e che sottogruppi specifici della popolazione, quali 1
vegetariani, i bambini, i fumatori e i soggetti che vivono in aree altamente

contaminate, possano superare questo limite anche del doppio (EFSA, 2009b).

Fonti di esposizione per 'uomo

Le fonti di contaminazione da cadmio per la popolazione in generale sono
molteplici, ma la piu importante, per i non-fumatori, ¢ senz’altro rappresentata dal
cibo, in modo particolare cereali e verdure, che apportano il 90% della quantita
totale di metallo assunto (UNEP, United Nations Environment Programme,
2008); il resto ¢& conseguenza dell’aspirazione di aria contaminata e
dell’assunzione di acqua. Le concentrazioni di cadmio piu elevate si trovano nelle
alghe marine, nel pesce e nei frutti di mare, nel cioccolato e negli alimenti per
diete specifiche. Alcuni alimenti presentano livelli molto elevati, come la carne di
cavallo, le frattaglie, i molluschi bivalvi e i cefalopodi. In aree altamente
contaminate gli alimenti prodotti o trasformati in loco possono presentare livelli
piu alti di cadmio e 'utilizzo agricolo di fertilizzanti contenenti questo metallo
puo determinare il suo aumento nei raccolti e nei derivati (EFSA, 2009b).

Ci sono poi categorie particolari di persone che entrano in contatto col cadmio in
modo diverso, soprattutto 1 fumatori, dato che ciascuna sigaretta contiene 1-1,7
ug/g (Fresquez et al., 2013) e specifiche categorie di lavoratori (occupati in

industrie produttrici di batterie, fonderie e industrie siderurgiche) (Fig.1).
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Figura 9. Fonti di esposizione per I'uomo al cadmio (Fonte: EFSA 2009b,

modificata)
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Tossicocinetica

Assorbimento

Inalazione

Anche se non rappresenta la via principale di assunzione, 1’assorbimento
respiratorio del cadmio ¢ abbastanza elevato, dal 7 al 50% del totale di metallo
inalato (Boisset et al., 1978; Nordberg et al., 1985). Questa percentuale dipende
dalla dimensione delle particelle che lo contengono: se ultrafini, possono venire
trattenute fino al 50-60% a livello alveolare, mentre se piu grandi vengono
allontanate con 1’espirium. L’importanza di questa via diventa evidente nei
fumatori, dove la concentrazione di cadmio nel sangue ¢ superiore rispetto ai non
fumatori; inoltre, anche molti anni dopo avere smesso di fumare, ¢ possibile
rilevare la presenza del metallo nella loro aria espirata, dovuto a un suo accumulo

importante a livello polmonare (Mutti ef al., 2006).
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Ingestione

L’assorbimento intestinale di cadmio ¢ un processo che non richiede nessun
carrier specifico, mentre la quantitd di metallo che viene assorbita dipende da
numerosi fattori, come il contenuto di metallo nella dieta (sono legati da un
rapporto inversamente proporzionale, cio¢ tanto piu ¢ alta la sua concentrazione,
tanto meno ne verra assorbito), lo stato nutrizionale del soggetto, 1’eta
(I’assorbimento ¢ maggiore nei neonati ¢ nei bambini) e il sesso, oltre a fattori
chimici come la presenza nell’alimento di cationi di- o trivalenti di zinco, ferro o
calcio che competono con il cadmio stesso per il loro assorbimento. E stato
dimostrato che, nell’'uomo, la carenza di ferro nella dieta € un fattore che favorisce
I’assorbimento intestinale di cadmio: il trasportatore di metalli divalenti (DMT-1),
che normalmente consente 1’ingresso del Fe2* nell’enterocita, in caso di carenza
aumenta la sua attivita, e di conseguenza la sua affinita anche nei confronti del
cadmio bivalente (Kim et al., 2007; Park et al., 2002; Tallkivist et al., 2001).
Anche carenze di zinco e calcio possono favorire questo aumento, con maggior
accumulo di cadmio nella parete intestinale, nel fegato e nel rene (Foulkes and

Voner, 1981; Reeves and Chaney, 2008).

Trasporto e distribuzione

Una volta assorbito, il cadmio entra in circolo legato alla metallotioneina (MT),
una proteina a basso peso molecolare presente in diversi tessuti, che, oltre a
intervenire nella normale regolazione di metalli essenziali (rame e zinco), presenta
un’elevata affinita per i metalli pesanti (cadmio e mercurio). In particolare, il
cadmio crea legame con il gruppo solfidrico SH dell’amminoacido cisteina che la
compone (Nordberg et al., 1971b), ma puo anche legarsi ad altri peptidi, sempre a
basso peso molecolare, ricchi di gruppi SH o di amminoacidi quali glutatione e
cisteina. E stato dimostrato che 1’esposizione al cadmio, analogamente a quanto
accade per lo zinco, induce un aumento della sintesi della metallotioneina in
diversi tessuti (Nordberg et al., 1985): per esempio, in seguito a inalazione del
metallo aumenta la MT polmonare (Glaser et al., 1986), mentre, a seguito della

sua ingestione, aumenta la quota di MT intestinale (Muller et al., 1986). 1l legame
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con la MT ¢ necessario per diminuire la tossicita del cadmio, tanto che la quantita
di proteina sintetizzata dal fegato ¢ solitamente sufficiente a legare tutto il cadmio
assunto (Nordberg et al., 1971a).

Il cadmio puo anche legarsi all’albumina e venire trasportato al fegato, dove il
complesso viene scisso e il cadmio libero pud essere coniugato con
I’amminoacido glutatione (GSH) ed essere escreto con la bile (e, di conseguenza,
eliminato con le feci), oppure venire legato alla metallotioneina e liberato in
circolo.

Nel sangue, il cadmio si localizza negli eritrociti e arriva a livello renale: il basso
peso molecolare della metallotioneina ne permette 1’ultrafiltrazione glomerulare e
il successivo riassorbimento nelle cellule del tubulo prossimale (Nordberg and
Nordberg, 2000); se non fosse legato alla proteina, il metallo non verrebbe
riassorbito in cosi grandi quantitd. Nonostante 1’emivita del complesso tra la
proteina e il cadmio sia maggiore rispetto a quello con lo zinco, esso viene
degradato, dopo il suo riassorbimento, nei lisosomi delle cellule tubulari. Il
cadmio non legato ¢ la causa della nefrotossicita: per contrastare 1’aumento del
metallo libero, infatti, la cellula sintetizza nuova metallotioneina, fino ad un punto
critico, oltre il quale la quantita di MT prodotta non ¢ piu sufficiente a legare il
cadmio presente, che causa la necrosi della cellula stessa. Il danno tubulare
comporta enzimuria, proteinuria (le proteine a basso peso molecolare, ultrafiltrate
a livello glomerulare, non vengono piu riassorbite) e maggiore escrezione di
cadmio con ['urina, sia in forma libera sia legato alla MT (Nomiyana and
Nomiyana, 1986).

Nell’organismo, le maggiori concentrazioni di cadmio si trovano nel fegato e nei
reni (Kotsonis and Klaassen, 1978): i due valori sono molto simili in seguito ad
un’esposizione acuta (Andersen et al., 1988), ma se essa diventa cronica la
quantita presente a livello renale risulta maggiore di quella epatica (Bernard ef al.,
1990). Nei soggetti adulti che vivono in Paesi industrializzati, ¢ comunque

possibile ritrovarlo in tutti i tessuti (Chung et al., 1986; Sumino et al., 1975).
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Escrezione

L’escrezione del cadmio assorbito avviene giornalmente, ma molto lentamente, sia
attraverso le urine sia attraverso le feci, in quantitda pressoché uguali, pari,
rispettivamente, allo 0,009 e allo 0,007% del peso corporeo (Kjellstrém and
Nordberg, 1978; Nordberg et al., 1985). I valori sono maggiori per determinate
categorie, soprattutto i lavoratori per i quali il cadmio rappresenta un rischio
occupazionale; in questo caso, la quantita escreta cresce in modo direttamente
proporzionale alla quantita assunta, almeno fino a quando non si presentera il
danno renale; successivamente, il cadmio nelle urine aumentera (Roels et al.,

1981).

Tossicodinamica

A livello cellulare, il cadmio ha un effetto genotossico indiretto, in quanto agisce
inibendo 1 meccanismi enzimatici di riparazione della doppia catena del DNA,
favorendo quindi I’effetto mutageno di altre sostanze a cui la cellula non riesce ad
opporsi in maniera efficace. Inoltre, sempre in modo indiretto, causa un aumento
dei radicali liberi (ROS, Reacting Oxygen Species) nel citoplasma, sia inducendo
un aumento della loro produzione mitocondriale sia diminuendo la produzione di
molecole antiossidanti da parte della cellula stessa (EFSA, 2009b). Questo metallo
interferisce anche nella trascrizione genica e nella sintesi proteica, e, di
conseguenza, nelle attivita della cellula quali mitosi, differenziazione, apoptosi,
fino ad indurre carcinogenesi (Waisberg et al., 2003).

Il cadmio agisce come regolatore della concentrazione citoplasmatica di calcio,
legandosi ai recettori extracellulari per il calcio (CaSR, Calcium Sensing
Receptors) e interferendo in maniera diretta sulla sua omeostasi, specialmente a

livello renale e mammario (Chang and Snoback, 2004).
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Tossicita

I cadmio provoca gravi danni alla salute dell’'uomo sia in seguito ad
un’esposizione acuta sia cronica, anche se quest’ultima, proprio per la tendenza
del metallo ad accumularsi nell’organismo, ¢ sicuramente la forma piu frequente e

coinvolge un maggior numero di distretti corporei.

Tossicita acuta

L’intossicazione acuta si ha in genere in seguito all’inalazione di alte
concentrazioni di polveri o fumi ricchi di cadmio, di solito per incidenti sul luogo
di lavoro; 1 sintomi clinici si manifestano a 4-6 ore dal contatto e il soggetto
presenta tosse, dispnea, cianosi, irritazione tracheo-bronchiale ed edema
polmonare (EFSA, 2009b).

L’intossicazione acuta pud avvenire anche per via alimentare, per ingestione di
cibi o bevande conservati in contenitori cadmiati di recente o a seguito di pasti
consumati da operai che possono essere entrati in contatto con esso; compaiono
gravi sintomi gastrointestinali quali nausea, vomito, dolore addominale, diarrea e
lesioni a vari organi (EFSA, 2009b). La dose letale ¢ compresa tra 350 e 8900 mg
(Bernard and Lauwerys, 1986).

Tossicita cronica

A livello renale I’accumulo di cadmio da una nefropatia a evoluzione lenta (in un
periodo solitamente lungo, che va dai 10 ai 20 anni), caratterizzata da una
disfunzione glomerulare, oltre a un’alterazione delle cellule dei tubuli prossimali,
dovuta al suo accumulo in esse fino a causarne la necrosi.

I polmoni presentano solitamente fenomeni di irritazione bronchiale e molto
spesso enfisema, che compare di solito dopo la nefropatia e dopo un’esposizione
di circa 15-20 anni. Il cadmio nel tempo tende a irritare le mucose delle prime vie
respiratorie e si manifestano anche sindromi ostruttive e restrittive, inclusa la

fibrosi polmonare (EFSA, 2009b).
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A livello gastroenterico il cadmio puo dare anemia moderata per interferenza con
il trasporto del ferro negli enterociti e danno modesto al fegato con lieve riduzione
della capacita metabolica epatica. Molto caratteristica ¢ la colorazione gialla che
assume lo smalto dei denti: questa alterazione cromatica ¢ considerata un segno
clinico precoce di intossicazione e si manifesta entro 2 anni dall’esposizione

cronica al metallo (EFSA, 2009b).

Il cadmio causa anche danni all’apparato scheletrico caratterizzati da osteoporosi,
fratture spontanee e osteomalacia (Jarup et al., 1998).

In corso di gravidanza, durante il periodo dell’organogenesi o nelle fasi
immediatamente precedenti, 1’assunzione di cadmio riduce la percentuale di
impianti embrionali (per alterata funzionalita ovarica e uterina) e comporta,
inoltre, marcati effetti teratogeni (Giavini et al., 1980), probabilmente per la sua
capacita di accumularsi nella placenta in quantitda 10 volte maggiori rispetto al
sangue materno (Roels et al., 1978).

Questo metallo viene, inoltre, classificato come agente cancerogeno per 1’'uomo
(IARC, 1993), anche se un report dell’EC-JRC (European Commission Joint
Research Center) del 2007 conclude che non ci sono ad oggi dati certi sull’attivita
cancerogenica del cadmio in seguito alla sua ingestione; certo ¢ il suo
coinvolgimento nello sviluppo di tumori sia per la sua attivita genotossica a livello
di DNA cellulare sia per l’azione del suo ossido dopo inalazione. Dati
epidemiologici piu recenti riferiti alla popolazione generale hanno evidenziato
un’associazione statisticamente significativa tra esposizione a cadmio e aumento
del rischio di cancro, ad esempio, del polmone, dell’endometrio, della vescica e
della mammella (EFSA, 2009b). Diverse ricerche contemplano una certa
rilevanza del cadmio nello sviluppo di tumori prostatici (Vinceti et al., 2007),
renali (II’yasova, 2005), della vescica (Kellen et al., 2007), del seno (McElroy et
al., 2006), del fegato, del testicolo e del pancreas (Huff ez al., 2007).
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PIOMBO (Pb)

Generalita

I piombo (Pb) ¢ stato uno dei primi elementi metallici noti all’uomo,
probabilmente gia dal 5000 a.C.; utilizzato da molti popoli antichi (tra 1 quali 1
Romani), ¢ conosciuto principalmente per la sua tossicita: col termine di
saturnismo (che deriva dalla sua associazione col pianeta Saturno fatta dagli
alchimisti) si identifica 1’intossicazione cronica da piombo. E un metallo pesante
naturalmente presente nell’ambiente come contaminante, anche se le maggiori
quantita vengono rilasciate in seguito ad attivita umane quali, ad esempio,
I’estrazione mineraria, la siderurgia e la produzione di oggetti di uso comune,
come le tubature per 1’acqua, le vernici e la benzina. A partire dagli anni ’70, la
dimostrazione degli effetti nocivi del piombo sulla salute hanno portato
all’adozione, sia in Europa sia negli Stati Uniti, di misure di controllo che hanno
portato a un sistematico abbassamento della presenza del metallo nell’ambiente.
Un passo importante ¢ stato 1’abolizione dell’uso del piombo nella preparazione di
vernici e della benzina (dal 1° gennaio 2000 la benzina senza piombo ¢ I’unica
ammessa al commercio) e delle sue leghe nella produzione di contenitori per il
cibo e di tubi per I’acqua (Direttiva 98/70/CE).

Il piombo si presenta in forma sia organica sia inorganica; nell’ambiente prevale
la forma inorganica, anche se la popolazione esposta ¢ limitata ai lavoratori del
settore; la forma organica ¢ invece piu tossica (UNEP, United Nation Environment
Programme, 2008a). L’'uomo entra in contatto col piombo attraverso il cibo,
I’acqua, il suolo, le polveri e 1’aria; nell’organismo, il metallo si accumula nello
scheletro, da cui poi viene gradualmente rilasciato nel tempo, causando gravi
danni a tutti gli apparati.

Essendo un contaminante presente anche negli alimenti, per garantire la sicurezza
dei consumatori e per tutelare la salute pubblica, la concentrazione massima di

piombo in essi ¢ regolamentata a livello europeo (Regolamento CE n. 1881/2006
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e successive modifiche).

L’ Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro (IARC, 2006) ha classificato i
composti del piombo come potenzialmente cancerogeni (classe 2A); il piombo
organico, invece, non ¢ considerato classificabile in tal senso (gruppo 3), poiché
non ci sono ancora adeguate dimostrazioni della sua attivita cancerogena in vivo.
Nel 1993, il Comitato Congiunto FAO-WHO di Esperti sugli Additivi Alimentati
(JEFCA) ha stabilito una dose settimanale tollerabile (PTWI), valida per tutta la

popolazione, di 25 pg/kg di peso corporeo (EFSA, 2010).

Fonti di esposizione per 'uomo

L’uomo entra in contatto con il metallo sia attraverso 1’inalazione delle sue polveri
sia attraverso I’ingestione di acqua o cibo contaminati; causa frequente della sua
assunzione ¢ l’'uso domestico di acqua proveniente da acquedotti dotati di
tubazioni rivestite di piombo.

Gli alimenti possono contenere piombo, presente nella materia prima o come
contaminante nella lavorazione successiva, ma anche, per frutta e verdura in
particolar modo, possono essere rivestiti da una patina di polvere o sporcizia che
lo contengono e che, se non lavati in modo accurato, possono diventare fonte di
assunzione.

I bambini sono ritenuti una categoria a rischio, sia perché 1’azione tossica del
metallo ¢ piu grave, sia perché possono venire a contatto con dosi maggiori di
metallo, per la loro tendenza ad ingerire (0o comunque portare alla bocca) vari
materiali, per esempio terra contaminata, polveri, o giocattoli non a norma, in
quanto dipinti con vernice a base di piombo (risale al 2007 lo scandalo dei
giocattoli prodotti in Cina e ritirati dal commercio, fonte www.repubblica.it).
Un’altra categoria a rischio ¢ rappresentata dai fumatori, perché ¢ stato calcolato
che ciascuna sigaretta contiene da 0,60 a 1,16 pg/g di piombo (Fresquez et al.,
2013). E interessante notare come la pianta del tabacco sia una delle poche che
riesce ad assorbire il metallo presente nel terreno e a concentrarla nelle foglie
(Rodriguez-Ortiz et al., 2006), che possono essere contaminate esternamente

anche dal piombo atmosferico e dai pesticidi usati (nelle parti del mondo dove
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viene coltivato il tabacco, le foglie possono contenere non solo piombo, ma anche
arsenico).

In passato, anche prodotti cosmetici e tinture per capelli presentavano piombo al
loro interno (Cohen and Roe, 1991); ad oggi, tale utilizzo ¢ vietato in Europa
(SCCNFP, Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-Food Products
Intended for Consumers, 2004).

Tossicocinetica

Assorbimento

Inalazione

Le particelle di piombo inalate possono depositarsi a livello polmonare a seconda
della loro grandezza: soltanto quelle di diametro inferiore ad 1 pm raggiungono le
piu fini diramazioni bronchiali e, di queste, piu del 95% viene assorbita dopo

I’ingestione da parte dei macrofagi o la necrosi delle cellule (Hursh et al., 1969).

Ingestione

L’assorbimento a livello gastroenterico ¢ influenzato da numerosi fattori, quali
I’eta, il digiuno, stati carenziali di ferro e calcio, la gravidanza, oltre alle
caratteristiche chimico-fisiche del piombo stesso (dimensione, solubilita e
tipologia). In studi condotti su soggetti a digiuno, ¢ stato dimostrato che la quota
di piombo assorbito ¢ compresa tra il 37 e il 70% del totale (James et al., 1985;
Rabinowitz et al., 1980), mentre scende al 15-20% se assunto durante il pasto
(Skerfving and Bergdahl, 2007). Altri studi dimostrano che la capacita di
assorbimento intestinale di piombo ¢ maggiore nei bambini rispetto agli adulti
(Heard and Chamberlain, 1982; James et al., 1985; Rabinowitz et al., 1980).

La carenza di ferro nella dieta aumenta la quantita di piombo assorbita (Barany et
al., 2005), probabilmente per la sua capacita di legare anche ai carrier per il ferro,
che risultano liberi (Bannon et al., 2003). Analogamente, anche una carenza di
calcio aumenta la quota di piombo nel sangue, soprattutto nei bambini (Mahaffey

et al., 1986). Si ritiene che lo stesso meccanismo sia alla base dell’interferenza del
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piombo con I’assorbimento di altri cationi, quali cadmio, rame, magnesio € zinco.
Nell’adulto, invece, si € visto che I’ingestione di calcio carbonato diminuisce la
quota di piombo assorbita (Heard and Chamberlain, 1982); nonostante cid bere
latte, alimento ricco di calcio e per piu di un secolo proposto come rimedio in
seguito all’ingestione di piombo, aumenta la quantita assimilata, probabilmente

per 1’azione delle lattoferrina (James et al., 1985).

Trasporto e distribuzione

Una volta assorbito, il piombo si riversa nel torrente circolatorio, trasportato
all’interno dei globuli rossi (96-99% del totale) e, in minor misura, nel plasma
(Bergdahl ef al., 1997, 1998, 1999; Manton et al., 2001; Smith et al., 2002). Negli
eritrociti ¢ legato a delle proteine, di cui 1’acido d-aminolevulinico deidratasi
(ALAD) ¢ la piu importante (Bergdahl et al., 1997, 1998; Xie et al., 1998); nel
plasma ¢ principalmente legato all’albumina (Al-Modhefer et al., 1991).
Nell’adulto, circa il 90% del piombo totale si ritrova nelle ossa e questo deposito,
tramite il rimaneggiamento del tessuto, porta al mantenimento di livelli elevati nel
sangue anche quando I’individuo non ¢ piu esposto al metallo. Nel bambino la
percentuale di piombo presente nelle ossa ¢ pari al 70% (Fleming et al., 1997,
Inskip et al, 1996; Smith et al., 1996). Nello scheletro il piombo si trova in forma
inerte e vi puo rimanere per decenni; in alcune ossa, quali il femore e il cinto
pelvico, il suo contenuto decresce con I’eta (Drasch et al., 1987), soprattutto nelle
donne (associato all’osteoporosi) e, parallelamente, aumenta la sua concentrazione
nel sangue (Gulson et al, 2002). Durante la gravidanza le riserve ossee del
metallo diminuiscono nella madre per il rimaneggiamento subito durante la
formazione dello scheletro nel feto, ed aumenta la quota ematica di piombo
(Gulson et al., 1997; Schuhmacher et al., 1996).

Il piombo si accumula, seppur in misura minore, anche nei tessuti molli,
specialmente nel fegato e, in concentrazioni decrescenti, in rene, pancreas, ovaio,
milza, prostata, surrene, cervello, adipe, testicolo, cuore e muscoli (Barry, 1975;
Gross et al., 1975). Mentre nelle ossa I’accumulo di piombo continua durante tutta

la vita dell’individuo, nei tessuti molli i valori restano pressoché invariati; questo
b
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riflette il rapido turnover a cui ¢ sottoposto in tali tessuti (Barry, 1975; Treble and
Thompson, 1997). Come altri metalli pesanti, ¢ possibile trovare tracce di piombo
nei capelli e nelle unghie.

Infine, ¢ importante sottolineare come questo elemento sia in grado di attraversare
la barriera placentare, raggiungendo, nel feto, concentrazioni ematiche e tissutali

uguali a quelle della madre (Goyer, 1990).

Escrezione

Nell’adulto, I’emivita del piombo del sangue ¢ di circa 30 giorni (Gulson, 2008).
Questo metallo viene escreto principalmente con le urine e con le feci (attraverso
cui viene eliminato sia il piombo non assorbito a livello intestinale sia quello
escreto con la bile), mentre vie minori sono rappresentate da sudore, saliva e latte

materno (Hursh ef al., 1969; Rabinowitz et al., 1976; Stauber et al., 1994).

Tossicodinamica

Il piombo ¢ sicuramente uno dei metalli pesanti piu studiati, € i meccanismi che
sono alla base della sua tossicita sono in gran parte conosciuti.

Stress ossidativo

L’azione del piombo induce un potente stress ossidativo a carico delle cellule sia
promuovendo la generazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), sia esaurendo
le riserve di molecole ad azione antiossidante (Matés, 2000). 11 piombo inattiva
anche molti enzimi, come la superossido dismutasi e la catalasi, sia legandosi ai
loro gruppi sulfidrilici sia sostituendo gli ioni di zinco, importanti co-fattori per
gli enzimi stessi (Flora et al., 2007). Per la cellula, le conseguenze piu gravi sono
legate alla perossidazione dei lipidi della membrana plasmatica, i1 cui radicali ne
comportano la distruzione e la morte. Il piombo causa anche 1’ossidazione
dell’emoglobina eritrocitaria, portando all’emolisi.

Cancerogenesi

Il piombo ¢ considerato un elemento cancerogeno. I meccanismi d’azione alla

base di questa sua caratteristica sono stati a lungo studiati e, ad oggi, sono state
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formulate diverse ipotesi.

L’effetto genotossico del piombo ¢ collegato al suo accumulo all’interno del
citoplasma delle cellule, soprattutto renali, con conseguente danno diretto sul
DNA (mutazione e delezione), alla base dell’evoluzione tumorale (Landolph,
1994; Waalkers, 1995).

Hartwig e colleghi (1990) invece propongono la possibile interferenza del piombo
con 1 meccanismi di riparazione del DNA, specie dopo un danno dovuto ai raggi
UV. Secondo altri (Trosko and Ruch, 1998), esso altera la comunicazione tra le
cellule con la formazione di gap-junction tra di esse, che permettono scambi non
controllati di sostanze citoplasmatiche alla base della mutazione neoplastica.
Anche lo stress ossidativo indotto dal piombo puo danneggiare la struttura del
DNA. Un’altra teoria (Quintanilla-Vega et al., 2000) vede il legame del piombo in
sostituzione dello zinco nelle protamine (piccole proteine nucleari che
rimpiazzano gli istoni negli spermatozoi; sono ritenute essenziali per la
stabilizzazione del DNA) come causa di minor protezione del DNA stesso verso
possibili mutazioni. Anche il tumor suppressor factor p53 contiene zinco: la sua
sostituzione col piombo ne altera la struttura e, di conseguenza, 1’azione anti-

tumorale (Hainaut and Milner, 1993).

Tossicita

Il piombo ¢ un metallo che per gli esseri viventi puo risultare soltanto tossico, in
quanto non sono stati dimostrati suoi effetti positivi per 1I’organismo né ¢ possibile
definire una dose sicura nella sua assunzione, anche se ¢ stata definita la PTWIL. E
un metallo pesante che causa danni irreversibili alla salute umana, a livello sia
acuto sia cronico.

La tossicita acuta ¢ solitamente associata ad un’esposizione di tipo professionale
ed € poco comune. | sintomi clinici che la caratterizzano sono dolore muscolare e
addominale, debolezza, emicrania, vomito, fino alle convulsioni e al coma (Flora
etal., 2012).

La forma caratteristica di intossicazione da piombo ¢ quella cronica, che si

presenta quando 1 suoi livelli ematici arrivano a 40-60 pg/dL; ¢ caratterizzata da

113



http://it.wikipedia.org/wiki/Proteina
http://it.wikipedia.org/wiki/DNA

vomito persistente, encefalopatia, letargia, delirio, convulsioni e coma (Flora et
al., 2012).

Rispetto ad altri metalli pesanti, per il piombo ¢ interessante valutare la sua
tossicita a carico dei vari apparati dell’organismo.

11 sistema nervoso ¢ I’apparato piu sensibile all’azione tossica del piombo, sia a
livello centrale sia a livello periferico (Cory-Slechta, 1996).

La conseguenza diretta piu grave all’esposizione a questo metallo ¢
I’encefalopatia, intesa come una progressiva degenerazione di determinate aree
del cervello, che si manifesta con debolezza, irritabilita, emicrania, riduzione della
capacita di concentrazione, tremori muscolari, perdita di memoria e allucinazioni
(Flora et al., 2012). L’esposizione a dosi elevate determina sintomi piu gravi, quali
delirio, perdita della coordinazione, convulsioni, paralisi, atassia e coma (Flora et
al., 2006). Le manifestazioni di questo genere sono piu frequenti nei bambini,
poiché in essi la quantita di piombo che si deposita a livello centrale ¢ maggiore ¢
puo causare alterazioni della crescita corporea ma anche dello sviluppo cerebrale,
compromettendone lo sviluppo cognitivo, la memoria a breve termine e 1’udito.
Nei casi piu gravi, puo dare danni cerebrali permanenti e anche morte (Cleveland
et al., 2008).

L’intossicazione acuta da piombo porta ad un’anemia emolitica, dato clinico
visibile anche negli animali, perché rende piu fragili le membrane dei globuli
rossi, predisponendole alla rottura. L’intossicazione cronica causa invece
un’anemia franca, poiché il metallo inibisce diversi enzimi che rientrano nel
processo di sintesi dell’emoglobina, causando un danno diretto al sistema
emopoietico (Vij, 2009).

A carico del rene, il piombo causa una nefropatia che pud essere acuta o cronica.
Nella forma acuta si ha un’alterazione nel meccanismo di trasporto a livello
tubulare, con perdita di glucosio, fosfati € amminoacidi nelle urine (sindrome di
Fanconi).

La nefropatia cronica porta ad alterazioni morfologiche e funzionali irreversibili:
gravi modificazioni glomerurali e tubulo-interstiziali a cui conseguono
insufficienza renale, ipertensione sistemica e iperazotemia (Rastogi, 2008).

Sia nell’intossicazione acuta sia in quella cronica il piombo pud provocare
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ipertensione sistemica (sia negli animali sia nell’'uomo), ischemia coronarica,
alterazioni nella circolazione periferica e cerebrale, tutte patologie potenzialmente
letali (Navas-Acien et al., 2007).

Gli effetti a livello di riproduzione sono rilevabili sia nell’'uvomo sia nella donna.
Nell’'uvomo, il piombo causa riduzione della libido, alterazione della
spermatogenesi (riduzione del numero e della mobilita degli spermatozoi),
riduzione della fertilita fino alla sterilita, alterazioni nella produzione di
testosterone dalla prostata e conseguenti effetti sistemici. Nella donna causa
infertilita, aborto, parto prematuro, eclampsia pre-parto e ipertensione in
gravidanza (Flora et al., 2011). Durante la gravidanza, a livello sperimentale, sono
stati riportati effetti negativi sullo sviluppo del feto (Saleh et al., 2009).

L’effetto cancerogeno del piombo e dei suoi composti ¢ stato studiato negli
animali da laboratorio, in particolare topi e ratti. La somministrazione di dosi
elevate di piombo (maggiori rispetto alla PTWI) in queste specie ha comportato
I’aumento di adenomi e carcinomi renali, solitamente rari (Waalkes et al., 1995).
In uno studio condotto sui ratti (IARC, 2006), I’assunzione con 1’alimento di 3 mg
di piombo acetato per due mesi e successivamente di 4 mg per 16 mesi, ha
evidenziato un significativo aumento nella comparsa di tumori in molti organi
(polmone, ipofisi, ghiandola mammaria), ma soprattutto nelle ghiandole surrenali,
testicoli e prostata nel maschio e ovaie nella femmina.

I1 piombo inorganico viene classificato come cancerogeno per 1’'uomo, anche se,
nonostante gli studi retrospettivi effettuati in questi anni, non sia stato ancora
possibile dimostrare la presenza di una correlazione tra 1’esposizione ad esso € 1
tumori maligni nell’'uvomo (Ilychova and Zaridze, 2012; Rousseau et al., 2007;

Wynant et al., 2013).
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MERCURIO (Hg)

Generalita

I mercurio (Hg) ¢ un metallo pesante che, dopo essere stato rilasciato
nell’ambiente, entra in un ciclo caratteristico che coinvolge 1’aria, il suolo e
I’acqua, durante il quale I'uomo, le piante e gli animali vengono esposti ad esso,
con varie ripercussioni sulla loro salute (EFSA, 2008).

Essendo un metallo pesante la cui tossicita € conosciuta da tempo, al fine di
tutelare la salute pubblica, ¢ regolamentato a livello europeo dal Regolamento
1881/2006, che stabilisce i valori massimi ammissibili negli alimenti, dalla
Direttiva 98/83/CE, che definisce il limite massimo nell’acqua potabile di 1 pg/L
e dalla Direttiva 2009/48/CE che ne definisce i limiti nelle vernici e nei
componenti per 1 giocattoli. Il suo uso nei pesticidi ¢ stato vietato dalla Direttiva
del Consiglio europeo 79/117/CE, mentre nel Codex Alimentarius vengono
definite delle linee guida per il mercurio totale e il metilmercurio contenuti nelle
acque, nel pesce e in altri alimenti.

Nel 2010 il Comitato Congiunto FAO-WHO di Esperti sugli Additivi Alimentari
(JEFCA, Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) ha stabilito che
la dose settimanale tollerabile (PTWI) per il mercurio inorganico per I’uomo ¢ di
4 ng/kg di peso corporeo (EFSA, 2010). Questo dato parte dal presupposto che la
principale forma in cui il mercurio si trova nel cibo ¢ quella inorganica, corretta
poi da alcuni indici in modo da arrivare ad un valore che possa comprendere il

mercurio totale assunto per via alimentare.

Fonti di esposizione per 'uomo

La fonte principale per I’'uomo di metilmercurio, cio¢ la forma piu tossica e
pericolosa, € rappresentata da pesci e prodotti della pesca, che mostrano livelli di

rischio dipendenti dalla specie (il tonno presenta le concentrazioni piu elevate),
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dalla quantita assunta e dall’area di pesca.

L’uomo ¢ esposto al metallo atmosferico sia in ambiente lavorativo sia a casa, ove
presenti fonti di contaminazione. Un’esposizione continua, a basse dosi, si ha in
presenza di otturazioni dentali con amalgama a base di mercurio; a contatto con la
saliva e con 1 tessuti che circondano i denti, questo rilascia ioni, che possono avere
sia un’azione tossica locale sia, dopo inalazione, sistemica.

I fumatori sono una categoria a rischio, poiché ciascuna sigaretta contiene da

0,013 2 0,021 pg/g di mercurio (Fresquez et al., 2013).

Tossicocinetica

Assorbimento

Inalazione
L’inalazione di vapori contenenti mercurio, tipica dei lavoratori nel settore, per 1
quali rappresenta un rischio occupazionale, ¢ molto pericolosa, in quanto per il

75% viene ritenuto e completamente assorbito (EFSA, 2012)

Ingestione

L’assorbimento del mercurio inorganico in seguito ad ingestione ¢ di norma
basso, anche se per le forme mercuriche ¢ piu alto che per le mercurose data la
loro maggiore solubilita in acqua. La percentuale di assorbimento ¢ influenzata da
fattori nutrizionali quali la presenza di selenio, di molecole che contengono gruppi
sulfidrili e di complessi organici nella dieta, oltre che dalla specie: negli animali
da laboratorio oscilla tra il 2 e il 38%, mentre nell’'uomo scende al 2% (EFSA,
2012). II metilmercurio, al contrario, viene assorbito piu rapidamente e fino
all’80% del totale, sia negli animali sia nell’'uomo, poiché attraversa facilmente la
membrana cellulare per diffusione passiva, oppure perché forma complessi con
altre molecole, come la L-cisteina, e utilizza i carrier corrispondenti (EFSA,

2012).
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Trasporto e distribuzione

Nel sangue il mercurio bivalente si trova nei globuli rossi, legato ai gruppi
sulfidrilici dell’emoglobina, e, in quota minore, a metallotioneina e glutatione, ma
soprattutto si trova nel plasma, legato a diverse proteine. Essendo scarsamente
lipofilo il mercurio non attraversa la barriera emato-encefalica e il filtro
placentare, ma si concentra nel rene (tubulo contorto prossimale) e, a seguire, nel
fegato (area periportale), nell’intestino (mucosa), nella cute, nel testicolo (cellule
interstiziali) e nei plessi corioidei dell’encefalo (EFSA, 2012).

Piu del 90% del metilmercurio si localizza invece nei globuli rossi, legato alla
porzione proteica dell’emoglobina (Janzen et al., 2011), mentre la porzione
plasmatica ¢ trasportata dall’albumina. Il metilmercurio attraversa sia la barriera
emato-encefalica, accumulandosi nell’encefalo, sia la placenta, raggiungendo, nel
feto, concentrazioni anche maggiori rispetto alla madre (Sakamoto et al., 2004,
2008, 2010). Data la sua capacita ad attraversare le barriere ¢ la membrana delle
cellule, la sua distribuzione nei tessuti ¢ generalmente uniforme e la
concentrazione tissutale resta costante e in equilibrio con quella ematica; tale stato
viene raggiunto in 30-72 ore dall’assorbimento. Circa il 5% del metilmercurio
totale si ritrova nel sangue; nell’encefalo se ne pud accumulare fino al 10%
(EFSA, 2012).

La concentrazione maggiore di mercurio totale si rinviene nei reni (EFSA, 2012).

Metabolismo

Nei mammiferi le varie specie di mercurio subiscono processi di
ossidazione/riduzione e di coniugazione col glutatione. Il metilmercurio viene
demetilato nel fegato in presenza di specie reattive dell’ossigeno, coniugato col
glutatione e riversato nell’intestino, dove pud essere in parte riassorbito o
convertito alla forma mercurica dalla flora intestinale (Chapman and Chan, 2000).
La demetilazione avviene anche nell’intestino, nella milza e, in misura minore, ad

opera dei fagociti (Suda and Hirayama, 1992). Nel cervello il metilmercurio e il
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tiomersale vengono lentamente trasformati nella forma mercurica (Rodrigues et

al., 2010).

Escrezione

Il mercurio mercurico viene eliminato attraverso le urine e, in minori quantita, le
feci (soprattutto la quota coniugata al glutatione nel fegato ed escreta con la bile).
La sua emivita ¢ di circa 40 giorni.

Il metilmercurio ha un’emivita, nell’'uomo, di 70-80 giorni, ¢ per il 90% viene
eliminato con le feci dopo essere stato coniugato al glutatione negli epatociti ed

essere stato riversato nella bile (Ballatori and Clarkson, 1985).

Tossicodinamica

I meccanismi alla base della tossicita sia del metilmercurio sia del mercurico
dipendono dalla loro capacita di causare, a livello cellulare, stress ossidativo,
squilibri nell’omeostasi del calcio e alterazioni del citoscheletro (EFSA, 2012). Le

lesioni si manifestano principalmente in alcuni organi target.

Neurotossicita

II metilmercurio rappresenta I’agente tossico principale per 1’encefalo (Ni ef al.,
2011). II metilmercurio, durante la crescita e lo sviluppo, ha un’azione tossica nei
confronti dei neuroni, dove altera 1 normali processi di proliferazione,

differenziazione e migrazione (EFSA, 2012).

Stress ossidativo

Studi condotti sia in vitro sia in vivo dimostrano come la capacita di produrre
specie reattive dell’ossigeno (ROS) abbia un ruolo chiave nell’azione tossica del
metilmercurio e del mercurio mercurico, poiché esse causerebbero un’alterazione
della funzionalita mitocondriale (Garrecht and Austin, 2011) e un’inibizione dei
meccanismi antiradicali, come la superossido dismutasi, la glutatione reduttasi e la
glutatione perossidasi. Lo stress ossidativo comporterebbe inoltre disfunzione
della pompa sodio-potassio ATP-dipendente, perossidazione dei lipidi,

ossidazione delle proteine e danneggiamento del DNA (Farina et al., 2011).
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Alterazione dell’omeostasi del calcio

Il metilmercurio e il cloruro mercurico possono alterare 1’attivita neuromuscolare
distruggendo 1 neurotrasmettitori glutammatergici, colinergici e dopaminergici.
Agiscono anche sull’omeostasi del calcio in diverse cellule, tra cui i neuroni: il
mercurio aumenta la quota di calcio intracellulare, comportando 1’attivazione di
enzimi di degradazione, alterazione della funzionalitd mitocondriale,
peggioramento del danno indotto dallo stress ossidativo e conseguente morte della

cellula (Aschner et al., 2010).

Effetto genotossico

Come gia detto in precedenza, lo stress ossidativo e la produzione di ROS
comportano alterazioni a carico del DNA e dei meccanismi di riparazione: nei
linfociti umani ¢ stato osservato un danno genetico (aberrazione cromosomica) in
seguito ad esposizione professionale al mercurio elementare e organico
(Cebulska-Wasilewska et al., 2005); il metallo risulta inoltre genotossico, in vitro,

sulle altre cellule dei mammiferi, ma dati in vivo non sono ancora disponibili

(EFSA, 2012).

Tossicita

Come per altri metalli pesanti, I’intossicazione acuta ¢ poco frequente e tipica di
determinate categorie nella popolazione, mentre la forma cronica ¢ caratteristica e
ampliamente studiata: il caso piu famoso risale agli anni ’50 del secolo scorso,
nella baia di Minamata in Giappone. Il mercurio ¢ considerato un metallo molto

tossico, che causa effetti a carico di molti apparati dell’organismo.

Tossicita acuta

L’inalazione di vapori contenenti mercurio pud avvenire nei lavoratori che sono
esposti al metallo, per esempio nelle miniere, e comporta, gia poche ore dopo
I’esposizione, la comparsa di tosse, dispnea, febbre, debolezza, disturbi
gastroenterici, neuropatia periferica e insufficienza renale. L’avvelenamento da

mercurio puo avvenire anche in seguito ad ingestione di sue grosse quantita, (per
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esempio I’ingestione accidentale di una batteria), e i suoi sali corrodono la mucosa
intestinale, alterandone la permeabilita e aumentando il suo assorbimento
(Graeme and Pollack, 1998). La prognosi in seguito ad una forma acuta di
avvelenamento ¢ solitamente riservata/infausta. La dose letale ¢ compresa tra 0,1

e 0,5 mg/kg (EFSA, 2012).

Tossicita cronica

L’esposizione cronica al mercurio e ai suoi composti determina 1’insorgenza di
effetti tossici a carico di vari organi, sia reversibili sia irreversibili. Graeme and
Pollack (1998) hanno cercato di elencare i sintomi piu caratteristici.

Il sistema nervoso rappresenta, insieme al rene, 1’organo target per il mercurio,
specie nella forma di dimetilmercurio. Irritabilita, affaticamento, insonnia,
cambiamenti della personalita, emicrania, riduzione dell’udito e della vista,
diminuzione della capacita cognitiva, confusione, letargia, tremori, atassia e
incoordinazione sono alcuni dei sintomi che si presentano in seguito ad
avvelenamento da mercurio. Il metilmercurio, in particolare, porta anche a
farfugliamento, ipersalivazione, disfagia, depressione, allucinazioni, crampi,
paralisi, coma e morte.

A livello periferico, si ha riduzione della forza muscolare, minore sensibilita,
neuropatie, paralisi spastica, parestesia e alterazione dei riflessi.

L’inalazione di piccole quantita di mercurio causa, nel tempo, I’instaurarsi di
forme infiammatorie croniche quali polmoniti interstiziali, enfisema o atelettasia
di alcune aree del polmone, bronchiolite necrotizzante, edema ed emorragie
polmonari, pneumotorace.

I sali di mercurio sono molto corrosivi per gli occhi, la pelle e le membrane
mucose: a livello intestinale cid causa ematemesi, ematochezia, tenesmo, ulcere
(anche buccali), enterite e necrosi della mucosa intestinale. L’avvelenamento
cronico causa anche perdita dei denti e la formazione di una linea blu (“orletto”)
lungo il loro margine gengivale.

Il mercurio agisce a livello di apparato cardiocircolatorio indirettamente, poiché lo

stress ossidativo, 1’inflammazione, la perossidazione lipidica e il danno
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mitocondriale da esso causati inducono alterazioni a carico della tonaca muscolare
vasale, discontinuita endoteliale e trombosi (Azevedo et al., 2012). 1l metallo
altera anche 1 canali Na'/K* ATP-dipendenti ¢ 1’omeostasi del calcio, con
ipertrofia del ventricolo sinistro e aumento della pressione diastolica (Furieri et
al.,2011).

L’effetto tossico sull’apparato genitourinario viene esplicato dal mercurio
inorganico che si accumula nelle cellule tubulari fino a causarne la necrosi; al
danno tubulare consegue proteinuria, ematuria, glicosuria, oliguria, uremia e
insufficienza renale, sia acuta (negli avvelenamenti) sia cronica.

Studi condotti su donne esposte professionalmente ai vapori di mercurio hanno
dimostrato che esso causa riduzione della fertilita, influenzando 1’asse ipotalamo-
ipofisi-gonade, ma, pur accumulandosi nelle ovaie, non sembra alterare il
processo di ovulazione (Shuurs, 1997).

Nel maschio puo dare infertilita per il suo effetto mutageno nella spermatogenesi.
Durante la gravidanza, I’assunzione massiva di mercurio da aborto tardivo, minor

peso del neonato alla nascita e malformazioni congenite (Shuurs, 1997).
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ARSENICO (As)

Generalita

L’arsenico (As) ¢ un metalloide che si puo trovare sia in forma organica sia in
forma inorganica; la forma inorganica, piu tossica, ¢ la forma normalmente
presente negli alimenti. L’arsenico ¢ un elemento relativamente comune in natura,
presente soprattutto nelle rocce e nel suolo, ma anche nell’acqua, sia superficiale
sia di falda, e nell’aria; questo metalloide viene liberato anche come conseguenza
di attivita umane.

Conosciuto ed utilizzato dall’uomo fin dall’antichita, sia a scopo terapeutico sia
come veleno, I’arsenico ¢ un micronutriente essenziale per gli organismi viventi in
concentrazioni molto basse, nell’ordine dei microgrammi, ma un’esposizione a
dosi elevate risulta tossica per le piante, gli animali e I’uomo. Ancora oggi viene
usato come medicinale, per esempio per la cura di alcune forme di leucemia
promielocitica, data la sua capacita di indurre apoptosi delle cellule maligne
(Ratnaike, 2003).

A livello europeo, la legislazione di riferimento ¢ quella riguardante i
contaminanti negli alimenti: il Regolamento 315/93, che delinea la necessita di
stabilire dei limiti massimi di tolleranza, e il Regolamento 1881/2006, che
stabilisce 1 tenori massimi di alcuni contaminanti, ma non dell’arsenico. Per
questo elemento ¢ quindi da considerare valida la legislazione dei singoli Paesi; in
Italia, in particolare, nessuna legge regola il limite massimo dell’arsenico negli
alimenti. La Direttiva della Commissione europea 2003/40, invece, stabilisce
limiti precisi per I’acqua minerale destinata al consumo umano.

Nel 2009 il gruppo di esperti scientifici sui Contaminanti della Catena Alimentare
(CONTAM) dell’EFSA ha stabilito che la dose settimanale tollerabile (TWI) per
I’arsenico inorganico, corrispondente a 15 pg/kg di peso corporeo (dose
giornaliera massima tollerabile di 2 pg/kg di peso corporeo), stabilita dal JEFCA

nel 1989 non ¢ piu valida e deve essere abbassata. Da uno studio condotto su 19
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Paesi europei, ’EFSA ha concluso che il consumo giornaliero pro capite di questo
elemento ¢ compreso in un range di 0,13-0,56 pg/kg di peso corporeo, con valori
piu elevati in specifiche categorie, quali i consumatori di riso (1 pg/kg p. c.), di
alghe (4 pg/kg p. c.) e i bambini sotto 1 tre anni di eta (0,50-2,66 ng/kg p. c.)
(EFSA, 2009a).

