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INTRODUZIONE E SCOPO DELLA TESI

Le micotossine rappresentano una delle principali sfide per la sicurezza alimentare a livello
globale. Si tratta di metaboliti tossici prodotti da funghi patogeni che contaminano numerose
materie prime alimentari, con conseguenze rilevanti sulla salute umana e animale. Tra le piu
comuni ¢ pericolose si annoverano aflatossine, ocratossina A, fumonisine, tricoteceni,
zearalenone e patulina, tutte associate a effetti nocivi che spaziano dalla tossicita epatica e
renale fino a proprieta mutagene e cancerogene. La contaminazione micotossica risulta
particolarmente critica nelle popolazioni che consumano alimenti di base come cereali e frutta
secca, dove condizioni ambientali favorevoli e pratiche agricole non ottimali possono favorire
la proliferazione fungina. Tradizionalmente, il rilevamento delle micotossine si ¢ basato su
metodiche cromatografiche consolidate, quali cromatografia su strato sottile (TLC),
gascromatografia (GC), cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) e cromatografia
liquida accoppiata a spettrometria di massa (LC/MS). Sebbene efficaci, tali tecniche
presentano limiti in termini di costi, tempi di analisi e necessita di personale altamente
qualificato, rendendo evidente la necessita di strumenti rapidi, economici e applicabili
direttamente in campo. In questo scenario, test immunoenzimatici (ELISA), saggi a flusso
laterale (LFA) e biosensori stanno emergendo come soluzioni analitiche di grande interesse
per la rilevazione immediata. Parallelamente, le strategie di mitigazione della contaminazione
si sono evolute per fronteggiare 1’emergere di ceppi fungini resistenti ai trattamenti
convenzionali. Accanto agli approcci fisici, chimici e biologici gia consolidati, si stanno
affermando tecnologie innovative quali il plasma atmosferico freddo (CAP), I’'impiego di
polifenoli e flavonoidi, I’utilizzo di materiali magnetici e nanoparticelle, nonché I’applicazione
di oli essenziali naturali (NEO). Questi metodi, ancora in fase di studio e validazione, mostrano
un potenziale significativo per la detossificazione e il controllo delle micotossine, con
1’obiettivo di garantire un approvvigionamento alimentare sicuro e sostenibile. La presente tesi
si propone di analizzare in modo sistematico la tossicita delle principali micotossine, valutare
1 progressi piu recenti nelle tecniche di rilevamento e approfondire 1’efficacia delle strategie
innovative di mitigazione. L’obiettivo ¢ fornire una visione integrata che, da un lato, evidenzi

le criticita ancora presenti nella gestione della contaminazione micotossica e, dall’altro,
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individui le prospettive piu promettenti per il futuro della sicurezza alimentare (Khan et al.,

2024).
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Capitolo 1
LE MICOTOSSINE: NATURA, RISCHI E STRATEGIE DI
CONTROLLO

1.1 Quadro introduttivo

Le micotossine sono metaboliti secondari sintetizzati dai funghi filamentosi appartenenti
principalmente ai generi Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Questi composti, prodotti in
condizioni ambientali favorevoli, possono contaminare alimenti ¢ mangimi, causando gravi
patologie negli esseri umani e negli animali (D. Umereweneza et al., 2018). La loro presenza
non rappresenta soltanto un problema sanitario, ma comporta anche rilevanti implicazioni
socioeconomiche (S.M. Abd-Elghany et al., 2015, C. Atherstone et al., 2014, C. Montanari et
al., 2016), legate alla perdita di risorse alimentari e alla riduzione della qualita dei prodotti

agricoli.

1.2 Diffusione e impatto globale

La contaminazione da micotossine costituisce un rischio su scala mondiale (Figura 1),
interessando un’ampia gamma di colture alimentari: cereali (mais, riso, grano, orzo), legumi
come le lenticchie, frutta secca (arachidi, mandorle, noci, pistacchi), caffe, semi di cotone,
spezie (pepe, paprika, zenzero) e persino prodotti di origine animale come la carne (J. Pleadin
et al., 2019, I. Rodrigues et al., 2012, W.S. Darwish et al., 2014). Secondo Mesterhazy et al.
(2020), la contaminazione da micotossine ¢ responsabile dello spreco di circa 1,3 miliardi di
tonnellate di cibo, pari a un terzo della produzione alimentare mondiale, evidenziando la
portata del problema e la sua rilevanza per la sicurezza alimentare globale. Ad oggi sono state
identificate circa 400 micotossine, ma soltanto una trentina sono considerate realmente
pericolose per I’'uomo e gli animali (D. Umereweneza et al., 2018, P. Vila-Donat et al., 2018).
Tra queste, le piu note includono: aflatossine (AF), ocratossina A (OTA), tossine
dell’Alternaria (alternariolo (AOH), alternariolo monometiletere (AME), tentossina (TEN),
altenuene (ALT)), fumonisine (FMN), tricoteceni (T-2/HT-2, deossinivalenolo (DON),
nivalenolo (NIV)), citrinina (CIT), zearalenone (ZEN), alcaloidi dell’ergot e patulina (PAT).
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Particolare attenzione € rivolta alle aflatossine, classificate dall’ Agenzia Internazionale per la

Ricerca sul Cancro (IARC) come cancerogeni umani di Gruppo 1 (G.S. Shephard et al., 2008,
L. Anfossi et al., 2016).

Global Mycotoxin map

EN U B EH ER

| |

=

South America. AFs (23%), FBs (75%), ZEN (47%), DON (27%), OTA (5%), T-2
(21%)

East Europe. AFs (17%). FBs (34%), ZEN (42%). DON (60%), OTA (36%), T-2 (48%)
Central Europe. AFs (13%), FBs (43%), ZEN (45%), DON (70%), OTA (12%), T-2
(31%)

Northern Europe. AFs (6%), FBs (22%), ZEN (29%), DON (74%), OTA (8%), T-2
(30%)

Southarn Europe AFs (29%), FBs (75%), ZEN (36%), DON (53%), OTA (21%), T-2
(12%)

Nut;hern America. AFs (10%), FBs (48%), ZEN (32%), DON (64%), OTA (4%), T-2
(4%

Central America. AFs (9%), FBs (82%), ZEN (38%), DON (70%), OTA (4%), T-2 (4%)
Middle East/North Africa. AFs (22%), FBs (67%), ZEN (45%