Fonti di esposizione per 'uomo

Parlando di alimenti e di rischi per la salute connessi alla presenza in essi di
contaminanti ¢ opportuno precisare che, per quanto riguarda I’arsenico, quando
vengono effettuate delle analisi, viene quantificato I’arsenico totale, senza
distinzione tra la forma inorganica (I’unica effettivamente tossica) e quella
organica; questo ¢ dovuto alla difficolta richiesta dall’analisi che permette la
differenziazione di tutte le sue forme, tanto che solo pochi laboratori sono in
grado di eseguirla. Poiché i dati vengono spesso letti come se si trattasse di
arsenico inorganico, I’EFSA preferisce parlare di arsenico totale, ritenendo che
molti rischi connessi a determinati alimenti siano da rivedere, in quanto
sovrastimati (EFSA, 2009a). Un esempio lampante ¢ rappresentato dal pesce e dai
prodotti della pesca (soprattutto le alghe): essi rappresentano, a livello mondiale,
la fonte principale di arsenico totale (12-34 mg/kg, Sirot et al., 2009), ma di
questo 1’arsenico inorganico rappresenta solo lo 0,1% (eccetto nel tonno, dove il
valore sale al 9%). Le concentrazioni piu alte si ritrovano in alcune alghe (Hizikia
fusiforme), vendute in forma secca, dove 1’arsenico inorganico supera il 50% del
totale (Almela et al., 2002; Laparra et al., 2003), e nella cozza comune (Mutilus
edulis), che puo presentare fino a 30 mg di arsenico inorganico/kg di peso secco
(Sloth and Julshamn, 2008).

Le piante coltivate sulla terraferma presentano una bassa concentrazione di
arsenico, sia totale sia inorganico. Il riso rappresenta un’eccezione, in quanto ne
puo contenere 0,1-0,4 mg/kg di alimento secco e, di questo, uno studio inglese
dimostra che il 33-68% ¢ rappresentato da arsenico inorganico (Meharg et al.,
2008). L’acqua (non solo come bevanda, ma anche utilizzata per cucinare),

soprattutto in quelle aree dove la presenza dell’arsenico nelle falde ¢ maggiore, ¢
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sicuramente la fonte principale di assunzione dell’elemento per 'uomo, e anche la
piu pericolosa, dato che vi si trova principalmente in forma inorganica; il valore
massimo raccomandato per I’acqua potabile dalla WHO ¢ di 10 pg/L (WHO,
2001). La popolazione ¢ esposta anche all’arsenico presente nell’aria e nel suolo,
che rappresentano perd fonti secondarie, rispetto alla dieta, per la popolazione
europea; una categoria a parte sono i fumatori, in quanto ogni sigaretta contiene (a

seconda della marca) 0,22-0,35 nug/g di arsenico (Fresquez et al., 2013).

Tossicocinetica

Assorbimento

Inalazione
I composti arsenicali introdotti per via inalatoria vengono completamente assorbiti

a livello polmonare e dalle superfici mucose di tutto I’apparato respiratorio.

Ingestione

Studi effettuati su ratti e topi e sull’'uomo hanno dimostrato che 1’arsenite e
’arseniato presenti nell’acqua vengono rapidamente e completamente assorbiti a
livello intestinale (ATSDR, 2007). Al contrario, 1’assorbimento dell’arsenico
inorganico dopo la sua ingestione dipende dalla sua solubilita (tanto essa ¢
maggiore tanto maggiore sara 1’assorbimento), dalla presenza di altre sostanze nel
tratto intestinale, oltre che dal tipo di alimento in cui ¢ contenuto (EFSA, 2009a).
La capacita di assimilazione dipende molto dalla specie considerata: nei roditori la
quantita di metilarsinato e di dimetilarsinato (dove 1’arsenico € presente in forma
pentavalente) assorbita a livello intestinale supera il 40% (Hughes et al., 2005),

mentre, nell’uomo, ¢ superiore al 75% (Buchet et al., 1981).

Trasporto e distribuzione

Una volta assorbito, 1’arsenico si riversa nel torrente ematico, dove ¢ presente sia

nel plasma sia nei globuli rossi, legato alla porzione proteica dell’emoglobina; la
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concentrazione che raggiungera nei vari distretti dipende dalla sua valenza, dalla
dose assunta e dalla specie considerata. In molte specie viene rapidamente
trasportato a fegato, reni, milza e polmoni, ma ’accumulo (circa due settimane
dopo I’ingestione) avviene a livello di capelli, unghie e pelle, tessuti che
contengono numerose proteine ricche di zolfo, come la cheratina (EFSA, 2009a).
In seguito ad ingestione cronica di arsenico, esso tende ad accumularsi
maggiormente nel rene e, a seguire, nel polmone, nella vescica, nella pelle, nel
sangue e nel fegato; in minore misura, anche nei muscoli, nei sistemi nervoso e
gastroenterico, oltre che nella milza (Kingston, 1993).

Nella specie umana I’arsenico riesce ad attraversare il filtro placentare (Concha et
al., 1998; Hall et al., 2007), raggiungendo gli stessi livelli presenti nel sangue
materno e, in questo modo, passando rapidamente al feto; nel latte, invece, la

quantita presente ¢ bassa.

Metabolismo

A livello epatico I’arsenico inorganico subisce un processo di metilazione, in cui
la forma pentavalente dapprima viene ridotta alla forma trivalente e
successivamente, con l’aggiunta di un gruppo metilico, si forma 1’acido
metilarsonico che si trasforma, infine, in acido dimetilarsonico con il legame di un
secondo gruppo metilico. Questi processi di biotrasformazione possono essere
influenzati da fattori quali eta, sesso e stato nutrizionale, e favoriscono
I’eliminazione del metalloide (EFSA, 2009a).

L’arsenobetaina presente nei prodotti ittici non ¢ metabolizzata dall’'uomo, ma
viene escreta tal quale nelle urine. E interessante notare come gli arsenozuccheri,
abbondanti nelle alghe, vengano invece completamente metabolizzati in
dimetilarsinati, gli stessi metaboliti derivati dall’arsenico inorganico (Ma and Le,

1998).

Escrezione

L’emivita dei composti dell’arsenico, sia organici sia inorganici, sembra essere

breve, tra le 10 e le 48 ore (ATSDR, 2007). L’arsenico viene eliminato
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rapidamente attraverso le urine, dove il dimetilarsinato ¢ il metabolita piu presente
(Schuhmacher-Wolz et al., 2009), e la bile (soprattutto nei roditori, Csanaky et al.,
2003). All’eliminazione di questo metalloide concorrono ancora, se pur in misura
minore, le feci (il 10% delle sue forme solubili viene eliminato per questa via), il

sudore, il latte, la pelle e i polmoni (Lucisano, 1994).

Tossicodinamica

Gli effetti tossici dell’arsenico a livello cellulare sono collegati al suo stato di
ossidazione (Hughes, 2002).

Le specie trivalenti sono piu tossiche rispetto a quelle pentavalenti, anche se i
meccanismi non sono completamente definiti.

L’arsenico inorganico ¢ classificato dall’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul
Cancro (IARC, 2004) come cancerogeno per l’'uomo, sulla base di studi
epidemiologici, anche se il meccanismo alla base della cancerogenesi non ¢ stato
ancora del tutto chiarito; sono state perd proposte diverse ipotesi. L’arsenico
inorganico ha un’azione genotossica in vitro sulle cellule polmonari umane a dosi
molto elevate (Yamanaka et al., 1995) e contribuisce a modificare I’assetto dei
cromosomi nei linfociti e fibroblasti umani (Dong and Luo, 1993; Rasmussen and
Manzel, 1997). L’arsenico sembra avere un ruolo nell’inibizione dei meccanismi
di riparazione del DNA, probabilmente perché interferisce nella normale attivita
dell’enzima DNA-polimerasi (Yager and Wiencke, 1997); promuove anche lo
stress ossidativo, in quanto si lega ad enzimi antiossidanti, come la catalasi e la
superossido dismutasi, inibendone I’azione e mantenendo attive le specie reattive
dell’ossigeno, che possono causare gravi danni alla cellula.

L’arsenico ¢ anche un co-mutageno, dato che promuove e potenzia 1’azione
tossica nei confronti delle cellule da parte di altre sostanze chimiche (in
particolare del benzo(a)pirene) e dei raggi UV.

Viene anche definito interferente endocrino, in quanto altera la produzione di
ormoni steroidei (glucocorticoidi, mineralcorticoidi, progesterone ed androgeni)
ed interferisce col legame col loro recettore (Bodwell, 2004 e 2006; Kaltreider,

2001). Un’alterazione del metabolismo dei glucocorticoidi puo avere conseguenze
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negative sullo sviluppo corporeo e provocare danni alla salute.

Tossicita

Ricordando che D’arsenico ¢ un microelemento essenziale per la vita degli
organismi in dosi minime (nell’ordine dei pg/giorno), bisogna tener presente che
carenze di questo elemento portano ad uno scarso sviluppo, una ridotta

sopravvivenza e ad una riduzione dell’efficienza riproduttiva in piante e animali.

Tossicita acuta

L’avvelenamento acuto (dopo I’ingestione di una singola dose) o subacuto (in
seguito ad un’esposizione inferiore alle 3 settimane) da arsenico inorganico, si
manifesta con sintomi che interessano tutti i grandi apparati dell’organismo, in
modo particolare il gastroenterico, il cardiovascolare, il renale e il nervoso, in
minor misura il respiratorio, il cutaneo, I’emopoietico e il fegato. L’ATSDR ha
quantificato la dose letale per I’'uomo in 100-300 mg (circa 1-5 mg/kg di peso
corporeo); ¢ importante ricordare che non ¢ stato dimostrato che I’arsenico
organico sia in qualche modo causa di intossicazioni acute nell’'uomo (ATSDR,

2007).

Tossicita cronica

Senza dubbio sono I’esposizione cronica all’arsenico e il suo successivo accumulo
nell’organismo a comportare i danni maggiori alla salute dell’'uomo, tanto che
esso viene considerato uno degli elementi piu tossici che esistano. Il maggior
numero di patologie che causa vengono studiate in Bangladesh (Ahsan et al.,
2000, 2006; McDonald et al., 2007; Rahman et al., 2006), dove si stima che circa
57 milioni di persone bevano acqua da pozzi con concentrazioni di arsenico al di
sopra dei limiti massimi stabiliti dall’Organizzazione Mondiale per la Sanita.

Un’esposizione cronica all’arsenico, nell’'uomo, induce iperpigmentazione (a
spots o diffusa) associata a ipercheratosi di alcune aree dei palmi delle mani e

delle piante dei piedi, fino a portare allo sviluppo di neoplasie, sia a carico delle
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cellule basali sia dello strato squamoso.

Nella forma cronica la diarrea si presenta sotto forma di attacchi ricorrenti,
associata al vomito; sul lungo periodo, I’arsenico causa epatomegalia, fibrosi
epatica e cirrosi, oltre a tumori.

L’arsenico ¢ considerato un agente causale di ipertensione (Rahman et al., 2006),
oltre che di aritmie cardiache (Goldsmith, 1980), cardiomiopatie (Benowitz,
1992), fino all’infarto (Tsai et al., 1999).

Gli effetti a livello di sistema nervoso sono diversi. A carico del sistema nervoso
periferico si sviluppa una neuropatia con perdita progressiva della sensibilita,
cambiamenti nella percezione sensoriale, ma anche modificazioni a carico della
componente motoria, quali parestesia, debolezza muscolare, fino ad atrofia e
paralisi (Ratnaike, 2003). A livello centrale causa alterazioni del comportamento,
confusione e perdita di memoria (Morton et al., 1989), aggravate da lesioni
vascolari, soprattutto di tipo ischemico (Chiou et al., 1997).

Nel 2004 un gruppo di lavoro della IARC (International Agency for Research on
Cancer), sulla base di dati provenienti da Taiwan, Cile e Argentina, ha definito
I’arsenico presente nell’acqua cancerogeno per la vescica, il rene e I’uretra
(carcinoma delle cellule di transizione) (IARC, 2004).

Si ¢ visto come elevate dosi di composti arsenicati somministrati ad animali da
laboratorio gravidi producano un aumento nel riassorbimento fetale e, nei feti
sopravvissuti, ritardo nella crescita, alterazioni nella struttura polmonare e
neurotossicita (Hill e al., 2008). 1l cervello risulta particolarmente sensibile
all’azione dell’arsenico, sia durante la vita fetale sia durante lo sviluppo post-
natale: deficit neuro-comportamentali sono stati riscontrati in bambini esposti fin
dalla tenera etda (Wasserman et al., 2004).

Nella donna, durante la gravidanza, 1’assunzione di arsenico aumenta il rischio di

aborto, parto prematuro, natimortalita € morte neonatale (Ahmad et al., 2001).
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ALLUMINIO (Al)

Generalita

L’alluminio (Al) ¢ un metallo che costituisce 1’8% della crosta terrestre, di cui
risulta essere il terzo elemento per abbondanza, dopo 1’ossigeno e il silicio. Viene
ampiamente utilizzato per la produzione di contenitori e altri oggetti di uso
quotidiano, come le lattine per le bibite e i contenitori per gli alimenti. Date le sue
caratteristiche di leggerezza e di resistenza ad urti e corrosione, viene usato in
varie tipologie di imballaggi, proteggendo il contenuto grazie all’effetto barriera
contro luce, aria e umidita. L’alluminio, pero, se rilasciato nell’ambiente, diventa
un inquinante; anche la sua presenza nell’alimento rappresenta un fattore di
rischio per 'uomo, causando effetti negativi sulla salute. Vista la tendenza ad
accumularsi nell’organismo dopo ingestione, I’EFSA ha ritenuto opportuno
stabilire una dose settimanale tollerabile (TWI) di 1 mg Al/ kg di peso corporeo
(EFSA, 2008a).

Inoltre, a livello europeo, per tutelare la salute del consumatore e garantire la
sicurezza dei prodotti alimentari, la sua presenza negli alimenti come additivo e

nei contenitori a contatto con essi € strettamente regolamentata.

Fonti di esposizione per 'uomo

Nonostante I’alluminio sia ubiquitario nell’ambiente, la popolazione in generale ¢
esposta ad esso attraverso 1’inalazione di aria contaminata e I’ingestione di cibo e,
in minor misura, di acqua che lo contengono. L’alluminio negli alimenti ¢
presente sia come conseguenza dell’accumulo naturale nella materia prima, ma
anche della contaminazione durante i processi di lavorazione, confezionamento e
stoccaggio, oltre che come componente di alcuni additivi che possono essere
aggiunti in essi. Dati europei (EFSA, 2008a) mostrano come la concentrazione di

alluminio negli alimenti non trattati sia inferiore ai 5 mg/kg, mentre
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concentrazioni maggiori, dai 5 ai 10 mg/kg siano presenti nei prodotti finiti, quali
pane, torte e dolci (i biscotti hanno i livelli maggiori), alcune verdure (funghi,
spinaci, ravanelli, bietole, lattuga e mais sono le piu contaminate), prodotti caseari
(il formaggio molle presenta la maggiore quantita), salsicce, frattaglie, prodotti
della pesca, prodotti gia cotti, farine e derivati. Livelli ancora piu alti di alluminio
si riscontrano nel the, nel cacao, nelle erbe aromatiche e nelle spezie.

A livello europeo I’EFSA stima che 1’esposizione giornaliera della popolazione
attraverso la dieta all’alluminio sia di 1,6-13 mg.

L’utilizzo dell’alluminio nei materiali d’imballaggio per gli alimenti ¢
regolamentato a livello europeo dal Regolamento (CE) 1935/2004: i contenitori a
contatto col cibo non devono trasferire i loro costituenti in quantita tali da poter
essere dannosi per la salute umana o da alterare le caratteristiche dell’alimento
stesso. Anche I'utilizzo dei suoi composti come additivi ¢ regolato dalla Direttiva
95/2/CE, mentre la Direttiva 94/36/CE ¢ dedicata all’alluminio metallico usato
come colorante per torte e dolci. L’ultimo Regolamento in tal senso ¢ il 380/2012
(che entrera in vigore dal 1° agosto 2014), che stabilisce un elenco piu stretto dei
coloranti che possono essere prodotti utilizzando I’alluminio e 1 suoi composti.
Non sono invece stabiliti valori massimi di ione AI3* nell’acqua potabile (EFSA,
2008a).

I fumatori assumono dosi maggiori di alluminio, poiché ogni sigaretta ne contiene
0,6-3,7 mg/g (Exley et al., 2006).

Altra fonte di esposizione all’alluminio, anche se controllata, ¢ rappresentata dai
cosmetici (I’alluminio esaidrato ¢ un componente dei deodoranti) e dai farmaci,
dove si trova nell’aspirina, negli antiacidi (idrossido di alluminio), negli

antiulcera, oltre che nei vaccini (come adiuvante).
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Tossicocinetica

Assorbimento

Inalazione

L’esposizione professionale a vapori e polveri contenenti alluminio comporta
I’assorbimento, a livello alveolare, dell’1,5-2% del metallo inalato, con valori
maggiori tanto piu piccole sono le dimensioni delle sue particelle (Mussi ef al.,
1984; Yokel and McNamara, 2001); il rimanente viene allontanato con I’espirium.
Zatta e colleghi (1993) hanno dimostrato che 1’alluminio, dopo aver attraversato le
cellule dell’epitelio nasale, puo raggiungere direttamente il cervello per trasporto

assonale lungo il nervo olfattorio.

Ingestione

Nell’ambiente acido dello stomaco la maggior parte dei composti dell’alluminio
ingeriti vengono solubilizzati, liberando AI3*; questo ione, passando
nell’ambiente basico duodenale, si lega gradualmente agli idrossidi qui presenti e
forma 1’idrossido di alluminio, insolubile. Esso precipita in intestino e viene
eliminato con le feci, e soltanto la piccola quota che non ha ancora reagito potra
essere assorbita. In questo modo soltanto lo 0,1-0,6% del metallo ingerito viene

assorbito, tramite diffusione passiva attraverso la membrana degli enterociti

(ATSDR, 2008).

Trasporto e distribuzione

Dopo I’assorbimento 1’alluminio passa nel sangue, in particolare nel plasma, dove
per il 90% ¢ legato al sito per il ferro della transferrina (Harris and Messori,
2002); soltanto il 10% dell’alluminio totale si localizza negli eritrociti, nei quali la
sua emivita risulta piu lunga rispetto alla porzione plasmatica (Priest, 2004).

La distribuzione dell’alluminio nei vari tessuti non ¢ omogenea, ma dipende dalla
densita dei recettori per la transferrina stessa nei vari organi (Morris ef al., 1989):

cosi le concentrazioni maggiori saranno raggiunte nella milza, nel fegato,
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nell’o0sso e nei reni, mentre saranno piu basse nel cervello, nei muscoli, nel cuore

e nei polmoni (Greger and Sutherland, 1997).

Escrezione

La via urinaria rappresenta la prima e principale via di escrezione dell’alluminio
nell’uomo, in seguito sia ad inalazione sia ad ingestione; gia in 24 ore il 60%
dell’alluminio assunto puo venire eliminato (EFSA, 2008a). La parte di alluminio
non assorbita a livello enterico viene eliminata con le feci. La via biliare

rappresenta una via secondaria di eliminazione (EFSA, 2008a).

Tossicodinamica

I meccanismi molecolari alla base della tossicita dell’alluminio nell’uomo non
sono stati ancora del tutto chiariti (ATSDR, 2008). I composti dell’alluminio non
esplicano alcun effetto mutageno nelle cellule dei mammiferi, anche se in vitro ¢
possibile osservare un danneggiamento a carico del DNA con alterazione
dell’integrita dei cromosomi (EFSA, 2008a). Negli animali da laboratorio la
somministrazione di sali di alluminio ha si effetti genotossici, ma di tipo indiretto
(aberrazione dei cromosomi durante la mitosi, stress ossidativo, alterazione dei
meccanismi di riparazione del DNA); inoltre le dosi necessarie a indurli sono cosi
elevate da non rappresentare un pericolo per I’'uomo esposto all’alluminio con la

dieta (EFSA, 2008a).

Tossicita

Tossicita acuta

L’intossicazione acuta da differenti sali di alluminio ¢ stata valutata in ratti e topi,
dove la dose letale 50 (LDs,) ¢ elevata, dai 165 ai 900 mg/kg di peso corporeo.
Non sono descritti molti casi di tossicita acuta nell’uomo, nonostante 1’utilizzo di

antiacidi sia molto diffuso, e si possa arrivare, con essi, a ingerire fino a 1200 mg

al giorno di metallo (WHO, 1997).
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Tossicita cronica

Per quanto riguarda I’alluminio ¢ opportuno, data la sua emivita breve, parlare si
tossicita sub-cronica; studiata nei ratti (esposti al metallo per 28 giorni nell’acqua)
e nei cani (esposti per 26 settimane), esso da alterazioni a carico di milza, fegato e
reni solo in alcuni soggetti ¢ a dosi molto elevate, almeno doppie rispetto alla
NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) (EFSA, 2008a).

Nei soggetti esposti cronicamente all’alluminio possono comparire difficolta
respiratorie, dispnea e asma (ATSDR, 2008).

L’alluminio raggiunge il cervello sia per la sua capacita di attraversare la barriera
emato-encefalica sia attraverso 1 plessi coriodei, trovandosi nel liquido
cefalorachidiano dove passa rapidamente ma in concentrazioni inferiori rispetto al
sangue. La neurotossicita dell’alluminio ¢ stata studiata negli animali, dove induce
alterazioni nello sviluppo cerebrale e nel comportamento nei roditori e forme
neurodegenerative nei non-roditori dopo somministrazione parenterale (ATSDR,
2008). La causa molecolare scatenante questi cambiamenti non ¢ stata ancora
definita con certezza; di sicuro I’alluminio tende ad accumularsi nei neuroni e al
loro interno potrebbe causare danni strutturali alle proteine del citoscheletro,
squilibrio dell’omeostasi del calcio e alterazioni della sintesi proteica (ATSDR,
2008). L’emivita dell’alluminio nel cervello dell’'uomo ¢ di 50 anni, valore
comunque ottenuto da studi sui ratti poi adattatati (EFSA, 2008a).

La potenziale associazione tra 1’alluminio e lo sviluppo della malattia di
Alzheimer ¢ stata a lungo dibattuta. Nella malattia sono presenti dei depositi di
sostanza amiloide e di proteina neurofibrillare “tau” nei neuroni di varie parti del
cervello, che predispongono alla loro perdita; analogamente, vari studi hanno
dimostrato la presenza delle stesse proteine neurofibrillari quando 1’alluminio si
accumula a questo livello. Anche se tale coincidenza potrebbe essere causale,
suggerisce la presenza di un ruolo dell’alluminio nell’eziopatogenesi della
malattia stessa (Shaw and Tomljenovic, 2013).

L’aumento dell’incidenza dei Disturbi dello Spettro dell’ Autismo (ASD) a partire
dagli anni 90 ha suggerito una sua possibile relazione con 1’utilizzo, in tenera eta,

di vaccini che contengono I’alluminio idrossido come adiuvante. Questo si
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spiegherebbe col fatto che I’iniezione del vaccino, bypassando il sistema
gastroenterico (dove normalmente solo una minima percentuale di alluminio
verrebbe assorbita) permette all’organismo di assorbire fino al 100%
dell’alluminio presente; inoltre, presentandosi in composti di elevato peso
molecolare, non viene eliminato rapidamente dal rene. L’adiuvante ¢ una sostanza
che deve stimolare il sistema immunitario e aumentare cosi la risposta al vaccino;
se la risposta immunitaria ¢ elevata, possono comparire con maggiore frequenza
degli anticorpi autoimmuni. Nei bambini autistici vengono rinvenuti diversi
anticorpi attivi contro specifici antigeni neuronali; questo fatto supporterebbe
ulteriormente 1’ipotesi dell’esistenza di una correlazione tra la malattia e 1’utilizzo
di vaccini contenenti il metallo. L’alluminio interverrebbe anche indebolendo la
barriera emato-encefalica e aumentandone la permeabilita, favorendone
I’attraversamento da parte di questi anticorpi e la loro azione neurotossica (Shaw
and Tomljenovic, 2013).

Anche la Sclerosi Laterale Amiotrofica (ALS) che si presentava nel quadro
sintomatologico della cosi detta Sindrome della (prima) Guerra del Golfo nei
soldati tornati a casa sembra collegata all’utilizzo dell’alluminio come adiuvante
nel vaccino contro 1’antrace (Shaw and Tomljenovic, 2013).

Un caso particolare, descritto in seguito all’assunzione di antiacidi per lunghi
periodi, riporta la comparsa di osteomalacia, dovuta alla carenza di fosfati in
circolo: I’alluminio, infatti, si puo legare al fosforo assunto con la dieta e ridurne
I’assorbimento intestinale (ATSDR, 2008). Nei pazienti uremici sottoposti a
dialisi ¢ stato osservato un aumento dei livelli ossei di alluminio, con conseguente
indebolimento della struttura scheletrica stessa, per la sua presenza nelle soluzioni
usate dalla macchina (ATSDR, 2008).

Studi condotti sui topi dimostrano la capacita dell’alluminio di causare, nel
maschio, danno al testicolo, riduzione della qualita dello sperma e riduzione della
fertilita (EFSA, 2008a). Nelle femmine non sono state dimostrate alterazioni della
fertilita.

Nelle ratte gravide 1’alluminio, somministrato per via intraperitoneale ad alte dosi,

ha effetti embriotossici e teratogeni; in seguito a somministrazione orale, da
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riduzione del peso fetale o alla nascita e ritardo nell’ossificazione (ATSDR,
2008).

Studi epidemiologici retrospettivi di soggetti esposti all’alluminio sul luogo di
lavoro hanno suggerito una relazione tra 1’inalazione della polvere che lo contiene
e lo sviluppo di tumori, soprattutto a polmoni e vescica (IAI, International
Aluminium Institute, 2007). L’ Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro
(IARC) ha concluso che gli studi provano limitatamente che sia questo tipo di
esposizione a portare allo sviluppo di tumori, poiché in questi ambienti potrebbe
esserci 1’inalazione anche di altri agenti di comprovata cancerogenicita come
idrocarburi policiclici aromatici, amine aromatiche, composti azotati ¢ amianto.
Inoltre gli studi a questo riguardo sono pochi e datati; per tutti questi motivi

I’alluminio non ¢ classificato come cancerogeno per ’'uomo.
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RAME (Cu)

Generalita

Il rame (Cu) ¢ un metallo pesante che, al suo stato nativo sotto forma di pepite, €
stato individuato e utilizzato dall’'uomo fin dal IX millennio a.C., dapprima da
solo, successivamente in lega con lo stagno a formare il bronzo. Oggi, per le sue
particolari proprieta chimico-fisiche, le sue maggiori applicazioni sono nella
produzione dell’energia elettrica (ma non nel suo trasporto, poiché i cavi sospesi
degli elettrodotti sono di alluminio) e nei circuiti elettronici. Il rame ¢ sempre
stato utilizzato anche per produrre un’amplissima gamma di oggetti di uso
quotidiano e nella scultura: la famosa Statua della Liberta contiene ben 28
tonnellate di questo metallo.

Il rame ¢ un micronutriente essenziale per gli animali e I’uomo, poiché entra nella
struttura di alcuni enzimi fondamentali, oltre a intervenire nell’emopoiesi e nel
metabolismo delle cellule. Deve quindi essere assunto giornalmente attraverso la
dieta: il limite raccomandato per 1’adulto ¢ di 1,1 mg (SCF, Scientific Committee
for Food, 1993). Come molti altri metalli essenziali, I’assunzione eccessiva di
rame da intossicazione, con effetti negativi sulla salute dell’uomo e degli animali.
I composti del rame sono usati come additivi nei mangimi e regolamentati a

livello europeo.

Fonti di esposizione per 'uomo

Per la popolazione in generale la fonte principale di esposizione al rame ¢
rappresentata da acqua e cibo contaminati. In particolare, 1’acqua potabile viene
trasportata attraverso tubi che contengono rame, da cui potrebbe passare all’acqua
stessa; altri fattori che ne influenzano il contenuto sono il pH e la durezza. Si
stima che 1’assunzione giornaliera di rame sia di 0,15 mg dall’acqua e 2 mg dal

cibo, ma pud aumentare in seguito al consumo dei cibi che ne contengono
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maggiori quantitd, come molluschi, frattaglie (soprattutto fegato e reni), legumi,
cerali e noci (ATSDR, 2004a).

Per le sue caratteristiche positive, il rame ¢ usato negli integratori alimentari e
come additivo, sia per I'uomo sia per gli animali. A questo proposito, a livello
europeo, il Regolamento (CE) n. 1924/2006 definisce quali sono le indicazioni
nutrizionali e sulla salute che possono essere fornite sull’etichetta o nella
pubblicita dei prodotti alimentari. Dato che molte proprieta del rame (per
esempio: la capacita di proteggere il DNA, le proteine e i lipidi dai radicali liberi,
la stimolazione del sistema immunitario, ’intervento nel metabolismo del
colesterolo e del glucosio) vengono molto pubblicizzate dai produttori di alimenti
che lo contengono, ’EFSA ha espresso delle Opinioni Scientifiche a tale riguardo
(2009d; 2011). Analogo discorso per gli additivi dei mangimi, che sono

regolamentati a livello europeo e su cui I’EFSA esprime dei pareri.

Ruolo biologico e carenza

Il rame ¢ un microelemento essenziale, il terzo per abbondanza nel corpo umano
dopo ferro e zinco, presente in quantita, nell’adulto, che variano dai 50 ai 150 mg
(Turnlund, 1994). Negli organismi viventi risulta necessario per 1’adeguato
funzionamento di piu di 30 enzimi, chiamati appunto cuproenzimi, come la
citocromo C ossidasi, 1’ultimo enzima della catena respiratoria dei mitocondri e la
superossido dismutasi, coinvolta nella difesa contro le specie reattive
dell’ossigeno (EFSA, 2006). 1l rame ¢ anche un importante effettore di molecole
che regolano I’espressione genetica delle cellule eucariotiche, attivando o
bloccando la trascrizione di alcuni geni (Uauy et al., 1998). Questo metallo ¢
fondamentale per la normale crescita e lo sviluppo di neonati e bambini, per i
meccanismi di difesa immunitaria, nella produzione di globuli rossi e bianchi, nel
trasporto del ferro, nella struttura dell’osso e nel metabolismo di colesterolo e
glucosio (Uauy et al., 1998).Data la sua presenza in molti alimenti, la carenza di
rame, nell’uomo, ¢ poco frequente: si calcola che, in Europa, l’ingestione
giornaliera sia di 1-2,3 mg nel maschio e 0,9-1,8 mg nella femmina, ancora piu

della dose raccomandata (EFSA, 2006).
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Cinetica

Assorbimento

L’assunzione del rame avviene esclusivamente per via digerente e non sono
disponibili dati sul suo assorbimento in seguito a inalazione (ATSDR, 2004a). Il
rame viene rapidamente assorbito nel piccolo intestino e, in minor quantita, nello
stomaco, in forma ionica o legato ad amminoacidi. Nel duodeno 1’assorbimento
avviene grazie a un meccanismo di trasporto attivo e saturabile quando la quantita
di rame ¢ ridotta, e attraverso diffusione passiva quando ¢ presente in maggiori
quantita (Turnlund, 1994). La percentuale di rame assorbito ¢ influenzata dalla
quantita presente nella dieta: Turnlund e colleghi (1989) hanno dimostrato come
essa diminuisca all’aumentare della quota presente nella dieta, con un valore
medio del 24-60%. Altri fattori possono influenzare questa fase, come la
competizione con altri metalli quali zinco, ferro e cadmio: un significativo
abbassamento della quota di rame assorbita si registra quando il suo rapporto con
il cadmio ¢ di 1:4 (Davies and Campbell, 1977). Analogamente, I’ingestione di

elevati livelli di zinco riduce I’assorbimento del rame (Prasad et al., 1978).

Trasporto e distribuzione

Dopo I’ingestione, 1 livelli ematici di rame salgono rapidamente e viene
trasportato dal sangue, legato all’albumina, al fegato. A livello epatico il rame
viene in parte utilizzato nella sintesi delle proteine. Il rame in eccesso viene
immagazzinato legato alla metallotioneina, di cui induce la sintesi, o legato ad
amminoacidi oppure viene eliminato, in quanto il fegato regola 1’omeostasi del
metallo.

Per raggiungere gli altri organi, negli epatociti il rame viene legato alla sua
proteina plasmatica, la ceruloplasmina, che lega 6 o 7 ioni, trasportando cosi il 60-
95% del metallo totale presente nel plasma (Harris, 1993). Arrivata ai tessuti, la
ceruloplasmina non entra nella cellula, ma rilascia gli ioni Cu® e Cu?" che

vengono trasportati attraverso la membrana citoplasmatica da dei carrier specifici,
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di cui il piu importante ¢ il Copper Transporter 1 (Percival and Harris, 1990). Gli
ioni possono anche uscire dalla cellula e ritornare in circolo, cosicché il turnover
del rame risulta bifasico. La sua emivita plasmatica ¢ di 2,5 giorni nella prima fase
(quando cio¢ ¢ legato alla ceruloplasmina), 69 giorni nella seconda. Le maggiori
concentrazioni di rame, oltre che nel fegato, si ritrovano nel cervello, nei reni e

nel cuore (ATSDR, 2004a).

Escrezione

I1 turnover del rame dipende dalla quantita assunta con la dieta: se I’assorbimento
dovesse diminuire, anche ’escrezione calera, in modo da mantenere un certo
quantitativo di metallo nell’organismo e non andare incontro a carenze.
L’escrezione avviene ad opera del fegato attraverso la bile e il riassorbimento del
rame biliare ¢ trascurabile. Nelle feci ¢ presente anche il metallo non assorbito ¢ la
quota presente nelle cellule epiteliali desquamate e perdute. Soltanto una minima

quantita di rame (dallo 0,5 al 3 %) ¢ escreta attraverso le urine (ATSDR, 2004a).

Tossicodinamica

I meccanismi alla base della tossicita del rame, che si presenta quando le quantita
assunte sono molto elevate, hanno come target il fegato, in particolare i
mitocondri degli epatociti, dove puo indurre uno stress ossidativo alla base del
danno cellulare. Questo, nell’'uomo, ¢ caratteristico di un’intossicazione cronica,
mentre nella forma acuta si registrano danni ad altri organi (EFSA, 2006). Il suo
eventuale potere cancerogeno non ¢ stato dimostrato, e 1’Agenzia Internazionale
per la Ricerca sul Cancro (IARC) lo considera non classificabile come

cancerogeno (gruppo 3).
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Tossicita

Tossicita acuta

L’inalazione del rame, irritante per I’apparato respiratorio, da parte dei lavoratori
esposti alle polveri che lo contengono provoca tosse, starnuti, dolore toracico e
scolo nasale, oltre a irritazione oculare (ATSDR, 2004a).

I sintomi di un’intossicazione acuta da rame, evento poco frequente associato
all’ingestione di cibo o acqua fortemente contaminati, sono ipersalivazione,
dolore addominale, nausea, vomito e diarrea, oltre all’irritazione a carico delle
mucose del tubo digerente (EFSA, 2006). Il rame pud indurre anche danno
ossidativo alla membrana degli eritrociti ed ¢ tra le cause di anemia emolitica

acuta, sia nell’uomo sia negli animali (ATSDR, 2004a).

Tossicita cronica

Nell’uomo, I’esposizione prolungata a dosi elevate di rame ¢ stata collegata a
delle patologie gravi, che si presentano soprattutto nei bambini (EFSA, 2006). La
cirrosi infantile indiana (ICC, Indian Childhood Cirrhosis) ¢ una patologia mortale
dei bambini dell’India associata a elevati livelli epatici di rame; compare
precocemente, con alterazioni importanti del fegato ma concentrazione ematica di
rame normale. Sembra essere causata da un’intossicazione cronica legata
all’abitudine di bollire e conservare il latte di vacca in contenitori di rame od
ottone (EFSA, 2006). La malattia di Wilson ¢ una patologia ereditaria autosomica
recessiva caratterizzata da elevati livelli di rame nel fegato e bassi livelli di
ceruloplasmina circolante, causati da mutazioni a carico del gene che sintetizza 1
trasportatori del rame nella membrana dell’epatocita e che ne permettono
I’escrezione biliare. Ne consegue un accumulo cronico del metallo nel fegato, fino
a quando, a circa 10-12 anni di etd, non compaiono cirrosi, epatite cronica reattiva
o insufficienza epatica fulminante (ATSDR, 2004a).

Il rame viene descritto anche come tossico per il sistema nervoso centrale dove,

inducendo la produzione di radicali, favorirebbe lo sviluppo della malattia di
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Alzheimer (Multhaup et al., 1996); questa teoria deve essere ancora provata in
modo efficace.

Come gia in precedenza accennato, il rame non ¢ classificato come cancerogeno
per I’uomo; tuttavia, la concentrazione di rame e di ceruloplasmina presenti nel
siero di pazienti oncologici ¢ maggiore rispetto a quella del resto della
popolazione, suggerendo un possibile collegamento (Di Silvestro, 1990). Livelli
elevati di ceruloplasmina sono stati osservati anche in pazienti affetti da malattie
cardiovascolari, tanto che vengono considerati come fattori di rischio di patologie

coronariche (Di Silvestro, 1990).

142




FERRO (Fe)

Generalita

Il ferro (Fe) ¢ un metallo pesante che, piu di altri, ¢ sempre stato utilizzato
dall’uomo, data la sua diffusione e le sue caratteristiche, dapprima da solo, poi in
lega col carbonio a formare la ghisa (che presenta il 4% di carbonio) e 1’acciaio
(che presenta meno dell’1% di carbonio); quest’ultimo ¢ stato alla base
dell’epopea della Rivoluzione Industriale nell’Ottocento. Ancora oggi il ferro
rappresenta, da solo, il 95% della produzione mondiale di metalli; il suo costo
limitato, la sua resistenza, duttilita ed elasticita (nella forma di acciaio) lo rendono
un ottimo materiale da costruzione, indispensabile nella produzione di automobili,
ferrovie, aerei e navi, nella costruzione di piattaforme per 1’estrazione di greggio e
gas e molto altro. Il ferro trova anche applicazioni nella vita quotidiana: di acciaio
sono le pentole e molti utensili da cucina, i lavelli e 1 rubinetti, gli
elettrodomestici, e sono solo alcuni esempi.

Il ferro € anche un micronutriente essenziale per la vita degli organismi animali,
dove ¢ il costituente fondamentale dell’emoglobina (quella proteina che, nei
globuli rossi, permette la fissazione dell’ossigeno atmosferico e la conseguente
utilizzazione a fini respiratori), della mioglobina e di alcuni metallo-enzimi.
L’uomo deve quindi assumere il ferro attraverso la dieta, per evitare carenze che
porterebbero gravi danni per la salute. Di conseguenza, gli integratori a base di
ferro sono molto diffusi, sia per prevenire stati carenziali sia per migliorare le
condizioni corporee: essi sono regolamentati a livello europeo. Nonostante la sua
importanza, il ferro puo risultare tossico per gli organismi quando viene assunto in

dosi eccessive.
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Fonti di esposizione per 'uomo

L’uomo assume il ferro di cui ha bisogno attraverso la dieta sia sotto forma di
ferro non-eme, contenuto soprattutto in cereali, tuberi, verdure e legumi, sia sotto
forma di ferro eme, cio¢ costituente dell’emoglobina e della mioglobina di origine
animale che si ritrova nella carne rossa, nelle frattaglie e nel fegato (che sono i
cibi ricchi di ferro per eccellenza), nel pesce, nel pollo e nei prodotti che
contengono sangue. Il ferro eme ¢ molto biodisponibile, tanto che il 20-30% viene
assorbito, e rappresenta circa il 10-15% della dose giornaliera (WHO, 1989).
Attraverso il cibo pud venire introdotto anche il ferro esogeno, cio¢ presente
nell’ambiente, ma anche derivato dal processo di cottura.

Svolgendo delle importanti funzioni nell’organismo, viene usato come additivo,
sia per I’'uomo sia per gli animali. A livello europeo, il suo utilizzo ¢ definito dal
Regolamento (CE) n. 1924/2006, relativo alle indicazioni nutrizionali che possono
essere fornite sull’etichetta di un prodotto alimentare. L’EFSA a questo proposito
ha espresso delle Opinioni sulla capacita del ferro di favorire la produzione dei
globuli rossi e dell’emoglobina, il trasporto dell’ossigeno, lo sviluppo intellettivo
e del sistema immunitario, I’attivita muscolare e altro, usate a fini pubblicitari

(EFSA 2009e, 2010c, 2013).

Ruolo biologico e carenza

Il ruolo principale che il ferro svolge nell’organismo ¢ come costituente del
gruppo eme dell’emoglobina, una proteina a 4 subunita, ognuna delle quali
contiene la forma ionica Fe2*, che lega 1’ossigeno atmosferico nei capillari
alveolari e lo trasporta ai tessuti. Nei muscoli si trova invece legato alla
mioglobina, cromoproteina con un solo gruppo eme, che fissa 1’ossigeno anche a
tensioni molto basse, come quelle presenti nel sangue venoso, favorendone il
trasporto nei tessuti muscolari e fungendo da riserva dello stesso in casi di ridotta
ossigenazione tissutale.

Il ferro entra pure, come Fe3', nella composizione di alcuni metallo-enzimi
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catalizzatori di reazioni di ossidoriduzione nella cellula, quali i citocromi, le
perossidasi, le catalasi e le xantinossidasi che, sfruttando la capacita del metallo di
cedere un elettrone e passare alla forma bivalente, permettono di difendere le
cellule dall’azione dei radicali liberi (EFSA, 2006).

In totale, il corpo di un uomo adulto contiene 2,2-3,8 g di ferro, di cui il 70% si
trova nei globuli rossi, il 3-5% nella mioglobina e il 16% negli enzimi; una
piccola quota circola legata alla transferrina, la rimanente, sotto forma di ferritina
ed emosiderina, ¢ distribuita nei vari tessuti, in particolare nel midollo osseo, nel
fegato e nella milza. Giornalmente dal corpo viene escreto 1 mg di ferro, e, dato
che nell’intestino viene assorbito il 10% del metallo assunto, ne consegue che il
fabbisogno giornaliero per un uomo adulto ¢ di 8-10 mg (EFSA, 2006).

La carenza di ferro ¢ associata ad anemia: I’anemia ferropriva ¢ il disturbo
nutrizionale piu diffuso a livello mondiale, che colpisce soprattutto donne e
bambini, in particolare nel Terzo Mondo (WHO, 1989). Con una minore
disponibilita di ferro si manifestano anche riduzioni della produzione e della
funzione di enzimi e proteine che lo contengono, minor generazione di ATP nella
cellula (per la minor attivita dei citocromi) e alterazioni della sintesi di RNA

(EFSA, 2006).

Cinetica

Assorbimento

Il ferro non-eme presente sotto forma di sali o legato a proteine subisce 1’azione
dell’acido cloridrico presente nello stomaco, che libera lo ione ferroso, I'unico
assorbibile a livello intestinale. L’assorbimento duodeno-digiunale del ferro non-
eme dipende anche dalla presenza di altri composti nella dieta, a cui si lega:
I’acido ascorbico (vitamina C), il citrato, gli aminoacidi e oligopeptidi della
digestione della carne lo favoriscono, mentre 1 fitati, i fosfati e gli ossalati lo
inibiscono (EFSA, 2006; WHO 1989). 1l ferro eme presente nell’alimento, viene
assorbito grazie a un eme-recettore specifico in quantitd variabili dal 15% del
totale in soggetti sani al 35% in stati carenziali (EFSA, 2006); soltanto elevati

livelli luminali di calcio sembrano inibire questo meccanismo.
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Trasporto e distribuzione

Negli enterociti il ferro viene legato all’apoferritina e, passato nel sangue, si
scinde da essa e si ossida a ione ferrico, per legarsi a una specifica proteina
plasmatica, la transferrina, che lega due ioni Fe3* con elevata affinita. In forma
libera si trova a basse concentrazioni in condizioni normali (quando cio¢ la
transferrina non ¢ saturata); questo ¢ fondamentale per evitare la proliferazione
batterica in sangue e linfa, poiché lo ione sopprime [Dattivita delle cellule
immunitarie, favorisce la crescita di agenti patogeni e predispone allo sviluppo di
infezioni anche mortali (Collins, 2003).

A livello tissutale, la transferrina si lega a dei recettori specifici e il ferro entra nel
citoplasma della cellula, dove viene annesso agli enzimi e alle proteine che lo
contengono. Se ¢ presente in eccesso, viene legato alla ferritina, proteina che puo
trattenere fino a 4500 atomi di ferro e la cui degradazione da origine
all’emosiderina; da essa, quando richiesto, pud venire rimobilitato e, legato alla
transferrina, raggiungere gli eritroblasti, dove sara disponibile per la sintesi

dell’emoglobina.

Escrezione

L’eliminazione renale del ferro ¢ molto lenta e non rappresenta la via principale
per la sua escrezione. La maggiore quota (0,6 mg al giorno) viene persa attraverso
la desquamazione degli enterociti e con le feci prima che possa passare in circolo.

Dalla cute vengono persi 0,2-0,3 mg (EFSA, 2006).

Tossicodinamica

Il meccanismo che piu di tutti sembra essere alla base della tossicita del ferro ¢ lo
stesso che viene utilizzato dai metallo-enzimi che lo contengono: lo ione ferroso
puo fungere da catalizzatore nella reazione di Fenton, in cui le specie reattive
dell’ossigeno (ROS) trasformano anioni superossidi in radicali idrossidi reattivi

(EFSA, 2006).
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Tossicita

Tossicita acuta

Avvelenamenti da ferro sono stati descritti in seguito all’assunzione di preparati
pseudo-medicinali che ne contenevano in quantitd eccessiva: 1’azione irritante
diretta del metallo causa erosione della mucosa di stomaco e intestino, mentre il
suo assorbimento da shock con vasodilatazione e collasso cardiaco, danno renale e
insufficienza epatica. La dose mortale ¢ di 60 mg/kg di peso corporeo (EFSA,
2006). L’assunzione di dosi minori ma comunque elevate, probabile se vengono
usati integratori, ¢ associata a nausea, vomito, bruciore gastrico, diarrea e

costipazione (Liguori, 1993).

Tossicita cronica

Intossicazioni croniche da ferro vengono associate a difetti genetici nei
meccanismi che ne regolano 1’omeostasi, a un’eccessiva assunzione con la dieta o
a una somministrazione iatrogena sovrabbondante (per esempio durante il
trattamento di un’emoglobinopatia).

Nel primo caso, la malattia piu diffusa ¢ I’emocromatosi ereditaria, caratterizzata
da una mutazione genetica che comporta un aumento dell’assorbimento di ferro e,
dopo la saturazione della transferrina e della ferritina, il suo accumulo in fegato,
pancreas e cuore, con sviluppo di epatomegalia, diabete mellito, cardiomiopatia
ed epatoma. (EFSA, 20006).

Nei soggetti colpiti da emocromatosi si registra una maggiore frequenza di
carcinomi epatocellulari, forse associati all’accumulo di ferro e al suo effetto pro-
ossidante.

Nella popolazione in generale, sembra esserci una correlazione tra livelli elevati di
ferro in circolo e lo sviluppo di cancro nell’intestino crasso, cosi come la tendenza
a recidivare dell’adenoma colorettale dopo la sua rimozione sembra collegato a
un’alta concentrazione sierica di ferritina e ad abbondanti quantita di ferro e carne

assunte con la dieta (Tseng et al., 2000).
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Altri studi collegano livelli elevati di ferro a maggiore rischio di infarto del
miocardio, ma probabilmente in questi casi intervengono altri fattori, come il
fumo, la pressione sistolica alta, la glicemia e alti livelli ematici di colesterolo e

trigliceridi (EFSA, 2006).
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ZINCO (Zn)

Generalita

Lo zinco (Zn) ¢ un metallo che fin dall’antichita ¢ stato impiegato in lega con il
rame a costituire I’ottone che i Romani utilizzavano per produrre monete e altri
oggetti, ma la sua scoperta ufficiale risale al *700; oggi trova ampie applicazioni
in campo siderurgico.

Lo zinco ¢ un micronutriente essenziale per gli animali e I’'uomo, presente in tutti
i tessuti e liquidi del corpo come ione Zn2*. Data la sua importanza biologica, ¢ un
ingrediente di molti integratori alimentari e di additivi per 1 mangimi degli

animali.

Fonti di esposizione per 'uomo

Lo zinco ¢ uno degli elementi maggiormente presenti nell’organismo e la
popolazione in generale lo assume principalmente attraverso il cibo e 1’acqua; lo
si ritrova in molti alimenti, soprattutto di origine animale, come prodotti della
pesca (una porzione di ostriche ne contiene piu del fabbisogno giornaliero
dell’adulto) e carne, mentre frutta e verdura ne contengono quantita minori. In
media carne, pesce e pollo ne contengono 24,5 mg/kg, cereali e derivati 8 mg/kg,
le patate 6 mg/kg (Mahaftey et al., 1975); una dieta italiana tipica garantisce 10,6
mg al giorno di zinco, di cui 4,3 mg provenienti da carne e derivati (Lombardi-
Boccia et al., 2003).

Dato che svolge un importante ruolo nell’organismo, lo zinco entra nella
composizione di alcuni integratori alimentari ad uso umano, di cui il Regolamento
(CE) n. 1924/2006 definisce le modalita di etichettatura e di pubblicita sulla cui
veridicita I’EFSA ha espresso dei pareri, [’ultimo dei quali risale al 2010 (EFSA,
2010d). In ambito zootecnico, il cloruro di zinco tetrabasico, I’ossido di zinco, lo

zinco chelato con aminoacidi e il solfato di zinco monoidrato sono invece degli
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additivi autorizzati nei mangimi per gli animali; anche in questo caso I’EFSA ha

espresso dei pareri sulla loro sicurezza (EFSA 2012 b, c, d, e).

Ruolo biologico e carenza

Lo zinco ¢ uno dei principali elementi presenti in traccia nel corpo, dove si ritrova
in tutti 1 tessuti, secondo per quantita solo al ferro, ed ¢ indispensabile per la
crescita e lo sviluppo di microrganismi, piante e animali.

Lo zinco ¢ prima di tutto un cofattore di 300 enzimi, che svolgono essenzialmente
un ruolo catalitico, strutturale e regolatorio: la superossido dismutasi, la fosfatasi
alcalina e I’alcol deidrogenasi sono solo alcuni esempi. Esso interviene anche
nella stabilizzazione della struttura di un elevato numero di proteine, inclusi
enzimi che intervengono nella trasduzione e nella trascrizione del genoma. I
fattori di trascrizione che lo contengono sono chiamati zinc finger proteins, una
famiglia di proteine che legano 1’acido nucleico e intervengono nella regolazione
trascrizionale dei processi metabolici della cellula (Chasapis et al., 2012).

Il metallo ¢ un elemento fondamentale nel processo di cicatrizzazione e nella
coagulazione del sangue, regola le funzioni del sistema immunitario, la
produzione di prostaglandine, la mineralizzazione ossea e garantisce un’adeguata
funzionalita della tiroide. Nel maschio, lo zinco interviene nella produzione dello
sperma, mantiene le funzioni della prostata, ed ¢ importante soprattutto nella
secrezione di testosterone. Lo zinco garantisce una crescita armonica del feto e,
nel bambino, uno sviluppo regolare delle funzioni cognitive; aiuta anche la
memoria. Il metallo favorisce la crescita e il mantenimento del tessuto connettivo
e del collagene di cui sono composti i capelli, la pelle e le unghie. Lo zinco
sembra regola il pH dei liquidi corporei e ha un ruolo nella percezione dei sapori
(Chasapis et al., 2012).

Il corpo umano adulto contiene dai 2 ai 4 g di zinco totale, e la dose giornaliera
raccomandata ¢ di 9,5 mg al giorno nell’'uomo e 7 mg nella donna (EFSA, 2006).
La carenza non ¢ frequente e ci sono molti tipi di integratori disponibili come
terapia; se ingerito in eccesso puo dare diversi problemi legati alla sua tossicita,

tanto che il livello massimo raccomandato ¢ di 25 mg al giorno (ATSDR, 2005).
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La carenza di zinco, anche se lieve, causa gravi patologie, che coinvolgono tutti
gli apparati. I sintomi caratteristici sono perdita di appetito, anoressia e alterazioni
del gusto e del tatto. Nel sangue si manifestano anemia, problemi durante
I’aggregazione piastrinica e alterazioni del sistema immunitario. Durante la
gravidanza, la carenza del metallo non permette un adeguato sviluppo delle cellule
cerebrali del feto. Nei bambini impedisce il normale sviluppo fisico e intellettuale
e causa alterazioni all’apparato riproduttivo. Nel maschio adulto, la carenza ¢
associata a iperplasia prostatica, alterazioni delle funzioni riproduttive e infertilita.
Carenze di zinco sembrano accompagnare anche disturbi gastroenterici e renali,
I’anemia falciforme, stati di alcolismo, cancro e AIDS; ¢ invece presente una
fisiologica diminuzione dei livelli di metallo durante 1’invecchiamento, poiché
rimane legato in quantita maggiori alla metallotioneina e non entra nelle cellule

(Chasapis et al., 2012).

Tossicocinetica

Assorbimento

Ingestione

L’assorbimento dello zinco avviene a livello intestinale, in particolare nel
duodeno, per diffusione passiva o per trasporto mediato da carrier, quest’ultimo
facilmente saturabile. Anche la metallotioneina, di cui lo zinco induce la
produzione negli enterociti, pud intervenire in questa fase, ma il metallo ad essa
legato rimane confinato nelle cellule intestinali, da cui verra allontanato solo
attraverso la loro desquamazione.

In generale, circa il 20-30% dello zinco ingerito viene assorbito a livello
intestinale, ma la quantita assimilata dipende da diversi fattori, prima di tutto la
solubilita dello zinco stesso e la sua disponibilita. Anche I’omeostasi dello zinco
ne influenza 1’assorbimento, che nelle persone con un deficit di metallo tendera ad

essere maggiore (ATSDR, 2005).
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Trasporto e distribuzione

Nel sangue, lo zinco ¢ principalmente localizzato negli eritrociti (per 1’87% legato
all’enzima carbonato deidratasi), ai quali conferisce maggiore resistenza
all’emolisi, stabilizzandone la membrana. Nel plasma si trova legato per due terzi
all’albumina (quota che passa ai tessuti con facilitd), per il resto all’a2-
macroglobulina; anche altre proteine, come la transferrina e la ceruloplasmina,
possono trasportarlo.

Lo zinco si distribuisce in tutti i distretti corporei, con differenze soggettive, ma le
maggiori concentrazioni si trovano sempre nei muscoli, che ne contengono il 60%
del totale, nello scheletro, che ne contiene il 30%, e, a seguire, nel fegato,
nell’apparato gastroenterico, nel rene, nella cute, nei polmoni, nel cervello, nel

cuore e nel pancreas, e anche nella prostata e nella retina (ATSDR, 2005).

Escrezione

Lo zinco viene eliminato principalmente, attraverso la bile nelle feci, dove si
ritrova anche lo zinco non assorbito a livello intestinale. L’eliminazione ¢
fondamentale nel normale mantenimento dell’omeostasi del metallo: se ne
aumenta 1’ingestione con la dieta e il soggetto presenta valori normali, ne aumenta
la perdita con le feci; al contrario, se ne viene assunto di meno, ne verra assorbito
molto e la quota allontanata sara minore. Lo zinco puo essere escreto anche con le
urine (Hambidge ef al., 1986). Una minore quota di metallo viene eliminata con la
saliva, il sudore e attraverso i capelli (dove si accumula quando la quantita

ingerita ¢ molto elevata) (ATSDR, 2005).

Tossicodinamica

Se lo zinco viene assunto in dosi eccessive, la sua azione tossica si esplica
attraverso ’alterazione dell’omeostasi di altri metalli essenziali, con cui compete
per 1 siti di legame. La presenza di zinco nell’intestino, infatti, induce la
produzione, da parte degli enterociti, della metallotioneina, proteina che lo lega e

che ne permette I’accumulo citoplasmatico, fino a quando la cellula desquamata
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non verra eliminata con le feci. Ma la metallotioneina ¢ anche la proteina che lega
il rame: se essa ¢ presente in quantita elevate nell’endotelio intestinale legata allo
zinco, meno rame verra assorbito e si potra andare incontro a carenza (EFSA,
2006). Studi sui ratti hanno dimostrato che alti livelli di zinco possono alterare

anche 1’omeostasi del ferro e aumentarne il turnover, con anemia conseguente

(Walsh et al., 1994, Chiba and KiKuchi, 1984).

Tossicita

Tossicita acuta

La “metal fume fever” ¢ una patologia che si presenta nei lavoratori che inalano
un’elevata quantita di ossidi di vari metalli, soprattutto di zinco, caratterizzata da
sintomi respiratori che compaiono a poche ore dall’esposizione, quali secchezza
della gola e tosse, seguiti da dolore toracico, dispnea, febbre e cefalea. Gia
documentata nel 1927 (Drinker et al), regredisce rapidamente dopo
I’allontanamento dal luogo dell’esposizione, senza conseguenze croniche (Malo et
al., 1990).

L’intossicazione acuta in seguito a ingestione ¢ poco frequente nell’uomo,
associata ad avvelenamento da cibo od acqua stoccati in contenitori galvanizzati
con lo zinco in modo non corretto; 1 sintomi riferiti sono nausea, vomito, dolore e

crampi addominali e diarrea (Brown et al., 1964).

Tossicita cronica

L’assunzione per lunghi periodi di 50-300 mg di zinco al giorno ¢ associata a
leucopenia, neutropenia, anemia sideroblastica (per deficit nella sintesi di eme),
riduzione della concentrazione plasmatica di rame e dell’attivita degli enzimi che
lo contengono, come la superossidodismutasi e la ceruloplasmina, alterazione del
metabolismo delle lipoproteine e danneggiamento della funzione immunitaria
(Sandstead, 1995). La sintomatologia per molti aspetti ¢ simile a quella visibile in

corso di carenza di rame (EFSA, 2006).
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Come gia detto in precedenza, 1I’eccesso di zinco a livello intestinale induce una
diminuzione dell’assorbimento di rame e puod causarne la carenza; sono necessari
pero lunghi periodi. Un caso particolare € rappresentato dalle persone colpite dalla
malattia di Wilson, a cui vengono prescritti 75 mg al giorno di zinco per

contrastare I’eccesso di rame epatico (EFSA, 2006).
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CROMO (Cr)

Generalita

Il cromo (Cr) ¢ un metallo pesante presente in natura in vari stadi di ossidazione, i
piu importanti dei quali sono lo stato metallico (Cr), quello trivalente (Cr3*) e
quello esavalente (Cro%). 1l cromo esavalente, presente in diversi composti di
origine industriale (in particolare cromati e tiolati), ¢ considerato la forma piu
pericolosa data la sua maggiore solubilita e capacita di penetrare nelle strutture
cellulari; esso viene classificato come cancerogeno per l'uomo (gruppo 1)
dall’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro (IARC, 1990). La forma
trivalente invece ¢ caratterizzata da una tossicita relativamente bassa ed ¢
considerata un nutriente essenziale, rientrando in alcuni processi dell’organismo,
dove potenzia 1’azione dell’insulina e influenza il metabolismo di carboidrati,
proteine e grassi.

La tossicita dei composti del cromo ¢ stata valutata da numerose autorita
internazionali, ma solo I’Organizzazione Mondiale della Sanita ha stabilito un
limite massimo di 250 pg di assunzione giornaliera nell’adulto (WHO, 1996).

La normativa per il cromo, a livello europeo, si rifa al Regolamento (CE) n.
315/93, che definisce la necessita di stabilire limiti massimi per i contaminanti
negli alimenti, e al Regolamento (CE) n. 1881/2006 che, pur stabilendo i1 limiti
massimi per alcuni di essi, non riguarda questo metallo. La legislazione di
riferimento ¢ quindi quella italiana, in cui diverse leggi individuano metodiche di
analisi, modalita di campionamento e quantitativi massimi di cromo presenti nelle
varie matrici (acqua, suoli, alimenti, fanghi, ecc.). La concentrazione massima
ammissibile nelle acque destinate al consumo umano ¢ di 50 pg/L (D.P.R.

24/05/1988 n. 236).
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Fonti di esposizione per 'uomo

Il cromo trivalente si trova naturalmente negli alimenti, soprattutto nella frutta,
nella verdura e nei cereali, dove la sua concentrazione dipende dalle condizioni
del terreno in cui sono stati coltivati e dai processi di lavorazione, trasformazione
ed eventuale arricchimento subiti dal prodotto (Anderson et al., 1997; Berner et
al., 2004). La quantita di cromo assunta dall’uomo dipende molto dal tipo di dieta
che segue; secondo uno studio inglese (EVM, Expert Group on Vitamins and
Minerals, 2003), la maggiore concentrazione si ritrova nei prodotti a base di carne
(230 pg/kg), seguita da olio e grassi (170 pg/kg), pane (150 pg/kg), noci e cereali
(140 pg/kg), pesce, zuccheri e conservanti (130 pg/kg). Il cromo si ritrova anche
nell’acqua, dove la sua concentrazione dipende dalla natura del suolo sottostante
e dall’eventuale presenza di impianti industriali.

Una categoria a rischio ¢ rappresentata dai bambini, nei quali I’esposizione al
cromo ¢ piu alta, per poi decrescere con 1’eta; questo perché, in molti Paesi, i
cereali presentano elevate concentrazioni di cromo e sono tra gli alimenti
maggiormente consumati da questo gruppo, ma anche latte e latticini, pur non
essendo tra le fonti principali di cromo, vengono consumati in quantita elevate,
aumentandone 1’apporto (EFSA, 2010a).

Un’altra categoria a rischio per 1’assunzione di dosi eccessive di cromo ¢
rappresentata dai fumatori, poiché ogni sigaretta contiene da 1,4 a 3,2 pg Cr/g

(Fresquez et al., 2013).

Ruolo biologico e carenza

I1 ruolo del cromo trivalente come elemento essenziale per 1’organismo ¢ stato
documentato per la prima volta nel 1977 (Jeejeebhoy et al., 1977). 1l cromo
svolge un ruolo fondamentale nella normale attivita dell’insulina, potenziandone
I’azione a livello periferico e prevenendo stati di ipo o iperglicemia. Il cromo
interviene inoltre nel metabolismo dei lipidi, riducendo il contenuto sierico di
trigliceridi e di colesterolo, prevenendo cosi importanti malattie cardiovascolari

come D’ateriosclerosi (Abraham et al., 1991) e partecipa anche al metabolismo
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delle proteine, sia negli animali sia nell’'uomo.

La carenza di cromo causa diversi sintomi: minore tolleranza al glucosio,
iperglicemia, glicosuria, ipoglicemia, aumento dell’insulina circolante, riduzione
del numero di recettori per I’insulina e del suo legame con essi, calo del peso
corporeo, aumento della massa adiposa, aumento della pressione oculare,
neuropatia periferica, encefalopatia e minore efficienza respiratoria (Anderson,

1997).

Cinetica

Assorbimento

Inalazione

L’assorbimento del cromo per via inalatoria ¢ stata provata in seguito alla
misurazione della sua concentrazione in siero, urine e capelli di lavoratori di
industrie che lo utilizzano (Minoia and Cavalleri, 1988; Tossavainen et al., 1980).
L’apparato respiratorio rappresenta il principale bersaglio dell’azione tossica e
cancerogena del cromo esavalente, anche se puo venire ridotto alla forma
trivalente nel liquido alveolare ad opera di ascorbato e glutatione (Suzuki and

Fukuda, 1990).

Ingestione

L’apparato gastroenterico ¢ la via fisiologica di assorbimento dell’elemento
essenziale, ma rappresenta anche la via attraverso la quale la maggior parte del
cromo esavalente entra nell’organismo, anche se meno del 5% del totale di cromo
tossico presente nell’alimento viene effettivamente assorbito (Donaldson and
Barreras, 1966). In questo senso ¢ importante 1’azione svolta dai succhi gastrici: in
ambiente acido, infatti, viene ridotto alla sua forma trivalente e, di conseguenza, il
suo passaggio nello stomaco diventa fondamentale per ridurne 1’assorbimento per

via orale (Donaldson and Barreras, 1966).
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Trasporto e distribuzione

Una volta assorbito, il cromo viene riversato in circolo, dove la forma esavalente
entra nei globuli rossi utilizzando carrier per fosfati e solfati, mentre una
percentuale rimane nel plasma per lunghi periodi (Wiegand et al., 1985).
All’interno delle emazie viene ridotto grazie all’azione del glutatione (Debetto
and Luciani, 1988; Petrilli and De Flora, 1978); durante questo processo, puo
interagire con altre molecole del citoplasma, incluso il DNA (Wiegard et al.,
1985), od uscire dalla cellula (US EPA, 1998).

Il cromo trivalente non riesce ad utilizzare gli stessi carrier, ed entra nella cellula
in piccole quantita; si trova nel plasma, legato ad amminoacidi e proteine
plasmatiche come le globuline (O’Flaherty, 1996).

Dal sangue il cromo in poche ore si deposita nell’osso (Witmer and Harris, 1991),
nel fegato, nella milza e nel rene; in queste cellule il cromo esavalente puo venire
ridotto, ma anche esplicare la sua attivita tossica, soprattutto a carico del DNA.

Nei tessuti ’emivita ¢ di qualche giorno (ATSDR, 2012a).

Escrezione

Il cromo viene escreto per via urinaria: ¢ stato dimostrato che la quantita cosi
eliminata non ¢ legata alla quota assunta con la dieta, ma rimane pressoché stabile
nel tempo (Anderson and Kozlovsky, 1985). Nell’uomo, 1 reni eliminano il 60%
del cromo esavalente assorbito sotto forma di trivalente nel giro di 8 ore.

Per via fecale viene eliminato tutto il cromo non assorbito dall’intestino
(permettendo, a livello sperimentale, di calcolare la quota di cromo effettivamente
assorbita) e solo il 10% viene escreto per via biliare, dopo essere passato per il
fegato e, in misura minore, attraverso i capelli, le unghie, il latte e il sudore

(ATSDR, 2012a).

Tossicodinamica

Numerosi studi hanno dimostrato che il cromo trivalente non risulta tossico per gli

animali da laboratorio a dosi di 750 pg/kg, cosicché non viene considerato tossico

158




per I’organismo (US EPA 1998a; EVM, 2003) né cancerogeno (tanto che la IARC
lo mette nel gruppo 3, tra le sostanze non classificabili come cancerogene, insieme
al cromo metallico). Quindi, quando si parla degli effetti tossici che il cromo ha
nell’uomo, ci si riferisce all’esavalente.

Lo stato di ossidazione e la solubilita sono i fattori che influenzano maggiormente
la tossicita del cromo stesso; la sua forma esavalente, infatti, avendo un maggior
potere ossidante, tende ad essere irritante e corrosiva per 1 tessuti. Un altro fattore
da considerare ¢ la sua capacita di attraversare la membrana cellulare e di
raggiungere il citoplasma, dove reagisce con altre molecole, ma in cui puod subire
la riduzione alla forma trivalente e stabile. La riduzione ¢ un processo di
detossificazione importante: se avviene fuori dalla cellula il cromo trivalente
prodotto non viene trasportato dentro al citoplasma, cosicché nessun effetto
tossico ¢ visibile. L’equilibrio esistente tra la concentrazione extracellulare di
cromo esavalente e quella intracellulare di cromo trivalente ¢ importante per
evitare che il Cro" entri nella cellula (Cohen and Kargacin, 1993, De Mattia and

Bravi, 2004).

Cancerogenesi

La produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) all’interno della cellula
comporta alterazioni nel citoplasma, che sono alla base della cancerogenesi stessa.
Il cromo rientra tra gli agenti causali di stress ossidativo, 1 cui prodotti possono
indurre mutazioni a carico del DNA cellulare (Chervona et al., 2012), ma anche
alterare il normale ciclo della cellula e causarne 1’apoptosi. Altri tumori, come
quello ai polmoni, vedono come causa principale 1’azione infiammatoria e
irritativa operata dal cromo, con lo sviluppo di un processo infiammatorio cronico
che predispone alla trasformazione neoplastica (Daniels and Jett, 2005;

Malkinson, 2005).
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Tossicita

Tossicita acuta

I casi di intossicazione acuta da cromo in seguito ad inalazione di quantita elevate
sono stati riportati in lavoratori esposti, che presentavano dispnea, tosse e
difficolta respiratorie. Altri effetti possono presentarsi a carico dell’apparato
digerente e nervoso (US EPA, 1998).

L’ingestione causa ulcere buccali, dolore addominale, vomito, diarrea ed
emorragie. La dose letale per ingestione di vari composti di cromo esavalente ¢
nel range di 1,5-16 g, che provoca alterazioni emorragiche in vari organi, in

particolare nel tratto gastroenterico, con conseguente shock e morte.

Tossicita cronica

L’inalazione cronica di cromo, solitamente di tipo professionale, porta allo
sviluppo di polmoniti croniche, enfisema, tracheiti, bronchiti e faringiti croniche e
broncopolmoniti (Dayan and Paine, 2001). A livello cutaneo, si manifesta una
dermatite allergica associata a secchezza della cute, eritema, ulcerazioni, papule,
desquamazione, vescicole e tumefazioni (Adams, 1990). La sua capacita di
penetrare attraverso la cute causa ulcerazioni (“‘chrome holes™) sulle dita, sulle
nocche e sugli avambracci (Lewis, 2004).

L’ingestione cronica di elevate quantita di cromo puo causare irritazioni a carico
dell’apparato gastroenterico, dolori addominali, nausea, vomito, diarrea grave fino
al collasso cardiocircolatorio e alla morte.

Numerosi studi sono stati condotti per valutare gli effetti del cromo su animali da
laboratorio (ratti e topi) gravidi (ATSDR, 2012a). Uno studio condotto sui topi
(Trivedi et al., 1989) descrive come alte dosi di cromo esavalente (250-500 ppm
nell’acqua) alterino il normale sviluppo fetale con ridotto peso, riassorbimento e
sviluppo anomalo (alterazioni della coda e dell’ossificazione del cranio) e come a
dosi ancora piu alte (1000 ppm) non avvenga 1’ impianto embrionale. Non sono

disponibili dati riguardanti effetti avversi nell’'uomo (ATSDR, 2012a).
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L’esposizione occupazionale al cromo ¢ stata associata all’incremento dei tumori
dell’apparato respiratorio (ATSDR, 2012a). Il cancro al polmone associato alla

sua inalazione € [’unico tumore riconducibile al cromo con certezza.
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MANGANESE (Mn)

Generalita

Il manganese (Mn) ¢ un metallo la cui scoperta risale al >700, anche se 'uomo lo
ha utilizzato fin dalla preistoria, dapprima come pigmento e in seguito nella
fabbricazione del vetro. Ancora oggi trova ampia applicazione nell’industria
metallurgica per produrre diversi tipi di acciaio.

Il manganese ¢ un micronutriente essenziale per gli organismi viventi, ma in dosi
eccessive ha un effetto nocivo sulla salute. Al contrario, la carenza comporta vari
disturbi, ma nell’uomo ¢ un evento poco frequente, poiché il metallo & contenuto

in molti alimenti di uso quotidiano, come i cerali.

Fonti di esposizione per 'uomo

La fonte principale di manganese per la popolazione in generale ¢ rappresentata
dal cibo. I cereali, il riso e le noci contengono livelli elevati di metallo, dai 10 a1
30 mg/kg; le maggiori concentrazioni si rinvengono pero nei vegetali a foglia
verde e nel the, dato che una tazza ne puo contenere da 0,4 a 1,3 mg (EFSA,
2006). Nell’acqua potabile la quantita presente ¢ solitamente bassa, inferiore ai 10
ng/L (ATSDR, 2012b).

L’inalazione rappresenta un’altra via di contatto col manganese, caratteristica
degli operai delle industrie che lo utilizzano, che rappresentano una categoria a
rischio, e dei fumatori, in quanto ciascuna sigaretta ne contiene 131-245 pg/g
(Fresquez et al., 2013).

Il manganese, essendo un nutriente essenziale, viene utilizzato come additivo nei
mangimi per gli animali e come ingrediente negli integratori per 1’'uomo (EFSA,

2009c).
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Ruolo biologico e carenza

Il manganese ¢ un componente di alcuni metallo-enzimi che svolgono un ruolo
importante nell’organismo, come le arginasi (che intervengono nella sintesi di
urea dall’arginina, ultimo passaggio del ciclo dell’urea), le piruvato carbossilasi
(enzimi della gluconeogenesi e del ciclo di Krebs) e le superossido dismutasi (che
proteggono le cellule dai radicali liberi e dallo stress ossidativo) (EFSA, 2006). 11
metallo ¢ un cofattore in altri sistemi enzimatici per la sua capacita attivante;
interviene inoltre nella mineralizzazione ossea e nel metabolismo energetico e
delle proteine (ATSDR, 2012b).

Per questo elemento non ¢ definita una Dose Giornaliera Raccomandata (RDA),
ma si ritiene che I’assunzione di 2-5 mg al giorno, fino ad un massimo di 10 mg,
non causi effetti collaterali nell’adulto (EFSA, 2006). La carenza di manganese,
poco comune nell’'uvomo, da ritardo nella crescita, anomalie scheletriche, deficit
riproduttivi, difetti nel metabolismo di lipidi e carboidrati e, nei neonati, atassia

(EFSA, 2006).

Cinetica

Assorbimento

Inalazione

La dimensione delle particelle inalate ne influenza 1’assorbimento: le piu piccole,
giunte nelle piu fini diramazioni bronchiali e a livello alveolare, vengono
rapidamente assorbite nel sangue e nella linfa, mentre le particelle piu grandi,
depositate sulla mucosa nasale, vengono rimosse dal sistema muco ciliare € in
seguito eliminate o deglutite. Dal naso sembra che il manganese possa, risalendo

il nervo olfattorio, arrivare al cervello (ATSDR, 2012b).

Ingestione
L’assorbimento avviene a livello del piccolo intestino attraverso un meccanismo

mediato da carrier, ma anche per diffusione passiva. La quantita di manganese
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assorbito ¢ solitamente ridotta (3-5% sia dal cibo sia dall’acqua) a causa della sua

bassa solubilita (Davidsson ef al., 1988), ma ¢ maggiore nei bambini.

Trasporto e distribuzione

Nel sangue portale il manganese bivalente ¢ legato all’albumina e all’a2
macroglobulina; una piccola parte viene ossidata alla forma Mn3* ed entra nella
circolazione sistemica, solitamente legato alla transferrina. Essendo un elemento
essenziale, in tutti 1 tessuti corporei ne sono presenti da 0,1 a 1 pg, e le maggiori
concentrazioni si ritrovano nel fegato, nel pancreas e nel rene (poiché le loro
cellule sono piu ricche di mitocondri), meno nell’osso e nel grasso. Soprattutto nei
soggetti giovani, il manganese si accumula in alcune parti del cervello, come il

globus pallidus, la sostanza nera e il nucleo della base (EFSA, 2008b).

Escrezione

Il manganese viene principalmente escreto attraverso le feci, dove si trova la
quota non assorbita e quella eliminata per via biliare. Una piccola quantita viene

escreta con le urine (EFSA, 2008b).

Tossicodinamica

Il manganese esplica la sua azione tossica nelle cellule del sistema nervoso, anche
se 1 meccanismi d’azione non sono ancora del tutto chiari.

Il manganese bivalente distrugge 1 neuroni dopaminergici, forse perché induce
I’autossidazione o aumenta il turnover delle varie catecolamine intracellulari, con
maggiore produzione di radicali liberi, specie reattive dell’ossigeno e altri
metaboliti citotossici e diminuzione dei meccanismi di difesa anti-radicalici della
cellula (Garner and Nachtman, 1989).

Il manganese darebbe anche stress ossidativo alterando la funzione della xantina
ossidasi, enzima che metabolizza le xantine e le ipoxantine derivate dal
catabolismo dell’ ATP.

Il Mn2" puo inoltre sostituire lo ione Ca?", accumularsi nei mitocondri usando la
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via di trasporto del calcio stesso e inibire la fosforilazione ossidativa; la

membrana degli organelli perde la sua integrita, e meno energia viene prodotta.

Tossicita

Tossicita acuta

L’inalazione di polveri contenenti elevate concentrazioni di manganese puo
comportare, nell’'uomo, una risposta inflammatoria da parte del polmone, con
infiltrazione di macrofagi e leucociti, edema localizzato, tosse, bronchite e, a
volte, polmonite (ATSDR, 2012b).

Difficilmente 1’intossicazione acuta si puo manifestare in seguito all’ingestione di
dosi elevate di manganese, anche se bisogna sempre considerare gruppi a rischio 1
neonati ¢ 1 bambini (poiché ne assimilano di piu), le persone anziane, quelle con

deficit di ferro e con patologie epatiche in atto (EFSA, 2006).

Tossicita cronica

L’esposizione per via inalatoria ad elevate quantita dei composti del manganese,
soprattutto quelli contenenti il Mn2* ¢ il Mn3*, causa una sindrome neurologica
denominata manganismo, di tipo degenerativo e irreversibile; viene chiamata
anche Parkinson-like disease o Parkinson manganese-indotto per i sintomi che
condivide con questa patologia (difficolta nel cammino e nel controllo preciso dei
movimenti della mano (ATSDR, 2012b).

La somministrazione con 1’acqua di elevate dosi di manganese (50-200
mg/kg/giorno) per lunghi periodi agli animali da laboratorio causa neurotossicita,
anemia da sequestro di ferro, riduzione della fertilita e ritardo nello sviluppo
sessuale nel maschio (EFSA, 2008b). Nell’'uomo al riguardo sono riportati solo
alcuni studi epidemiologici; per esempio, 1’ingestione di acqua che conteneva
elevate concentrazioni del metallo ha causato, in Giappone, 16 casi di
intossicazione, con comparsa di letargia, aumento del tono muscolare, tremori e

disturbi mentali; due pazienti sono poi deceduti (EFSA, 2006).
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Il manganese non sembra avere effetti cancerogeni o genotossici; anche se in vitro
sono state riportate delle mutazioni associate alla sua presenza, nel topo non sono

riportati effetti di questo tipo (EFSA, 2006).
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SELENIO (Se)

Generalita

Il selenio (Se) ¢ un non-metallo del quale, anche se la sua scoperta risale ai primi
dell’ ’800, soltanto dal 1960 si conosce il ruolo quale elemento essenziale per gli
organismi viventi. Come micronutriente lo si ritrova in molti alimenti, ma in
quantita elevate esplica un’azione tossica pericolosa per la salute umana. La sua
carenza ¢ associata a problemi in vari organi e viene indicata come causa di due
patologie, presenti in Cina, dove il terreno (e, di conseguenza, le piante coltivate)
¢ povero di questo elemento: la malattia di Keshan-Beck, che colpisce i bambini
con ritardo nella crescita, atrofia muscolare, deformita della colonna vertebrale e
artrosi, e la cardiomiopatia di Keshan, in cui il trattamento con selenio a scopo
profilattico diminuisce I’incidenza. Il suo utilizzo negli integratori ¢ permesso €
regolamentato a livello europeo.

Il selenio si trova anche come contaminante nell’ambiente, rilasciato da fonti sia
naturali sia umane, ed ¢ stato usato molto nel campo dell’elettronica, anche se

oggi ¢ stato rimpiazzato dal silicio.

Fonti di esposizione per 'uomo

La popolazione in generale entra in contatto col selenio principalmente attraverso
la dieta, ma anche attraverso [’aria contaminata. La Food and Drug
Administration ha dimostrato che il 50% della dose giornaliera di selenio ¢
rappresentata da cereali e derivati, il 36% da carne rossa, pollo e pesce e il 10% da
latticini, per un totale di 0,071-0,152 mg. Anche gli organi animali, come fegato e
rene, contengono elevate concentrazioni (ATSDR, 2003).

I1 gruppo considerato piu a rischio per gli effetti tossici del selenio ¢ rappresentato
dai lavoratori nell’industria dei metalli ed elettronica, 1 pittori e il personale
ospedaliero (il selenio radioattivo viene usato come marker nella ricerca di tumori

maligni non visualizzabili con altri metodi).
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I1 selenio ¢ contenuto in molti integratori, dove viene reclamizzato per le sue
proprieta antiossidanti. A questo riguardo, il Regolamento (CE) n. 1924/2006
definisce le modalita di etichettatura e di pubblicita dei prodotti che lo contengono
e, come per altri metalli con queste caratteristiche, ’EFSA ne controlla la
veridicita attraverso dei pareri scientifici. Come additivo nei mangimi ¢ molto
usato negli allevamenti di pollame e di bovini, ed ¢ strettamente regolamentato;
I’ultimo Regolamento (n. 427/2013) in tal senso riguarda la supplementazione

massima della seleniometionina prodotta dal Saccharomyces cerevisiae.

Ruolo biologico e carenza

L’importanza biologica del selenio viene descritta in maniera esaustiva da
Rayman (2000).

Il selenio, come amminoacido selenocisteina, entra nella composizione di circa 35
selenoproteine, alcune delle quali svolgono un importante ruolo enzimatico e le
cui tre principali famiglie sono la deiodinasi, la tioredoxina reduttasi e la
glutatione deidrogenasi. Tutti questi enzimi giocano un ruolo fondamentale nella
regolazione dell’attivita della tiroide. La tioredoxina reduttasi e la glutatione
deidrogenasi intervengono nel controllo dello stato redox della cellula, riducendo 1
radicali, come il perossido di idrogeno e gli idroperossidi, cosi da evitare
alterazioni a carico dei fosfolipidi di membrana e la propagazione del danno
cellulare. Il selenio rappresenta infatti una delle sostanze tipicamente descritte
come antiossidanti, ed ¢ utile per limitare il danno da riperfusione post-ischemico;
sembrerebbe anche avere wun’attivita antitumorale, poiché ricerche
epidemiologiche hanno indicato una diminuzione della mortalitd per cancro
associata ad un suo maggiore contenuto nella dieta.

Il selenio stimola inoltre il sistema immunitario e induce la proliferazione dei
linfociti T attivati; tale azione ¢ utile per prevenire le infezioni virali, tanto che la
somministrazione dell’elemento ¢ consigliata nei pazienti affetti da epatite (B o
C), dove sembra evitare 1’evoluzione tumorale. Anche ai soggetti affetti da HIV
viene prescritto in quanto alla malattia ¢ associata una diminuzione dei livelli

sierici di selenio, usata come marker precoce, e perdita progressiva dei linfociti T
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helper CD4; inoltre in vitro inibisce la replicazione del virus.

I selenio ¢ fondamentale per I’attivita riproduttiva: la sua carenza causa aborto
idiopatico nella pecora e predispone all’interruzione della gravidanza nel primo
trimestre nella donna. Nel maschio ¢ richiesto nella sintesi del testosterone e nella
spermatogenesi, dove carenze causano negli spermatozoi anormalita, scarsa
mobilita e perdita della coda con calo della fertilita del soggetto.

A livello cerebrale, il selenio permette il meccanismo di circolazione preferenziale
e diminuisce la frequenza delle convulsioni nei bambini epilettici; la carenza
comporta, in vecchiaia, una maggiore velocita di perdita delle facolta cognitive, e
nei soggetti affetti da Alzheimer le sue concentrazioni sono minori. L’encefalo,
inoltre, ¢ carente di catalasi, quindi il compito di allontanare 1 prodotti
dell’ossidazione ¢ affidato alle selenoproteine. Carenze sembrano associate anche
a cambiamenti dell’'umore.

Il selenio sembrerebbe proteggere da alcune malattie cardiovascolari, poiché la
sua carenza ¢ associata all’aumento degli idroperossidi, che inibiscono 1’enzima
prostaciclina  sintetasi responsabile della produzione di prostacicline
vasodilatatrici da parte dell’endotelio vasale, e alla stimolazione della produzione
di trombossani, associati a vasocostrizione € aggregazione piastrinica.

Il selenio ¢ anche un antinfiammatorio, poiché diminuisce la produzione di
prostaglandine e leucotrieni intervenendo nell’azione delle ciclossigenasi e delle
lipossigenasi.

La carenza dell’elemento ¢ associata ad artrite reumatoide, pancreatite e asma.
Ralston e Raymond (2010) descrivono un’altra caratteristica importante del
selenio, cio¢ la sua capacita di contrastare la tossicita del mercurio, in particolare
del metilmercurio. Prima di tutto bisogna sottolineare che I’elevata affinita del
mercurio per il selenio porta alla formazione di legami tra il metilmercurio e 1
selenoenzimi, per 1 quali € un inibitore specifico e irreversibile. Il metilmercurio si
lega anche al selenio libero, formando il seleniuro di mercurio insolubile: ne
consegue che sue elevate quantita comportano una carenza di selenio, che non
sara piu disponibile per la sintesi di altri enzimi, con danni conseguenti soprattutto
a carico del tessuto nervoso ed endocrino. Pertanto, 1’effetto terapeutico e

antitossico dell’assunzione di selenio si manifestano quando vengono garantiti i
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livelli dell’elemento necessari a ripristinare le quantita sequestrate dal metallo
pesante, cosi che i1 processi biologici non vengano compromessi.

Si stima che il corpo umano adulto contenga dai 5 ai 15 mg di selenio; la dose
giornaliera raccomandata dal Comitato Scientifico per 1’Alimentazione della

Commissione europea ¢ di 55 pg (EFSA, 20006).

Cinetica

Assorbimento

Il selenio viene assorbito rapidamente nell’intestino e, in minor misura, dallo
stomaco dell’'uvomo, anche se la sua disponibilita dipende dallo stato fisico dei
composti (solidi o in soluzione), dalla quantita assunta e dalla forma chimica

(organico o inorganico) in cui si presenta (ATSDR, 2003).

Trasporto e distribuzione

Nel plasma 1l selenio ¢ legato a tre proteine principali, la selenoproteina P, la
glutatione perossidasi e 1’albumina; da qui viene distribuito ai vari organi e
raggiunge le massime concentrazioni in fegato e reni, dove viene usato per
produrre gli aminoacidi e, successivamente, nella sintesi delle proteine che lo
contengono (ATSDR, 2003). La selenometionina, se non viene subito usata, viene
immagazzinata nei muscoli, nel fegato, nel pancreas, nello stomaco, nella mucosa
intestinale e negli eritrociti. Il selenio attraversa la placenta e arriva al feto; si

trova anche nel latte materno.

Escrezione

Prima dell’escrezione il selenio subisce le metilazione, meccanismo col quale
viene detossificato, soprattutto quando ¢ presente in concentrazioni elevate; viene
eliminato con le urine e le feci ma anche, in corso di intossicazione acuta, con

I’espirium, a cui conferisce un caratteristico odore agliaceo (ATSDR, 2003).
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Tossicodinamica

I meccanismi molecolari alla base della tossicita del selenio non sono ancora
chiari, anche se sono state avanzate diverse ipotesi, tra le quali un danno
ossidativo dovuto a suoi metaboliti, I’inibizione della sintesi proteica e la sua

reazione con gruppi sulfidrilici di proteine e cofattori (EFSA, 2006).

Tossicita

Tossicita acuta

L’assunzione di dosi elevate (250 mg) di selenite, seleniato o selenometionina
causa nausea, vomito, alterazione delle unghie, perdita dei capelli, gonfiore delle
punte delle dita, irritabilita, affaticamento ed espirium di odore agliaceo (EFSA,

2006).

Tossicita cronica

Gl effetti legati all’assunzione cronica di elevate quantita di selenio sono stati
valutati in alcuni studi epidemiologici, condotti in aree dove la concentrazione
dell’elemento nel suolo ¢ elevata. L’intossicazione cronica prende il nome di
selenosi, caratterizzata da disturbi gastroenterici, alterazioni patologiche delle

unghie, perdita di capelli e dermatiti.
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COBALTO (Co)

Generalita

Il cobalto (Co) ¢ un metallo pesante i cui composti sono stati utilizzati,
nell’antichita, per colorare il vetro e le ceramiche di diverse tonalita di blu e di
verde; la sua scoperta come elemento risale perd al *700. E un metallo molto usato
nell’industria, dove trova svariate applicazioni, dalla metallurgia alle vernici; il
suo isotopo radioattivo ¢°Co ¢ un importante radionuclide, e viene utilizzato come
fonte di radiazioni gamma per diversi scopi.

Il cobalto ¢ anche un micronutriente essenziale per gli organismi viventi quale

atomo presente nella cobalamina o vitamina B,. Date le sue funzioni biologiche,

viene venduto anche negli integratori, il cui utilizzo ¢ regolamentato a livello

europeo.

Fonti di esposizione per 'uomo

L’uomo deve assumere la cobalamina attraverso la dieta, che rappresenta anche la
fonte principale di esposizione al cobalto per la popolazione in generale. Gli
alimenti contengono solitamente livelli bassi del metallo, e si stima che
I’ingestione giornaliera sia di circa 11 pg, il 30% dei quali attraverso cereali e
prodotti da forno e il 22% dalle verdure. Anche il fegato di bovino, 1 semi (di erba
medica, di lino, di papavero e soia) e il cioccolato contengono livelli abbastanza
alti di cobalto. L’acqua potabile contiene solitamente concentrazioni inferiori ai 2
ng/L (ATSDR, 2004).

Le sigarette ne contengono da 0,44 a 1,11 pg/g (Fresquez et al., 2013); di
conseguenza i fumatori possono essere considerati una categoria a rischio, come
la popolazione che vive vicino a miniere, industrie metallurgiche o discariche che
lo contengono o come i lavoratori che possono inalarne le polveri durante i

processi di lavorazione.
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Ruolo biologico e carenza

La vitamina B, ¢ il nome generico delle cobalamine, un gruppo di molecole che

contengono cobalto (Co3") e che svolgono un importante ruolo biologico sia negli

animali sia nell’'uomo. La vitamina B;, ¢ un coenzima del metabolismo

intermedio: la metilcobalamina entra nella reazione per la sintesi dell’aminoacido
metionina, mentre la 5-deossiadenosincobalamina ¢ il coenzima che permette la
produzione del succinil-CoA, importante intermedio del ciclo di Krebs. La

vitamina Bj,, insieme all’acido folico, ¢ una componente di alcuni enzimi

coinvolti nella sintesi dell’emoglobina e, di conseguenza, nell’emopoiesi;
partecipa anche al metabolismo delle proteine, dei lipidi e dei carboidrati, oltre ad
essere necessaria al normale metabolismo del tessuto nervoso.

Il corpo umano adulto contiene circa 2,5 mg di questa vitamina, e il fabbisogno
giornaliero ¢ di 1 pg; poiché 1’organismo non riesce a produrla, la fonte principale
¢ rappresentata dagli alimenti. Di cobalamina sono ricchi 1 prodotti di origine
animale come carne rossa, latticini e pesce, e le concentrazioni maggiori si
trovano nel fegato e nelle sardine. Si calcola che I’ingestione effettiva giornaliera
della vitamina sia di 2-6 pg, e in alcune diete possa arrivare ai 32 pug; non sono
pero associati effetti negativi sulla salute umana da ipervitaminosi (EFSA, 2006).
La carenza ¢ caratteristica dei vegetariani e dei vegani (che devono integrarla) e
dei soggetti che presentano alterazioni nel suo assorbimento. Essa ¢ associata
principalmente ad anemia macrocitica megaloblastica, la stessa dovuta a carenza
di acido folico; altri sintomi, solitamente tardivi e che compaiono nel 75-90% dei
casi, sono alterazioni neurologiche quali perdita di memoria e una degenerazione
progressiva del midollo spinale caratterizzata da parestesia e debolezza alle gambe
(EFSA, 2006).

Tra gli animali domestici, i monogastrici hanno bisogno di assumere la vitamina
con la dieta; fanno eccezione il cavallo e il coniglio, dove viene prodotta dalla
flora microbica cecale e successivamente assorbita dalla mucosa. Anche la
microflora dei ruminanti ¢ in grado di sintetizzare la cobalamina, a condizione che

nell’alimentazione sia presente una quantita di cobalto sufficiente. L'utilizzo del
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cobalto e dei suoi composti nei mangimi per gli animali ¢ autorizzato dal
Regolamento (CE) n. 1831/2003, mentre I’EFSA ha valutato il rischio derivante
dal loro utilizzo sugli animali (EFSA, 2009).

Cinetica

Assorbimento
La vitamina B, assunta con gli alimenti viene liberata nello stomaco ad opera

della pepsina e dell’acido cloridrico; per non essere distrutta dal pH acido, viene
immediatamente legata all’aptocorrina o R-proteina, prodotta dalle ghiandole
salivari e dalla mucosa gastrica. Nel duodeno tale legame viene degradato dalle
proteasi pancreatiche, e la cobalamina libera si lega al fattore intrinseco, una
glicoproteina secreta dalle cellule parietali del fondo e del corpo dello stomaco.

Nell’ileo il complesso vitamina Bj,-fattore intrinseco trova degli specifici

recettori sulla membrana degli enterociti e viene internalizzato; la quantita di
cobalamina assorbita diminuisce tanto piu ¢ alta la dose assunta. Nel citoplasma la
cobalamina si lega alla transcobalamina I, con la quale viene riversata nel sangue

portale; il picco sierico viene raggiunto 8 ore dopo 1’ingestione (EFSA, 2006).

Trasporto e distribuzione

Nel sangue la vitamina B, ¢ trasportata per 1’80% dalla transcobalamina I e IIl e

per il 20% dalla II; quest’ultima rappresenta il carrier che la porta nei tessuti,
specie cervello e midollo osseo. La vitamina viene immagazzinata nel fegato (che
ne contiene il 50-90% del totale) e nei reni (EFSA, 2006), ma si ritrova in tutti 1

tessuti corporei (ATSDR, 2004).

Escrezione

La vitamina B, viene eliminata attraverso la bile, legata alle cobalofiline, ma in

larga parte viene riassorbita dall’ileo (circolo enteroepatico della cobalamina);

soltanto 0,5 pg vengono persi giornalmente con le feci.
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Tossicocinetica

Assorbimento

Ingestione

L’assorbimento gastrointestinale del cobalto nell’'uomo varia dal 18 al 97% della
dose assunta e dipende dalla quantita ingerita, dalla forma con cui si presenta
nell’alimento e dallo stato nutrizionale del soggetto; in particolare, una carenza di

ferro predispone ad una maggiore assimilazione (ATSDR, 2004).

Trasporto e distribuzione

I1 cobalto circola nel plasma legato all’albumina. Nell’uomo non sono stati svolti
degli studi sulla sua distribuzione, anche perché il cobalto si ritrova in molti
tessuti come componente della cobalamina. Studi condotti sugli animali hanno
dimostrato che il metallo si accumula nel fegato, ma alti livelli sono presenti

anche in reni, cuore, stomaco e intestino (ATSDR, 2004).

Escrezione

In seguito ad ingestione, il cobalto assorbito viene rapidamente escreto con le
urine e, in minor misura, con la bile, mentre la quota non assorbita viene eliminata

con le feci (ATSDR, 2004).

Tossicodinamica

Il cobalto pud avere effetti dannosi sulla salute sia nella sua forma stabile sia
come isotopo radioattivo.

Il cobalto stabile agisce con una serie di meccanismi, molti dei quali non sono
stati completamente chiariti. Analogamente al ferro bivalente, il Co?™ fungerebbe
da catalizzatore in una reazione simile a quella di Fenton, in cui vengono prodotti
dei radicali superossidi a partire dal perossido di idrogeno; lo stress ossidativo

sarebbe alla base del danno al DNA, della perossidazione lipidica e della
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riduzione dei livelli di glutatione ridotto a fronte dell’aumento di quello ossidato
(Christova et al., 2001, 2002).

Il cobalto blocca i canali del calcio delle cellule, alterando 1’azione del glucagone
sulle cellule epatiche e D’attivita delle cellule B pancreatiche (Henquin et al.,
1983); interferisce anche nella trasmissione neuromuscolare (Weakly, 1983).

Il cobalto inibisce la sintesi del gruppo eme, influenzando [I’attivita
dell’emoglobina e di altri enzimi che lo contengono, come la citocromo P450 e le
catalasi (Legrum et al., 1979); esso sembrerebbe perd svolgere anche un’azione
stimolante la produzione di globuli rossi, promuovendo la liberazione
dell’eritropoietina e dando policitemia (Di Giulio et al., 1991).

Il metallo stimola il sistema immunitario e interferisce sul metabolismo del
glucosio, abbassandone i livelli ematici tramite 1’alterazione dei trasportatori
cellulari del glucosio non dipendenti dall’insulina (ATSDR, 2004).

Il cobalto radioattivo rappresenta un maggiore pericolo per la salute umana,
poiché¢ i raggi gamma e beta da esso prodotti hanno un elevato potere di
penetrazione tissutale e causano gravi danni agli organi interni. Le radiazioni
1onizzanti (che hanno, cioe, sufficiente energia per ionizzare atomi e molecole con
cui reagiscono, oltre che per spezzare 1 legami tra di essi) alterano in maniera
irreparabile il DNA, I’'RNA e 1 lipidi, causando la morte della cellula o la sua

trasformazione tumorale (ATSDR, 2004).

Tossicita

Tossicita acuta

L’intossicazione acuta da questo metallo non € un evento riportato in letteratura.

Il cobalto radioattivo, invece, attraverso le radiazioni che produce, puo risultare
letale per ’'uomo e gli animali quando esse sono molto intense, anche in seguito
ad un’unica esposizione. L.’esposizione accidentale alle radiazioni causa polmoniti
nelle 3-13 settimane successive, ma anche dispnea, congestione polmonare e
tosse. In una seconda fase si sviluppano, sempre a carico dei polmoni, fibrosi,
enfisema e ispessimento pleurico. A livello gastroenterico si manifestano dolore,

vomito, emorragie, perdita di peso ed eventualmente morte. I danni si presentano
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anche nei nervi periferici. L’esposizione puo portare a cali della fertilita sia nel
maschio sia nella femmina e avere effetti teratogeni sul feto, poiché alle radiazioni
sono piu sensibili le cellule in attiva e rapida mitosi. Negli animali da laboratorio
sono state segnalate possibili alterazioni nello sviluppo di tutti gli organi, e, dopo
la nascita, ritardo nella crescita, alterazioni neuro-comportamentali, endocrine ed
epatiche, oltre che una maggiore incidenza di tumori. Si registrano anche
alterazioni ematologiche e linforeticolari e tendenza alla cancerogenesi (ATSDR,
2004). Bisogna ricordare che il ¢°Co ¢ oggi molto usato nella radioterapia per il
trattamento di alcuni tumori, dove gli effetti delle radiazioni vengono usati per
distruggere le cellule alterate, cercando di ridurre le conseguenze negative per

I’organismo, che comunque si possono presentare.

Tossicita cronica

Gli effetti di un’esposizione cronica (dai 2 ai 17 anni) per via inalatoria al cobalto
includono irritazione dell’apparato respiratorio, diminuzione della funzionalita
polmonare, asma, polmonite e fibrosi (ATSDR, 2004).

Il cobalto causa una cardiomiopatia, molto frequente negli anni ’60, quando
veniva usato come stabilizzatore della schiuma della birra: accumulandosi nelle
miofibre ne comporta la degenerazione e la frammentazione, oltre ad alterare la
funzionalitd dei mitocondri, con conseguente compromissione della respirazione
cellulare. Ne conseguiva tachicardia sinusale, insufficienza cardiaca sinistra,
diminuzione della portata cardiaca, mancata risposta del miocardio alle
catecolamine e danno intracellulare esteso. Da questa patologia erano affette
persone che assumevano, per anni, 0,04-0,14 mg di metallo/kg/giorno
(corrispondenti a 4-15 litri di birra); la morte sopraggiungeva qualche anno dopo
la diagnosi (Ferrans ef al., 1964).

Il cobalto pud sensibilizzare, dopo ingestione, il sistema immunitario, agendo
come allergene: dopo una prima esposizione, vengono prodotti anticorpi specifici
contro di esso e dopo il secondo contatto si sviluppa una dermatite allergica
(ATSDR, 2004). La dermatite pud comparire anche in seguito al contatto per via

cutanea col metallo o i suoi composti.
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ARGENTO (Ag)

Generalita

L’argento (Ag) ¢ un metallo pesante conosciuto piu per il suo valore economico
che per la sua tossicita; raro e prezioso, I’'uomo lo ha usato prima come mezzo di
scambio, poi come moneta, oltre che nelle opere d’arte orafa e negli oggetti
ornamentali di lusso. L’argento per la sua attivita antibatterica ha trovato, in
passato, applicazioni anche in medicina; ancora oggi ¢ un ingrediente di alcuni
farmaci ad uso topico e, come nanoparticella, rappresenta per molti il futuro in
questo campo.

Non ¢ un elemento essenziale per I'uomo e gli animali; come altri metalli, ha

effetti dannosi sugli organismi viventi, anche se gli studi al riguardo sono limitati.

Fonti di esposizione per 'uomo

La maggiore fonte di contaminazione per la popolazione in generale ¢
rappresentata dal cibo e dall’acqua. Negli USA si sono misurate le concentrazioni
di argento in diversi alimenti, ottenendo i seguenti valori medi: latticini meno di
0,061 mg/kg, carne, pesce e pollo 0,015 mg/kg, cereali e derivati 0,008 mg/kg,
vegetali con foglie 0,007 mg/kg, frutta meno di 0,05 mg/kg, olio e grasso meno di
0,03 mg/kg, per un totale, nella dieta, di 0,0091 mg/kg (Cunningham and Stroube,
1987).

Si stima che ogni persona ingerisca, giornalmente, 70 pg di argento (ATSDR,
1990).

I molluschi allevati o pescati vicino a scarichi industriali o di liquami contaminati,
presentano concentrazioni maggiori di metallo e possono diventare pericolosi per
la popolazione. L’argento ¢ anche utilizzato come colorante alimentare (E174),

soprattutto nei dolci, ai quali conferisce il suo colore metallico.
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Tossicocinetica

Assorbimento

Inalazione

L’inalazione di vapori o polveri che contengono argento ¢ tipica dell’esposizione
professionale al metallo. L’assorbimento ¢ rapido, sia attraverso la mucosa nasale
sia a livello alveolare, e dipende dal diametro delle particelle; a livello bronchiale
la clearance muco-ciliare cattura quelle di maggiori dimensioni, che vengono

allontanate o deglutite e successivamente assorbite (ATSDR, 1990).

Ingestione

L’assorbimento caratteristico avviene in intestino, attraverso la mucosa, € la sua
entita dipende dalla velocita di transito: piu I’argento attraversa rapidamente
I’apparato gastroenterico, meno ne verra trattenuto. Il 21% della dose ingerita

rimane nell’organismo per una settimana prima di essere escreta (East et al.,

1980).

Trasporto e distribuzione

L’argento, indipendentemente dalla via di assunzione, raggiunge il fegato, dove in
parte si deposita e in parte viene eliminato attraverso la bile. A seconda della
quantita presente e della solubilita del composto, il metallo si accumula sotto
forma di granuli visibili al microscopio in altri organi oltre al fegato (dove si trova
nelle cellule di Kupffer e nell’endotelio dei sinusoidi), come reni (dove si deposita
sulla membrana basale dei glomeruli), muscoli, milza, cuore, ossa e ghiandole

surrenali (ATSDR, 1990).

Escrezione

L’argento principalmente viene eliminato attraverso le feci, dove si trova la quota
ingerita ma non assorbita, quella allontanata con la bile e quella inalata e

successivamente deglutita. Una minore quantita viene eliminata con le urine e, in
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generale, la velocita di escrezione ¢ maggiore nella prima settimana dopo
I’assunzione. Se ¢ presente ingestione cronica di alti livelli di metallo, la capacita
di eliminazione epatica attraverso la bile viene saturata ed esso si deposita in

pancreas, apparato gastroenterico e tiroide (ATSDR, 1990).

Tossicodinamica

I meccanismi alla base della tossicita dell’argento non sono stati molto indagati
nel corso degli anni, probabilmente perché i casi di intossicazione sono poco
frequenti. Il metallo ha un’attivita battericida conosciuta da tempo, attivo contro i
Gram positivi e i Gram negativi, ma anche contro funghi, protozoi e virus; alla
base ci sarebbe la capacita dello ione Ag* di indurre la creazione di specie reattive

dell’ossigeno (ROS).

Tossicita

Tossicita acuta

Se inalato in quantita elevate, I’argento ha un’azione irritante a carico delle vie
respiratorie superiori e il soggetto presentera tosse e difficolta respiratoria.
L’esposizione professionale al nitrato d’argento causa bruciore agli occhi e alla
cute in seguito a contatto diretto; possono formarsi anche dei depositi granulari di

metallo nella congiuntiva e nella cornea (ATSDR, 1990).

Tossicita cronica

L’argiria ¢ una condizione clinica legata, nell’uomo, all’esposizione prolungata,
per mesi o anni, all’argento e ai suoi composti, in quantita che superano la
capacita escretoria di fegato e reni; ¢ caratterizzata dall’accumulo di granuli in
cute, mucose, occhi e organi interni, come reni, milza, midollo osseo e sistema
nervoso centrale. Il sintomo tipico ¢ una colorazione grigia o grigio-blu assunta
dalla cute: I’area interessata puo essere limitata qualora il contatto ripetuto col

metallo avvenga per via cutanea, oppure puod essere piu estesa se 1’esposizione ¢
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orale o di tipo inalatorio. Istologicamente ¢ contraddistinta da un accumulo di
granuli contenenti argento nel derma, in particolare sulla membrana basale, e la
colorazione compare dopo 1’esposizione al sole della parte: i raggi UV riducono il
cloruro d’argento che si ¢ accumulato nelle cellule in argento metallico, poi
ossidato dai tessuti e legato come solfuro d’argento nero. L’argiria ¢ una malattia
incurabile, ma come forma cutanea non causa altri sintomi, rimanendo un

problema tipicamente estetico (Lencastre et al., 2013).

Tossicita delle nanoparticelle d argento

In campo medico, oggi trovano sempre maggiori applicazioni le nanoparticelle,
definite come particelle formate da aggregati atomici o molecolari di diametro
inferiore ai 100 nm; quelle di argento sono tra le piu usate. Le nanoparticelle si
ossidano lentamente, liberando ioni Ag™; le loro dimensioni ridotte ne permettono
I’ingresso attraverso le membrane cellulari e 1’elevato rapporto superficie/volume
ne consente il massimo contatto con I’ambiente. Esse vengono usate per la loro
attivita biocida contro infezioni batteriche cutanee e malattie fungine (Candida)
che colpiscono frequentemente 1 soggetti immunodepressi; svolgono pure
un’azione antinflammatoria, modulando la produzione di citochine, interferone
gamma e altri fattori e diminuendo I’infiltrazione di neutrofili (Ravindran ef al.,
2012).

Alcuni studi sono stati condotti per comprendere se esista un rischio associato
all’esposizione alle nanoparticelle. Se inalate, si depositano nel polmone, dove si
accumulano e da dove passano al sangue, legate all’albumina, per raggiungere
fegato e reni o, attraverso il nervo olfattorio, il bulbo olfattorio e il cervello. In
seguito ad ingestione, solitamente accidentale, causano ulcere gastrointestinali,
accumulo epatico e argiria. Per via cutanea, dove bende contenenti nanoparticelle
vengono usate per evitare la proliferazione batterica sulla pelle ustionata, possono

dare argiria (Johnston et al., 2010).
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NORMATIVA EUROPEA

Generalita

L’Unione europea ha stabilito, nel corso degli anni, 1 tenori massimi di alcune
sostanze contaminanti in molti prodotti alimentari, al fine di ridurne la presenza a
livelli minimi. L’obiettivo ¢ uniformare la normativa degli Stati membri per
garantire la libera circolazione, nel mercato unico europeo, di prodotti alimentari
che condividono le stesse caratteristiche per quanto concerne i contaminanti e,
nello specifico, 1 metalli pesanti, cosi da garantire un elevato livello di protezione
della salute pubblica, in particolare dei gruppi piu sensibili della popolazione,
come bambini, anziani e soggetti immunodepressi.

Il primo Regolamento comunitario (CEE) che stabilisce procedure relative ai
contaminanti nei prodotti alimentari ¢ il n. 315/93. In esso i contaminanti vengono
definiti come “ogni sostanza non aggiunta intenzionalmente ai prodotti alimentari,
ma in essi presente quale residuo della produzione [...], della fabbricazione, della
trasformazione, della preparazione [...], del trasporto o dello stoccaggio di tali
prodotti, 0 in seguito a contaminazione dovuta all’ambiente”. Il regolamento
prevede che un prodotto alimentare non possa essere commercializzato qualora
contenga contaminati in quantitativi inaccettabili sotto il profilo della salute
pubblica e in particolare sul piano tossicologico; di conseguenza, essi dovrebbero
essere mantenuti ai livelli piu bassi che si possano ottenere mediante
I’applicazione di buone pratiche durante tutto il processo di produzione. Sempre al
fine di tutelare la salute pubblica, la Commissione puo stabilire le tolleranze
massime per contaminanti specifici, indicandone i valori massimi nei diversi
prodotti alimentari, tenendo conto delle modalita di campionamento e di analisi e
della sensibilita del metodo adottato. Tutte le disposizioni che possono incidere
sulla salute pubblica sono adottate previa consultazione del Comitato Scientifico
dell’Alimentazione Umana (SCF) della Commissione europea. Questo
regolamento costituisce il riferimento normativo per molti altri Regolamenti (CE)

successivi, in particolare il 466/2001 e il 1881/2006, oltre che per la Direttiva
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2001/22/CE, che verranno trattati in seguito. Nel gennaio del 2000 ¢ stato
pubblicato a livello europeo il “Libro bianco per la sicurezza alimentare”, avente
come obiettivo quello di descrivere un insieme di azioni necessarie a completare e
modernizzare la legislazione dell’Unione europea in materia di alimentazione,
cosi da renderla piu coerente, comprensibile ed elastica, consentirne una migliore
applicabilita, garantire una maggiore trasparenza ai consumatori € un alto grado di
sicurezza alimentare. Per riuscire in tutto questo, si ritenne necessario migliorare
le norme relative alla qualita e rafforzare i sistemi di controllo su tutta la catena
alimentare, dall’azienda agricola al consumatore. Nel quadro di questi
cambiamenti ¢ compresa anche la legislazione relativa ai contaminanti nei
prodotti alimentari, attraverso la modifica del Regolamento (CE) n. 194/97, in
modo da fissare dei limiti massimi per alcuni di essi, tra i quali cadmio e piombo
(che non erano infatti presenti).

I1 Regolamento (CE) n. 178/2002 rafforza le norme applicabili alla sicurezza degli
alimenti e dei mangimi che circolano nel mercato interno, al fine di proteggere 1
consumatori da pratiche commerciali fraudolente o ingannevoli e di garantire la
salute e il benessere degli animali, oltre alla salute delle piante e dell’ambiente. 11
Regolamento istituisce 1’Autorita Europea per la Sicurezza Alimentare (EFSA,
European Food Safety Authority), un ente indipendente che deve fornire pareri
scientifici e assistenza scientifica e tecnica a tutti i settori che abbiano un impatto
sulla sicurezza alimentare; deve inoltre individuare le modalita di valutazione dei
rischi e identificare quelli emergenti. Con questo regolamento viene anche creato
il Sistema di Allarme Rapido per gli Alimenti e i Mangimi (RASFF, Rapid Alert
System for Food and Feed), che mette in comunicazione gli Stati membri, la
Commissione e I’EFSA, consentendo scambi di informazioni riguardanti le
misure volte a limitare I’immissione o a ordinare il ritiro degli alimenti dal
mercato; lo scambio riguarda anche i rapporti sugli interventi compiuti, pure a
livello frontaliero. Il Regolamento 178/2002 crea una legislazione comune basata
sull’analisi e I’identificazione del rischio e sulla gestione delle situazioni di crisi,
istituendo il principio di precauzione da applicare ai prodotti sospettati di avere un
effetto nocivo, nell’ottica di garantire la libera circolazione di alimenti sani e

sicuri nella Comunita europea.

183




Valori massimi ammissibili e specifiche legislazioni dei principali
metalli pesanti secondo normative vigenti in Italia ed Europa.

I valori massimi dei principali metalli pesanti (piombo, cadmio, mercurio e
metilmercurio) negli alimenti furono indicati per la prima volta nel Regolamento
(CE) n. 466/2001. Esso delinea un elenco comunitario, non esaustivo, in cui
possono essere indicati 1 valori massimi per lo stesso contaminante a seconda dei
diversi prodotti alimentari; viene inoltre specificato che ogni valore fissato a
livello comunitario dovra essere riesaminato regolarmente sulla base dei progressi
compiuti in campo scientifico e tecnico, oltre che dei miglioramenti delle prassi
industriali e agricole volti a ottenere una riduzione dei livelli stessi. Nell’allegato |
vengono indicati dei prodotti che non possono essere commercializzati qualora
presentino tenori di contaminanti maggiori di quelli specificati nell’allegato
stesso.

I1 Regolamento (CE) n. 466/2001 ¢ stato poi abrogato e sostituito dal
Regolamento (CE) n. 1881/2006, in vigore dal 1° marzo 2007, che definisce 1
tenori massimi di alcuni contaminanti nei prodotti alimentari. Quest’ultimo
regolamento ¢ stato poi modificato dal Regolamento (CE) n. 629/2008 e dal
Regolamento (UE) n. 420/2011 per quanto riguarda 1 livelli di piombo, cadmio e

mercurio in alcuni prodotti.
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Tabella 15: tenori massimi di piombo nei prodotti alimentari come previsto dal Regolamento

(CE) n. 1881/2006 e successive modifiche del Regolamento (CE) n.
Regolamento (UE) n. 420/2011.

629/2008 e del

Tenori massimi
Prodotti alimentari (1) (mg/kg di peso
fresco)
Latte crudo (6), latte trattato termicamente e latte destinato alla fabbricazione di | 0,020
prodotti a base di latte
Alimenti per lattanti e alimenti di proseguimento @ ®) 0,020
Carni (escluse le frattaglie) di bovini, ovini, suini e pollame (6) 0,10
Frattaglie di bovini, ovini, suini e pollame (6) 0,50
Muscolo di pesce (24) (25) 0,30
Crostacei (20): muscolo delle appendici e dell'addome (44). Nel caso dei | 9:50
granchi e dei crostacei analoghi (Brachyura e Anomura) muscolo delle
appendici.
Molluschi bivalvi (26) 1,5
Cefalopodi (senza visceri) (26) 1,0
Legumi (27), cereali e leguminose 0,20
Ortaggi, esclusi quelli del genere Brassica, ortaggi a foglia, erbe 0,10
fresche, funghi e alghe marine (27). Nel caso delle patate, il tenore massimo si
applica alle patate sbucciate.
Ortaggi del genere Brassica, ortaggi a foglia (43) ¢ i seguenti funghi (27, 10,30
Agaricus bisporus (prataioli), Pleurotus ostreatus (orecchioni), Lentinula
edodes (Shiitake)
Frutta, escluse le bacche e la piccola frutta @27 0,10
Bacche e piccola frutta 27 0,20
Oli e grassi, compreso il grasso del latte 0,10
Succhi di frutta, succhi di frutta concentrati ricostituiti e nettari 0,050
di frutta (14)
Vini (compreso il vino spumante, esclusi i vini liquorosi), sidro, 0,20 (28)
sidro di pere e vini di frutta (11)
Vini aromatizzati, bevande aromatizzate a base di vino e 0,20 (28)
cocktail aromatizzati di prodotti vitivinicoli (13)
Integratori alimentari (*) 3,0

(*) 11 tenore massimo si applica agli integratori alimentari nella forma in cui vengono messi in vendita.
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Tabella 16: tenori massimi di cadmio nei prodotti alimentari come previsto dal

Regolamento (CE) n. 1881/2006 e successive modifiche del Regolamento (CE) n.

629/2008 e del Regolamento (UE) n. 420/2011.

Tenori massimi

ortaggi a stelo, pinoli, ortaggi a radice e tubero e alghe marine 27

Prodotti alimentari (1) (mg/kg di peso
fresco)

Carni (escluse le frattaglie) di bovini, ovini, suini e pollame (6) 0,050

Carne di cavallo, escluse le frattaglie (©) 0,20

Fegato di bovini, ovini, suini, pollame ¢ cavallo (6) 0,50

Rene di bovini, ovini, suini, pollame e cavallo (6) 1,0

Muscolo di pesce (24) (25), escluse le specie elencate nei tre punti seguenti. 0,050

Muscolo dei seguenti pesci (24) (25). 0,10

palamita (Sarda sarda)

sarago fasciato comune (Diplodus vulgaris)

anguilla (Anguilla anguilla)

cefalo (Chelon labrosus)

suro o sugarello (Trachurus species)

luvaro o pesce imperatore (Luvarus imperialis)

sardina (Sardina pilchardus)

sardine del genere Sardinops (Sardinops species)

tonno e tonnetto (Thunnus species, Euthynnus species, Katsuwonus pelamis)

sogliola cuneata (Dicologoglossa cuneata)

Muscolo di pesce dei seguenti pesci (24)(25); 0,20

tombarello (Auxis species)

Muscolo di pesce dei seguenti pesci (24)(25). 0,30

acciuga (Engraulis species), pesce spada (Xiphias gladius)

Crostacei (20): muscolo delle appendici e dell'addome (44) Nel caso dei granchi 0,50

e dei crostacei analoghi (Brachyura e Anomura) muscolo delle appendici.

Molluschi bivalvi (26) 1,0

Cefalopodi (senza visceri) (26) 1,0

Cereali, esclusi crusca, germe, grano € riso 0,10

Crusca, germe, grano € riso 0,20

Semi di soia 0,20

Ortaggi e frutta, esclusi ortaggi a foglia, erbe fresche, cavoli a foglia, funghi, | 0,050
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Ortaggi a stelo, ortaggi a radice e tubero, escluso il sedano rapa 7). Nel caso | 0,10
delle patate il tenore massimo si applica alle patate sbucciate.

Ortaggi a foglia, erbe fresche, cavoli a foglia, sedano rapa e i seguenti funghi | 0,20
(7). Agaricus bisporus (prataioli), Pleurotus ostreatus (orecchioni), Lentinula
edodes (Shiitake)

Funghi, esclusi quelli elencati nel punto precedente (27) 1,0
Integratori alimentari (*) esclusi gli integratori alimentari elencati nel punto | 1.0
seguente.

Integratori alimentari (*) composti esclusivamente o principalmente da alghe | 3.0
marine essiccate, da prodotti derivati da alghe marineo da molluschi bivalvi
essiccati.

(*) Il tenore massimo si applica agli integratori alimentari nella forma in cui vengono messi in

vendita.

Tabella 17: tenori massimi di mercurio nei prodotti alimentari come previsto dal

Regolamento (CE) n. 1881/2006 e successive modifiche del Regolamento (CE) n.

629/2008 e del Regolamento (UE) n. 420/2011.

Prodotti alimentari (1)

Tenori massimi

(mg/kg di peso

rana pescatrice (Lophius species)
pesce lupo (Anarhichas lupus)
palamita (Sarda sarda)

anguilla (Anguilla species)

pesce specchio (Hoplostethus species)

pesce topo (Coryphaenoides rupestris)

fresco)
Prodotti della pesca (20) e muscolo di pesce (24 (25) escluse le specie | 0,50
elencate al punto seguente. Il tenore massimo si applica al muscolo delle
appendici e dell’addome (44). Nel caso dei granchi e dei crostacei
analoghi (Brachyura e Anomura) si applica al muscolo delle appendici.
Muscolo dei seguenti pesci (24) (25): 1,0
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ippoglosso (Hippoglossus hippoglossus)

marlin (Makaira species)

rombo del genere Lepidorhombus (Lepidorhombus species)

triglia (Mullus species)

abadeco (Genypterus blacodes)

luccio (Esox lucius)

palamita bianca (Orcynopsis unicolor)

cappellano (Trisopterus minutus)

squalo portoghese (Centroscymnus coelolepis)

razze (Raja species)

scorfano del genere Sebastes (Sebastes marinus, S. mentella, S.
viviparus)

pesce vela del Pacifico (Istiophorus platypterus)

pesce sciabola (Lepidopus caudatus, Aphanopus carbo)

pagello (Pagellus species)

squali (tutte le specie)

tirsite (Lepidocybium flavobrunneum, Ruvettus pretiosus, Gempylus
serpens)

storione (Acipenser species)

pesce spada (Xiphias gladius)

tonno e tonnetto (Thunnus species, Euthynnus species, Katsuwonus

pelamis)

Integratori alimentari (*) 0,10

(*) 1l tenore massimo si applica agli integratori alimentari nella forma in cui vengono messi in

vendita.
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PARTE SPERIMENTALE

SCOPO DELLA RICERCA

La sicurezza e la salubrita degli alimenti di origine animale rappresentano, oggi,
assieme all’elevata qualita, le caratteristiche che il consumatore ricerca negli
alimenti che acquista e che richiede ai produttori. Nel quadro del mercato globale,
in cui materie prime e prodotti finiti viaggiano da un continente all’altro, ogni
Paese dipende dall’importazione per rispondere alla domanda interna di
determinati beni, per i quali non risulta autosufficiente. Il rischio maggiore per la
sicurezza alimentare ¢ rappresentato dalla contaminazione, sia chimica sia
microbiologica, di tali prodotti, che pud arrecare anche gravi danni alla salute
umana. A livello europeo, la normativa ¢ molto specifica e il controllo della
produzione, la biosicurezza, la tracciabilita e 1’igiene sono caratteristiche
indispensabili in ogni processo produttivo; campionamenti ed analisi vengono
condotti lungo tutta la catena alimentare, sia partendo dalla produzione primaria,
sia risalendo dal prodotto finito (Andrée ef al., 2010).

Con tali presupposti, I’obiettivo principale di questa ricerca ¢ svolgere un
monitoraggio dell’eventuale contaminazione da metalli di prodotti alimentari di
origine animale in Giordania, nello specifico, nelle regioni del Nord. Lo studio
oggetto di questa tesi nasce dalla collaborazione con il professore Khaled M. Al-
Qudah della facolta di Medicina Veterinaria della Jordan University of Science
and Technology (Irbid, Giordania). Sono stati prelevati direttamente dai macelli
della zona di Irbid dei campioni di vari organi e tessuti (quali muscolo, polmoni,
cuore, fegato, rene, ...) di bovini. L’analisi dei campioni ¢ stata effettuata nei
laboratori dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia

Romagna “Bruno Ubertini”, sotto la supervisione del dottor Giorgio Fedrizzi.
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MATERIALI E METODI

Campionamento

Il campionamento ¢ stato effettuato nel macello di Irbid (Giordania) tra marzo e
maggio 2012 da parte di due campionatori locali, che hanno prelevato aliquote di
fegato, rene, polmone, muscolo, cuore, grasso e milza da carcasse di bovini. |
campioni sono arrivati in Italia via aereo e sono stati conservati nei congelatori del
Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, ex Dipartimento di Sanita Pubblica
Veterinaria e Patologia Animale, Servizio di Farmacologia e Tossicologia fino al
momento delle analisi.

Oggetto di questo elaborato sono i campioni di muscolo, fegato e rene prelevati da

30 diverse carcasse di bovino.

Caratteristiche dei campioni

I campioni provengono da 30 bovini identificati con lo stesso numero assegnato
loro in Giordania; sono 28 maschi e 2 femmine, di eta compresa tra gli 8 mesi e 1
30 mesi. Da tutti gli animali sono stati prelevati campioni di fegato, da 29 animali
sono stati prelevati anche campioni di muscolo, mentre solo da 13 animali sono
stati prelevati campioni di reni, per un totale di 72 aliquote (tabella 18). I bovini
provenivano da allevamenti diversi, di cui si riporta il nome del proprietario

(tabella 19).

190




Tabella 18. Caratteristiche dei bovini analizzati nella prova: numero identificativo,

eta, sesso e campioni a disposizione.

NUMERO [ETA

ANIMALE mesi) SESSO MUSCOLO [FEGATO |RENE
1 12 m X X NO
3 12 m X X X
4 12 m X X X
5 12 m X X X
24 18 m X X NO
29 18 m X X NO
30 18 f X X NO
46 30 m X X NO
54 18 m X X X
57 18 m X X X
58 12 m X X X
61 12 m X X NO
64 24 f X X NO
67 18 m X X X
68 12 m X X NO
75 18 m X X NO
76 18 m X X NO
83 12 m NO X X
84 12 m X X NO
92 12 m X X NO
93 12 m X X X
116 18 m X X X
137 18 m X X NO
142 18 m X X NO
143 12 m X X NO
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151 18 m X X INO
152 12 m X X NO
196 12 m X X X
197 8 m X X X
212 8 m X X X

Tabella 19: allevamenti di provenienza, identificati col nome del proprietario, dei

bovini analizzati nella prova.

NUMERO
ANIMALE
ABU SAIM 3

4

24

57

61

93

ABU SHOKAT [116

AL KHALILI 196

ALLEVATORE

197
ALAWNEH 1
46
67
152
ALLNGE 143
ALNIJII 212
ARAFAT 5
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KAZAN 92
QADDOUMI 68
137
SAADI 54
58
75
76
SALAYMEH 64
83
84
142
SAMARA 29
30
YOSEPH 151

Fase analitica

Le determinazioni analitiche dei campioni sono state effettuare presso i laboratori
dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia, reparto
chimico degli alimenti di Bologna. L’analisi quali-quantitativa ¢ stata condotta
secondo il metodo di prova interno dell’Istituto per la ricerca e la determinazione
dei metalli in alimenti di origine animale e vegetale, mediante spettrometria di
massa a plasma accoppiato induttivamente (ICP/MS). Tale metodo ¢ attuato su
carni, frattaglie, muscoli di pesce, crostacei, molluschi, cefalopodi, cereali,
ortaggi, frutta, bacche, oli, succhi di frutta, vini e distillati; per gli alimenti di
origine animale, il campo di applicazione ¢ compreso tra 0,005 mg/kg e 2 mg/kg
per ciascun metallo sottoposto a prova. I campioni sono stati sottoposti a
mineralizzazione per via umida con acido nitrico concentrato, dopodiché sono

stati portati ad opportuno volume con soluzione acida ed analizzati con ICP/MS.
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Soluzioni di riferimento

Soluzione multistandard di metalli per ICP-MS
Soluzioni dei materiali di riferimento: 100 ng/mL (50 ng/mL per mercurio)

Curva di taratura per ’'ICP-MS: preparate le seguenti soluzioni da iniettare

per ogni serie di analisi oltre alla soluzione dei materiali di riferimento

50 ng/mL (25 ng/mL per il mercurio): diluire 50 mL di soluzione 100
ng/mL a 100 mL con la soluzione di diluizione dei materiali di riferimento.
10 ng/mL (5 ng/mL per il mercurio): diluire 20 mL di soluzione 50 ng/mL
a 100 mL con la soluzione di diluizione dei materiali di riferimento.

5 ng/mL (2,5 ng/mL per il mercurio): diluire 25 mL di soluzione 10 ng/mL
a 50 mL con la soluzione di diluizione dei materiali di riferimento.

1 ng/mL (0,5 ng/mL per il mercurio): diluire 10 mL di soluzione 5 ng/mL a
50 mL con la soluzione di diluizione dei materiali di riferimento.

0,5 ng/mL (0,25 ng/mL per il mercurio): diluire 20 mL di soluzione 1

ng/mL a 40 mL con la soluzione di diluizione dei materiali di riferimento.

Controlli di qualita inferni ed estrazione dei campioni

Tutti 1 campioni sono stati conservati prima dell’analisi in frigorifero, congelatore

0 a temperatura ambiente in relazione alla tipologia della matrice.

Durante tutto lo svolgimento delle analisi ci si € attenuti a semplici regolequi sotto

riportate:

Per ogni serie di analisi mineralizzare un bianco reagente che verra trattato
come 1 campioni; se alla lettura strumentale la concentrazione del bianco
sara significativa (> 2 pg/mL) per uno o piu metalli da sottoporre ad
analisi, sottrarre tale valore a ciascun campione analizzato nella stessa
serie di analisi. Se il bianco di processo presenta una concentrazione per
uno o piu metalli da sottoporre ad analisi > 10 pg/mL, ripetere la serie di
analisi relativamente al metallo in questione. Procedere inoltre alla verifica

ed eventuale sostituzione dei reagenti.
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e Per ogni serie di analisi € necessario leggere in ICP-MS, parallelamente ai
campioni, un materiale di riferimento certificato a scelta tra quelli
disponibili e precedentemente mineralizzato. L’esito di tale lettura dovra
essere pari al valore nominale + I’incertezza di misura definita per il
metodo stesso. Per la mineralizzazione preparare i materiali di riferimento
pesando esattamente le quantita necessarie e procedere come descritto di
seguito per i campioni. L’idrolizzato del materiale di riferimento, se
conservato in frigorifero, ¢ stabile per 12 mesi.

e Ogni 20 serie di analisi e comunque con frequenza non superiore al mese,
mineralizzare e processare un materiale a titolo noto alternando i
mineralizzatori al fine di verificare D’efficienza di mineralizzazione.
L’esito di tale materiale dovra essere pari al valore nominale + I’incertezza
di misura definita per il metodo stesso.

e Con frequenza almeno bimestrale effettuare una prova di ripetibilita
iniettando in due repliche la soluzione di un campione e verificando che i
valori rientrino all’interno del limite di ripetibilita previsto dal metodo

stesso.

Preparazione dei campioni

Dato che I’'ICP-MS necessita di un campione allo stato liquido, il primo passaggio
nella sua preparazione consiste nella mineralizzazione, cio¢ il processo chimico
con cui si distrugge la parte organica della matrice aggiungendo acido nitrico e
mettendolo a bagnomaria in un mineralizzatore.

Campioni di 3+0,5 g di materiale da analizzare sono stati pesati nei tubi da
digestione con una bilancia analitica di sensibilita di 0,1 mg. Successivamente, in
ciascun tubo, sono stati aggiunti 10 mL di acido nitrico concentrato. Dopo 15
minuti, 1 tubi venivano coperti con i relativi tappi, ma non completamente chiusi,
affinché il gas prodotto durante la reazione potesse venire allontanato ed aspirato
dalla cappa. I campioni sono stati posti poi nei mineralizzatori a bagnomaria, con
I’acqua a 7510 °C, per 750 minuti.

Ogni campione veniva poi portato al volume di 20 mL con acqua demineralizzata.
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Ad 1 mL di idrolizzato, venivano poi aggiunti 9 mL di soluzione di diluizione in
una provetta di polistirato, in modo da ottenere una diluizione di 1:10 del
campione. Il campione era poi sottoposto ad analisi. Il fattore di diluizione totale
del campione ¢ 200, in quanto prima la sua concentrazione viene portata a 1:20
aggiungendo l’acqua distillata e successivamente viene diluito a 1:10 nella

provetta.

Espressione dei risultati

Modalita di calcolo

L’identificazione e la quantificazione di ciascun metallo ¢ effettuata direttamente
sulla curva di taratura, che si ottiene iniettando una miscela di riferimento di
cromo, arsenico, piombo, cadmio e di tutti i metalli che si vogliono ricercare alla
concentrazione di 0,5 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL, 100
ng/mL ciascuno; discorso a parte per il mercurio, le cui concentrazioni sono di
0,25 ng/mL, 0,5 ng/mL, 2,5 ng/mL, 5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL. La
quantificazione avviene per interpolazione del valore ottenuto sulla retta di
taratura; col software di calcolo fornito con la strumentazione si ottiene la
concentrazione C (espressa in mg/kg) mediante la seguente formula:

C(mg/kg)= [metallo (ng/mL)]*V1*v2
Peso * 1000

Dove V1= fattore relativo alla diluizione operata, 200 in condizioni standard;

V2= eventuale successiva diluizione (nel caso in cui la concentrazione di
alcuni metalli sia tale da determinare un effetto memoria nei campioni successivi,
¢ necessario effettuare una diluizione);

Peso= ¢ il peso del campione, espresso in mg, con 4 cifre decimali.

Modalita di espressione

La presenza del metallo viene indicata con un numero seguito da 3 cifre decimali:
X, XXX mg/kg.

Il campo di applicazione del metodo € compreso tra 0,005 mg/kg e 2 mg/kg per
ciascun metallo sottoposto ad analisi; la strumentazione utilizzata permette

comunque una quantificazione accurata a concentrazioni superiori. Dato che il
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limite inferiore di applicazione del metodo ¢ 0,005 mg/kg, sia I’assenza del
metallo sia la sua presenza in concentrazione inferiore a tale valore, viene

segnalato con <0,005 mg/kg, cio¢ come non rilevato (N.R.).

Analisi stafistica

Per I’analisi statistica dei risultati si ¢ deciso di riportare la media (), la

deviazione standard (o) e la mediana.
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RISULTATI

I risultati ottenuti dall’analisi dei campioni giordani sono riportati nell’appendice
I, tabelle 45, 46 e 47. Al fine di compararli con la letteratura a disposizione, nelle
tabelle 20, 21 e 22 sono riportati i valori medi, il range delle concentrazioni
minima e massima ¢ la mediana di ogni metallo per ciascuna matrice. Tutti i
risultati sono indicati in mg/kg e, all’occorrenza, anche i dati forniti da altri autori
sono stati convertiti in questa unitd di misura. Si ¢ poi deciso di confrontare i
diversi valori raggruppando i soggetti in gruppi omogenei per eta (tabelle 23-26) e
allevamento (tabelle 27-33); dato che soltanto due bovini sottoposti alla prova
sono femmine, non si ¢ ritenuto utile fare un confronto per sesso. La discussione

dei risultati ¢ suddivisa per elemento chimico.
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Tabella 20: media, deviazione standard, range e mediana dei valori dei campioni di

muscolo per ciascun metallo, espressi in mg/kg.

NUMERO
METALLO | CAMPIONI MEDIA * | RANGE MEDIANA
D.S.b (MIN.- MAX.)

®
Al 29 (23) 2,303 £4,71 0,020-12,834 | 0,237
Cr 29 (0) 0,213 +0,13 0,105-0,819 0,174
Mn 29 (0) 0,183 +0,11 0,049-0,362 0,16
Fe 29 (0) 25,887+ 11,19 | 10,56-49,27 22,97
Co 29 (29) N.R. N.R. N.R.
Cu 29 (0) 2,889 £ 1,08 0,526-6,759 2,22
Zn 29 (0) 44323 + 14,32 | 22,129-73,566 | 48,45
As 29 (26) 0,043 + 0,06 0,006-0,114 0,009
Se 29 (0) 0,320+ 0,17 0,138-1,096 0,273
Ag 29 (29) N.R. N.R. N.R.
Cd 29 (25) 0,012 +0,006 | 0,005-0,018 0,012
Hg 29 (29) N.R. N.R. N.R.
Pb 29 (24) 0,006 +0,002 | 0,005-0,010 0,005

2 = il numero tra parentesi indica il numero di campioni il cui valore sia risultato inferiore al LOD

(Limit of Detection, in italiano limite di rivelazione), qui pari a 0,005 mg/kg.

b p.S. = deviazione standard (o)
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Tabella 21: media, deviazione standard, range e mediana dei valori dei campioni di

fegato per ciascun metallo, espressi in mg/kg.

NUMERO
METALLO | campioNT | 04 | RANGE MEDIANA
D.S.b (MIN.- MAX.)
(a)

Al 30 (28) 0,603 0,62 | 0,168-1,039 0,603

Cr 30 (0) 0,155+0,05 | 0,075-0,286 | 0,142

Mn 30 (0) 1,47 £ 0,53 0,087-2,621 1,536

Fe 30 (0) 43,016 = 31,56 | 20,93-198,12 | 35,59

Co 30 (1) 0,039 £ 0,016 | 0,005-0,064 0,041

Cu 30 (0) 29,142+ 31,30 | 0,791-164,064 | 24,15

Zn 30 (0) 35,347 + 14,41 | 19,434-82,803 | 32,739

As 30 (24) 0,007 + 0,001 | 0,005-0,009 0,008

Se 30 (0) 0,6281+0,66 | 0,305-4,001 0,487

Ag 30 (10) 0,0116 + 0,008 | 0,005-0,036 0,008

cd 30 (3) 0,032£0,02 | 0,007-0,111 0,028

Heg 30 (28) 0,019 £0,003 | 0,017-0,022 0,019

Pb 30 (2) 0,029 £0,04 | 0,006-0,217 0,018

2 = il numero tra parentesi indica il numero di campioni il cui valore sia risultato inferiore al LOD

(Limit of Detection, in italiano limite di rivelazione), qui pari a 0,005 mg/kg.

b p.S. = deviazione standard (o)
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Tabella 22: media, deviazione standard, range e mediana dei valori dei campioni di

rene per ciascun metallo, espressi in mg/kg.

NUMERO
METALLO | CAMPIONI | T DA * | RANGE MEDIANA
D.S.b (MIN.- MAX.)
@
Al 13 (13) N.R. N.R. N.R.
Cr 13 (0) 0,159+£0,02 | 0,134-0,211 0,157
Mn 13 (0) 0,692+ 0,44 | 0,198-1,580 0,661
Fe 13 (0) 41214+7,12 | 2322-51,08 40,34
Co 13 (0) 0,016 £ 0,009 | 0,005-0,038 0,017
Cu 13 (0) 10,22+ 14,52 | 3,860-57,513 | 5,39
Zn 13 (0) 22,703 4,87 | 18,144-36,594 | 21,462
As 13 (10) 0,013 + 0,01 0,005-0,026 0,008
Se 13 (0) 1,16 + 0,89 0,349-2,672 0,559
Ag 13 (12) N.R. 0,010* N.R.
cd 13 (5) 0,081 + 0,049 | 0,009-0,131 0,105
He 13 (12) NR. 0,111% N.R.
Pb 13 (6) 0,024+ 0,011 | 0,008-0,041 0,024

2 = il numero tra parentesi indica il numero di campioni il cui valore sia risultato inferiore al LOD

(Limit of Detection, in italiano limite di rivelazione), qui pari a 0,005 mg/kg.

b p.S. = deviazione standard (o)

* = dato che soltanto un soggetto presenta un valore rilevabile, viene riportato nella colonna del

range.
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Tabella 23: media, deviazione standard e range dei valori dei campioni di muscolo,

fegato e rene per ciascun metallo, espressi in mg/kg, nei bovini di 8 mesi di eta.

8 MESI, n=2
(197, 212)
MUSCOLO FEGATO RENE

=

Z RANGE RANGE RANGE

= MEDIA <+ MEDIA =+ MEDIA =+

= (MIN- (MIN- (MIN.-

2 |Dsa D.s.2 D.s.2

= MAX) MAX) MAX.)
Al N.R. N.R. N.R. 0,168 N.R. N.R.
Cr 0,193+0,03 0,158-0,229 0,124+0,007 | 0,117-0,132 0,150+0,01 0,137-0,164
Mn 0,169+0,10 0,068-0,271 1,278+0,22 1,059-1,496 0,52+0,32 0,198-0,842
Fe 19,53+0,6 18,93-20,13 56,735+8,24 | 48,50-64,97 47,69+3,39 44,30-51,08
Co N.R. N.R. 0,031+0,01 0,021-0,041 0,014+0,004 | 0,010-0,018
Cu 3,126+1,89 1,236-5,017 28,001+2,17 | 25,83-30,17 5,564+0,59 4,972-6,155
Zn 34,24+3,2 31,04-37,44 29,944+3 .84 | 26,10-33,78 22,893+0,09 | 22,80-22,98
As N.R. N.R. N.R. N.R. N.R. N.R.
Se 0,229+0,005 | 0,224-0,234 0,425+0,12 0,305-0,545 1,225+0,74 0,482-1,968
Ag N.R. N.R. 0,011+0,004 | 0,007-0,016 N.R. N.R.
Cd N.R. 0,005 0,0115+0,00 | 0,011-0,012 | N.R. 0,027
Hg N.R. N.R. N.R. N.R. N.R. N.R.
Pb N.R. 0,005 0,025+0,02 0,006-0,045 | N.R. 0,027

aD.S. = deviazione standard (o)

% . . .
= dato che soltanto due soggetti appartengono a questa categoria, quando uno dei due presenta

un valore non rilevabile, viene riportato il risultato positivo dell’altro nella colonna del range.
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Tabella 24: media, deviazione standard e range dei valori dei campioni di muscolo,

fegato e rene per ciascun metallo, espressi in mg/kg, nei bovini di 12 mesi di eta.

12 MESI, n=14
a,3,4,5,58, 61, 68, 83, 84,92, 93, 143, 152, 196)

MUSCOLO FEGATO RENE
-  [IERO CAMPIONI(?) TERO CAMPIONI(?) TERO CAMPIONI(?)
é MEDIA + D.S.b MEDIA + D.S.b MEDIA + D.S.P
= RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX)
13 (9) 14 (13) 7(7)
Al 0,157 £ 0,10 N.R. N.R.
0,020-0,319 1,039% N.R.
13 (0) 14 (0) 7(0)
Cr 0,251+ 0,17 0,175 + 0,06 0,164 + 0,02
0,121-0,819 0,075-0,286 0,146-0,211
13 (0) 14 (0) 7 (0)
Mn 0,168 + 0,10 1,459 + 0,57 0,732 + 0,40
0,049-0,348 0,087-2,040 0,217-1,580
13 (0) 14 (0) 7(0)
Fe 26,256 + 11,63 47474 £ 42,73 40,92 + 3,92
10,56-49,27 20,93-198,12 36,76-47,82
13 (13) 14 (1) 7(0)
Co N.R. 0,038 + 0,016 0,017 £ 0,010
N.R. 0,005-0,062 0,005-0,038
u 13 (0) 14 (0) 7 (0)
2,953+ 1,92 33,134+ 20,39 12,95 + 18,23
o 13 (0) 14 (0) 7(0)
42,936 + 14,50 33,649 + 8,25 23,478 + 5,66
13 (11) 14 (11) 705)
As 0,0075 + 0,0015 0,008 + 0,0005 0,017 + 0,009
0,006-0,009 0,008-0,009 0,008-0,026
13 (0) 14 (0) 7 (0)
Se 0,351 +0,23 0,718 £0,91 1,212+ 0,91
0,174-1,096 0,331-4,001 0,349-2,672
13 (13) 14 (5) 7 (6)
Ag N.R. 0,012 + 0,006 N.R.
N.R. 0,006-0,021 0,010%
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13 (13) 14 (2) 7(2)

cd NR. 0,032 + 0,02 0,074 + 0,04
N.R. 0,009-0,071 0,009-0,115
13 (13) 14 (12) 7 (6)

Hg N.R. 0,0195 + 0,0025 NR.
N.R. 0,017-0,022 0,111*
13 (13) 14 (1) 703)

Pb NR. 0,021 + 0,013 0,027 + 0,010
N.R. 0,005-0,047 0,013-0,041

(®) = il numero tra parentesi indica il numero di campioni il cui valore sia risultato inferiore al

LOD (Limit of Detection, in italiano limite di rivelazione), qui pari a 0,005 mg/kg.

b p.S. = deviazione standard (o)

* = dato che soltanto un soggetto presenta un valore rilevabile, viene riportato nella riga del range.

Tabella 25: media, deviazione standard e range dei valori dei campioni di muscolo,

fegato e rene per ciascun metallo, espressi in mg/kg, nei bovini di 18 mesi di eta.

18 MESI, n=12
(24, 29, 30, 54, 57, 67, 75, 76, 116, 137, 142, 151)

MUSCOLO FEGATO RENE
-  [IERO CAMPIONI(?) T1ERO CAMPIONI(?) 1ERO CAMPIONI(?)
;:» MEDIA + D.S.P MEDIA + D.S.P MEDIA + D.S.b
= RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX)
12 (10) 12 (12) 4(4)
Al 6,595 + 6,239 N.R. N.R.
0,356-12,834 N.R. N.R.
12 (0) 12 (0) 4(0)
Cr 0,185 + 0,066 0,147 + 0,03 0,154 + 0,011
0,105-0,392 0,105-0,190 0,134-0,165
12 (0) 12 (0) 4(0)
Mn 0,214 £ 0,10 1,529 0,52 0,706 + 0,49
0,070-0,362 0,310-2,621 0,203-1,467
12 (0) 12 (0) 4(0)
Fe 27,339 + 11,33 35,779 + 11,54 38,49 £ 9,55
13,54-45,87 24,33-61,21 23,22-48,56
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12 (12) 12 (0) 4(0)

Co N.R. 0,039+ 0,016 0,017 0,01
N.R. 0,006-0,064 0,008-0,030
12 (0) 12 (0) 4(0)

Cu 3,172 £ 1,85 29,363 + 41,60 7,773 + 4,59
0,933-6,565 2,675-164,064 3,860-15,581
12 (0) 12 (0) 4(0)

Zn 45,938 + 14,56 40,389 + 18,89 21,323 +2,47
24,425-73,566 21,674-82,803 18,873-25,397
12 (11) 12 (9) 4(3)

As NR. 0,006 + 0,001 N.R.
0,114% 0,005-0,008 0,005*
12 (0) 12 (0) 4(0)

Se 0,301 = 0,10 0,525+ 0,18 1,036 + 0,79
0,138-0,513 0,281-0,930 0,483-2,390
12 (12) 12 (3) 4(4)

Ag N.R. 0,011 % 0,01 NR.
NR. 0,005-0,036 N.R.
12 (9) 12 (1) 42)

cd 0,014 + 0,004 0,036 = 0,03 0,124 + 0,007
0,009-0,018 0,007-0,111 0,117-0,131
12 (12) 12 (12) 4(4)

Hg N.R. NR. NR.
N.R. NR. NR.
12 (8) 12 (0) 4(2)

Pb 0,007 £ 0,002 0,040 + 0,06 0,016 = 0,008
0,005-0,010 0,005-0,217 0,008-0,024

(® = il numero tra parentesi indica il numero di campioni il cui valore sia risultato inferiore al

LOD (Limit of Detection, in italiano limite di rivelazione), qui pari a 0,005 mg/kg.

b p.S. = deviazione standard (o)

* = dato che soltanto un soggetto presenta un valore rilevabile, viene riportato nella riga del range.
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Tabella 26: valori dei campioni di muscolo e fegato per ciascun metallo, espressi in

mg/kg, dell’unico bovino di 24 mesi di eta e dell’unico di 30 mesi.

24 MESI, n=1 30 MESI, n=1

(64) (46)
ELEMENTO | MUSCOLO FEGATO MUSCOLO FEGATO
Al N.R. N.R. N.R. N.R.
Cr 0,154 0,105 0,153 0,084
Mn 0,161 1,695 0,075 1,089
Fe 23,19 53,91 16,49 29,11
Co N.R. 0,054 N.R. 0,045
Cu 0,526 0,791 0,547 1,247
Zn 55,178 19,434 52,306 25,316
As N.R. N.R. N.R. N.R.
Se 0,269 1,056 0,372 0,584
Ag N.R. N.R. N.R. N.R.
Cd N.R. 0,016 N.R. 0,048
Hg N.R. N.R. N.R. N.R.
Pb N.R. 0,025 N.R. N.R.
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Tabella 27: valori dei campioni di muscolo, fegato e rene per ciascun metallo,

espressi in mg/kg, dei bovini provenienti dall’allevamento di Abu Saim.

ABU SAIM, n=6
(3, 4, 24,57, 61, 93)

MUSCOLO FEGATO RENE
-  [IERO CAMPIONI(?) TERO CAMPIONI(?) TERO CAMPIONI(?)
é MEDIA + D.S.b MEDIA + D.S.b MEDIA + D.S.P
= RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX)
Al 6 (5) 6 (5) 4(4)
N.R. N.R. N.R.
6 (0) 6 (0) 4(0)
Cr 0,204 + 0,06 0,152 + 0,05 0,159+ 0,01
0,133-0,330 0,075-0,218 0,150-0,172
6 (0) 6 (0) 4(0)
Mn 0,208 + 0,09 1,387 0,53 0,814 + 0,46
0,090-0,345 0,291-1,903 0,379-1,580
6 (0) 6 (0) 4(0)
Fe 25,56 + 9,66 34,035 + 8,55 39,90 + 2,37
17,01-45,87 20,93-45,64 38,01-43,96
6 (6) 6 (0) 4(0)
Co N.R. 0,037 + 0,019 0,021 £ 0,011
N.R. 0,005-0,060 0,009-0,038
6 (0) 6 (0) 4(0)
Cu 3,038 + 1,25 27,92+ 19,12 18,053 + 22,80
1,352-4,557 4,579-56,336 4,000-57,513
6 (0) 6 (0) 4(0)
Zn 42,752 + 11,49 32,279 + 10,67 25,15+7,12
27,166-59,994 21,830-49,212 18,144-36,594
6 (6) 6(5) 43)
As N.R. N.R. N.R.
N.R. 0,009* 0,026*
6 (0) 6 (0) 4(0)
Se 0,423 +0,31 1,015+ 1,34 1,365+ 0,91
0,216-1,096 0,281-4,001 0,483-2,672
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6 (6) 6(4) 4(3)

Ag N.R. 0,007 + 0,002 N.R.
N.R. 0,005-0,009 0,010%
6 (6) 6 (1) 4(1)

cd N.R. 0,021 % 0,006 0,082 % 0,03
N.R. 0,012-0,028 0,035-0,113
6 (6) 6(5) 4(3)

Hg N.R. N.R. N.R.
N.R. 0,022% 0,111*
6 (6) 6 (0) 4(1)

Pb N.R. 0,013 + 0,006 0,022 + 0,008
N.R. 0,009-0,024 0,013-0,032

(?) = il numero tra parentesi indica il numero di campioni il cui valore sia risultato inferiore al

LOD (Limit of Detection, in italiano limite di rivelazione), qui pari a 0,005 mg/kg.

b p.S. = deviazione standard (o)

* = dato che soltanto un soggetto presenta un valore rilevabile, viene riportato nella riga del range.

Tabella 28: valori dei campioni di muscolo, fegato e rene per ciascun metallo,

espressi in mg/kg, dei bovini provenienti dall’allevamento di Alawneh.

ALAWNEH, n=4
(1, 46, 67, 152)

MUSCOLO FEGATO RENE
- [IERO CAMPIONI(®) T1ERO CAMPIONI(?) 1ERO CAMPIONI(?)
é MEDIA + D.S.P MEDIA + D.S.P MEDIA + D.S.b
= RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX)
43) 4(4) 1(1)
Al N.R. N.R. N.R.
0,319% N.R. N.R.
4(0) 4(0) 1(0)
Cr 0,177 + 0,03 0,17 + 0,08 N.R.
0,153-0,234 0,084-0,286 0,157%
4(0) 4(0) 1(0)
Mn 0,112 + 0,06 1,080 + 0,48 N.R.
0,049-0,198 0,310-1,580 1,467%
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4 (0) 4 (0) 1(0)
Fe 21,145+ 13,36 38,178 + 9,98 N.R.
10,56-43,99 27,39-49,26 23,22
4(4) 4(0) 1(0)
Co N.R. 0,031 +0,016 N.R.
N.R. 0,006-0,046 0,030
4(0) 4(0) 1(0)
Cu 1,979 + 1,87 22,916 + 29,43 N.R.
0,547-5,174 1,247-73,357 15,581*
4(0) 4(0) 1(0)
Zn 41,602 + 10,93 31,998 + 9,73 N.R.
23,827-52,306 21,674-46,949 20,976*
4(3) 4(4) 1(1)
As N.R. NR. N.R.
0,006* NR. N.R.
4(0) 4(0) 1(0)
Se 0,371 +0,10 0,576 + 0,12 N.R.
0,237-0,513 0,405-0,746 0,721
4(4) 4(2) 1 (1)
Ag N.R. 0,013 + 0,006 N.R.
N.R. 0,007-0,020 N.R.
4(4) 4(1) 1(0)
cd N.R. 0,045 + 0,022 N.R.
N.R. 0,016-0,070 0,117
4(4) 4(4) 1(1)
Hg N.R. NR. N.R.
N.R. NR. N.R.
4(4) 4(1) 1(0)
Pb N.R. 0,035 + 0,01 N.R.
N.R. 0,023-0,047 0,008*

(®) = il numero tra parentesi indica il numero di campioni il cui valore sia risultato inferiore al

LOD (Limit of Detection, in italiano limite di rivelazione), qui pari a 0,005 mg/kg.

b p.S. = deviazione standard (o)

* = dato che soltanto un soggetto presenta un valore rilevabile, viene riportato nella riga del range.
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Tabella 29: valori dei campioni di muscolo, fegato e rene per ciascun metallo,

espressi in mg/kg, dei bovini provenienti dall’allevamento di Saadi.

SAADI, n=4
(54, 58, 75, 76)

MUSCOLO FEGATO RENE
-  [IERO CAMPIONI(?) TERO CAMPIONI(?) TERO CAMPIONI(?)
é MEDIA + D.S.b MEDIA + D.S.b MEDIA + D.S.P
= RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX)
4(4) 4(4) 22
Al N.R. N.R. N.R.
N.R. N.R. N.R.
4(0) 4(0) 2(0)
Cr 0,143 + 0,03 0,144 + 0,03 0,188 + 0,023
0,105-0,182 0,107-0,172 0,165-0,211
4(0) 4(0) 2(0)
Mn 0,151 +0,11 1,636 + 0,26 0,323 +0,12
0,071-0,342 1,391-2,040 0,203-0,443
4(0) 4(0) 2(0)
Fe 25,943 +9,94 38,543 + 13,67 47,225+ 134
18,46-42,90 26,10-61,21 45,89-48,56
4(4) 4(0) 2(0)
Co N.R. 0,042 + 0,015 0,008 + 0,00
N.R. 0,023-0,064 0,008
4(0) 4(0) 2(0)
Cu 2,301 + 1,75 18,865 + 5,73 4,605 + 0,745
1,010-5,312 9,697-25,428 3,860-5,350
4(0) 4(0) 2(0)
Zn 45,72 + 12,42 44,153 + 18,87 21252377
24,425-55,688 25,186-75,554 18,873-23,627
4(4) 4(3) 2(2)
As N.R. N.R. N.R.
N.R. 0,005* N.R.
4(0) 4(0) 2(0)
Se 0,237 + 0,07 0,571 +0,23 0,494 + 0,055
0,138-0,332 0,319-0,930 0,439-0,549
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4(4) 4 (0) 2(2)
Ag N.R. 0,015+ 0,006 N.R.
N.R. 0,006-0,021 N.R.
4 (4) 4 (0) 2(2)
Cd N.R. 0,028 £ 0,012 N.R.
N.R. 0,007-0,038 N.R.
4 (4) 4 (4) 2(2)
Hg N.R. N.R. N.R.
N.R. N.R. N.R.
4 (4) 4 (0) 2(2)
Pb N.R. 0,083 + 0,08 N.R.
N.R. 0,007-0,217 N.R.

(?) = il numero tra parentesi indica il numero di campioni il cui valore sia risultato inferiore al

LOD (Limit of Detection, in italiano limite di rivelazione), qui pari a 0,005 mg/kg.

b p.S. = deviazione standard (o)

* = dato che soltanto un soggetto presenta un valore rilevabile, viene riportato nella riga del range.

Tabella 30: valori dei campioni di muscolo, fegato e rene per ciascun metallo,

espressi in mg/kg, dei bovini provenienti dall’allevamento di Salaymeh.

SALAYMEH, n=4
(64, 83, 84, 142)

MUSCOLO FEGATO RENE
o [IERO CAMPIONI(?) TERO CAMPIONI(?) TERO CAMPIONI(?)
é MEDIA + D.S.b MEDIA + D.S.b MEDIA + D.S.b
= RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX) RANGE (MIN-MAX)
3(2) 43) 1(1)
Al NR. NR. NR.
0,156* 1,039% NR.
3(0) 4(0) 1(0)
Cr 0,391 + 0,30 0,177 + 0,06 N.R.
0,154-0,819 0,105-0,281 0,146*
3(0) 4(0) 1(0)
Mn 0,124 + 0,04 1,617 £0,28 N.R.
0,070-0,161 1,224-2,001 0,711%
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3(0) 4(0) 1(0)
Fe 22,563 + 4,62 37,758 £ 10,51 N.R.
16,62-27,88 26,58-53,91 36,76*
303) 4(0) 1(0)
Co NR. 0,049 + 0,014 NR.
NR. 0,026-0,062 0,005%
3(0) 4(0) 1(0)
Cu 1,692 + 0,84 58,765 + 62,41 N.R.
0,526-2,473 0,791-164,064 6,306*
3(0) 4(0) 1(0)
Zn 53,769 + 3,73 32,221 10,31 N.R.
48,662-57,467 19,434-47,384 19,943%
3(2) 4(3) 1(1)
As NR. NR. NR.
0,009% 0,008 NR.
3(0) 4(0) 1(0)
Se 0,294 + 0,03 0,638 + 0,28 NR.
0,269-0,328 0,357-1,056 0,349%
3(3) 4(2) 1(1)
Ag NR. 0,0065 + 0,0005 NR.
NR. 0,006-0,007 NR.
3(3) 4(0) 1(0)
cd N.R. 0,029 + 0,02 N.R.
N.R. 0,009-0,071 0,009%
303) 4(3) 1(1)
Hg N.R. NR. N.R.
N.R. 0,017* N.R.
302) 4(0) 1(1)
Pb NR. 0,017 + 0,01 N.R.
0,005% 0,005-0,027 N.R.

(®) = il numero tra parentesi indica il numero di campioni il cui valore sia risultato inferiore al

LOD (Limit of Detection, in italiano limite di rivelazione), qui pari a 0,005 mg/kg.

b p.S. = deviazione standard (o)

* = dato che soltanto un soggetto presenta un valore rilevabile, viene riportato nella riga del range.
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Tabella 31: valori dei campioni di muscolo, fegato e rene per ciascun metallo,

espressi in mg/kg, dei bovini provenienti dall’allevamento di Al Khalili.

AL KHALILI, n=2

(196, 197)
MUSCOLO FEGATO RENE
<
z. RANGE RANGE RANGE
= | MEDIA + MEDIA = MEDIA =+
= (MIN- (MIN- (MIN.-
= |Dsa D.s.2 D.S.2
= MAX) MAX) MAX.)
Al N.R. 0,020%* N.R. N.R. N.R. N.R.
Cr 0,245+0,02 0,229-0,261 | 0,126+0,006 | 0,120-0,132 | 0,158+0,006 | 0,153-0,164
Mn 0,081£0,01 | 0,068-0,094 | 0,791+0,70 | 0,087-1,496 | 0,21+£0,01 | 0,198-0,217
48,50-
Fe 20,9542,02 18,93-22.97 | 123,314+74,8 19812 46,06+1,76 44,30-47,82
Co N.R. N.R. 0,023+0,02 0,004-0,041 | 0,010+0,00 0,010
Ni N.R. N.R. N.R. N.R. N.R. N.R.
Cu 2,0575+0,82 | 1,236-2,879 | 13,54+12,31 | 1,219-25,83 | 5,152+0,18 4,972-5,332
29,449- 21,745-
Zn 30,244+0,79 27,765+6,02 22,374+0,43 | 21,948-22.,8
31,039 33,784
As N.R. N.R. N.R. N.R. N.R. N.R.
0,482+
Se 0,229+0,005 | 0,225-0,234 | 0,487+0,06 0,429-0,545 0,481-0,482
0,0005
Ag N.R. N.R. N.R. 0,016* N.R. N.R.
Cd N.R. N.R. N.R. 0,012* N.R. N.R.
Hg N.R. N.R. N.R. N.R. N.R. N.R.
Pb N.R. 0,005%* N.R. 0,006* N.R. N.R.

aD.S. = deviazione standard (c)

% . . .
= dato che soltanto due soggetti appartengono a questa categoria, quando uno dei due presenta

un valore non rilevabile, viene riportato il risultato positivo dell’altro nella colonna del range.
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Tabella 32: valori dei campioni di muscolo, fegato e rene per ciascun metallo,

espressi in mg/kg, dei bovini provenienti dall’allevamento di Qaddoumi.

QADDOUMI, n=2
(68, 137)
MUSCOLO FEGATO
=
Z RANGE RANGE
= MEDIA =+ MEDIA =+
= (MIN- (MIN-
= | Dsa D.S.2
= MAX) MAX)
Al N.R. N.R. NR. N.R.
Cr 0,217+0,053 | 0,164-0270 | 0,146+0,027 | 0,119-0,172
Mn 0,124£0,04 | 0,088-0,160 | 2,084+0,54 | 1,547-2,621
Fe 19,95+4,.88 | 15,07-24,82 | 2535+1,87 | 23,48-27,22
Co N.R. N.R. 0,035£0,01 | 0,025-0,045
Ni NR. NR. NR. NR.
19,863-
Cu 1,68+0,54 | 1,139-2,220 | 23,0143,147
26,157
47,132- 28,239-
Zn 60,35+13,22 33,15+4,91
73,566 38,056
As NR. NR. NR. 0,005%
Se 0,223+0,003 | 0,219-0,226 | 0,427+0,1 | 0,331-0,522
Ag NR. NR. 0,008+0,00 | 0,008
Cd NR. 0,009* 0,037+£0,02 | 0,017-0,058
Hg N.R. N.R. N.R. NR.
Pb N.R. NR. 0,029+0,011 | 0,018-0,040

aD.S. = deviazione standard ()

* = dato che soltanto due soggetti appartengono a questa categoria, quando uno dei due presenta

un valore non rilevabile, viene riportato il risultato positivo dell’altro nella colonna del range.
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Tabella 33: valori dei campioni di muscolo, fegato e rene per ciascun metallo,

espressi in mg/kg, dei bovini provenienti dall’allevamento di Samara.

SAMARA, n=2
(29, 30)
MUSCOLO FEGATO
=
z RANGE RANGE
= MEDIA =+ MEDIA =+
= (MIN- (MIN-
4 |Dsa D.s.2
= MAX) MAX)
Al NR. 12,834% N.R. N.R.
Cr 0,28+0,11 | 0,169-0,392 | 0,164+0,03 | 0,137-0,190
Mn 0,328+0,034 | 0,294-0,362 | 1,389+0,182 | 1,207-1,571
Fe 31,585+0,08 | 31,50-31,67 | 47,68+0,65 | 47,03-48,33
Co N.R. N.R. 0,037+0,004 | 0,033-0,040
Ni NR. N.R. N.R. N.R.
14,415+ 2,675-
Cu 3,749+2,82 | 0,933-6,565
11,74 26,155
49,895- 29,64-
Zn 51,273+1,38 56,20426,58
52,65 82,803
As N.R. 0,114% NR. 0,008*
Se 0,295+0,008 | 0,287-0,303 | 0,479+0,06 | 0,416-0,541
Ag NR. N.R. 0,011+0,003 | 0,008-0,013
cd 0,017+0,002 | 0,015-0,018 | 0,079+0,033 | 0,046-0,111
Hg N.R. N.R. NR. N.R.
0,0075+
Pb 0,005-0,010 | 0,026£0,012 | 0,014-0,038
0,0025

aD.S. = deviazione standard (o)

% . . .
= dato che soltanto due soggetti appartengono a questa categoria, quando uno dei due presenta

un valore non rilevabile, viene riportato il risultato positivo dell’altro nella colonna del range.
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DISCUSSIONE DEI RISULTAT/

CADMIO

Il cadmio ¢ un metallo pesante che si trova come contaminante nell’ambiente, le
cui caratteristiche e 1 cui effetti tossici per I'uomo sono stati gia descritti in
precedenza. Dato che per la popolazione in generale la fonte principale di
esposizione al cadmio ¢ rappresentata dalla dieta, a livello europeo il
Regolamento (CE) n. 1881/2006 e le sue successive modifiche stabiliscono le
concentrazioni massime ammissibili del metallo in diverse tipologie di alimenti.
Per quanto riguarda le matrici oggetto di questa tesi, il limite massimo di cadmio
nella carne bovina ¢ stabilito a 0,05 mg/kg di peso fresco, per il fegato della stessa
specie a 0,5 mg/kg e per il rene a 1,0 mg/kg. Per valutare i1 rischi connessi
all’assunzione del metallo con gli alimenti, la Commissione europea ha richiesto
al CONTAM (Panel of Contaminant in Food Chain) dell’EFSA un’indagine sulla
concentrazione del metallo in prodotti commercializzati nell’Unione europea; lo
studio ha analizzato 140000 dati provenienti da 20 Stati membri e risalenti al
periodo 2003-2007 (EFSA, 2009b). E cosi risultato che le maggiori
concentrazioni di cadmio sono presenti nelle alghe, nel pesce e nei prodotti della
pesca, nel cioccolato ed in altri cibi per diete particolari; € stata anche considerata,
per il suo importante apporto nella dieta, la categoria “carne e prodotti a base di
carne e frattaglie”. Nel muscolo delle specie bovina, ovina e caprina la
concentrazione media ¢ di 0,009 mg/kg, con range 0,0005-0,18 mg/kg; il 51% dei
risultati € al di sotto del Limite di Rivelazione (LOD, Limit of Detection), mentre
la percentuale di aliquote che superano il livello massimo (LM) stabilito dalla
normativa ¢ il 3,6%. Per il fegato (categoria che comprende quello di bovino,
pecora, maiale, pollo e cavallo), I’EFSA riporta come valore medio 0,116 mg/kg,
con un massimo di 3,6 mg/kg e il 3,7% dei campioni sopra il limite massimo; in
questo caso la percentuale di aliquote al di sotto del LOD ¢ 1’11%. Per quanto
riguarda il rene delle stesse specie considerate per il fegato, il valore medio ¢ di

0,2009 mg/kg, il valore massimo trovato ¢ di 1,73 mg/kg e soltanto 1’1% dei
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campioni supera la soglia definita dalla normativa; anche in questo caso 1’11% dei
campioni ¢ inferiore al LOD.

Prendendo come punto di partenza questi dati, si pud fare un confronto con i
risultati ottenuti dai campioni provenienti dalla Giordania. Nei 29 campioni di
muscolo analizzati, 25 (1’86,2%) hanno valori inferiori a 0,005 mg/kg, cio¢ in essi
il cadmio non ¢ stato rilevato dall’ICP-MS perché presente in concentrazioni al di
sotto del Limite di Rivelazione (LOD, Limit of Detection). I 4 campioni di
muscolo positivi, cio¢ i numeri 29, 30, 137 e 212, presentano un valore medio di
cadmio di 0,012 mg/kg, con un range da 0,005 mg/kg (appartenente al bovino
212) a 0,018 mg/kg (bovino 30). Analizzando meglio le caratteristiche dei soggetti
positivi, si nota che 1 bovini 29, 30 e 137 hanno la stessa eta, 18 mesi; i primi due
hanno concentrazioni superiori alla media, rispettivamente 0,015 mg/kg e 0,018
mg/kg e appartengono allo stesso allevatore, Samara. In particolare il bovino 30,
una delle uniche due femmine analizzate, presenta il valore di cadmio piu alto nel
fegato tra tutti i campioni, pari a 0,111 mg/kg; anche il numero 29 con 0,046
mg/kg, il numero 137 con 0,058 mg/kg presentano valori epatici superiori alla
media d’organo (vedi in seguito).

Dei 30 campioni di fegato, soltanto 3, cioe il 10%, sono al di sotto del LOD; il
valore medio epatico di cadmio ¢ 0,032 mg/kg, con il picco di 0,111 mg/kg del
numero 30 e il minimo di 0,007 mg/kg del numero 75. Negli altri campioni le
concentrazioni sono inferiori agli 0,050 mg/kg, tranne nel numero 83 (0,071
mg/kg), nel numero 152 (0,070 mg/kg) e nel numero 137 (0,058 mg/kg).

Nei 13 campioni di rene giordani, 5 hanno valori minori del LOD, cioe il 38,5%.
In questo organo le concentrazioni di cadmio sono maggiori rispetto alle altre
matrici, perché ¢ sede di accumulo del metallo: la media ¢ 0,081 mg/kg, con range
ampio, da 0,009 mg/kg (bovino numero 83) a 0,117 mg/kg (numero 67), ma valori
elevati li presentano anche il numero 5 con 0,115 mg/kg, il numero 3 con 0,113
mg/kg e il numero 4 con 0,097 mg/kg. I bovini 3 e 4 provengono dallo stesso
allevatore, Abu Saim, ¢, col numero 5, hanno la stessa eta, 12 mesi.

Basandosi su questi valori, si puo affermare che i risultati ottenuti dai campioni
giordani non superano 1 livelli massimi stabiliti dalla normativa europea e che nel

confronto con i dati EFSA, sia i valori medi sia i valori massimi sono inferiori ai
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corrispondenti europei. Dai campioni giordani ¢ possibile rilevare come le
concentrazioni di cadmio siano maggiori nel fegato e nel rene rispetto al muscolo;
tale dato ¢ confermato anche da uno studio condotto in Belgio (Waegeneers et al.,
2009a) su 150 bovini allevati in diverse aree, sia rurali (definite non contaminate)
sia in vicinanza di centri industriali (definite contaminate). Nelle aree contaminate
del Belgio il 28% dei campioni di muscolo ¢ inferiore al LOD (che in questo caso
¢ pari a 0,002 mg/kg, piu basso di quello del nostro studio), contro il 57-82% di
quelle non contaminate. Per quanto riguarda il muscolo, le concentrazioni sono
inferiori al limite europeo anche nelle aree contaminate, dove si trovano quelle
maggiori (0,004 mg/kg contro gli 0,002 mg/kg di quelle rurali). Le quantita di
cadmio aumentano nei campioni di fegato (0,191 mg/kg in aree non contaminate,
0,446 mg/kg in aree contaminate) e di rene (1,142 mg/kg se contaminata, 2,863 se
non contaminata) e risultano sempre piu elevate di quelle riscontrate nei campioni
giordani. In totale, il 50% delle aliquote di rene ¢ il 4 % delle aliquote di fegato
provenienti da aree rurali supera i limiti europei, mentre nelle aree contaminate le
percentuali salgono al 75% e al 25% rispettivamente. Da un altro studio basato
sugli stessi dati (Waegeneers ef al., 2011) si evince che il bovino risulta essere un
campione ottimale per monitorare la contaminazione da parte del cadmio dell’area
in cui pascola. Infatti, esiste un modello dinamico che permette di trovare, in base
alla quota di alimento ingerita dal soggetto giornalmente, una correlazione tra
quantita di cadmio presente nel terreno, la sua concentrazione nelle piante e nei
foraggi e il suo livello finale nei tessuti animali.

Il confronto con altri dati dalla letteratura ¢ esplicato nella tabella 34. I risultati
giordani risultano inferiori a quelli registrati in Arabia Saudita (Alturiqi and
Albedair, 2012), Egitto (Abou-Arab, 2001), Marocco (Sedki et al., 2003), Nigeria
(Ihedioha and Okoye, 2012), Palestina (Swaileh et al., 2009), Pakistan (Mariam et
al., 2004) e Slovacchia (Korénekova et al., 2002); per fegato e rene, ma non per il
muscolo, 1 valori sono piu bassi di quelli riscontrati in Belgio (Waegeneers ef al.,
2009a), Iraq (Al-Nahemi, 2011), Slovenia (Doganoc, 1996) e Svezia (Johrem et
al., 1991). 1 dati giordani sono invece superiori per tutte e tre le matrici a quelli
registrati in Galizia (Lopez-Alonso et al., 2000) e per il muscolo a quelli condotti

in Brasile (Batista et al., 2012) e Romania (Ghita et al., 2009).
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Tabella 34: dati dalla letteratura sui livelli di cadmio in muscolo, fegato e rene di
bovini provenienti da vari Paesi. Sono riportate le concentrazioni medie in mg/kg

per ciascun campione = la deviazione standard quando segnalata.

MUSCOLO | FEGATO RENE PAESE ANNO | STUDIO
0,001 0,070 0,39 Svezia 1991 Johrem et al.
0,004 0,094 0,373 Slovenia 1996 Doganoc
Galizia Lopez-
0,0008 (a) 0,008 (a) 0,051 (a) 2000
(Spagna) Alonso et al.
0,01+0,01 (b) | 0,11+0,07 (b) | 0,22+0,11 (b) .
Egitto 2001 Abou-Arab
0,03£0,02 (¢) | 0,32+0,19 (¢c) | 0,56+0,26 (c)
0,023-0,126 | 0,084-0,456 ) Korénekova
- Slovacchia | 2002
(d) (d) et al.
0,6 5,1 10,3 Marocco 2003 Sedki et al.
0,33+0,05 0,42+0,10 0,909+0,19 Pakistan 2004 Mariam et al.
0,005-0,006 . .
- - Romania 2009 Ghita et al.
©)
0,48 0,57 0,55 Palestina 2009 Swaileh et al.
0,002+0,002 | 0,191+0,136 | 1,142+0,922
Waegeneers
® ® @ Belgio 2009a 8
0,004+0,004 | 0,446+0,473 | 2,862+3,159 etal
(8) (8) (8)
0,009 0,059 0,098 Iraq 2011 Al-Nahemi
Arabia Alturigi and
1,56-2,02 (h) | - - 2012
Saudita Albedair
0,0014+
- - Brasile 2012 Batista et al.
0,0015
Thedioha and
0,35+0,27 0,24+0,26 0,44+0,27 Nigeria 2012
Okoye
0,012+0,006 | 0,032+0,02 0,081+0,049 | Giordania | 2013 questo studio

(a) =lo studio divide i risultati tra bovini da carne per sesso; si riporta la media dei maschi.
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(b) = bovini allevati in aree rurali;

(c) =Dbovini allevati in aree industriali

(d) =siriporta il range delle medie registrate in tre diverse regioni del Paese.

(e) =siriporta il range delle medie registrate in tre diversi tagli di carne.

(f) =bovini provenienti da aree non contaminate;

(g) = bovini provenienti da aree contaminate; si rimanda al testo per la descrizione dello studio
effettuato.

(h) = lo studio riguarda i vitelli e riporta le medie dei risultati a seconda dell’area geografica

(Nord, Est, Centro e Sud); qui si ¢ deciso di segnalare il range delle medie.

E interessante confrontare i campioni provenienti dalla Giordania anche in base
all’eta al momento della macellazione. Nel muscolo, il cadmio € stato rilevato
soltanto in 3 soggetti di 18 mesi, con una media di 0,014 mg/kg. Nei campioni di
fegato si puo notare come la sua concentrazione aumenti all’aumentare dell’eta:
dagli 0,0115 mg/kg di media nei soggetti di 8 mesi, agli 0,032 mg/kg nei capi di
12 mesi, agli 0,036 mg/kg nei soggetti di 18 fino allo 0,048 mg/kg dell’unico
soggetto di 30 mesi. Anche nel rene la quantita segnalata aumenta dagli 0,027
mg/kg degli 8 mesi d’eta ai 0,074 mg/kg dei 12 fino agli 0,124 mg/kg dei 18 mesi.
I dati trovati sono in linea con altri studi che riportano la presenza di una
correlazione tra I’eta e I’accumulo di metalli pesanti (cadmio, piombo, mercurio e
arsenico) nei muscoli e negli organi interni degli animali. In Polonia (Rudy, 2009)
nel muscolo di bovini di etda compresa tra 18 e 24 mesi la concentrazione di
cadmio ¢ 0,009 mg/kg, per aumentare a 0,013 mg/kg nei soggetti dai 24 mesi ai 6
anni; lo studio comprende anche soggetti anziani, oltre 1 12 anni di eta, in cui la
quantita di metallo sale a 0,021 mg/kg. Discorso analogo per il fegato: da un
valore di 0,123 mg/kg in animali di 18-24 mesi ad un valore di 0,141 mg/kg in
soggetti di 2-6 anni fino a raddoppiare col valore di 0,278 mg/kg oltre 1 12 anni di
eta.

In Belgio, Waegeneers e colleghi (2009b), basandosi sui dati raccolti dallo stesso
autore e descritti in precedenza, hanno investigato la relazione tra ’eta e la
concentrazione di cadmio. Mentre nel muscolo non ¢ stata riscontrata alcuna
correlazione positiva, nel rene questa ¢ evidente, tanto che 1’autore stabilisce a 4

anni e 10 mesi I’eta soglia oltre la quale la concentrazione renale di cadmio supera
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il livello massimo stabilito a livello europeo; a 30 mesi, il 10% dei soggetti supera
la soglia di 1,0 mg/kg, mentre a 24 mesi la percentuale scende sotto il 5% in aree
non inquinate. L’autore sottolinea che in soggetti allevati vicino ad industrie
metallurgiche il 9-30% dei bovini macellati prima dei 12 mesi presentano
concentrazioni superiori ai limiti europei.

Un confronto dei campioni giordani per allevamento (indicato col nome
dell’allevatore) indica che, per la matrice fegato, la media ¢ inferiore a 0,030
mg/kg, eccetto nei bovini di Alawneh (0,045 mg/kg), Qadduomi (0,037 mg/kg) e
Samara (0,079 mg/kg); per il rene, i capi di Abu Saim presentano la media

maggiore (0,082 mg/kg).

PIOMBO

Negli ultimi decenni si ¢ registrata una diminuzione dei livelli di piombo
nell’ambiente soprattutto grazie all’emanazione, in molti Paesi, di leggi volte a
ridurne le emissioni. Anche negli alimenti la concentrazione di questo metallo
pesante ha subito una riduzione e, ad oggi, le frattaglie e 1 molluschi sono i
prodotti che ne contengono maggiori quantita (Andrée et al., 2010; EFSA, 2010).
Tutto questo comporta notevoli vantaggi, soprattutto per quanto riguarda la salute
dell’'uomo, essendo il piombo un metallo molto tossico, come descritto in
precedenza. Per quanto riguarda la sicurezza degli alimenti, a livello europeo il
Regolamento (CE) n. 1881/2006 e le sue modifiche fissano il livello massimo
(LM) di piombo nella carne a 0,10 mg/kg e nelle frattaglie a 0,50 mg/kg.

L’EFSA ha condotto uno studio sulla concentrazione di piombo nella dieta per gli
anni 2003-2008, confrontando quasi 140000 campioni provenienti da 14 Stati
Membri e dalla Norvegia, di cui il 23% erano aliquote di carne e il 20% di
prodotti a base di carne, comprese le frattaglie (EFSA, 2010). Tale analisi
suddivide gli alimenti in categorie: in quella denominata “carne, prodotti a base di
carne e frattaglie” si puo vedere che la concentrazione media di piombo nel
muscolo bovino, ovino e caprino ¢ di 0,0131-0,030 mg/kg di peso fresco, con

valore massimo di 0,80 mg/kg e con il 77,1% dei campioni al di sotto del LOD.
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Nei campioni di fegato di ruminanti, maiale, pollo e cavallo, di cui il 64% ¢
inferiore al LOD, la media ¢ di 0,0535-0,077 mg/kg, fino ad un picco di 197
mg/kg. Nel rene delle specie sopra citate, il 51,5% delle aliquote sono al di sotto
del LOD, il valore medio ¢ 0,131 mg/kg e quello massimo 289 mg/kg. Si puo
concludere che, pur essendo la media dei campioni di rene e di fegato inferiore al
limite massimo della normativa, alcuni casi superano anche di 300-500 volte tale
valore. L’EFSA segnala che 1 campioni che superano la concentrazione di 1,0
mg/kg di piombo sono soprattutto la carne e gli organi di selvaggina (valore
massimo segnalato in un cinghiale di 867 mg/kg), le alghe e le frattaglie delle
specie domestiche.

Questo studio si presta a un confronto coi dati ottenuti dai campioni provenienti
dalla Giordania. Nel muscolo, dea 29 campioni analizzati 24 (1’82,8%) sono
risultati al di sotto del LOD, mentre i 5 campioni positivi (i numeri 29,30, 142,
151 e 197) presentano una media di 0,006 mg/kg, con range tra 0,005 mg/kg (29,
142 e 197) e 0,010 mg/kg (30). Il numero 30 ¢ una femmina di 18 mesi di eta
come il numero 29, il 142 e il 151.

Nei campioni di fegato, soltanto 2 non sono rilevabili, cio¢ il 6,7%; il valore
medio ¢ di 0,029 mg/kg, con range compreso tra lo 0,006 mg/kg del numero 197 e
lo 0,217 mg/kg del numero 54, valore che si discosta notevolmente dalla media,
pur non superando il limite massimo stabilito dalla normativa. Il bovino 54
appartiene all’allevamento di Saadi (media di 0,083 mg/kg) insieme al numero 58
(0,040 mg/kg), al 75 (0,007 mgkg) e al 76 (0,067 mg/kg, la seconda
concentrazione epatica piu alta); in tutti questi casi, pero, né il valore muscolare di
piombo né quello renale sono rivelabili. Tutti gli altri campioni epatici contengono
meno di 0,050 mg/kg di piombo.

Dei 13 campioni di rene, in 7 il piombo ¢ presente in concentrazioni rivelabili,
mentre il 46% ¢ al di sotto del LOD. La concentrazione media di piombo ¢
risultate 0,024 mg/kg, con il valore massimo di 0,041 mg/kg del numero 5 (che
presenta una concentrazione renale abbastanza alta anche di cadmio) e il valore
minimo di 0,008 mg/kg del numero 67. In questo caso, a parte il numero 93, tutti
gli altri presentano concentrazioni maggiori di 0,020 mg/kg.

In base a questi dati, si puo affermare che i risultati ottenuti non superano in alcun
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caso il limite stabilito a livello europeo e sono tutti al di sotto dei corrispondenti
valori ritrovati dall’EFSA. Come gia visto in precedenza per il cadmio, anche per
il piombo le concentrazioni sono maggiori negli organi interni rispetto al muscolo;
quest’affermazione ¢ confermata anche dalla letteratura, come si pud osservare
nella tabella 35. I dati giordani sono in linea con quelli registrati in Galizia
(Lopez-Alonso et al., 2000); i valori trovati sono pero inferiori, anche di molto,
rispetto a quelli registrati in Egitto (Abou-Arab, 2001), Iraq (Al-Nahemi, 2011),
Marocco (Sedki et al., 2003), Nigeria (Ihedioha and Okoye, 2012), Palestina
(Swaileh et al., 2009), Pakistan (Mariam et al., 2004) e Slovacchia (Korénekova
et al., 2002). Per la matrice muscolo, i risultati sono piu bassi di quelli segnalati in
Arabia Saudita (Alturiqi and Albedair, 2012), Brasile (Batista et al., 2012) e
Romania (Ghita et al., 2009), mentre 1 valori per fegato e rene sono inferiori a
quelli registrati in Belgio (Waegeneers et al., 2009a) e Svezia (Johrem et al.,
1991). In Giordania sono stati trovati valori medi superiori in tutte le matrici alla
Slovenia (Doganoc, 1996) e nel muscolo rispetto a Belgio (Waegeneers et al.,

2009a) e Svezia (Johrem ef al., 1991).
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Tabella 35: dati dalla letteratura sui livelli di piombo in muscolo, fegato e rene di

bovini provenienti da vari Paesi. Sono riportate le concentrazioni medie in mg/kg

per ciascun campione = la deviazione standard quando segnalata.

MUSCOLO | FEGATO RENE PAESE ANNO | STUDIO
<0,005 0,047 0,097 Svezia 1991 Johrem et al.
0,005 0,10 0,14 Slovenia 1996 Doganoc
Galizia Lopez-
0,0064 (a) 0,035 (a) 0,039 (a) 2000
(Spagna) Alonso et al.
0,06+£0,03 (b) | 0,12+0,05 (b) | 0,22+0,08 (b) '
Egitto 2001 Abou-Arab
0,09+0,04 (¢) | 0,57+0,24 (¢) | 0,716+0,3 (c)
0,386-0,671 0,544-1,072 ) Korénekova
- Slovacchia | 2002
(d) (d) et al.
0,6 5,1 10,3 Marocco 2003 Sedki et al.
2,19+0,28 2,18+0,38 2,02+0,44 Pakistan 2004 Mariam et al.
0,018-0,020 ) )
- - Romania 2009 Ghita et al.
©)
0,51 3,28 4,7 Palestina 2009 Swaileh et al.
0,003+0,003 | 0,082+0,126 | 0,212+0,209
Waegeneers
® ® @ Belgio 2009a 8
0,004+0,003 | 0,194+0,181 | 0,373+0,318 etal
(8) (8) (8)
0,071 0,472 0,398 Iraq 2011 Al-Nahemi
Arabia Alturiqi and
5,85-7,93 (h) | - - 2012
Saudita Albedair
0,0093+0,008 | - - Brasile 2012 Batista et al.
Thedioha and
0,09+0,16 0,26+0,25 0,13+0,07 Nigeria 2012
Okoye
0,006+0,002 | 0,029+0,04 0,024+0,011 | Giordania | 2013 questo studio

(a) =lo studio divide i risultati tra bovini da carne per sesso; si riporta la media dei maschi.

(b) = bovini allevati in aree rurali;
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(c) =bovini allevati in aree industriali.

(d) =siriporta il range delle medie registrate in tre regioni del Paese.

(e) =siriporta il range delle medie registrate in tre diversi tagli di carne.

(f) =bovini provenienti da aree non contaminate;

(g) =bovini provenienti da aree contaminate.

(h) = lo studio riguarda i vitelli e riporta le medie dei risultati a seconda dell’area geografica

(Nord, Est, Centro e Sud); qui si ¢ deciso di segnalare il range delle medie.

Le concentrazioni di piombo dei campioni giordani possono essere confrontate tra
loro anche in base all’eta dei soggetti. Mentre per il muscolo non ¢ possibile fare
un confronto, poiché solo 1 soggetti di 18 mesi presentano dei valori rilevabili e
una media di 0,007 mg/kg, per la matrice fegato si pud osservare come da 0,021-
0,025 mg/kg, media rispettivamente dei soggetti di 12 mesi e di 8 mesi, si passi a
0,040 a 18 mesi. Nei campioni di rene a disposizione questo trend non si ripete,
poiché a 12 mesi la concentrazione ¢ di 0,027 mg/kg, ma a 18 mesi ¢ di 0,016
mg/kg.

Secondo alcuni studi dovrebbe esserci una correlazione positiva tra I’eta degli
animali e ’accumulo di piombo in muscolo e organi interni, ma nel nostro caso
non ¢ cosi chiara, forse per il numero ridotto di campioni. Anche in Polonia
(Rudy, 2009) non c’¢ molta differenza tra la concentrazione media nel muscolo di
bovini di eta compresa tra 18 e 24 mesi, pari a 0,051 mg/kg, e quella dei soggetti
di 2-6 anni, pari a 0,054 mg/kg; superiore ¢ invece il valore medio dei soggetti
sopra 1 12 anni, pari a 0,075 mg/kg. Discorso analogo per il fegato, dove da un
valore di 0,125 mg/kg in animali di 18-24 mesi si passa ad un valore di 0,129
mg/kg in soggetti di 2-6 anni e a 0,278 mg/kg in bovini con piu di 12 anni.
Lopez-Alonso e colleghi (2000) dimostrano che la concentrazione del piombo nei
bovini spagnoli della Galizia ¢ significativamente maggiore nel fegato e nel rene
rispetto al muscolo. Dato che in questo studio, che comprende sia bovini da latte
sia bovini da carne, le vacche presentano concentrazioni maggiori rispetto alle

femmine da carne, gli autori affermano che c¢’¢ una correlazione positiva tra eta
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ed accumulo di piombo.

Per quanto riguarda i nostri campioni, il confronto tra i diversi allevamenti
evidenzia che la media per la matrice fegato di 0,083 mg/kg dell’allevatore Saadi
¢ la piu alta e maggiore rispetto alla media totale dell’organo. Anche
I’allevamento di Allawneh presenta, per la stessa matrice, una concentrazione di
0,035 mg/kg, superiore alla media; gli altri allevamenti presentano invece valori
inferiori a 0,029 mg/kg. Questo potrebbe essere dovuto alla diversa
localizzazione degli allevamenti e al grado di contaminazione da parte del

piombo delle aree geografiche di provenienza.

MERCURIO

Il mercurio ¢ un metallo pesante e tossico che, come gia descritto in precedenza, si
accumula lungo la catena alimentare e la cui fonte principale di esposizione per
I’uomo ¢ rappresentata dal consumo di pesce. Nella carne e negli altri alimenti di
origine animale solitamente le sue concentrazioni sono minime, tanto che a livello
europeo il Regolamento (CE) n. 1881/2006 stabilisce 1 tenori massimi di mercurio
soltanto nei prodotti della pesca.

L’EFSA ha condotto un’analisi di quasi 60000 dati ricevuti da 20 Paesi,
concludendo che, a parte il pesce, la concentrazione di mercurio negli alimenti ¢
bassa, nel range di 0,0001-0,050 mg/kg, con 1’80% dei campioni al di sotto del
LOD (EFSA, 2012a).

I campioni provenienti dalla Giordania seguono questo trend, poiché per il
muscolo tutti 1 29 campioni sono risultati al di sotto del LOD, per il fegato 28 su
30 e per il rene 12 su 13. Per la matrice fegato solo il bovino numero 3 e il
numero 83 sono positivi, con valori di 0,022 mg/kg e 0,017 mgkg
rispettivamente; 1’unica loro caratteristica in comune ¢ 1’eta al momento della
macellazione, pari a 12 mesi. Il bovino numero 3 presenta anche la concentrazione
piu alta riscontrata nel rene, cio¢ 0,111 mg/kg. Anche se il valore medio per la

matrice fegato potrebbe non essere significativo, cosi come I’unico campione di
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rene, ¢ interessante confrontare i dati trovati con la letteratura (tabella 36). 11 fatto
che tutti i campioni di muscolo siano inferiori a 0,005 mg/kg ¢ in linea coi dati
trovati in Svezia (Johrem et al., 1991) e Spagna (Blanco-Penedo et al., 2010;
Lopez-Alonso et al., 2003). I dati raccolti in Pakistan (Mariam et al., 2004) sono
ancora una volta di gran lunga superiori alla media internazionale.

Uno studio condotto da Lopez-Alonso e colleghi (2003) confronta le
concentrazioni di mercurio in bovini allevati in 2 regioni del Nord-Ovest della
Spagna, la Galizia, piu rurale, e le Asturie, piu industrializzate. Mentre i campioni
di muscolo e fegato per 1’80-96% hanno valori al di sotto del LOD, il rene risulta
essere l'unico tessuto che ne contiene una quota rivelabile nel 62-87% dei
campioni. Lo studio dimostra che le concentrazioni renali di metallo sono piu alte
in Galizia che nelle Asturie, al contrario di ci0 che si ci potesse aspettare da un
rapporto tra quantita di mercurio e grado di industrializzazione dell’area. Altra
caratteristica del mercurio, il suo accumulo non ¢ correlato con I’eta nei bovini,
probabilmente perché, avendo un’emivita di 40 giorni, anche se il soggetto
ingerisce cronicamente una piccola quantita di metallo, esso viene eliminato

prima di riuscire ad accumularsi.
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Tabella 36: dati dalla letteratura sui livelli di mercurio in muscolo, fegato e rene di

bovini provenienti da vari Paesi. Sono riportate le concentrazioni medie in mg/kg

per ciascun campione = deviazione standard quando segnalata.

MUSCOLO | FEGATO RENE PAESE ANNO | STUDIO

Konsrud et
- 0,07-0,25 (a) | 0,07-0,08 (a) | Canada 1985 ;

al.

Johrem et
0,005 0,006 0,010 Svezia 1991 ;

al.

Lopez-
0,00043 (b) 0,00085 (b) 0,0122 (b) NW

2003 Alonso et

0,00039 (c) 0,00077 (c) 0,0034 (c) Spagna ;

al.

Mariam et
62,39+23,76 | 31,47+12,24 | 50,65+13,42 | Pakistan | 2004 ;

al.

Blanco-

Galizia
0,001 (ad) - - 2010 Penedo et
(Spagna)

al.

0,032-0,087 Arabia Alturiqi and
- - 2012

(e) Saudita Albedair

Batista et
0,0119+0,010 | - - Brasile 2012

al.

questo
<0,005 0,019+0,003 | 0,111 (H Giordania | 2013 ‘

studio

(a) =range dei valori positivi trovati.

(b) =media in Galizia

(¢) = media nelle Asturie

(d) = studio condotto in aziende intensive, tradizionali e biologiche di diversi distretti della

Galizia; si riporta il range dei valori medi trovati.

(e) = lo studio riguarda i vitelli e riporta le medie dei risultati a seconda dell’area geografica

(Nord, Est, Centro e Sud); qui si ¢ deciso di segnalare il range delle medie.

(f) = unico valore rivelabile
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ARSENICO

L’arsenico ¢ un metalloide tossico per I’'uomo e per gli animali, che lo assumono
principalmente attraverso la dieta; gli alimenti che lo contengono in maggiori
concentrazioni sono i prodotti della pesca, mentre la carne e le frattaglie
solitamente ne contengono di meno. Come detto in precedenza, ¢ opportuno
precisare che quando vengono effettuate delle analisi viene quantificato 1’arsenico
presente senza distinzione tra la forma inorganica (I’'unica effettivamente tossica)
e quella organica; per questo motivo I’EFSA preferisce indicare il valore ottenuto
con il termine di arsenico totale (EFSA, 2009a).

Nella normativa europea I’arsenico ¢ considerato un contaminante, ma non sono
stabiliti limiti massimi della sua concentrazione nei diversi alimenti. Nel 2008
I’EFSA ha condotto uno studio piu di 100000 campioni provenienti da 14 Stati
Membri e dalla Norvegia per valutare la presenza dell’arsenico totale in diverse
categorie di alimenti e i potenziali pericoli per la salute ad essa connessi (EFSA,
2009a). Nella carne bovina, ovina e caprina il 77% dei campioni ¢ risultata al di
sotto del limite di rivelazione del metodo, mentre i rimanenti presentano una
media di 0,0039-0,0137 mg/kg e un valore massimo di 0,2 mg/kg. Per la matrice
fegato, che comprende quello di bovini, pecore, maiali, polli e cavalli, 1’80% dei
campioni ¢ inferiore al LOD, con una media di 0,0036-0,0129 mg/kg e un valore
massimo di 0,4 mg/kg. Nel rene delle stesse specie i campioni al di sotto del LOD
sono il 76%, la media ¢ di 0,006-0,0177 mg/kg e il picco massimo ¢ di 0,963
mg/kg.

Nei campioni di muscolo prelevati in Giordania, ’89% (26 su 29) ¢ al di sotto del
LOD e la concentrazione media dei tre campioni positivi (i bovini numero 1, 30 e
84) ¢ 0,043 mg/kg. Quest’ultima ¢ maggiore di quella segnalata dall’EFSA: il
numero 30, femmina di 18 mesi che, sempre per la matrice muscolo, presenta
concentrazioni di cadmio e piombo al di sopra della media, ha il valore di arsenico
piu alto, pari a 0,114 mg/kg.

L’80% dei campioni di fegato giordani presenta valori inferiori al LOD, mentre la

concentrazione media ¢ di 0,007 mg/kg, con un range ridotto, tra 0,005 mg/kg e
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0,009 mg/kg. Tale valore ¢ in linea con quello riscontrato dall’EFSA, tenendo
presente che quest’ultima considera nella stessa categoria anche il fegato di altre
specie domestiche.

Nei 3 campioni di rene positivi la media ¢ di 0,013 mg/kg e il valore massimo di
0,026 mg/kg appartiene al numero 4. La media giordana in questo caso ¢ vicina al
limite superiore della media europea, ma non la supera; il valore massimo
riscontrato ¢ comunque molto inferiore a quello segnalato dall’EFSA.

Nei campioni provenienti dalla Giordania, la concentrazione di arsenico nel
muscolo supera quella del cadmio e del piombo, mentre une tendenza opposta si
puo osservare per fegato e rene; tale dato ¢ confermato anche da Waegeneers e
colleghi (2009a). Un’alta percentuale di campioni di muscolo al di sotto del LOD
¢ registrata in altri studi (Blanco-Penedo, 2010; Lopez-Alonso et al., 2000;
Waegeneers et al., 2009a). Dai risultati giordani si vede come la concentrazione di
arsenico nel muscolo sia molto piu elevata rispetto agli organi, mentre in altri
studi si afferma che il livello di contaminazione di fegato e rene ¢ maggiore
(Lopez-Alonso et al., 2000; Waegeneers et al., 2009a).

I livelli di arsenico nei campioni di muscolo giordani sono maggiori rispetto a tutti
quelli trovati in letteratura (tabella 37), ad eccezione di quelli registrati in Pakistan
(Mariam et al., 2004), dove le alte concentrazioni in tutte le matrici sono dovute,
secondo 1’autore, all’elevata contaminazione ambientale. I valori di arsenico nel
fegato e nel rene giordani sono in linea con quelli riscontrati in Spagna (Lopez-
Alonso et al., 2000) e Svezia (Johrem et al., 1991), mentre sono inferiori a quelli

canadesi (Konsrud et al., 1985) e belgi (Waegeneers et al., 2009a).
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Tabella 37: dati dalla letteratura sui livelli di arsenico in muscolo, fegato e rene di

bovini provenienti da vari Paesi. Sono riportate le concentrazioni medie in mg/kg

per ciascun campione = la deviazione standard quando segnalata.

MUSCOLO | FEGATO RENE PAESE ANNO | STUDIO

- 0,07-0,15 (a) 0,07-0,11 (a) Canada 1985 Konsrud et al.

<0,015 <0,015 <0,015 Svezia 1991 Johrem et al.

0,004 (b) 0,009 (b) 0,0097 (b) Galizia 2000 Lopez-Alonso
(Spagna) et al.

46,46 + 3,41 52,44 + 5,22 46,99 £6,76 Pakistan 2004 Mariam et al.

0,023+0,024 0,017+0,011 0,043+0,023

c c c Waegeneers et

5),3)1710,009 E),())37io,025 5),2)9310,078 Belgio 200% al. )

(d) (d) (d)

0,0068-0,0069 ] ] Galizia 2010 Blanco-Penedo

(e) (Spagna) et al.

0,021+0,016 - - Brasile 2012 Batista et al.

0,043+0,06 0,007+0,001 0,013+0,01 Giordania | 2013 questo studio

(a) =range dei valori positivi trovati.

(b) =lo studio divide i risultati tra bovini da carne per sesso; si riporta la media dei maschi.

(c) = bovini provenienti da aree non contaminate;

(d) =bovini provenienti da aree contaminate.

(e) = studio condotto in aziende intensive, tradizionali ¢ biologiche di diversi distretti della

Galizia; si riporta il range dei valori medi trovati.

In base ai diversi gruppi di eta dei bovini giordani, a causa del numero limitato di

campioni positivi non ¢ possibile fare un confronto per le matrici muscolo e rene,

mentre per il fegato le concentrazioni a 12 mesi e a 18 mesi sono molto simili,

rispettivamente 0,008 mg/kg e 0,006 mg/kg. Per ’arsenico, comunque, non ¢

dimostrata la presenza di una correlazione tra eta dell’animale e il suo accumulo

negli organi (Lopez-Alonso et al., 2000). Per il numero limitato di campioni

positivi, non ¢ possibile neppure fare un confronto delle diverse concentrazioni di

arsenico secondo allevamento.
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ALLUMINIO

L’alluminio ¢ un metallo che 1’'uomo assume quotidianamente in basse
concentrazioni attraverso la dieta; come gia descritto in precedenza, i meccanismi
attraverso cui esplica la sua tossicita non sono ancora stati del tutto chiariti, cosi
come gli effetti negativi che ha sulla salute umana. Tra gli alimenti che presentano
le maggiori concentrazioni di alluminio non ¢ compresa la carne; dati dell’EFSA
evidenziano un range di 5-10 mg di alluminio per kg di peso fresco soltanto nelle
salsicce e nelle frattaglie, senza specificare la specie di provenienza (EFSA,
2008a).

Dei campioni di muscolo giordani, il 79% (23 su 29 totali) ¢ al di sotto del limite
di rivelazione; il numero 196 presenta la concentrazione piu bassa, 0,020 mg/kg,
gli altri valori sono compresi tra 0,156 mg/kg (numero 84) e 0,356 (numero 151),
ma la quota maggiore ¢ di 12,834 mg/kg del bovino numero 30, che si discosta in
maniera evidente dalla media di 2,303 mg/kg. Quest’ultimo soggetto ¢ una
femmina di 18 mesi gia citata per le concentrazioni elevate di altri metalli pesanti,
quali quella muscolare ed epatica di arsenico e quella di cadmio nel fegato. Per
tutti 1 campioni positivi, eccetto il numero 84, i valori epatici di alluminio sono
inferiori al LOD. Per la matrice fegato, soltanto 2 campioni presentano
concentrazioni rivelabili di metallo, il numero 212 (0,168 mg/kg) e il numero 84
(1,039 mg/kg). Per il rene nessun campione presenta valori superiori al LOD.
Dividendo 1 risultati in base all’eta, 1 bovini interessati hanno tutti 12 o 18 mesi;
visto il ridotto numero di risultati positivi, non ¢ possibile fare un confronto
adeguato in base all’allevamento di provenienza.

In letteratura, pochi studi riferiscono la concentrazione di alluminio nei tessuti di
bovino: in Svezia (Johrem et al., 1989) il livello medio (su 5 campioni) nel
muscolo ¢ di 0,050 mg/kg, nel fegato di 0,068 (con valore massimo di 0,163
mg/kg) e nel rene di 0,063 mg/kg (con valore massimo 0,112 mg/kg). Negli Stati
Uniti la concentrazione media riportata nella carne di manzo ¢ di 0,200 mg/kg
(Greger et al., 1985), in linea con la media giordana se si esclude il risultato piu

alto.
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Un altro studio (Valdivia et al., 1978) conclude che la concentrazione di alluminio
in tutti i tessuti tende ad aumentare quando cresce la sua assunzione con la dieta,
ma senza seguire un trend statisticamente significativo. I livelli di alluminio
trovati dall’autore nei tessuti sono maggiori nel fegato rispetto al rene e al
muscolo; nei campioni provenienti dalla Giordania questa affermazione non trova

invece riscontro.

RAME

Il rame ¢ un microelemento essenziale per gli organismi viventi, che devono
assumerlo attraverso la dieta; se ingerito in dosi eccessive, pero, risulta tossico. E
importante sottolineare che le frattaglie (in particolare fegato e rene) sono tra gli
alimenti che ne contengono in maggiori concentrazioni.

In tutte le matrici provenienti dalla Giordania ¢ presente una concentrazione
rivelabile di rame a causa della sua essenzialitd; nei campioni di muscolo, il
valore medio ¢ di 2,889 mg/kg, con quote che oscillano da 0,526 mg/kg a 6,759
mg/kg. Nei campioni di fegato la concentrazione media ¢ maggiore, 29,142
mg/kg, con un range molto ampio, da 0,791 mg/kg del bovino numero 64 a
164,064 mg/kg del numero 142. Anche per la matrice rene il range ¢ ampio, da
3,860 mg/kg a 57,513 mg/kg.

In generale, i ruminanti hanno un’elevata capacita di accumulare il rame nel
fegato, come si puo osservare anche nei dati giordani, dove la concentrazione di
metallo in quest’organo ¢ nettamente superiore alle altre matrici. Essendo un
elemento essenziale, ¢ difficile definire dei limiti al di sotto dei quali parlare di
carenza e sopra i quali parlare di intossicazione. Puls (1994) definisce una
deficienza di rame lieve quando la concentrazione epatica di metallo ¢ inferiore a
10 mg/kg, grave quando ¢ inferiore a 5 mg/kg; Lopez-Alonso e colleghi (2000)
riferiscono in uno studio, livelli minori di 1,5 mg/kg. Nei campioni di fegato
giordani, il 26% presenta valori inferiori a 10 mg/kg e soltanto 2 campioni sono al
di sotto di 1,5 mg/kg.

Anche definire un livello massimo ¢ difficile: I’induzione sperimentale di

un’intossicazione cronica da rame nei bovini ha dimostrato che 1 segni clinici
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compaiono per concentrazioni epatiche di 69-194 mg/kg (Gummow, 1996). Nel
nostro caso, soltanto due bovini presentano concentrazioni cosi elevate, il numero
152 (73,357 mg/kg) e il numero 142 (164,064 mg/kg).

Nel rene, i livelli di rame sono elevati soltanto in bovini che ingeriscono una dose
ingente di metallo, ma I’organo non ¢ un indicatore adeguato di accumulo, poiché
alte concentrazioni a questo livello non corrispondono ad alti valori nel fegato
(Lopez-Alonso et al., 2000). Anche nel nostro caso, infatti, il bovino 93, che
presenta 57,513 mg/kg nel rene, ha soltanto 4,579 mg/kg nel fegato. Il limite
superiore per la concentrazione renale normale di rame ¢ 15 mg/kg (Lopez-
Alonso et al., 2000); soltanto 2 campioni giordani superano tale soglia, il numero
93 e il numero 67 (15,581 mg/kg).

I valori medi d’organo trovati in Giordania (tabella 38) sono in linea, per quanto
riguarda muscolo e rene, con quelli palestinesi (Swaileh et al., 2009) e soltanto
per la matrice muscolo con quelli egiziani (Abou-Arab, 2001). La concentrazione
media epatica di rame riscontrata in Giordania risulta inferiore a tutte quelle
trovate in letteratura; soltanto in Canada (Konsrud et al., 1985) la media ¢
leggermente inferiore. Anche per la matrice muscolo, il valore medio ¢ basso
rispetto a quello trovato in Arabia Saudita (Alturiqi and Albedair, 2012), Brasile
(Batista et al., 2012), Marocco (Sedki et al.,2003) e Slovacchia (Korénekdva et
al., 2002); ¢ invece superiore ai dati spagnoli (Lopez-Alonso et al., 2000), svedesi
(Johrem et al., 1989) e belgi (Waegeneers et al., 2009a). 1l valore medio renale ¢
invece maggiore, anche di 2 volte, rispetto a quelli riportati dagli altri studi;

soltanto in Marocco le concentrazioni sono superiori.
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Tabella 38: dati dalla letteratura sui livelli di rame in muscolo, fegato e rene di

bovini provenienti da vari Paesi. Sono riportate le concentrazioni medie in mg/kg

per ciascun campione = la deviazione standard quando segnalata.

MUSCOLO | FEGATO RENE PAESE ANNO | STUDIO
- 27,8 £26,7 54+2,5 Canada 1985 Konsrud et al.
- - 3,7 Olanda 1989 Ellen et al.
0,87 +0,12 39,0 £27 3,7+ 0,59 Svezia 1989 Johrem et al.
Galizia Lopez-
0,637 (a) 50,0 (a) 4,27 (a) 2000
(Spagna) Alonso et al.
2,8+1,1 (b) 86,4243 (b) | 3,2+ 1,1 (b) ‘
Egitto 2001 Abou-Arab
3,1+1,2 (¢) 87,4+23,2 (c) | 4,0£1,5 (¢)
4,290-6,214 | 27,780-94,0 , Korénekova
- Slovacchia | 2002
(d) (d) etal
4.4 112 33,2 Marocco 2003 Sedki et al.
81,51+15,02 | 93,24+15,89 | 5,42+2,01 Pakistan 2004 Mariam et al.
2,71 217,90 9,97 Palestina 2009 Swaileh et al.
1,6=0,5 (e) 80,1+66,7 (e) | 4,97+1,67 (e) Waegeneers
Belgio 2009a
2,2+0,5 (H 92,7£71,8 (f) | 5,31%£1,26 (f) etal.
Arabia Alturigi  and
9,59-13,10 (g) | - - 2012
Saudita Albedair
4,5+1,7 - - Brasile 2012 Batista et al.
2,889+1,98 29,142+31,3 | 10,22+14,22 | Giordania | 2013 questo studio

(a) =lo studio divide i risultati tra bovini da carne per sesso; si riporta la media dei maschi.

(b) =bovini allevati in aree rurali;

(c) =Dbovini allevati in aree industriali.

(d) =siriporta il range delle medie registrate in tre regioni del Paese.

(e) = bovini provenienti da aree non contaminate;

(f) = bovini provenienti da aree contaminate.

(g) = lo studio riguarda i vitelli e riporta le medie dei risultati a seconda dell’area geografica

(Nord, Est, Centro e Sud); qui si € deciso di segnalare il range delle medie.
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Nei campioni provenienti dalla Giordania non sembra esserci una correlazione tra
I’accumulo di rame nei tessuti e 1’eta del soggetto; lo stesso riscontro ¢ stato
riportato da Lopez-Alonso et al. (2000). Proprio in questo studio si ¢ visto che la
concentrazione di rame ¢ addirittura minore nel fegato delle vacche rispetto alle
manze, come si evince anche dai dati giordani, dove i soggetti di 24 mesi (numero
64) e di 30 mesi (numero 46) presentano valori, sia nel muscolo sia nel fegato,
inferiori a 1,3 mg/kg. Questo potrebbe essere spiegato dal fatto che esiste una
correlazione di tipo antagonistico tra cadmio, rame e zinco negli animali, poiché 1
tre metalli competono per gli stessi siti di legame della metallotioneina, che ne
permette I’immagazzinamento nel fegato: 1’accumulo epatico e renale di cadmio
dei soggetti piu anziani puo causare I’allontanamento del rame da questi organi,
dove la metallotioneina ¢ presente in maggiori concentrazioni (Lopez-Alonso et
al., 2000). Tale rapporto Cd/Cu ¢ stato segnalato anche in Marocco (Sedki et al.,
2003) e in Belgio (Waegeneers et al., 2009a), dove si & anche ipotizzato che il
cadmio deprima 1 livelli sierici di ceruloplasmina, la proteina che trasporta il
rame, predisponendo alla carenza dello stesso. Nei campioni giordani, la
correlazione negativa tra cadmio e rame epatico ¢ presente, per esempio, nel
bovino 30, dove a 0,111 mg/kg di Cd corrispondono 2,675 mg/kg di rame, ma non
nel numero 83, dove a 0,071 mg/kg di Cd (seconda concentrazione piu alta)
corrisponde un valore di 37,565 mg/kg di Cu, al di sopra della media.

Per quanto riguarda gli allevamenti giordani, i bovini di Salaymeh presentano un
valore epatico medio di 58,765 mg/kg, il doppio della media d’organo; bisogna
comunque precisare che a questo allevatore appartiene il bovino numero 142, che
ha il valore massimo assoluto di rame nel fegato. L’allevatore Abu Saim presenta
capi con concentrazioni medie elevate sia nel muscolo (3,038 mg/kg), sia nel rene

(18,053 mg/kg) rispetto alle medie d’organo.
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FERRO

Il ferro € un elemento essenziale per tutti gli organismi viventi e gli alimenti che
ne sono per eccellenza ricchi sono la carne rossa e le frattaglie in genere. E
difficile definire un range di riferimento per le concentrazioni di ferro negli organi
animali; a questo proposito ¢ interessante uno studio condotto in Cile (Valenzuela
et al., 2009), dove in due vitelli maschi di razza Holstein di 4 mesi ¢ stato iniettato
in vena I’isotopo Fe per 2 mesi. Gli animali sono stati poi sacrificati e si &
valutata la concentrazione di metallo in 12 diversi tagli di carne e negli organi
interni. Il range ottenuto per il muscolo varia da 10 mg/kg a 20 mg/kg, di cui il
65% ¢ ferro eme, la sua forma piu disponibile per I’'uomo, che a questo livello si
trova nella mioglobina. Tra gli organi, la milza e il polmone contengono le
concentrazioni piu elevate di ferro eme, rispettivamente il 72,8% e il 53,8% del
metallo totale, poiché la prima ¢ sede di emolisi, il secondo ¢ ricco di vasi. Il
fegato ¢ I’organo che presenta la maggiore concentrazione di ferro totale, 60
mg/kg in media, seguito dal rene con 30 mg/kg; in essi il metallo si trova
principalmente legato alla ferritina (soltanto il 13,6% ¢ ferro eme), tramite la
quale viene immagazzinato.

Nei campioni di muscolo provenienti dalla Giordania, il valore medio di ferro
totale risulta superiore ai dati riportati in precedenza, 25,887 mg/kg, con un range
tra 10,56 mg/kg (bovino numero 152) e 49,27 mg/kg (numero 92). La media per
la matrice fegato ¢ 43,016 mg/kg, minore di quella segnalata precedentemente,
con un picco di 198,12 mg/kg nel bovino 196. Quest’ultimo, a fronte di un livello
muscolare inferiore alla media (22,97 mg/kg), presenta invece un livello renale di
47,82 mg/kg, superiore ad essa; nei campioni di rene, infatti, la media ¢ di 41,214
mg/kg, valore molto vicino a quello epatico e superiore a quello segnalato da
Valenzuela e colleghi. Per questa matrice il range va da 23,22 mg/kg (bovino
numero 67) a 51, 08 mg/kg (numero 212).

Rispetto ad altri valori riportati in letteratura (tabella 39), i livelli di ferro trovati
in Giordania sono piu bassi di quelli riscontrati in Arabia Saudita (Alturiqi and

Albedair, 2012), Brasile (Batista et al.,2012), Egitto (Abou-Arab, 2001) e
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Slovacchia (Korénekdva et al.,2002); risultano maggiori soltanto a quelli descritti

in Cile (Olivares et al., 2004; Valenzuela et al., 2009).

Tabella 39: dati dalla letteratura sui livelli di ferro in muscolo, fegato e rene di

bovini provenienti da vari Paesi. Sono riportate le concentrazioni medie in mg/kg

per ciascun campione = deviazione standard quando segnalata.

ANN
MUSCOLO | FEGATO RENE PAESE o STUDIO
56,4+13,1
66,3+24,1 (a) | 116,4+41,2(a) | (a) _
Egitto 2001 Abou-Arab
76,4+22.6 (b) | 114,1£36 (b) | 68,1+24,1
(b)
49,133-51,80 | 125,226- Slovacchi 2002 Korénekov
(©) 146,825 (c) a aetal
Olivares et
10-16 (d) - - Cile 2004
al.
‘ Alturiqi
68,72-153,89 Arabia
- - 2012 and
() Saudita
Albedair
Batista et
72,00+£33,0 - - Brasile 2012
al.
25,887+11,1 | 43,016+31,5 | 41,214+7,1 questo
Giordania | 2013
9 6 2 studio

(g) =bovini allevati in aree rurali;

(h) =Dbovini allevati in aree industriali.

(1) =siriporta il range delle medie registrate in tre diverse regioni del Paese.

(j) =siriporta il range delle medie registrate in diversi tagli di carne.

(k) = lo studio riguarda i vitelli e riporta le medie dei risultati a seconda dell’area geografica

(Nord, Est, Centro e Sud); qui si ¢ deciso di segnalare il range delle medie.
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In questo studio non ¢ dimostrabile la presenza di una correlazione tra eta e
bioaccumulo di ferro nell’organismo, poiché le concentrazioni medie delle diverse
matrici sono simili anche in gruppi di eta diverse. Per esempio, nel fegato la
media piu alta appartiene alla categoria di 8 mesi di eta, con 56,735 mg/kg, e a
quella di 24 mesi, con 53,91 mg/kg, mentre nelle altre oscilla tra 29,11 mg/kg (a
30 mesi) e 47,474 mg/kg (a 12 mesi). Anche nella divisione secondo allevamento
non sono da segnalare differenze significative tra le medie calcolate, eccetto per i
campioni di fegato di Al Khalili, a cui appartengono sia il numero 196 (198,12
mg/kg) che il 197 (48,50 mg/kg), per una media di 123,31 mg/kg, decisamente piu
alta di quella totale; questi soggetti presentano anche una media renale (46,06

mg/kg) superiore a quella d’organo.

ZINCO

Lo zinco ¢ un microelemento essenziale, secondo per abbondanza nel corpo
umano, che gli esseri viventi devono assumere dall’esterno. Tra gli alimenti, la
carne contiene concentrazioni abbastanza elevate di zinco, rappresentandone una
fonte importante nella dieta: infatti, al contrario di altri metalli, il muscolo ¢ sede
di accumulo di questo metallo, presentando concentrazioni molto simili a quelle
epatiche e superiori rispetto a quelle renali (Lopez-Alonso et al., 2000). Questo
trend ¢ visibile anche nei campioni prelevati in Giordania, come descritto in
seguito.

Per la matrice muscolo 1la media riscontrata ¢ 44,323 mg/kg, con range da 22,129
mg/kg (bovino numero 92) a 73,566 mg/kg (bovino numero 137). Alturiqi and
Albedair (2012) riportano che la concentrazione normale di zinco nella carne ¢ di
35-45 mg/kg; la media dei campioni giordani rientra in questo range, ma il 58% di
essi lo supera e il 31% ¢ invece inferiore ad esso.

Nei campioni di fegato della Giordania la media ¢ di 35,347 mg/kg, con valori che

vanno da 19,434 mg/kg a 82,803 mg/kg, mentre nel rene scende a 22,703 mg/kg,

239




con concentrazione massima di 36,594 mg/kg.

Si comincia a parlare di intossicazione da zinco quando la sua concentrazione nel
fegato di bovino ¢ di 600 mg/kg e nel muscolo di 135-175 mg/kg (Lopez-Alonso
et al., 2000); 1 campioni giordani sono tutti abbondantemente al di sotto di tale
limite. Basse concentrazioni di zinco nei campioni (il livello minimo del suo
range normale non viene pero riportato in bibliografia) possono essere attribuite a
bassi livelli dello stesso nel terreno, con conseguente minore sua concentrazione
nei cereali e nel foraggio ingeriti dagli animali. Tale situazione, senza le opportune
integrazioni dell’alimento, predispone i bovini alla carenza (Mariam et al., 2004).
Nella tabella 40 sono riportati alcuni confronti con la letteratura: le concentrazioni
dei campioni giordani sono in linea, per quanto riguarda il muscolo, coi dati
spagnoli (Lopez-Alonso et al., 2000) e con quelli belgi registrati sia in aree rurali
che industrializzate (Waegeneers et al., 2009a). Lo studio condotto in Slovacchia
(Korénekova et al., 2002) fornisce un range molto ampio, poiché in una regione i
valori trovati sono risultati nettamente superiori rispetto alle altre due zone del
Paese; comunque, i dati sono simili al range riscontrato in Giordania per il fegato
e superiori per il muscolo. Tutte le medie giordane sono superiori a quelle trovate
nelle aree rurali d’Egitto, ma inferiori a quelle delle aree urbane (Abou-Arab,
2001), oltre che a quelle trovate in Marocco (Sedki et al., 2003), Pakistan
(Mariam et al., 2004) e Svezia (Johrem et al., 1989). Per la matrice muscolo, 1
livelli giordani sono minori di quelli riscontrati in Arabia Saudita (Alturiqi and
Albedair, 2012) e Brasile (Batista et al., 2012); per il fegato, sono piu bassi di
quelli trovati in Belgio (Waegeneers ef al., 2009a), Canada (Konsrud et al., 1985)
e Galizia (Lopez-Alonso et al., 2000). Le medie del rene sono in linea con quelle
delle aree contaminate del Belgio, ma maggiori di quelle canadesi, spagnole e

olandesi (Ellen et al., 1989).

240




Tabella 40: dati dalla letteratura sui livelli di zinco in muscolo, fegato e rene di

bovini provenienti da vari Paesi. Sono riportate le concentrazioni medie in mg/kg

per ciascun campione = la deviazione standard quando segnalata.

MUSCOLO | FEGATO RENE PAESE ANNO | STUDIO
- 45,1 £16,7 21,9 +£6,8 Canada 1985 Konsrud ef al.
- - 17,9 Olanda 1989 Ellen et al.
49,0 £ 18 40,0 £ 38,5 16,0+1,5 Svezia 1989 Johrem et al.
Galizia Lopez-
46,6 (a) 45,9 (a) 14,0 (a) 2000
(Spagna) Alonso et al.
34,8+15,6 (b) | 22,3+11,1 (b) | 20,4 £5,9 (b) '
Egitto 2001 Abou-Arab
63,3+26,4 (¢) | 49,4 £18.2 (¢c) | 41,6+17,1 (c)
23.712-81,18 | 36,992- Korénekova
- Slovacchia | 2002
(d) 79,946 (d) et al.
123 126 89 Marocco 2003 Sedki et al.
66,26+7,63 58,49+7,01 46,18+10,69 | Pakistan 2004 Mariam et al.
43,3493 (e) | 40,3£22,2 (e) | 18,3%£5,8 (e) Waegeneers
Belgio 2009a
41,2+6,6 (f) 53,9+68.4 (f) | 22,0+5,7 () etal.
36,99-78,15 Arabia Alturiqi  and
- - 2012
(2) Saudita Albedair
210 £ 86 - - Brasile 2012 Batista et al.
44,323+14,3 | 35,347+14,4 | 22,703+4,87 | Giordania | 2013 questo studio

(a) =lo studio divide i risultati tra bovini da carne per sesso; si riporta la media dei maschi.

(b) = bovini allevati in aree rurali;

(c) =Dbovini allevati in aree industriali.

(d) =siriporta il range delle medie registrate in tre regioni del Paese.

(e) =bovini provenienti da aree non contaminate;

(f) =bovini provenienti da aree contaminate.

(g) = lo studio riguarda i vitelli e riporta le medie dei risultati a seconda dell’area geografica

(Nord, Est, Centro e Sud); qui si ¢ deciso di segnalare il range delle medie.
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Analizzando le medie giordane in base all’eta dei soggetti, si vede un aumento
lineare nelle concentrazioni di zinco nel muscolo (da 34,24 mg/kg degli 8 mesi a
42,936 mg/kg dei 12, da 45,938 mg/kg dei 18 a 55,178 mg/kg dei 24 mesi) e nel
fegato (da 22,893 mg/kg a 8 mesi a 40,389 mg/kg a 18 mesi), ma non nel rene.
Lépez-Alonso e colleghi (2000) riferiscono invece una correlazione positiva tra
eta e accumulo di zinco in fegato, rene e muscolo.

Per quanto riguarda gli allevamenti, le concentrazioni medie rispecchiano quelle
d’organo eccetto in quello di Al Khalili, dove sono inferiori, in quello di Samara,
dove sono superiori per muscolo e fegato, e in quello di Qaddoumi, dove la media
¢ maggiore per il muscolo.

Lo studio belga (Waegeneers ef al., 2009a) riporta una correlazione positiva tra i
livelli di cadmio e di zinco in fegato e rene, dove entrambi si trovano legati dalla
metallotioneina presente; all’aumentare della concentrazione di cadmio, aumenta
anche quella di zinco. L’autore trova una correlazione analoga tra piombo, cadmio
e zinco a livello renale. In base ai dati a disposizione, non ¢ stato possibile trovare

tale riscontro nei campioni giordani.
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CROMO

Il cromo ¢ un metallo ¢ essenziale per I’'uomo che, come gia detto in precedenza,
deve assumerne 50-200 pg al giorno. Gli alimenti che contengono le maggiori
quantita di cromo sono di origine vegetale, anche se ad esse possono contribuire
gli eventuali processi di lavorazione, trasformazione e arricchimento subiti dalla
materia prima. Dati inglesi (gia riportati in precedenza) segnalano invece che la
maggiore concentrazione di cromo si trova nei prodotti a base di carne ed ¢ pari a
0,230 mg/kg (EVM, 2003).

Nei campioni di muscolo provenienti dalla Giordania, la concentrazione media di
cromo ¢ pari a 0,213 mg/kg, con un range variabile da 0,105 mg/kg (bovino
numero 75) a 0,819 mg/kg (numero 84); quest’ultimo campione supera
notevolmente la media, in quanto gli altri presentano tutti valori inferiori a 0,4
mg/kg. Nei campioni di fegato la concentrazione media ¢ minore, 0,155 mg/kg,
con un range meno ampio del precedente, da 0,075 mg/kg (bovino numero 61) a
0,286 mg/kg (bovino numero 152). Per la matrice rene il valore medio di cromo ¢
simile al fegato, 0,159 mg/kg, con un range di 0,134-0,211 mg/kg (rispettivamente
dei bovini 116 e 58). In Olanda (Ellen et al., 1989) il valore massimo di cromo
segnalato nel rene ¢ maggiore, pari a 1,04 mg/kg; ’autore in questo caso non
esclude la contaminazione del campione durante la sua processazione.

Le concentrazioni rilevate nei campioni giordani sono inferiori a quelle registrate
in Palestina (Swaileh et al., 2009) in muscolo (0,70 mg/kg), fegato (3,62 mg/kg) e
rene (1,33 mg/kg); sono invece superiori a quelle trovate in Svezia, dove 1 livelli
per le matrici muscolo e rene sono sempre inferiori a 0,010 mg/kg, il limite di
rivelazione del metodo, e per il fegato sono molto vicini al LOD, in media
0,012+0,025 (Jorhem et al., 1989). Anche in un altro studio circa il 50% dei
campioni di rene risulta al di sotto del limite di rivelazione del metodo, pari a
0,010 mg/kg (Ellen et al., 1989). Valutando le medie delle differenti classi di eta
dei bovini giordani, non sembra esserci alcuna correlazione tra esse e la

concentrazione di cromo, poiché presentano valori molto simili tra loro ed in linea
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con quelli medi d’organo. Anche tra i diversi allevamenti le concentrazioni sono
simili; le uniche medie che si discostano sono quelle della matrice muscolo, in
eccesso per ’allevatore Salaymeh (0,391 mg/kg, ma a lui appartiene il bovino 84)

e in difetto per Saadi (0,143 mg/kg).

MANGANESE

Il manganese ¢ un metallo essenziale per gli organismi viventi, la cui dose
giornaliera raccomandata per ['uomo ¢ di 2-5 mg; se assunto in dosi eccessive
comporta degli effetti nocivi sulla salute, gia descritti in precedenza.

Nei 29 campioni di muscolo giordani, la concentrazione media di manganese ¢
0,183 mg/kg, con range da 0,049 mg/kg (bovino numero 152) a 0,362 mg/kg
(bovino numero 30). E interessante notare come il muscolo del bovino 152
presenti valori al di sotto della media anche per ferro, rame, zinco e selenio,
mentre le sue concentrazioni di elementi non essenziali siano sempre al di sotto
del LOD; la femmina numero 30 presenta invece valori superiori alla media anche
per alluminio, cromo, ferro, zinco, arsenico, cadmio e piombo.

Nei campioni di fegato la concentrazione media ¢ di 1,47 mg/kg, con range
compreso tra 0,087 mg/kg (bovino numero 196) e 2,621 mg/kg (numero 137). Per
la matrice rene il valore medio ¢ 0,692 mg/kg, con range di 0,198-1,580 mg/kg.
Questi dati confermano che la carne e le frattaglie non rappresentano la fonte
principale di manganese per I’uomo; infatti, rispetto al fegato, che ¢ la matrice che
ha la maggiore concentrazione, i cereali e le noci ne contengono dai 10 ai 20
mg/kg (EFSA, 2006).

Come si pud vedere nella tabella 41, i risultati riscontrati in Giordania sono
inferiori rispetto a quelli di altri studi, eccetto per la matrice muscolo, per la quale
sono in linea con quelli brasiliani (Batista et al., 2012) e superiori a quelli svedesi

(Johrem et al., 1989).
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Tabella 41: dati dalla letteratura sui livelli di manganese in muscolo, fegato e rene di
bovini provenienti da vari Paesi. Sono riportate le concentrazioni medie in mg/kg

per ciascun campione = la deviazione standard quando segnalata.

MUSCOLO | FEGATO RENE PAESE ANNO | STUDIO
- - 1,03 Olanda 1989 Ellen et al.
0,093 £0,044 | 3,2 +0,67 1,1 £0,24 Svezia 1989 Johrem et al.
L1208 (a) | 48221 () | 23%L1(a) _

Egitto 2001 Abou-Arab
1,4£1,0 (b) 4,3+1,0 (b) 3,4+1,7 (b)

Arabia Alturiqi
1,01-16,32 (¢) | - - 2012

Saudita Albedair
0,228 £0,17 - - Brasile 2012 Batista et al.

0,183 £ 0,11 1,47 +£0,53 0,692 + 0,44 Giordania 2013 questo studio

(a) = bovini allevati in aree rurali;
(b) = bovini allevati in aree industriali.
(c) = lo studio riguarda i vitelli e riporta le medie dei risultati a seconda dell’area geografica

(Nord, Est, Centro e Sud); qui si ¢ deciso di segnalare il range delle medie.

I manganese, essendo un elemento essenziale, non tende ad accumularsi nei
tessuti animali, tanto che in base alle classi di eta dei bovini analizzati non si
notano differenze significative nella sua concentrazione, eccetto nel soggetto di 30
mesi (numero 46). Quest’ultimo, infatti, presenta valori sotto la media sia nel
muscolo che nel fegato per Cr, Cu, Fe, Mn e sotto il LOD per tutti i metalli
pesanti, pur essendo il bovino con I’eta maggiore. Il numero 46 appartiene
all’allevamento di Alawneh con il bovino numero 152 (di cui abbiamo gia
descritto le caratteristiche), col numero 1 e col numero 46; questi ultimi
presentano concentrazioni muscolari ed epatiche al di sotto della media d’organo
per la maggior parte degli elementi essenziali quali Co, Cr, Cu, Fe ¢ Mn non
rivelabili o basse per quelli non essenziali quali As, Cd e Hg. Si conclude che per
tali metalli le concentrazioni medie di questo allevamento sono inferiori rispetto
agli altri; bisognerebbe valutare le caratteristiche del suolo e dell’alimento loro

fornito per giustificare questa tendenza.

245




Tra gli altri allevamenti giordani, quello di Qaddoumi presenta una
concentrazione media epatica di manganese superiore alla media (2,084 mg/kg) e

quello di Abu Saim una quota renale superiore alla media (0,814 mg/kg).

SELENIO

Il selenio ¢ un elemento essenziale di cui la carne rappresenta un’importante fonte
per I’'uomo, fornendo il 36% della dose giornaliera raccomandata (FDA, 1982).
Dato che la carenza di selenio causa patologie debilitanti negli animali, negli
allevamenti viene aggiunto sotto forma di additivo nei mangimi, cosi che le
concentrazioni tissutali dei bovini trattati tendono ad essere piu elevate. Negli
ultimi anni tuttavia, soprattutto in Europa, la comparsa di aziende biologiche,
dove agli animali non vengono dati tali supplementi alla dieta, ha comportato una
diminuzione di queste concentrazioni; di conseguenza, la quantita di elemento nei
loro tessuti dipende dalla quota che si trova naturalmente nei mangimi e nei
terreni dove le piante vengono coltivate (Ghita et al.,2009).

Essendo un elemento essenziale, tutti 1 campioni provenienti dalla Giordania
presentano una concentrazione rivelabile di selenio. Per la matrice muscolo, il
valore medio ¢ di 0,320 mg/kg, con un range di 0,138-1,096 mg/kg. Nei campioni
di fegato, la concentrazione media ¢ di 0,6281 mg/kg, con un valore massimo di
4,001 mg/kg del numero 4, ’unico superiore a 1,1 mg/kg. Nel rene la media ¢ di
1,16 mg/kg, con range da 0,349 mg/kg a 2,672 mg/kg. Le concentrazioni piu alte
per tutte le matrici appartengono al bovino numero 4 che, soprattutto per fegato e
muscolo, si discosta molto dal valore medio d’organo. Nei nostri campioni,
quindi, 1 livelli medi di selenio sono piu alti nel rene, seguito dal fegato e dal
muscolo; tale ordine decrescente ¢ in linea con quello riportato da Ullrey (1987).
La concentrazione media nella carne risulta essere inferiore a quella di 0,009-
0,011 mg/kg riscontrata in Romania (Ghita et al., 2009) e in linea con quella

registrata in Brasile di 0,257 mg/kg, con un range di 0,042-1,076 mg/kg (Batista
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et al., 2012). 11 valore giordano per il muscolo ¢ superiore a quello svedese (0,030
mg/kg), cosi come per il fegato (0,10 mg/kg, con valore massimo di 0,16 mg/kg) e
per il rene (0,86 mg/kg, picco di 1,3 mg/kg); ’autore perd precisa che in
Scandinavia 1 livelli di selenio nel suolo sono tipicamente bassi, tanto che agli
animali deve essere fornito come supplemento nel mangime (Johrem et al., 1991).
I valori giordani per fegato e rene sono maggiori anche a quelli canadesi,
rispettivamente pari a 0,26 mg/kg e 0,77 mg/kg (Konsrud et al., 1985).

Negli USA, ’ATSDR segnala come valore medio per il muscolo 0,251-0,256
(massimo 0,439 mg/kg) e per il fegato 0,650 mg/kg; in questo caso il confronto
non ¢ attuabile, poiché nella stessa matrice sono compresi sia campioni analizzati
tal quali sia dopo cottura, processo che fa evaporare parte dell’acqua,
concentrando cosi gli elementi presenti (ATSDR, 2003).

Nei campioni giordani, non sono visibili differenze significative in base all’eta.
Tra i diversi allevamenti, [’unico che si discosta dalla media ¢ quello di Abu Saim,
sia per il muscolo (0,432 mg/kg), sia per il fegato (1,015 mg/kg), sia per il rene
(1,365 mg/kg); bisogna comunque ricordare che a questo allevatore appartiene il

bovino numero 4.
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COBALTO

Il cobalto ¢ un elemento essenziale in quanto entra nella composizione della

cobalamina o vitamina B ,, di cui I’'uomo ha bisogno per una dose giornaliera pari

a 1 pg. Il cobalto ¢ presente in basse concentrazioni negli alimenti; la carne rossa
e il fegato rappresentano, insieme ad altri prodotti di origine animale, delle
importanti fonti di assunzione per la popolazione.

In tutti 1 campioni di muscolo prelevati in Giordania la concentrazione di cobalto
¢ al di sotto del LOD; 1 dati sono comunque in linea con quelli registrati in Spagna
(Blanco-Penedo et al., 2010), dove la media per bovini di aziende diverse ¢
sempre inferiore a 0,005 mg/kg, e con quelli trovati in Svezia (Johrem et al.,
1989), dove si segnala una media di 0,001 mg/kg. In Brasile (Batista et al., 2012)
la concentrazione nel muscolo ¢ maggiore, 0,0168+0,0156 mg/kg, con range da
0,001 mg/kg a 0,068 mg/kg.

Nei campioni di fegato giordani la media d’organo (escluso il numero 196 che si
trova sotto al LOD) ¢ 0,039 mg/kg, con un range da 0,005 mg/kg del numero 93 a
0,064 mg/kg del numero 54. E interessante sottolineare che il bovino 54 presenta
valori epatici superiori alla media per tutti gli elementi essenziali eccetto il rame,
oltre a valori elevati per cadmio e piombo; al contrario, i bovini 93 e 196
presentano valori inferiori alla media per tutti 1 gli elementi essenziali eccetto il
ferro e non rivelabili per i metalli non essenziali. Nella matrice rene, invece, il
numero 93 presenta la concentrazione maggiore di cobalto tra tutti i campioni,
0,038 mg/kg, piu del doppio della media di 0,016 mg/kg.

I dati giordani indicano che ¢ il fegato I’organo con le maggiori concentrazioni di
cobalto, seguito dal rene e dal muscolo; cio trova conferma in uno studio svedese
(Johrem et al., 1989), dove la media epatica ¢ di 0,043 mg/kg, con valore
massimo di 0,074 mg/kg, a fronte di quella renale di 0,008 mg/kg (che, secondo
I’autore, ¢ inferiore rispetto alle previsioni) e di quella muscolare di 0,001 mg/kg.
Dato che nessuno studio segnala un range di riferimento per definire adeguata o
meno la concentrazione muscolare di cobalto, si pud ipotizzare che quando

I’apporto dell’elemento con la dieta ¢ appropriato 1 soggetti presenteranno valori
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maggiori in muscolo, fegato e rene; al contrario, quando i livelli di metallo sono
bassi nella dieta, il bovino interessato presentera concentrazioni inferiori nei suoi
tessuti (Blanco-Penedo ef al., 2010).

I valori medi di cobalto delle diverse categorie d’eta dei campioni giordani non
sono molto diversi rispetto a quelli d’organo; si sottolinea soltanto che la media
epatica ¢ maggiore nel soggetto di 24 mesi (0,054 mg/kg) e in quello di 30 mesi
(0,045 mg/kg), ma non ¢ correlata ad un bioaccumulo di metallo.

Per quanto riguarda i diversi allevamenti giordani, rispetto alla media d’organo
quello di Saadi presenta valori superiori per il fegato (0,042 mg/kg) ma inferiori
per il rene (0,008 mg/kg), quello di Salaymeh un livello epatico piu alto (0,049
mg/kg) e quello di Al Khalili presenta quote piu basse sia per il fegato (0,023
mg/kg) sia per il rene (0,010 mg/kg).

ARGENTO

L’argento ¢ un metallo non essenziale per gli organismi viventi che puo risultare
tossico per I’uomo, anche se, come detto in precedenza, i suoi effetti nocivi non
sono del tutto conosciuti. La maggiore fonte di contaminazione per la popolazione
¢ rappresentata dagli alimenti; in particolare la carne, il pesce e il pollo
contengono, in media, 0,015 mg/kg di argento (Cunningham and Stroube, 1987).

Dato che questo metallo ha la tendenza, una volta ingerito, ad accumularsi nel
fegato e nel rene piu che in altri organi, in essi si registreranno le maggiori
concentrazioni (ATSDR, 1990). Nei campioni giordani analizzati, infatti, mentre
nel muscolo il suo valore ¢ sempre al di sotto del LOD, nel fegato la
concentrazione media ¢ di 0,0116 mg/kg; anche in questo organo, pero, il 66% dei
campioni presenta una quantita di argento al di sotto del limite di rivelazione. Il
valore epatico massimo ¢ 0,036 mg/kg (bovino numero 116), seguito da 0,021
mg/kg (numero 5) e 0,020 mg/kg (numero 152). Soltanto un campione di rene,
appartenente al bovino 93, presenta una concentrazione di argento superiore a
0,005 mg/kg, pari a 0,010 mg/kg. E interessante sottolineare che questo stesso

campione renale presenta i maggiori valori di manganese, cobalto, rame e zinco.

249




Le concentrazioni medie epatiche nelle diverse categorie di eta dei bovini giordani
sono molto simili. Alcune differenze si possono notare, invece, tra gli allevamenti:
in quelli di Abu Said e di Salaymeh la media di 0,007 mg/kg ¢ inferiore a quella
d’organo, mentre in quelli di Alawneh e di Saadi le medie, rispettivamente di
0,013 mg/kg e di 0,015 mg/kg, sono superiori a quella epatica totale.

L’unico riscontro in letteratura sulle concentrazioni di argento nei bovini ¢ uno
studio (Roggeman et al., 2014) condotto su vacche sia da latte (razza Holstein)
sia da carne (razza Galloway), con piu di 5 anni di eta e macellate in Belgio. Pur
non riportando i livelli di argento trovati, 1’autore afferma che le maggiori
concentrazioni di metallo si riscontrano nel fegato e che le vacche provenienti da

aree piu inquinate ne contengono livelli maggiori di quelle allevate in zone rurali.

CONSIDERAZIONI FINAL/

La presenza di metalli non essenziali come contaminanti negli alimenti destinati al
consumo umano, in particolare nella carne e negli organi bovini, rappresenta un
problema nell’ambito della tutela della salute pubblica. Al contrario, dato che tali
prodotti sono anche fonte di numerosi elementi essenziali, la loro capacita di
soddisfare 1 fabbisogni giornalieri dell’'uomo ¢ molto importante, soprattutto in
quei Paesi in cui il consumo pro capite di carne sta gradualmente aumentando.

Lo scopo di questo studio ¢ stato valutare la concentrazione di 13 elementi
chimici, sia essenziali sia non essenziali, in differenti campioni di muscolo, fegato
e rene, tutte matrici potenzialmente edibili, di bovini allevati e macellati in
Giordania, in modo da valutare la sicurezza del loro consumo da parte dell’uomo.
Confrontando le concentrazioni medie dei diversi metalli nei tre tipi di matrice
risulta che lo zinco, il cromo, 1’alluminio e 1’arsenico tendono ad accumularsi
maggiormente nel muscolo, il mercurio, il piombo, il rame, il ferro, il manganese,
il cobalto e I’argento nel fegato e il cadmio e il selenio nel rene.

In questo studio nessun campione supera i livelli massimi stabiliti dalla normativa
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europea per quanto riguarda cadmio e piombo, presentando concentrazioni per
questi due elementi inferiori rispetto ai dati raccolti dall’EFSA. Dato che la
legislazione europea per i metalli ricercati riguarda solo questi due elementi, ¢
interessante confrontare i risultati medi degli altri metalli nelle matrici dove sono
presenti alle maggiori concentrazioni con i corrispondenti livelli minimi di rischio
(MRLs, Minimum Risk Levels), calcolati dall’ATSDR su un’esposizione di tipo
orale cronica (ATSDR, 2012). Per I’arsenico I'MRL per 1’'uomo ¢ definito per
I’ingestione di 0,0003 mg/kg di peso corporeo al giorno, cio¢ di 0,021 mg per un
individuo di 70 kg; in base alla concentrazione media giordana di 0,043 mg/kg per
il muscolo, una persona ne puo ingerire 480 g al giorno senza manifestare effetti
tossici. Per I’alluminio ’'MRL ¢ di 1 g/kg/giorno, pari a 70 g per una persona di
70 kg, che dovrebbero ingerire 30,39 kg al giorno di carne giordana per superare
tale limite. Per il cromo I'MRL ¢ di 0,0009 mg/kg giorno, 0,063 mg per 70 kg;
dato che la concentrazione massima nei campioni giordani ¢ a livello muscolare,
un uomo potrebbe mangiare 290 g di carne senza oltrepassare il limite. Per il
rame, ’MRL ¢ stabilito a 0,01 mg/kg/giorno, quindi una persona dovrebbe
mangiare piu di 240 g di muscolo e di 24 g di fegato per ingerire una dose tossica.
Dato che la media di consumo giornaliero di frattaglie, in Europa, ¢ di 2-13 g
(EFSA, 2009b), la concentrazione media d’organo non rappresenta un pericolo;
soltanto il fegato del bovino 142, con una concentrazione di 164,064 mg/kg, fa
scendere a 4 g la sua quantita che pud essere ingerita senza effetti negativi.
L’MRL dello zinco ¢ pari a 0,3 mg/kg/giorno, quello del selenio ¢ di 0,005
mg/kg/giorno, quindi una persona di 70 kg dovrebbe mangiare, rispettivamente,
470 g e 1,09 kg di carne per superare il loro limite di sicurezza. Infine, per il
cobalto ’MRL ¢ di 0,01 mg/kg/giorno, corrispondente all’assunzione di 17 kg di
fegato; neppure per questo metallo si presenta alcun problema.

Gli elementi essenziali non compresi nell’elenco precedente, cioe ferro e
manganese, nei campioni giordani presentano concentrazioni medie per lo piu
inferiori rispetto a quelle trovate in letteratura; essendo la carne rossa e le
frattaglie fonti molto importanti di ferro per 'uomo, 1 suoi bassi livelli medi
presenti dovrebbero essere maggiormente indagati.

Per gli ultimi due metalli non essenziali, mercurio e argento, le concentrazioni nei

251




campioni analizzati sono per la maggior parte non rivelabili e, qualora
quantificabili, sono comunque basse.

In conclusione, di puo affermare che i campioni di bovini giordani sono sicuri per
quanto riguarda gli elementi non essenziali; per quelli essenziali, invece, singoli
casi presentano concentrazioni rispetto alla media o inferiori (predisponendo i

consumatori ad una possibile carenza) o troppo alte (predisponendoli a tossicita).
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NEONICOTINOIDI
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Infroduzione

Negli ultimi 70 anni, i pesticidi sono diventati parte integrante della moderna
agricoltura. Per quanto essi vengano applicati secondo le norme stabilite a livello
nazionale o europeo, inevitabilmente 1 loro residui finiscono nei piatti dei
consumatori, sia direttamente, perché¢ presenti in frutta o verdura, sia
indirettamente, attraverso le carni e i prodotti di origine animale. Per garantire la
sicurezza dei  consumatori, esistono leggi che regolamentano la
commercializzazione e l'uso dei prodotti fitosanitari, ¢ che fissano i livelli
massimi che possono essere presenti negli alimenti.

I neonicotinoidi sono insetticidi sistemici neurotossici, che agiscono per via orale
e per contatto. Sono utilizzati in agricoltura per combattere insetti fitofagi e
fitomizi appartenenti agli ordini degli Omotteri, Lepidotteri, Coleotteri e
Tisanotteri. Alcuni di essi, sono anche utilizzati in campo veterinario come
antiparassitari, poiché efficaci contro le pulci, ed in ambito domestico, per
combattere infestazioni da scarafaggi o termiti.

La loro comparsa nel mondo agricolo ¢ relativamente recente, il primo
neonicotinoide, 1'imidacloprid, ¢ stato lanciato sul mercato nel 1991. La loro
carriera ventennale si ¢ contraddistinta per l'enorme successo ottenuto, basti
pensare che tuttora sono tra i pesticidi piu venduti al mondo. Considerati tra 1
possibili responsabili del declino di api da miele iniziato sette anni fa in molti
Paesi dell'emisfero nord del mondo, oggi, dopo lunghe battaglie, che hanno visto
protagonisti diversi Stati europei, apicoltori, case produttrici di pesticidi ed
opinione pubblica, ¢ stato approvato a livello europeo il divieto, seppur
temporaneo, di utilizzo di  tre neonicotinoidi: imidacloprid, clothianidin e
thiamethoxam, che ¢ entrata in vigore dal 1 dicembre 2013.

II latte ¢ una possibile via d'esposizione dell'uvomo ai neonicotinoidi poiche ¢ un
alimento consumato abitualmente da molti sia come bevanda, sia come
ingrediente base dei prodotti lattiero caseari. Animali alimentati con erba fresca o
foraggi trattati, possono produrre latte contenente tracce di questi composti.

I1 presente lavoro, realizzato in collaborazione con la Jordan University of Science
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and Tecnology di Irbid, verte sull'analisi di campioni di latte ovino e bovino
prelevati in Giordania ed ha la finalita di valutare presenza e livelli di quattro

neonicotinoidi: imidacloprid, acetamiprid, thiamethoxam e thiacloprid.

255




INSETTICIDI NEONICOTINOIDI

Storia e classificazione

I neonicotinoidi sono composti ad azione insetticida, utili per combattere insetti ed
altri artropodi dannosi, sia in campo agricolo sia in ambito domestico.
Attualmente, sono tra i pesticidi piu utilizzati in agricoltura. A livello mondiale, la
loro vendita comporta un fatturato di circa un bilione di dollari l'anno, pari a I'l 1-
15% dell'intero mercato dei pesticidi (Tomizawa and Casida, 2005). Il loro
successo ¢ legato all'ampio spettro d'azione, alla capacita di diffusione sistemica e
translaminare, alla marcata attivita residua e al meccanismo d'azione.

Company intraprende una ricerca volta alla sintesi di nuovi insetticidi.
Inizialmente, l'attenzione ¢ puntata sul composto 2-dibromonitrometil-3-
metilpiridina, sul quale vengono effettuati vari test da cui emerge che la molecola
¢ dotata di una blanda azione insetticida. Vengono, quindi, apportate delle
modifiche alla struttura della 2-dibromonitrometil-3-metilpiridina e nasce la
nitiazina, un nitrometilene eterociclico con buona attivita insetticida ma
fotosensibile, caratteristica che non lo rende utilizzabile in agricoltura. A partire
dal 1979, chimici della Nihon Bayer Agrochem lavorano alla modifica della
struttura della nitiazina. Il primo tentativo di modifica non porta a risultati
soddisfacenti: l'introduzione del gruppo cloropiridinilmetilico conferisce al
composto una spiccata attivita insetticida, ma ¢ fotosensibile. E nel 1985 che,
finalmente, viene sintetizzato il primo neonicotinode: l'imidacloprid, grazie alla
sostituzione del nitrometilene con la nitroguanidina, la quale conferisce al
composto fotostabilita. Si tratta di una molecola dotata di un eccellente potere
insetticida e, nello stesso tempo, di fotostabilita, caratteristica che ne permette

l'utilizzo in agricoltura.
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Al precursore imidacloprid seguono acetamiprid, nitempyram e thiacloprid,
accomunati dalla presenza del gruppo eterociclico 6-cloro-3-piridilmetile nella
loro molecola. Essi rappresentano i neonicotinoidi di prima generazione, anche
detti pesticidi cloronicotinili perche dotati di un gruppo cloropiridile (Tomizawa
and Casida, 2005). Sono poi sintetizzati i neonicotinoidi di seconda generazione,
clothianidin e il thiamethoxam, ottenuti per sostituzione del gruppo cloropiridile
con il gruppo clorotiazolico. Sono anche detti pesticidi tianicotinili, per la
presenza nella loro struttura del gruppo clorotiazolico (Sheets, 2001). Il
dinotefuran ¢ il neonicotinoide piu di recente sintetizzato, unico rappresentante
della terza generazione. Si caratterizza per la presenza di un gruppo
tetraidrofuranico nella molecola.

I neonicotinoidi, oltre a poter essere classificati per generazione, possono anche
essere distinti sulla base del farmacoforo posseduto. Il farmacoforo ¢ l'unita
strutturale della molecola responsabile dell'attivita biologica e permette di
suddividere i neonicotinoidi in tre gruppi: quello delle N-nitroguanidine, a cui
appartengono imidacloprid, clothianidin, thiamethoxam e dinotefuran, quello delle
N-cianoammidine, di cui fanno parte acetamiprid e thiacloprid, e quello dei
nitrometileni, di cui il nitenpyran ¢ 1'unico rappresentante (Elbert et al., 2008).

La denominazione generica di neonicotinoidi sta a sottolineare che essi sono
innovativi, per ci0 che riguarda il meccanismo d'azione e le caratteristiche
strutturali, rispetto alla nicotina e ai composti ad essa correlati, i nicotinoidi.
Rispetto a quest'ultimi, mostrano una maggiore efficacia come insetticidi ed una
minor tossicita nei confronti dei mammiferi (Matsuda et al., 2009; Elbert et al.,
2008). I composti attualmente in uso sono sette e di questi I'imidacloprid, ¢ stato il
primo ad essere immesso sul mercato, nel 1991, seguito poi, nei 10 anni
successivi, da acetamiprid, nitenpyram, thiamethoxam, thiacloprid, clothianidin e

dinotefuran (Elbert et al., 2008).
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Meccanismo d'azione

I neonicotinoidi sono pesticidi neurotossici, che agiscono come agonisti a livello
dei recettori nicotinici dell'acetilcolina (nAChRs).

Per agonista si intende una sostanza che ha affinita ed esercita stimolazione nei
confronti di una attivita fisiologica a livello di recettori cellulari normalmente
stimolati da sostanze naturali.

Siti target dei neonicotinoidi sono i recettori nicotinici, che rappresentano degli
specifici siti biochimici dell'organismo con i quali gli insetticidi interagiscono per
creare effetti tossici. Appartengono alla famiglia dei recettori-canale cationici e
sono situati a livello di membrana post-sinaptica delle sinapsi colinergiche, in
vertebrati ed invertebrati (Erdmanis ef al., 2012). A livello di sinapsi colinergiche
sono presenti due tipi di recettori: nicotinici e muscarinici. La differenziazione tra
i due tipi recettoriali si basa sulla sensibilita verso sostanze esogene come la
nicotina e la muscarina, differenza da cui deriva la loro denominazione. Infatti, i
recettori colinergici muscarinici sono, attivati, oltre che dall'acetilcolina, dalla
muscarina. La muscarina ¢ un alcaloide presente in alcuni funghi, in particolare in
quelli del genere Inocybe e Clitocybe, ed agisce come agonista a livello dei
recettori muscarinici. Analogamente, 1 recettori colinergici nicotinici sono attivati,
non solo dall'acetilcolina, ma anche dalla nicotina; alcaloide contenuto in
numerose piante, ma soprattutto nella pianta Nicotiana tabacum, dove la sua
funzione ¢ probabilmente quella di proteggere il vegetale dall'attacco degli insetti.
Anche la nicotina agisce come agonista a livello di sinapsi colinergiche, ma 1
recettori a cui si lega sono, ovviamente, i nicotinici (Stenersen, 2004).

A differenza dei recettori muscarinici, costituiti da una singola catena peptidica, i
recettori nicotinici posseggono una struttura pentamerica, formata, cioe, da cinque
subunita proteiche che delimitano il canale ionico. I recettori nicotinici, in base
alle subunita che 1i costituiscono, vengono indicati come omopentameri o
eteropentameri. I primi presentano subunita con struttura primaria sovrapponibile,

sono, ciog, costituiti dalle sole subunita a, 1 secondi, invece, posseggono subunita

258



con struttura primaria diversa, derivante dalla combinazione di subunita o e non-a.
Studi effettuati sui recettori nicotinici dei mammiferi, hanno dimostato che diverse
combinazioni di tali subunitd creano recettori con differente sensibilita
all'acetilcolina e/o profilo farmacologico variabile (Erdmanis ez al., 2012).
Nei vertebrati i1 recettori nicotinici sono localizzati a livello di placca
neuromuscolare dei muscoli scheletrici e di neuroni del sistema nervoso centrale e
periferico. Negli insetti i1 recettori nicotinici sono distribuiti nell'organismo ed in
particolare si trovano a livello di sistema nervoso centrale. Essi sono fondamentali
per la trasmissione nervosa e rappresentano i target dei pesticidi neonicotinoidi.
Essendo l'acetilcolina il principale neurotrasmettitore eccitatorio a livello di SNC
negli insetti, a differenza dei mammiferi in cui ¢ il glutammato, viene favorita la
selettivita di determinati insetticidi neurotossici per i1 recettori nicotinici da loro
posseduti (Vo et al., 2009).
In condizioni fisiologiche, ¢ l'acetilcolina (Ach), neurotrasmettitore del sistema
nervoso colinergico, ad interagire con il recettore, cosi da permettere la
trasmissione degli impulsi elettrici, o potenziali d'azione, a livello sinaptico.
E contenuta in vescicole ancorate alla membrana presinaptica, dalle quali
fuoriesce per esocitosi. Una volta rilasciata nello spazio sinaptico, va a legarsi ai
recettori nicotinici situati a livello di membrana postsinaptica e media il passaggio
di ioni e la neurotrasmissione a livello di sinapsi. E classificata come
neurotrasmettitore eccitatorio poiché attiva i canali del sodio dei neuroni post-
sinaptici, stimolando la formazione di nuovi potenziali d'azione.
Il meccanismo d'azione dell' ACh puo essere riassunto in tre passaggi (Fig.10):

e liberazione del neurotrasmettitore e suo legame con il recettore nicotinico

a livello di sito di legame;
e modificazione strutturale del recettore e apertura del canale ionico, con

conseguente flusso intracellulare di Na ed extracellulare di K;

e idrolisi dell'acetilcolina ad opera dell' enzima acetilcolinesterasi.
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Fig.102 Neurotrasmissione a livello di recettori nicotinicini della'acetilcolina.
L'ACh ¢ rilasciata a livello presinaptico e si lega ai nAChRs, cido determina
l'attivazione dei canali ionici. L'ACh ¢, poi, idrolizzata dall'enzima

aceticolinesterasi (Tomizawa and Casida, 2003).

I neonicotinoidi agiscono come acetilcolinomimetici.

Essendo degli agonisti, si sostituiscono all'acetilcolina nel legame con il recettore
e tale legame determina l'apertura dei canali cationici non selettivi con
conseguente flusso intracellulare di Na/Ca extracellulari ed uscita di K
intracellulare. I neonicotinoidi, perd, non possono essere degradati dall'enzima
acetilcolinesterasi e si ha, quindi, la continua attivazione del recettore e la
persistente depolarizzazione neuronale, con conseguente alterazione della
trasmissione  nervosa. L'interazione neonicotinoide-recettore  determina,
inizialmente, 'accentuazione della trasmissione nervosa a livello sinaptico, poi il
blocco della stessa. Il legame dei neonicotinoidi ai recettori nicotinici € reso
possibile grazie alla somiglianza della loro struttura molecolare con quella
dell'acetilcolina per dimensioni e distribuzione delle cariche elettriche. Il recettore
non ¢, quindi, in grado di distinguere tra sostanze endogene ed esogene ed il

risultato ¢ la sua iperstimolazione (Bostanian, 2005). L'insetto, dopo aver ingerito
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il pesticida o essere venuto a contatto con esso, presentera tremori generalizzati
seguiti da paralisi e poi andra incontro a morte. Alcune formulazioni presenti sul
mercato contengono anche sostanze sinergiche in grado di inibire la degradazione

ossidativa del neonicotinoide e prolungarne I'effetto (Sheets, 2001).

Principi della selettivita per gli invertebrati

La fossicita selettiva ¢ intesa come capacita di un pesticida di agire in maniera
efficace nei confronti delle specie target e di avere effetti limitati, o nulli, sulle
altre specie che vengono a contatto con esso. Un insetticida, se selettivo, sara
anche privo di potenziali rischi per l'uomo e per le specie non target.

I neonicotinoidi sono considerati insetticidi selettivi, caratteristica che li
differenzia nettamente dai nicotinoidi, i quali si legano ai siti recettoriali dei
mammiferi con affinita pari a quella mostrata per 1 siti recettoriali degli
invertebrati. Per spiegare 1 motivi della selettivita di questa classe di insetticidi nei
confronti degli insetti, si sono studiate le interazioni tra i principi attivi dei
neonicotinoidi e 1 siti di legame a livello di recettori nicotinici, utilizzando come
surrogato strutturale le proteine leganti l'acetilcolina di un mollusco, la Lymnaea
stagnalis, le quali mostrano omologia con 1 gruppi N-terminali delle subunita o7
dei siti di legame. Si € scoperto che ad essere determinanti per la selettivita sono 1
gruppi elettronegativi N-ciano ed N-nitro posseduti dai neonicotinoidi ed i residui
amminoacidici presenti a livello recettoriale negli insetti (Fig. 3). Tra gruppi
elettronegativi e residui amminoacidici si instaurano legami a idrogeno e
interazioni elettrostatiche. A prova di cio, si € osservato che la mutazione in
alcuni polli dei residui amminoacidici dell'anello D in residui basici ha
determinato la comparsa di sensibilita ai neonicotinoidi.

Mentre 1 residui amminoacidici negli insetti sono carichi positivamente e danno
luogo ad una interazione positiva con i neonicotinoidi, quelli dei mammiferi sono

carichi negativamente e generano un effetto di repulsione (Tomizawa, 2004).
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Fig.11: Caratteristiche molecolari dell'imidacloprid (a sn), rappresentante dei
neonicotinoidi, e del des-nitro-imidacloprid (a dx), rappresentante dei nicotinoidi,
che conferiscono selettivita ai primi per i recettori nicotinici degli insetti, ai

secondi per 1 recettori nicotinici dei mammiferi (Tomizawa and Casida, 2003).

Specie bersaglio

I neonicotinoidi vengono utilizzati in agricoltura perché efficaci nei confronti di
insetti fitofagi e fitomizi appartenenti agli ordini degli Omotteri, Lepidotteri,

Coleotteri e Tisanotteri (www.agraria.org/entomologia-agraria).

Alcuni neonicotinoidi trovano applicazione anche in campo veterinario, perché
efficaci nei confronti delle pulci, e in ambito domestico per eliminare insetti

infestanti come scarafaggi e termiti (Elbert ef al., 2008).
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Formulazioni e modalita di impiego in agricoltura

I principi attivi neonicontinoidi sono presenti sul mercato in formulazioni solide e
liquide, che li rendono applicabili a livello di foglie, terreno e semi.

Sono applicate soprattutto a livello di terreno, raramente sulle foglie poiché, se
asciutte, solo una piccola quantita vi aderisce (Hassal, 1990). La concia delle
sementi ¢ una particolare tecnica di impiego dei neonicotinoidi. Consiste nel
rivestire il seme con una pellicola imbevuta di neonicotinoide, il quale si
distribuira in modo sistemico nella pianta quando questa iniziera il suo sviluppo.
Tale tecnica presenta come vantaggi la protezione della pianta fin da giovane, la
riduzione della quantita di principio attivo utilizzata, la minor esposizione degli
operatori ai fitofarmaci. Viene utilizzata per il trattamento di semi di mais,
barbabietola da zucchero, cereali, cotone, colza e girasole (Elbert et al., 2008).
Qualunque sia la sede di applicazione, i neonicotinoidi tendono a distribuirsi in
modo sistemico nelle pianta, grazie alla spiccata idrosolubilita, ed hanno una

lunga durata d'azione (quattro settimane circa) (Van Timmeren et al., 2010).

Formulazioni e modalita di impiego sugli animali

In ambito veterinario, l'imidacloprid ¢ utilizzato per la sua azione
ectoparassiticida. In commercio esistono formulazioni liquide da applicare sulla
cute dell'animale allo scopo di prevenire e trattare infestazioni da pulci adulte e
negli stadi larvali. L'imidacloprid dopo applicazione su determinate zone della
cute, si distribuisce sulla superficie corporea e sul mantello, esplicando la sua

azione letale per ingestione e per contatto (Urquhart et al., 1998)

263




Il problema “neonicotinoidi e api”

/] declino degli insetti impollinafori e la Colony Collapse Disorder

Gli insetti impollinatori, grazie alla loro opera di fecondazione delle specie
vegetali, sono fondamentali per la conservazione della biodiversita vegetale e per
il mantenimento dell'equilibrio dell'ecosistema. Rivestono, inoltre, una notevole
importanza economica sotto due punti di vista: il primo ¢ che l'apicoltura
rappresenta un'importante fetta del mercato mondiale grazie alla produzione di
miele, propoli, pappa reale e cera, il secondo ¢ che influenzano quali-
quantitativamente la produzione agricola grazie all'impollinazione.

Api ed altri insetti impollinatori, come bombi e farfalle, nel corso della storia,
hanno spesso subito cali di popolazione, attribuiti a svariate cause di natura
biotica e abiotica, come patogeni, parassiti, inquinanti, pesticidi, cambiamenti
climatici, distruzione degli habitat e scarsa disponibilita di risorse.

Negli ultimi sette anni, si ¢ verificato, pero, il piu grave declino di api da miele
(Apis millifera) appartenenti a colonie gestite. Nel 2006, in alcune colonie del
Nord America, si ¢ verificato un improvviso e inspiegabile calo di numero delle
api adulte. Il fenomeno, senza precedenti nella storia per rapidita, gravita e
caratteristiche, era caratterizzato dall'abbandono improvviso dell'alveare da parte
delle api adulte, che lasciavano larve e regina completamente trascurate.
L'abbandono da parte delle api operaie, che non venivano ritrovate morte
nell'alveare o attorno ad esso, era, spesso, seguito dallo spopolamento del nido,
poiché venivano a mancare i membri fondamentali per il sostenimento dell'alveare
e della colonia. Per indicare il fenomeno, fu coniato il termine Colony collapse
disorder (CCD), ovvero Sindrome dello spopolamento degli alveari (SSA)
(Farooqui, 2012). Negli anni successivi si sono verificati eventi simili in altre parti
del continente americano e del mondo, come Canada, Europa, Medio Oriente e
Giappone. Nel periodo inverno 2006/2007 e inverno 2008/2009 si ¢ verificata una
mortalita nelle colonie di api da miele negli Stati Uniti tra il 32% e il 29% e in

Europa mediamente del 20% (Williams et al., 2010).
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Per la CCD non ¢ stato individuato alcun patogeno o parassita come causa
scatenante ed ¢ ancora incerto se la sindrome sia legata ad un singolo fattore o ad
una combinazione di essi. Varie cause sono state proposte come responsabili di
CCD, tra cui infezioni fungine da Nosema ceranae ¢ Nosema apis, malattie virali
sostenute dall' Israeli Acute Paralysis Virus (IAPV) o dal Deformed wing virus
(DWYV), parassitosi, radiazioni elettromagnetiche, piante geneticamente
modificate nelle quali sono espressi geni killer per gli insetti, pesticidi (Farooqui,
2012).

Gia prima della comparsa della CCD, i pesticidi erano stati additati come i
principali responsabili del declino delle api; infatti, le perdite che si sono avute tra
il 1996 ed il 1979 sono state attribuite a carbamati, organoclorine, organofosfati e
piretroidi (Johnson et al., 2010). Attualmente, l'attenzione ¢ puntata sui
neonicotinoidi. Il meccanismo d'azione, la diffusione sistemica nella pianta ed i
particolari metodi d'applicazione, rendono questa classe di composti i principali
sospettati del declino delle api da miele.

I neonocotinoidi agiscono sul sistema nervoso colinergico, a livello di recettori
nicotinici, inducendo una depolarizzazione dose-dipendente. Nelle api da miele, 1
recettori nicotinici sono stati identificati a livello di lobi antennali e corpi
fungiformi (Armengaud et al., 2002). Entrambe le strutture, fondamentali per
l'apprendimento olfattorio, sono localizzate a livello cerebrale. I circa 10000
neuroni che costituiscono i lobi antennali sono connessi con i chemocettori
presenti a livello delle antenne e sono coinvolti nel processo olfattorio. I corpi
fungiformi sono costituiti da circa 17000 neuroni e sono responsabili della
formazione della memoria. Tali aree del cervello sono, quindi, coinvolte nello
svolgimento delle varie fasi della memoria olfattiva, che sono l'apprendimento, la
memoria a lungo e breve termine, il riconoscimento e la discriminazione tra
odori. Agendo sui recettori nicotinici, 1 neonicotinoidi possono alterare le funzioni
neurobiologiche delle api ed intaccare la loro capacita di orientamento, basata sul
riconoscimento e sulla memorizzazione di determinati punti di riferimento visivi,
fondamentale per raggiungere la fonte di cibo e tornare all'alveare e viceversa
(Fourrier et al, 2010). 1 danni all'apprendimento olfattorio e alla memoria si

ripercuotono negativamente sull'attivita di foraggiamento, e la conseguenza pud
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essere la comparsa di CCD. Numerosi studi di laboratorio effettuati negli Stati
Uniti e in Europa hanno dimostrato che i neonicotinoidi in dosi sub-letali, da soli
o in combinazione con altri fattori, causano disorientamento e difficolta a ritornare
all'alveare, minor comunicazione, danni all'apprendimento e alla memoria, calo
della longevita e ripercussioni negative sulla capacita di foraggiare, rallentamento
dello sviluppo larvale, problemi riproduttivi e l'indebolimento del sistema
immunitario (Farooqui, 2012).

La diffusione sistemica nella pianta ¢ una caratteristica che differenzia i1
neonicotinoidi dagli insetticidi tradizionali; ¢ una proprietd che permette ai
composti utilizzati per la concia dei semi di essere incorporati nella pianta in
crescita e di distribuirsi in tutti i1 tessuti vegetali, anche in nettare e polline nel
periodo di fioritura. Nettare e polline contaminati espongono le api bottinatrici,
ma anche gli altri membri della colonia, sia adulti sia larve, ai neonicotinoidi,
poiché vengono immagazzinati in alveare, dove vanno a costituire le riserve di
cibo. La concentrazione dei neonicotinoidi in nettare e polline non ¢, in genere,
cosi elevata da determinare la morte delle api, tuttavia ¢ causa di una esposizione
cronica che puod avere gravi ripercussioni sullo sviluppo delle forme larvali e sulla
sfera comportamentale e riproduttiva degli adulti (Aliouane et al., 2008; Dively,
2012).

Determinati composti chimici potrebbero divenire letali per colonie di api gia
indebolite da patologie o, al contrario, i pesticidi potrebbero essere responsabili
del calo delle difese immunitarie degli insetti, rendendoli piu suscettibili alle
infezioni (Le Conte et al., 2011).

Ad essere in pericolo non sono solo le api, ma anche gli altri insetti impollinatori,
come bombi e farfalle. Lo studio svolto da Laycock e coll. nel 2012 indaga la
possibile connessione tra il declino della popolazione dei bombi (Bombus
terrestris), imenotteri impollinatori, € I'uso di neonicotinoidi in agricoltura. In
questa ricerca, ad una microcolonia di bombi adulti ¢ stato somministrato
imidacloprid per via orale per valutare gli effetti sulla fecondita e sullo sviluppo
ovarico. Esito della sperimentazione ¢ stato il calo della fecondita e la minor

produzione di larve, mentre lo sviluppo ovarico non ha subito alterazioni.
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Messa al bando dei neonicotinoidi imidacloprid, thiamethoxam e

clothianidin

Per tutelare le api in questi anni, diversi Paesi europei hanno attuato limitazioni
nell'uso dei tre neonicotinoidi considerati piu pericolosi per gli insetti non target,
cio¢ imidacloprid, thiamethoxam e clothianidin.

In Francia, nel 1999, il Ministro dell'Agricoltura ha deciso di vietare l'uso
dell'imidacloprid come conciante per i semi di girasole, divieto esteso nel 2004 ai
semi di mais.

In Germania, dopo le massive morti di api che si sono avute nel maggio 2008, ¢
stato vietato 1'utilizzo di prodotti fitosanitari a base di clothianidin, thiamethoxam
e imidacloprid per la concia di semi di colza, revocato dopo pochi mesi, e di
mais.

In Italia ¢ stato vietato nel 2008 1'uso di prodotti destinati alla concia contenenti
thiamethoxam, imidacloprid e clothianidin. Il divieto, messo in atto dopo
I'esecuzione di monitoraggi in tutto il Paese che avevano evidenziato la
correlazione tra la semina di mais trattato con neonicotinoidi e la perdita di api,
scateno la reazione dell'industria dei pesticidi, che intraprese un'azione legale nei
confronti dello Stato Italiano. La causa fu vinta da quest'ultimo, affiancato
dall'UNAAPI (Unione nazionale associazione apicoltori italiani), e la sospensione
mantenuta. Il divieto ¢ stato, poi, prorogato varie volte, fino al 2013.

In Slovenia, come in Germania, il primo divieto ¢ stato attuato nel 2008 ed ha
interessato 1 tre neonicotinoidi utilizzati per la concia di semi di mais e colza. 1l
divieto per la colza ¢ stato poi revocato.

Dopo anni di accese controversie tra apicoltori e case produttrici di fitofarmaci, la
Commissione Europea ha deciso di vietare l'utilizzo di prodotti fitosanitari a base
di clothianidin, imidacloprid e thiamethoxam nelle formulazioni granulari e spray
e per il trattamento dei semi, su qualsiasi pianta o coltura attraente per le api prima
della fioritura, in particolare mais, colza, cotone e girasole. Il divieto, che ¢ entrato

in vigore dal primo dicembre 2013, ¢ della durata di due anni, al termine dei quali
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potra essere prorogato. Nonostante non sia stata raggiunta, in due incontri
consecutivi, la maggioranza qualificata tra gli Stati membri per l'approvazione
della proposta di divieto dei tre neonicotinoidi, la Commissione Europea ha,
comunque, optato per l'attuazione della messa al bando, dopo aver valutato il
parere pubblicato dal gruppo di esperti scientifici sui prodotti fitosanitari e i loro
residui dell'EFSA, nel quale erano riportate le conclusioni sui rischi per le api

derivati dai tre neonicotinoidi.
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IMIDACLOPRID

Generalita

L'imidacloprid, primo neonicotinoide ad essere sintetizzato ed immesso sul
mercato, ¢ tra gli insetticidi pud venduti al mondo. Si tratta di un composto bis-
eterociclico alogenato, precursore dei neonicotinoidi cloronicotinici, la cui
struttura molecolare si distingue da quella della nicotina per le dimensioni e per la
presenza del gruppo nitrilimminico. Si presenta come cristalli incolori dall'odore

lieve e caratteristico (Gervais et al., 2010).

Impiego

L'imidacloprid ¢ utilizzato per il controllo di insetti succhiatori, come afidi,
tisanotteri € mosche bianche, insetti terricoli ed insetti masticatori, come il
punteruolo acquatico del riso (Lissorhoptrus oryzophilus) e la dorifora
(Leptinotarsa decemlineata).

E impiegato per la protezione di numerose colture, oltre 140, e trova applicazione
in diversi ambiti del settore agricolo, tra cui la frutticoltura, l'orticoltura, la
coltivazione del tabacco e dei fiori. L'imidacloprid ¢ anche utilizzato in campo
veterinario come antiparassitario, perché efficace nei confronti delle pulci, ed in
ambito domestico per combattere infestazioni da scarafaggi e termiti (Gervais et

al., 2010).

Desftino ambientale

L'imidacloprid ¢ un composto relativamente persistente nell'ambiente. La sua
persistenza nel suolo va dai 174 ai 191 giorni, in acqua, invece, la sua persistenza
varia dai 30 ai 129 giorni, poiché si degrada piu velocemente nelle condizioni
anaerobiche dell'ambiente acquatico, piuttosto che in quelle aerobiche del suolo.
Anche la degradazione indotta dalla luce solare si svolge piu rapidamente in

acqua, infatti, se nel suolo il composto ¢ fotodegradato nell'arco di mesi, molto
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lentamente, in acqua cio avviene in alcune ore. Non ¢ un composto che tende alla
volatilizzazione ed ¢ dotato di una mobilita nel suolo scarsa/moderata (Roberts
and Hutson, 1999; Gervais et al., 2010).

Secondo 1'EPA, il rischio di contaminazione delle falde acquifere e delle acque
superficiali da parte dell'imidacloprid ¢ elevato, considerato che I'elevata
solubilita in acqua ne favorisce il trasporto, tramite scorrimento, verso le acque
superficiali, mentre l'elevata persistenza nell'ambiente ne favorisce il

raggiungimento delle acque profonde.

Comportamento nelle piante

Come gli altri neonicotinoidi di prima generazione, 1'imidacloprid, ¢ dotato di una
buona diffusione sistemica dopo applicazione a livello radicale, ma di una limitata
sistemicita se applicato a livello fogliare (Roberts and Hutson, 1999).

Una ricerca effettuata su piante di pomodoro cresciute in un terreno trattato con
imidacloprid, ha rilevato che, nell'arco di 75 giorni, piu del 75% della quantita
applicata ¢ stata assorbita e traslocata ai germogli. Analizzando alcuni frutti, si ¢
riscontrata, soprattutto, la presenza di imidacloprid non metabolizzato, mentre,
l'analisi della composizione fogliare ha condotto all'individuazione di piccole

quantita di metaboliti oltre al composto madre (Rapporto JIMPR, 2006).

Comportamento nei mammiferi

Le vie metaboliche intraprese dai neonicotinoidi nell'organismo dei mammiferi
sono state studiate in animali da laboratorio, soprattutto ratti e topi, ma non
esistono studi diretti effettuati sull'uomo.

In linea generale si puo affermare che, dopo ingestione, i principi attivi, o i loro
metaboliti, sono completamente assorbiti a livello gastroenterico, poi in parte sono
metabolizzati a livello epatico e in parte sono escreti come tali con feci ed urine.
L'imidacloprid, dopo singola somministrazione orale nel ratto, viene rapidamente

assorbito e distribuito nei vari distretti corporei e altrettanto rapidamente ¢

270




eliminato. Il 96% della dose somministrata ¢ escreta in 48 ore dalla
somministrazione, principalmente per via urinaria. Questo pesticida nel ratto puo

seguire due vie metaboliche (Vo et al., 2009).

Tossicita acuta

L'imidacloprid ¢ moderatamente tossico per ingestione (LD50 nel ratto pari a 450
mg/kg p. c.). Per inalazione presenta un livello di tossicita variabile a seconda che
si tratti di polveri o aerosol, nel primo caso la tossicita ¢ ridotta (LC50 nel ratto
maggiore di 5323 mg/L di aria), nel secondo, invece, la tossicita ¢ elevata (LC50
nel ratto ¢ di 69 mg/L di aria). Segni clinici di intossicazione acuta mostrati dagli
animali testati dopo esposizione orale, sono vomito, scialorrea, letargia, diarrea,
debolezza muscolare, atassia, tremori e andatura scoordinata. Nel ratto
l'insorgenza dei sintomi ¢ rapida infatti essi compaiono circa 15 minuti dopo il
trattamento, ed altrettanto rapida ¢ la loro remissione, considerato che i1 sintomi
scompaiono in circa 24 ore. Dopo somministrazione della dose letale, la morte
insorge nell'arco di 24 ore. Gli studi sulla tossicita acuta hanno inoltre confermato
che I'imidacloprid nel coniglio non causa irritazione oculare né cutanea e che nelle
cavie non funge da sensibilizzante della cute (Gervais et al., 2010).

Casi di avvelenamento per ingestione nell'uvomo (alcuni dei quali causa di
decessi), st sono verificati in Cina, Iran, India, Portogallo, Sri Lanka e Turchia. 1
sintomi riportati sono stati vomito, mal di testa, disorientamento, letargia,
tachicardia, ipertensione, insufficienza respiratoria e, nei casi piu gravi, il coma.
Casi di avvelenamento per inalazione e per contatto, ma nessun decesso, si SOno
avuti in Polonia e Sri Lanka. Le persone colpite hanno mostrato disorientamento,
agitazione, sudorazione e respiro affannoso (Mohamed et al., 2009). Altre
manifestazioni di tossicita acuta registrate nell'uomo, sono dei casi di dermatite da
contatto denunciati da alcuni proprietari di piccoli animali, a seguito
dell'applicazione di antiparassitari contenenti imidacloprid sui loro animali

domestici (Gervais et al., 2010).
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Tossicita cronica

Ratti a cui ¢ stato somministrato imidacloprid nella dieta per un periodo di tre
mesi, hanno mostrato calo di peso, lesioni epatiche, deficit della capacita
coagulativa e calo del numero di piastrine. Le femmine hanno mostrato tali effetti
biologici durante il trattamento con dosaggio piu alto (420 mg/kg/di) mentre 1
maschi durante il trattamento con dosaggio medio (60 mg/kg/di).

La sospensione del trattamento ha determinato la regressione delle lesioni

epatiche ma non delle alterazioni ematiche (Gervais et al., 2010).

Effetti cancerogeni

Ratti a cui ¢ stato somministrato imidacloprid nella dieta per un periodo di 12 e di
24 mesi, hanno presentato alcuni segni di tossicita sistemica, ma non alterazioni
riconducili ad una azione cancerogena del composto. Alla luce dei numerosi studi
effettuati in vivo, su topi e ratti, ed in vitro, in cui si provava che l'imidacloprid
non era responsabile di danni al DNA, il composto ¢ stato classificato dall'EPA

come improbabile cancerogeno per l'uvomo (Gervais et al., 2010).

Effetti mutageni

Studi effettuati in vitro su linfociti umani e su cellule midollari di topo, hanno
evidenziato, in entrambi i casi, la comparsa di aberrazioni cromosomiche. Dal
momento che, in vivo, non c'é stata conferma di tali anomalie, ¢ stata esclusa la

possibilita che I'imidacloprid sia dotato di potere mutageno (Gervais ef al., 2010).

Effetti terafogeni e riproduttivi

Gli studi sono stati eseguiti utilizzando come specie surrogate ratti e conigli. In
entrambe le specie, effetti biologici avversi sono stati registrati nei gruppi trattati

con le dosi maggiori. Nel gruppo di ratti alimentati con una dieta contenente
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imidacloprid alla concentrazione di 100 mg/kg/di, dal 6° al 15° giorno di
gravidanza, si ¢ constatato ridotto sviluppo embrionale e feti con malformazioni
delle ossa costali. Nel gruppo di conigli a cui ¢ stato somministrato imidacloprid
nella dieta (72 mg/kg/di), dal 6° al 18° giorno di gravidanza, si sono verificati
alcuni decessi e tra gli animali rimasti in vita si sono osservati casi di rallentato
sviluppo e di ritardata ossificazione embrionale oltre a riassorbimenti ed aborti

(Gervais et al., 2010)

Neurofossicita

La somministrazione di imidacloprid in singola dose a concentrazioni crescenti a
ratti suddivisi in gruppi in base al sesso, ha permesso di osservare al dosaggio
maggiore (310 mg/kg) alcuni decessi e la comparsa di tremori, epistassi, ematuria
ed atassia in animali di entrambi i sessi. Tali sintomi tendevano alla remissione in

1-5 giorni (Rapporto JMPR, 2001).

Effetti ambientali

Fauna acquatica L'midacloprid ¢ tossico per alcune specie di pesci, in particolare

per le forme giovanili, e per i crostacei (Cox, 2001).

Uccelli L'imidacloprid ¢ altamente tossico per gli uccelli, ma, soprattutto, per
alcune specie come il passero domestico (Passer domesticus), la quaglia
giapponese (Coturnix japonica), il canarino (Serinus canaria) ed il piccione
(Columba livia) (Cox, 2001). Insieme ad acetamiprid e thiacloprid, ¢ quello tra i
neonicotinoidi dotato di maggior potere tossico nei confronti degli uccelli
(Tomizawa and Casida, 2005).

Api Tra 1 neonicotinoidi, I'imidacloprid, ¢ quello che mostra maggior potere
tossico nei confronti dell' Apis millifera, come dimostra uno studio condotto da

Tomizawa e coll. nel 2003.
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ACETAMIPRID

Generalita

L'acetamiprid ¢ un neonicotinoide di prima generazione, appartenente al gruppo
dei neonicotinoidi cloronicotinici. Pud presentarsi come cristalli o polvere bianca

inodori (EPA Pesticide Fact Sheet, 2002).

Impiego

L'acetamiprid ¢ utilizzato per il controllo di insetti appartenenti agli ordini
Rynchota, Thysanoptera, ¢ Lepidoptera. Pud essere applicato a livello di foglie o
suolo per proteggere numerose specie vegetali, tra cui ortaggi fogliosi, alberi da
frutta, viti, piante di cotone, piante di té, piante ornamentali e fiori. E utilizzato
anche in ambito domestico per eliminare termiti o altri insetti infestanti (Roberts

and Hutson, 1999; EPA Pesticide Fact Sheet, 2002).

Destino ambientale

L'acetamiprid ¢ una molecola poco persistente nell'ambiente. Nel suolo ha vita
media di 1-8 giorni, ed ¢ rapidamente degradato tramite reazioni ossidative. Il
processo metabolico si conclude con la mineralizzazione, ossia con la formazione
di diossido di carbonio. In acqua ¢ trasformato in maniera relativamente rapida in
condizioni di aerobiosi, mentre in anaerobiosi il suo tempo di persistenza si aggira
intorno ai 45 giorni, poiché, in tali condizioni, si ha un rallentamento della sua
degradazione (Roberts and Hutson, 1999).

L'acetamiprid ha una scarsa tendenza alla volatilizzazione ed ¢ dotato di una
mobilita che va da moderata ad elevata. Nonostante sia un composto
relativamente mobile nel suolo, la rapida degradazione a cui ¢ sottoposto permette

di escludere che sia alto il rischio di contaminazione delle falde freatiche tramite
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dilavamento. Non si puo, pero, affermare lo stesso per i suoi prodotti di
trasformazione, che, essendo dotati di maggior persistenza nell'ambiente,
rappresentano un potenziale rischio di contaminazione delle acque sotterranee

(EPA Pesticide Fact Sheet, 2002).

Comportamento nelle piante

Uno studio svolto sul comportamento dell'acetamiprid dopo applicazione a livello
fogliare nella pianta di insalata, ha evidenziato che il composto ¢ assorbito dalle
foglie e penetra in esse ma ¢ scarsamente traslocato. La molecola principalmente
rilevata dopo 63 giorni dall'applicazione ¢ l'acetamiprid (67% della quantita
applicata), mentre i metaboliti dimetil-acetamiprid, acido 6-cloronicotinico,
alcool 6-cloropicolinico ed il suo coniugato glicosidico sono presenti in piccole

percentuali (Roberts and Hutson, 1999; Rapporto JMPR, 2011).

Comportamento nei mammiferi

L'acetamiprid, dopo somministrazione orale nel ratto, € rapidamente assorbito,
con raggiungimento del picco ematico nell'arco di 2-3 ore. Si distribuisce in
maniera sistemica nell'organismo e le concentrazioni piu alte del composto si
riscontrano in ghiandole surrenali, fegato e reni. La dose somministrata ¢
metabolizzata quasi totalmente, infatti, la biotrasformazione interessa il 79-86%
della quantita totale di acetamiprid somministrata. La quota non metabolizzata si
ritrova intatta in feci ed urine. Via di eliminazione principale ¢ quella urinaria (53-
65% della quantita totale). L'assorbimento dopo esposizione cutanea € scarso,
nell'arco di 24 ore viene assorbito circa il 30% della dose applicata (EPA Pesticide

Fact Sheet, 2002).
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Tossicita acuta

La dose letale orale in topo e ratto va da 140 a 417 mg/kg p.c., quella cutanea
supera i 2000mg/kg p.c., mentre la concentrazione letale per inalazione ¢ sopra
agli 1,5 mg/L di aria. Tali valori indicano una elevata tossicita del composto per
ingestione ed inalazione, ed una tossicita per contatto molto bassa, a causa del
lento e ridotto assorbimento cutaneo. I segni clinici legati ad intossicazione da
acetamiprid nei mammiferi sono generalizzati e non specifici.

L'acetamiprid non funge da irritante cutaneo né oculare nei conigli testati € non
sensibilizza la cute nelle cavie trattate (Rapporto JMPR, 2011).

In Giappone sono stati registrati due casi di avvelenamento per ingestione e i
sintomi riportati erano vomito, debolezza muscolare, ipotermia, convulsioni,

tachicardia e ipotensione (Imamura ef al., 2010).

Tossicita cronica

Studi effettuati su topi, ratti e cani hanno evidenziato la comparsa di effetti tossici
simili dopo esposizione orale all'acetamiprid, cioe riduzione nell'assunzione di

cibo e calo di peso (Rapporto JMPR, 2011).

Effetti cancerogeni

Test effettuati in topi e ratti, per valutare la potenziale cancerogenicita
dell'acetamiprid, hanno dato, in entrambi 1 casi esiti negativi. Sulla base di cio, il

composto ¢ stato classificato come improbabile cancerogeno per I'uomo

(Rapporto JMPR, 2011).
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Effetti mutageni

Da test effettuati in vitro, ¢ emerso che l'acetamiprid puo indurre aberrazioni
cromosomiche, ma poiché non si ¢ avuta conferma di simili effetti biologici in
vivo, gli esperti hanno concluso che I'acetamiprid non ¢ dotato di potere

mutageno né di potere teratogeno (Rapporto JIMPR, 2011).

Neurofossicita

Polli a cui ¢ stato somministrato acetamiprid nella dieta in singola dose (30 mg/kg
p.c.) hanno manifestato un aumento della frequenza urinaria e una ridotta attivita
motoria. Altri segni clinici, come tremori e postura "a gobba", sono comparsi a

dosaggi maggiori (Rapporto JMPR, 2005).

Effetti ambientali

Fauna acquatica Secondo I'EPA, 1'acetamiprid ¢ scarsamente tossico nei confronti

di pesci ed organismi acquatici.
Uccelli L'acetamiprid ¢ tra i neonicotinoidi piu tossici per gli uccelli (LD50 orale
nella quaglia giapponese = 180 mg/kg) (Tomizawa and Casida, 2005).

Api Secondo 1'EPA, l'acetamiprid ¢ moderatamente tossico per le api.
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THIAMETHOXAM

Generalita

Il thiamethoxam, primo neonicotinoide di seconda generazione ad essere
sintetizzato e lanciato sul mercato, origina da modifiche apportate alla struttura
dell'imidacloprid, ovvero la sostituzione del gruppo 6-cloro-3-piridile con il
gruppo 2-cloro-5-tiazolico e l'introduzione di un gruppo metilico con funzione di
farmacoforo. Tali variazioni ne hanno potenziato l'efficacia, sia in termini di
spettro d'azione che di durata d'azione (Maienfisch er al., 2001). Rispetto ad
imidacloprid e acetamiprid, lo si puo, infatti, utilizzare a dosi inferiori, ottenendo
una maggior attivita insetticida nei confronti di numerosi insetti. E prodotto in
forma di polvere cristallina o granuli di colore marrone chiaro inodori (NRA,

2001).

Impiego

I1 thiamethoxam ¢ un insetticida a largo spettro, utilizzato per trattamenti fogliari,
del suolo e per la concia dei semi. E efficace nei confronti di numerosi insetti con
apparato buccale pungente, succhiante e masticatore, come afidi, tisanotteri,
coleotteri, chilopodi, tentredini, minatori delle foglie, minatori del fusto, termiti.
In commercio ¢ presente in varie formulazioni: fluidi concentrati utilizzati per la
concia delle sementi, granuli, sospensioni concentrate, granuli e polveri
idrodispersibili. E un composto versatile nei metodi d'applicazione ed &
utilizzabile per la protezione di numerose piante ed ortaggi, ma in particolare per

sorgo, mais e cotone (Roberts and Hutson, 1999; Maienfisch et al., 2001).

Desftino ambientale

Il thiamethoxam ha un tempo di persistenza nel suolo che va dai 7 ai 109 giorni.
Nel suolo ¢ probabilmente degradato tramite idrolisi, mentre in acqua ¢ sottoposto

a fotolisi. Il composto ¢ dotato di elevata mobilita nel suolo ed ¢ altamente
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solubile in acqua, caratteristica che tende a far escludere un suo possibile

accumulo nel suolo (NRA, 2001).

Comportamento nelle piante

Secondo quanto riportato in un dossier pubblicato dalla NRA (National
Registration Authority for Agricultural and Veterinary Chemicals) nel 2001, il
thiamethoxam, dopo applicazione a livello di suolo o quando utilizzato per il
trattamento dei semi, si distribuisce nella pianta in maniera acropeta,
raggiungendo 1 vari distretti vegetali, tra cui i coleottili, i cotiledoni e le giovani
foglie. Studi effettuati su piante di mais e di riso derivate da semi conciati e su
piante di lattuga cresciute su terreno trattato con thiamethoxam, hanno permesso
di osservare che il residuo riscontrato in prevalenza, dopo la raccolta, era il
thiamethoxam tal quale. Motivo della prevalenza del composto madre ¢ che il
thiamethoxam ¢ metabolizzato molto lentamente nella pianta e quindi ¢
disponibile in forma inalterata per un lungo periodo di tempo, da qui deriva anche

la sua azione prolungata.

Comportamento nei mammiferi

I1 thiamethoxam nel ratto, dopo somministrazione orale, ¢ rapidamente assorbito
ed altrettanto rapidamente si distribuisce nei tessuti ed ¢ eliminato.

La distribuzione nei tessuti avviene in modo non selettivo, anche se le maggiori
concentrazioni si riscontrano in fegato e sangue. Vita media nei tessuti ¢ di 2-6
ore, indipendentemente dalla dose somministrata e dal sesso dell'animale. 1l 20-
30% circa della dose somministrata ¢ metabolizzata, mentre la restante quota ¢
escreta tal quale con le urine. L'escrezione del composto avviene in tempi brevi: in
24 ore circa oltre 1'85% della dose somministrata ¢ eliminata con le urine, la
restante quota con le feci.

Dal confronto in vitro dell'iter metabolico del thiamethoxam in ratto, topo ed
uomo, si ¢ visto che 1 microsomi epatici dell'vomo metabolizzano il thiamethoxam
in maniera del tutto smile a quelli del ratto (California Department of Pesticide

Regulation, 2008).
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Tossicita acuta

Il thiamethoxam mostra bassa tossicita acuta orale in topo e ratto, considerato che
la dose letale orale ¢ pari a 1563 mg/kg p.c. nel ratto e 871 mg/kg p. c. nel topo.
Segni di tossicita acuta mostrati dalle specie surrogate sono: ridotta attivita
motoria e convulsioni. La tossicita per contatto ¢ molto bassa (LD50 dermale nel
ratto > 2000 mg/kg p. c.).

I1 thiamethoxam nel coniglio non causa irritazione cutanea né oculare e non si

comporta da sensibilizzante cutaneo nella cavia (Rapporto JMPR, 2010).

Tossicita cronica

Per valutare gli effetti conseguenti all'esposizione orale per alcune settimane al
thiamethoxam, sono stati eseguiti studi su topi, ratti e cani.

Dalla sperimentazione ¢ emerso che, sia nei topi che nei ratti, organo bersaglio del
thiamethoxam era il fegato, che mostrava ipertrofia, infiltrazione di cellule
inflammatorie e pigmentazione degli epatociti e delle cellule del Kupffer.

Nel ratto, altro organo target era il rene, che presentava lesioni con caratteristiche
diverse nei due sessi. Nel maschio la nefrotossicita era legata alla presenza di
gocce ialine a livello di epitelio tubulare, lesioni tubulari di tipo acuto e cronico,
infiltrazione basofila e formazione di precipitati. Nella femmina, invece, si
caratterizzava per lesioni tubulari croniche e nefrocalcinosi. Nel ratto, altri organi
target erano la milza, che presentava emosiderosi o ematopoiesi extramidollare, e
la ghiandola tiroide, che presentava ipertrofia dell'epitelio follicolare (Rapporto

JMPR, 2010).

Effetti cancerogeni

Per stimare il potere cancerogeno del thiamethoxam, sono stati testati topi e ratti.
Quanto emerso € che 1 principali organi bersaglio erano il fegato, in ratti di sesso
femminile e topi, ed il rene nei topi maschi, organo che presentava lesioni
attribuibili alla nefropatia gia osservata negli studi a breve termine.

A basse dosi, le lesioni epatiche osservate nel topo erano sovrapponibili a quelle
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riscontrate negli studi a breve termine, ad alte dosi il thiamethoxam, invece, aveva
manifestato nel topo la sua potenziale cancerogenicitd con la comparsa di
adenomi epatocellulari in soggetti di entrambi i1 sessi e adenocarcinomi
epatocellulari solo nei maschi (Rapporto JMPR, 2010).

Alcuni ricercatori hanno studiato e confrontato in vitro i processi metabolici a cui
¢ sottoposto il thiamethoxam, utilizzando dei preparati microsomiali di topo, ratto
ed uomo ed hanno concluso che la biotrasformazione del thiamethoxam che si ha
nell'uvomo ¢ paragonabile a quella che si ha nel ratto, per cui il composto non
rappresenterebbe un rischio per 1'uomo esposto alle concentrazioni normalmente

utilizzate in agricoltura (Green et al., 2005).

Effetti mutageni

Sono stati effettuati numerosi test in vivo ed in vitro per valutare il potenziale
potere mutageno del thiamethoxam e nessuno di questi ha evidenziato alterazioni

del materiale genico attribuibili al composto in esame (Rapporto JMPR, 2010).

Effetti terafogeni

Studi effettuati in conigli e topi trattati con thiamethoxam durante la gestazione,
hanno permesso di osservare fenomeni di tossicita fetale in entrambe le specie, ma
a dosaggi diversi (150 mg/kg p. c. al di nel coniglio; 750 mg/kg p. c. al di nel
topo). La tossicita fetale si ¢ manifestata, in entrambe le specie, con feti di peso
ridotto e con anomalie nell'ossificazione; nel coniglio, inoltre, si ¢ presentato

anche un aumento dell'incidenza dei feti abortiti (Rapporto JMPR, 2010).

Neurofossicita

Utilizzando come specie surrogata il ratto, sono stati eseguiti una serie di studi
mirati ad individuare i possibili effetti del thiamethoxam sul sistema nervoso.
Nonostante 1 trattamenti ripetuti, non ¢ stato osservato alcun segno clinico

riconducile ad un meccanismo di neurotossicita (Rapporto JIMPR, 2010).
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Effetti ambientali

Fauna acquatica  Secondo quanto riportato nel rapporto della NRA, il

thiamethoxam ¢ scarsamente tossico per i pesci e gli altri organismi acquatici, sia
a seguito di esposizione acuta, sia dopo trattamento con dosi subletali, ma ¢
moderatamente tossico per embrioni ed avannotti di trota iridea, a seguito di un
trattamento di 28 giorni pre-schiusa e di 60 giorni post-schiusa.

Uccelli Secondo lo stesso rapporto della NRA del 2001, il thiamethoxam ¢
debolmente tossico per gli uccelli dopo esposizione orale (LD50 orale in quaglie
giapponesi = 1552 mg/kg p.c.), e praticamente non tossico in uccelli trattati con
dosi subletali nella dieta per alcune settimane.

Api Il thiamethoxam ¢ tra i neonicotinoidi piu tossici per le api. Numerosi studi
hanno messo in luce i possibili effetti subletali provocati dall'esposizione
prolungata al thiamethoxam. Tra gli effetti osservati compaiono ridotta capacita di
orientarsi € di tornare all'alveare, calo della memoria olfattiva, calo delle
performance di apprendimento e di foraggiamento. Aliouane e coll., in una ricerca
effettuata nel 2008, hanno osservato come l'esposizione per contatto al
thiamethoxam potesse influenzare il comportamento delle api. Si ¢ osservato un
significativo deficit della memoria olfattiva alla dose di 0,1 ng/ape e un calo delle
performance di apprendimento, senza alcun effetto sulla memoria, alla dose di 1

ng/ape.

282




THIACLOPRID

Generalita

Il thiacloprid ¢ un neonicotinoide di seconda generazione, appartenente alla
sottoclasse dei tianicotinili. A differenza degli altri neonicotinoidi, ¢ dotato di
attivita ovocida. Si presenta sotto forma di cristalli inodori (EPA Pesticide Fact

Sheet, 2003).

Impiego

11 thiacloprid ¢ utilizzato per il controllo di insetti con apparato buccale succhiante
che infestano alberi da frutta, ortaggi, piante di cotone, fiori e piante ornamentali.
Afidi e mosche bianche sono le specie target principali per le piante di cotone,
insetti della famiglia Psyllide, ordine Rhyncota, della famiglia Curculionidae,
ordine Coleoptera, e la Cydia Pomonella appartenente all'ordine Lepidoptera,
sono 1 principali target per la frutta a nocciolo (EPA Pesticide Fact Sheet, 2003;
Rapporto JMPR, 2000). .

E presente in commercio in varie formulazioni, che ne permettono I'applicazione a
livello di foglie, suolo e semi, come granuli, fluidi concentrati utilizzabili per la

concia e granuli da disciogliere in acqua.

Destino ambientale

I thiacloprid, in condizioni di aerobiosi, mostra vita media di 1-4 giorni. In
acqua, nelle stesse condizioni, la vita media del composto ¢ di 10-63 giorni,
mentre ¢ stabile in anaerobiosi e, infatti, la sua vita media ¢ di circa un anno.

I principali prodotti di trasformazione che originano dalla biodegradazione del
composto sono ammidi ed acidi sulfonici, 1 quali presentano, rispettivamente, vita
media di 32-142 giorni e 12-73 giorni. Il thiacloprid € privo di gruppi funzionali
che possano essere idrolizzati, per questo non viene degradato tramite reazioni

chimiche di idrolisi; ¢, inoltre, poco volatile.
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La ridotta persistenza nel suolo e la scarsa mobilita, conferiscono al composto un
potenziale di dilavamento medio-basso, minimizzando il rischio di
contaminazione delle falde acquifere. Al contrario, gli acidi sulfonici, sono dotati
di un maggior tempo di persistenza e di una maggiore mobilita, caratteristiche che
li rendono dei possibili contaminanti delle acque sotterranee (EPA Pesticide Fact

Sheet, 2003).

Comportamento nelle piante

Le principali reazioni metaboliche che hanno luogo nei vegetali e portano alla
degradazione del thiacloprid sono l'idrossilazione dell'anello tiazolidinico, la
scissione ossidativa del ponte metilenico con formazione di agliconi,
coniugazione degli agliconi con elementi endogeni della pianta, come zuccheri,

fosfati o solfati (EPA Pesticide Fact Sheet, 2003)

Comportamento nei mammiferi

Dopo somministrazione orale nel ratto, il thiacloprid ¢ completamente e
rapidamente assorbito ed i massimi livelli di sostanza sono riscontrabili nel
plasma a distanza di 1-3 ore dalla somministrazione. L'escrezione si ha,
principalmente, con le urine (60-83% della dose somministrata) ed in minor
misura con le feci e per via respiratoria ed ¢ relativamente rapida, oltre il 90%
della dose, infatti, ¢ escreta nell'arco di 48 ore. L'assorbimento del thiacloprid per

via cutanea ¢ scarso (EPA Pesticide Fact Sheet, 2003).

Tossicita acuta

Da studi svolti nel ratto € emerso che il thiacloprid ¢ moderatamente tossico per
via orale (LD50= 396-836 mg/kg) e per inalazione (LC50 = 1233-2535 mg/L).
Come per gli altri neonicotinoidi, essendo l'assorbimento cutaneo lento e ridotto,
il thiacloprid risulta scarsamente tossico per contatto (LD50 = 2000 mg/kg p. c.).
Nei conigli testati, non ¢ irritante per la cute, ma lo € per gli occhi, e nelle cavie

non induce sensibilizzazione cutanea (Rapporto JMPR, 2006).
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Tossicita cronica

Sia nel topo che nel ratto, I'esposizione orale al thiacloprid per alcune settimane,
causa una induzione dose-dipendente degli enzimi epatici, la quale si ripercuote
(in entrambe le specie), sul fegato, con conseguente aumento di peso dell'organo,
ipertrofia centrolobulare e alterazioni citoplasmatiche degli epatociti. Nel ratto
I’esposizione orale al thiacloprid si ripercuote anche sulla tiroide, causando
l'incremento della concentrazione ematica degli ormoni tiroidei, 'aumento di peso
dell'organo e l'ipertrofia delle sue cellule follicolari. Tali effetti compaiono dopo

esposizione orale, per contatto e per inalazione (Rapporto JMPR, 2006).

Effetti cancerogeni

Test sperimentali, effettuati nel topo, hanno evidenziato che il thiacloprid, se
assunto per lunghi periodi di tempo e a dosi elevate, pud causare nelle femmine
l'aumento dell'incidenza di luteomi ovarici e nei maschi 1'aumento dell'incidenza
degli adenomi tiroidei. A detta degli esperti, il rischio per 1'nvomo di sviluppare
queste forme tumorali in seguito all' ingestione di residui di thiacloprid presenti
nei cibi, sarebbe molto basso poiché nei topi ¢ un fenomeno legato,

esclusivamente, all'esposizione ad elevate concentrazioni (Rapporto JMPR, 2006).

Effetti mutageni

Studi effettuati sia in vivo che in vitro, hanno dimostrato che il thiacloprid non ¢

un composto potenzialmente mutageno (Rapporto JMPR, 2006).

Effetti teratogeni

Dai dati emersi da prove sperimentali eseguite in coniglio e ratto, gli esperti hanno
concluso che il thiacloprid non ¢ tossico per lo sviluppo embrionale e fetale e non

¢ potenzialmente teratogeno (Rapporto JIMPR, 2006).
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Neuroftossicita

Ratti trattati con singola dose di thiacloprid, hanno mostrato alterazioni della
locomozione, queste sono comparse a dosaggi diversi nei due sessi: alla dose di
22 mg/kg p.c. per i maschi ed alla dose di 11 mg/kg p.c. per le femmine. Entrambi
1 sessi hanno manifestato tremori, ptosi, atassia e pupille dilatate al massimo

dosaggio (109 mg/kg p.c) (Rapporto JMPR, 2006).

Effetti ecologici

Fauna acquatica Il thiacloprid ¢ altamente tossico per gli invertebrati marini e per

1 pesci (LC50 orale nella trota iridea = 31 mg/L) (Tomizawa and Casida, 2005).
Uccelli Molto tossico per gli uccelli, sia in seguito a singola esposizione (LD50
orale nella quaglia giapponese = 49 mg/kg p.c), sia per assunzione prolungata con
la dieta.

Api 1l thiacloprid non mostra spiccata tossicita nei confronti delle api (EPA

Pesticide Fact Sheet, 2003).
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LA GIORDANIA

Informazioni generali

La Giordania, o Regno Hascemita di Giordania, ¢ situata in Asia Occidentale e
confina a nord con la Siria, a nord-est con I'Iraq, ad ovest con Israele e Territori
Palestinesi, ad est, sud-est e sud ¢ circondata dall'Arabia Saudita e a sud-ovest &
bagnata dal Mar Morto.

Il Paese puo essere suddiviso in tre zone: la Valle del Giordano, area fertile
sfruttata per l'agricoltura e la pastorizia, situata nella parte occidentale del Paese, 1'
Altopiano della Transgiordania, dove sono localizzati la gran parte dei centri
urbani, e il Deserto della Transgiordania, che si estende ad est.

La popolazione ammonta a circa 6 milioni di abitanti, la lingua ufficiale ¢ 'arabo,
ma molto diffusa ¢ la lingua inglese.

La Giordania ¢ una monarchia costituzionale, la cui economia ¢ sostenuta,
principalmente, dall'allevamento del bestiame e dal turismo, mentre il settore
agricolo e l'industria rivestono un ruolo meno importante. A causa dell'aridita
della gran parte del territorio giordano, le aree agricole sono limitate alla valle del
filume Giordano e alla zona che si estende ad est del Mar Morto. Il terreno arabile
¢ destinato, soprattutto, alla coltivazione di cereali, come orzo e mais. Il settore
industriale non € molto sviluppato, le industrie maggiori, situate ad est del fiume
Giordano, sono giacimenti di fosfato, di rame e di potassio, raffinerie di petrolio
ed aziende manifatturiere (Unimondo, 2008). L'allevamento di bestiame
rappresenta una importante fetta dell'economia del Paese. Sono allevati,
principalmente, ovini (730000 capi) e caprini (696000 capi), ma anche bovini

(111000 capi), cammelli e volatili da cortile (DeAgostini, 2010).
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Sistemi di allevamento ovino e bovino

I sistemi di allevamento ovino e bovino, in genere, variano da zona a zona in
relazione alla disponibilita dei pascoli, alle possibilita finanziarie dell'allevatore e
alle sue conoscenze tecniche.

I sistemi di allevamento in Giordania sono:

1) sistema estensivo: questa tipologia rispecchia il tipo di allevamento della
pecora tradizionale e nomadico, prevale nelle regioni orientali ¢ meridionali
caratterizzate da un clima arido o semi arido. Le greggi si spostano da un luogo
all'altro, con o senza mezzi di trasporto a motore, in cerca di pascoli e acqua.
L'alimentazione si basa sulle erbe naturali ingerite al pascolo; in inverno si
somministrano mangimi per un periodo che dipende dalla ricchezza dei pascoli.

2) sistema semi-estensivo: gli animali sono mantenuti al pascolo per la maggior
parte dell'anno. Si muovono nelle zone adiacenti ai pascoli e tornano a passare
l'inverno attorno agli stabulari dove la loro alimentazione ¢ integrata con
concentrati e foraggi.

3) sistema semi-intensivo: gli animali trascorrono la notte in stalla ma durante la
giornata sono fatti pascolare in maniera controllata. La risorsa foraggera
proveniente dal pascolo ¢ integrata, secondo le necessita, con foraggi e
concentrati.

4) sistema intensivo: riguarda soprattutto 1 bovini, gli animali vengono tenuti in
allevamento per tutto il corso dell'anno, dove godono di diete bilanciate e cure

veterinarie. La stabulazione puo essere fissa o libera.

Normativa giordana sui prodotti fitosanitari

La normativa vigente in Giordania, stabilisce che, affinché un pesticida possa
essere registrato, non deve far parte dei prodotti il cui uso ¢ vietato sul territorio
nazionale, o nei Paesi in cui esso ¢ prodotto, per motivi sanitari ¢/o ambientali,
oppure perché contenente sostanze con noto potere cancerogeno, teratogeno e/o

mutageno. Nel caso in cui, il pesticida provenga da Stati dotati di sistemi di
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registrazione avanzati ed affidabili, nello specifico Paesi dell'Unione Europea,
Stati Uniti, Canada, Giappone, ed Australia, la registrazione ¢ consentita, poiché
non ¢ ritenuta necessaria alcuna indagine aggiuntiva oltre a quelle gia eseguite nel
Paese produttore.

I prodotti vengono registrati presso il Ministero dell'’Ambiente, previa
autorizzazione della Pesticide Registration Committee, la quale acconsente alla
legalizzazione del prodotto dopo averne valutato l'efficacia, i possibili usi ed 1
vantaggi legati al suo impiego, assicurandosi che le caratteristiche del prodotto
non siano in contrasto con i principi stabiliti dalla normativa. Su consiglio della
commissione, il ministero pud anche decidere I'annullamento della registrazione
di un pesticida, poiché ritenuto non piu soddisfacente dei requisiti richiesti sulla

base di nuovi accertamenti.

LIMITI MASSIMI DI RESIDUI DEI NEONICOTINOIDI

OGGETTO DELLA RICERCA

Il Regolamento (CE) 1107/2009 definisce "residui" una o piu sostanze, compresi i
loro metaboliti e i prodotti risultanti dalla loro degradazione o reazione, presenti
nei o sui vegetali, prodotti animali edibili, acqua potabile o altrove nell'ambiente,
e derivanti dall'impiego di un prodotto fitosanitario.

Per tutelare la salute del consumatore, sono stati stabiliti dagli organi competenti 1
cosiddetti limiti massimi residuali o LMR. Essi rappresentano la massima
concentrazione di una certa sostanza che pud essere presente in un alimento
destinato al consumo umano.

La determinazione del limite massimo residuale si basa sul principio che
I'assunzione quotidiana di residui di una certa sostanza, considerate tutte le
possibili fonti alimentari di assunzione, non superi la dose giornaliera accettabile

stabilita per quel principio attivo.
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Nella tabella 42 sono riportati i limiti residuali massimi di imidacloprid,

acetamiprid, thiacloprid e thiamethoxam fissati per

Europa e in Giordania.

Unione Europea | Giordania

LMR (ppm) LMR (ppm)
Imidacloprid 0,1 0,1
Acetamiprid 0,05 0,02
Thiacloprid 0,03 0,05
Thiamethoxam 0,05 0,05

il latte bovino e ovino in

Tab.42 Limiti massimi residuali nel latte bovino e ovino attualmente in vigore in

Unione Europea e in Giordania.

290




PARTE SPERIMENTALE

MATERIALI E METODI

Campionamento

Il campionamento ¢ stato eseguito in Giordania, in collaborazione con il prof.
Khaled Al-Qudah della Jordan University of Science and Tecnology di Irbid.

Sono stati raccolti campioni di latte bovino ed ovino in modo casuale. I campioni
di latte ovino sono stati raccolti nella zona della valle del fiume Giordano (in fig.
14 nel cerchio blu), da cinque greggi, nel periodo compreso tra aprile e maggio
2011. Si tratta di allevamenti ovini di tipo itinerante, 1 cui capi si nutrono di erba
fresca ingerita al pascolo; mentre nel periodo invernale sono alimentati con
mangimi concentrati. I campioni di latte bovino provengono da cinque
allevamenti (Fig. 12 e 13) situati nella zona di Al-Mafraq (in fig. 14 nel cerchio

rosso) e sono stati raccolti nel periodo tra I'11 ed il 22 marzo 2012.

Fig.12. Allevamento bovino in cui ¢ stato eseguito il campionamento.
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Fig. 13. Erba fresca, alimento principale della dieta dei bovini sottoposti a

campionamento.

Fig. 14. Cartina della Giordania; il cerchio rosso indica la zona (Al-Mafraq) in cui
sono concentrati gli allevamenti bovini del Paese, il cerchio blu (valle del fiume

Giordano) racchiude I'area in cui gli ovini sono condotti al pascolo.
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Questi bovini sono alimentati, principalmente, con erba fresca raccolta nella valle
del fiume Giordano, e ciascun capo ingerisce quotidianamente circa 20 kg di erba;
in alcuni casi puo esserci un’integrazione con piccole quantita di paglia ed insilati.
I campioni, ognuno di circa 250 mL, sono stati raccolti in contenitori puliti di

plastica e trasportati refrigerati all'universita di Irbid.

Preparazione, conservazione e scelta dei campioni

I campioni sono stati liofilizzati e conservati congelati a -20 °C. I campioni sono
stati identificati con la lettera F (Flock), seguita da un numero romano, che indica
l'allevamento di provenienza, e da un numero arabo, che si riferisce all'animale.

La ricerca dei neonicotinoidi imidacloprid, acetamiprid, thiamethoxam e
thiacloprid, ¢ stata effettuata su un totale di 68 campioni, di cui 37 di latte ovino
(tab. 43) e 31 di latte bovino (tab. 44), entrambi provenienti da 5 diversi

allevamenti.

FI FII FIII FIV FV
1 1 1 1 1
3 2 2 2 2
4 4 3 3 3
5 5 4 4
6 8 5 5
8 9 6 6
9 7 7
10 8 8

9 9

10 10

Tab. 43 Campioni di latte ovino destinati all'analisi.

293




FI FII FVI FIX FXI
2 2 1 1 1
6 3 2 2 2
7 10 4 3 3
N7 5 4
8 7 5
9 8 6
10 9 7
10 8
9
10

Tab. 44. Campioni di latte bovino destinati all'analisi.

Messa a punto del metodo analitico

La messa a punto del metodo ¢ stata effettuata presso 1 laboratori del servizio di
Farmacologia e Tossicologia del Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie
dell’Universita degli Studi di Bologna. L’estrazione dei campioni ¢ stat effettuata
nel laboratori della Jordan University of Science and Technology durante il mio
periodo di permanenza e I’analisi dei campioni incogniti sono state effettuate
dall’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia
Romagna, sede di Bologna.

Gli standard puri dei neonicotinoidi ricercati, imidacloprid, acetamiprid,
thiacloprid e thiamethoxam, sono stati acquistati dalla ditta Sigma.

E stata inizialmente preparata una soluzione “madre” da 1000 ppm di
Imidacloprid solubilizzando 10 mg di neonicotinoide in 10 ml di acetonitrile
(CH3CN). Aliquote di questa soluzione sono state diluite per ottenere una

soluzione da 10 ppm per valutare, nelle condizioni cromatografiche scelte, il
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tempo di ritenzione (RT). Il primo passo ¢ stato quello di preparare una retta di
taratura, o curva non estratta, con soluzioni standard di imidacloprid a diverse
concentrazioni.

Prelevando quantita variabili delle diverse soluzioni e addizionando una certa

quantita di fase mobile, si sono ottenute le seguenti soluzioni standard a diversa

concentrazione:

e 200 ul 1000 ppm + 1800 F. M. = 100 ppm
e 200 pul 100 ppm + 1800 F. M.= 10 ppm
e 100pul 100 ppm + 1900 F. M.= 5 ppm

e 50pul 100 ppm + 1950 F. M.= 2,5 ppm

e 200pul 10ppm + 1800 F. M.= 0,5 ppm

e 200ul  Sppm + 1800 F. M. =0,25 ppm

e 200ul 2,5ppm +1800F. M.= 0,1 ppm

e 200pul 0,5ppm + 1800 F. M. = 0,05 ppm

Le soluzioni sono state analizzate in HPLC.

Successivamente, sono state preparate soluzioni standard con concentrazione pari
a 100 ppm di ciascuno dei quattro neonicontinoidi oggetto della presente ricerca,
imidacloprid, acetamiprid, thiamethoxam e thiacloprid. Dopo opportuna
diluizione sono state ottenute soluzioni standard con concentrazione pari a 10
ppm che sono state analizzate singolarmente. L’obiettivo era di valutare sia la
risposta in termini di area del picco sia che presentassero tempi di ritenzione
diversi in modo da avere la separazione cromatografica dei 4 picchi.

E stata preparata una soluzione “madre mix” da 100 ppm nella quale erano
presenti 1 quattro neonicotinoidi. Utilizzando la soluzione mix e applicando le
diluizioni utilizzate per I’imidacloprid da solo sopra riportate, ¢ stata preparata
una retta di taratura dei quattro composti.

Il metodo estrattivo-analitico per I’analisi dei neonicotinoidi € stato messo a punto
apportando alcune modifiche alla metodica proposta da Seccia e coll. (2008), che
prevede l'utilizzo di colonnine Chem Elut con terra di Diatomea.

Il procedimento ¢ il seguente:
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e i prelevano 0,5 g da un campione di latte liofilizzato, li si pone in una
provetta e vi si aggiungono 4,8 mL di acqua con pipetta graduata da 10 mL;

e i prelevano 0,5 g di latte bovino non contaminato, cosi da ottenere un
campione bianco;

e i prelevano 0,5 g di latte bovino non contaminato e vi si aggiunge una certa
quantita di soluzione a concentrazione nota di mix di neonicotinoidi;

e e provette vengono poste in un becker contenente acqua tiepida, cosi da
favorire la completa solubilizzazione del latte;

e le provette sono sottoposte ad agitazione in vortex per circa 10 sec;

e si trasferisce il latte con pipetta Pasteur in una colonnina ChemElut contenente
terra di Diatomea e si lasciano trascorrere 15 minuti dal completo assorbimento
del latte nella colonnina;

e si eluiscono i neonicotinoidi dalle colonnine ChemElut utilizzando tre frazioni
da 5ml di CH,Cly;

e siraccoglie I'eluato;

e siporta a secco il campione in UNIVAPO;

e sirisolubilizza il campione con 1 ml di fase mobile (30:70 CH;CN:H,0);

e siagitano i campioni in vortex per 10 secondi;

e si sottopongono i campioni ad ultrasuoni per 15 secondi;

e sitrasferiscono 1 campioni in provette eppendorf da 2500pul;

e 1icampioni sono centrifugati per 4 secondi a 12000 rpm;

e si trasferiscono i campioni in vial per analisi in HPLC.

Prima di procedere con la prima prova di estrazione con tale metodo, sono state
allestite soluzioni standard a diversa concentrazione con un mix dei quattro
neonicontinoidi, imidacloprid, acetamiprid, thiamethoxam e thiacloprid.

A tal scopo, ¢ stata prelevata una certa quantitd di soluzioni da 100 ppm
(equivalenti a 100000 ppb) dei singoli neonicotinoidi e la si ¢ diluita con una certa
quantita di fase mobile. Si sono, cosi, ottenute le seguenti soluzioni standard:

e 200 pL di ciascuna soluzione + 1200 uL F. M. = mix 10000 ppb

e 100 pL di ciascuna soluzione + 1600 uL F. M. = mix 5000 ppb

e 50 pL di ciascuna soluzione + 1800 pL F. M. = mix 2500 ppb
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Le successive soluzioni sono state ottenute tramite diluizione delle soluzioni di
mix di neonicotinoidi con fase mobile:

e 200 pL mix neo 10000 ppb + 1800 uL F. M. = mix 1000 ppb

e 200 puL mix neo 5000 ppb + 1800 uL F. M. =mix 500 ppb

e 200 pL mix neo 2500 ppb + 1800 uL F. M. =mix 250 ppb

e 200 pL mix neo 1000 ppb + 1800 uL F. M. =mix 100 ppb

A questo punto, ¢ stato eseguita una prima prova di estrazione, indicata come
PROVA PRELIMINARE 1, seguendo il metodo precedentemente descritto.

Sono stati preparati 20 mL di latte con 2 g di latte liofilizzato (latte 1) ¢ 20 ml di
latte con 4 g di latte liofilizzato (latte 2), con I' intento di verificare se 1 migliori
risultati sono ottenuti con campioni di latte concentrato o in proporzioni naturali.
Da ciascuno di essi, latte I e latte 2, si prelevano 5 ml, ottenendo i campioni
bianco 1 e bianco 2, rispettivamente. I 15 mL restanti di latte I e latte 2 vengono
addizionati con 300 pL di soluzione con concentrazione da 10 ppm di
imidacloprid. Sono poi suddivisi in aliquote da 5 mL, ottenendo, cosi, i campioni
latte 1 A e latte 1 B, latte 2 A ¢ latte 2 B.

Dopo la valutazione dei risultati ottenuti, 1 campioni sono stati filtrati e si ¢
ripetuta l'estrazione.

E stata, poi, preparata una retta di calibrazione, o curva estratta, con soluzioni a
diversa concentrazione (1000 ppb, 500 ppb, 250 ppb, 100 ppb, 50 ppb, 25 ppb, 10
ppb) di mix di neonicotinoidi.

E stato creato un nuovo metodo in eluizione isocratica, caratterizzato dal
cambiamento delle lunghezze d'onda (A) per ogni standard:

A IMIDACLOPRID =271

A THIAMETHOXAM= 253

L ACETAMIPRID-THIACLOPRID= 244

E stata iniettata in HPLC la curva precedentemente estratta di mix di
neonicotinoidi. Infine, per poter ottenere una migliore separazione dei quattro
analiti ¢ stato preparato un metodo con gradiente, caratterizzato dal variare della
quantitd di acetonitrile durante l'analisi cromatografica: si parte dal 10% di

acetonitrile e in 14 minuti si arriva al 21%, in 2 minuti si arriva al 27% ed in 19
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minuti al 55%, al 38° minuto, in un minuto, si riporta l'acetonitrile al 10%.
Visti i risultati ottenuti dall'analisi della curva estratta con quest'ultimo metodo, si

¢ deciso di adottarlo per 'analisi dei campioni.

Condizioni cromatografiche

Fase mobile (FM) 30:70 CH;CN:H,O

Flow 1 mL/min

Detection 271 nm imidacloprid
253 nm thiamethoxam
244 nm acetamiprid
244 nm thiacloprid

Injection volume 50 pL

RISULTATI E DISCUSS/IONE

Come riportato nel capitolo “Materiali e metodi”, all'inizio ¢ stata preparata una
retta di taratura con soluzioni standard di imidacloprid a diverse concentrazioni
allo scopo di poter valutare la linearita nel range di concentrazioni di interesse.
L’analisi delle soluzioni standard alla concentrazione di 10 ppm di ciascuno dei
quattro neonicotinoidi ha permesso di valutare i singoli tempi di ritenzione. Si
sono ottenuti tempi di ritenzione diversi, indice di una buona separazione
cromatografica:

e thiamethoxam= 5,15 min

e imidacloprid= 7,2 min

e acetamiprid= 8,2 min

e thiacloprid= 11,8 min
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L’analisi della soluzione “mix” dei quattro neonicotinoidi ha confermato la buona
separazione cromatografica. Nel cromatogramma riportato In figura 15, ¢
possibile rilevare anche la variazione delle lunghezze d’onda impostate durante la

corsa cromatografica.
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Fig. 15. Cromatogramma con 1 quattro picchi relativi ai quattro neonicotinoidi.

Per la prima prova di estrazione (PROVA PRELIMINARE 1), ¢ stato utilizzato sia
un campione di latte concentrato (latte I), sia un campione di latte in normali
proporzioni (latte 2), entrambi fortificati con imidacloprid. Non si sono
evidenziate differenze per quanto riguarda la percentuale di recupero, ma il

tracciato relativo al campione concentrato presentava un maggior numero di
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interferenti e, sulla base dei risultati ottenuti, si ¢ deciso di utilizzare campioni in
proporzioni normali per l'analisi. La filtrazione del campione estratto non ha
migliorato la qualita del cromatogramma, quindi si € deciso di eliminare questo
passaggio nel trattamento dei campioni successivi.

Tuttavia, data la presenza di qualche interferente nel cromatogramma, sono state
effettuate varie prove modificando il metodo isocratico con un metodo in
gradiente. Le varie prove hanno permesso di ottenere un cromatogramma con
buona separazione dei picchi degli analiti da quelli degli interferenti. Tale metodo
¢ stato utilizzato per 1’analisi delle rette di calibrazione che hanno consentito la
valutazione della percentuale di recupero.

Le condizioni estrattivo-analitiche definite consentono di ottenere percentuali di
recupero mediamente dell'86% per il thiamethoxam, del 94% per 1'imidacloprid,
del 99% per l'acetamiprid e del 73% per il thiacloprid. La verifica della linearita ¢
stata eseguita attraverso il calcolo dei coefficienti di correlazione, che sono
risultati costantemente superiori a 0,99 per la curva estratta (fig. 16), e pari ad 1

per la curva non estratta (fig.17) nell'intervallo di concentrazioni 25-500 ppb.
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Fig. 16. Curva estratta di mix di neonicotinoidi.

Conc. Feak area % rec ws st rif. del 810412
(ppb) Thlamrrz]atoxa Imidacloprid Acetamiprid | Thiacloprid Thiametoxarmimidacloprid|Acetamiprid | Thiacloprid
25 n.d. 6705 n.d. n.d. 93,23%
a0 8284 13693 16991 8281 7917% 9502% | 100,23% | 58.27%
100 20706 30177 29502 22493 91,26% 9361% | 88,13% | 78,34%
250 50165 72636 86737 55213 88,54% 89547% | 103,76% | 76,88%
500 102533 142117 | 175368 | 115805 91 44% 80,57% | 104,52% | 80,96%
rmedia 86,60% 94,58%  58,16%  T367%
cV 8,93% 3, 74% 7,65% 74,08%
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Fig. 17. Curva non estratta di mix di neonicotinoidi.

Conc. Peak area
(ppm) Thiametoxam | Imidacloprid | Acetamiprid | Thiacloprid
25 5075 7192 8865 7152
50 11021 14410 16952 14211
100 22690 30601 33474 28713
250 56660 76079 83592 71820
500 112136 156913 167779 | 143039
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Il Limite di determinazione (LOD) pari a 20 ppb e il Limite di
quantificazione (LOQ) pari a 25 ppb sono indice di una buona sensibilita
del metodo, sufficiente per I’analisi dei campioni incogniti. Tuttavia, data
la disponibilita dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della
Lombardia e dell’Emilia Romagna, sede di Bologna, si ¢ preferito
effettuare le analisi mediante 1’utilizzo di un sistema HPLC/MS/MS. Un
cromatogramma relativo all’analisi HPLC/MS/MS ¢ riportato in figura

18.

I campioni sono risultati costantemente negativi ai quattro neonicotinoidi ricercati.
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Fig. 18. Cromatogramma relativo all’analisi HPLC/MS/MS
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CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Gli insetticidi neonicotinoidi sono applicati con successo per controllare i parassiti
in una grande varieta di colture agricole e il loro mercato, stimato intorno a 1
milione di dollari annuo, € correlato al loro selettivo meccanismo di azione a bassi
dosaggi (Aliouane et al., 2009). Questi composti sono caratterizzati da un ampio
spettro di efficacia, da una azione sistemica e translaminare, da una pronunciata
attivita residua e condividono lo stesso meccanismo di azione. I neonicotinoidi
sono utilizzati su oltre un centinaio di colture diverse, tra cui ortaggi, pomacee e
drupacee, agrumi, riso, cotone, mais, patate, barbabietola da zucchero, colza, soia.
Inoltre, sono presenti in formulazioni per il controllo dei parassiti negli animali
domestici (Elbert et al., 2008).

Utilizzando le key-words “Neonicotinoidi/imidacloprid” e “api” si contano dal
1992 piu di 100 articoli con citazioni superiori a 1500 (Blacquiére et al., 2012),
ma ancora si richiedono informazioni/dati sulle concentrazioni, effetti collaterali
per una piu completa valutazione del rischio. Ancora piu problematico risulta
I’ambito relativo agli effetti sinergici di “mixtures” di Neonicotinoidi (Iwasa et
al., 2004).

Poche informazioni sono riportate relativamente agli effetti sulla salute animale,
possibili residui in prodotti di origine animale e conseguente esposizione orale per
I’'uomo. Da qui la necessita di effettuare dei controlli per valutare 1’esposizione a
eventuali residui in alimenti di origine animale. Mentre in Europa sono attuati
piani di monitoraggio di residui di contaminanti e pesticidi in alimenti destinati
all’'uomo, in Giordania non esistono sistemi di controllo efficaci. In questo
contesto si inserisce 1’argomento di questo lavoro.

L'attivita agricola in Giordania ¢ strettamente legata all'uso di pesticidi allo scopo
di proteggere i vegetali da organismi infestanti e malattie, e di garantire una
adeguata produzione agricola. Residui di pesticidi presenti in alimenti destinati ad
ovini e bovini, possono depositarsi nei tessuti animali ed essere rilevati in carne o

latte destinati al consumo umano.
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L' analisi di 68 campioni di latte provenienti dalla Giordania, sulla quale si ¢
incentrato il presente lavoro di tesi, ha condotto al riscontro della costante
negativita dei campioni ai quattro neonicotinoidi ricercati. I risultati ottenuti da
questo lavoro dimostrano la salubrita del latte e quindi una sicurezza per la salute
umana. Tuttavia, la totale assenza degli insetticidi oggetto di questa ricerca, porta
ad alcune considerazioni. Ci0 potrebbe essere determinato da una limitata
diffusione dei neonicotinoidi su erba e colture foraggere destinate
all'alimentazione del bestiame, attribuibile al costo relativamente elevato dei
prodotti appartenenti a questa classe di insetticidi, che sul territorio giordano sono
impiegati, soprattutto, per il trattamento di alberi da frutta. Altra ipotesi potrebbe
essere attribuibile alle caratteristiche idrofile dei neonicotinoidi che, se utilizzati
correttamente, sarebbero scarsamente trattenuti dal latte che € una emulsione di

grassi in acqua.
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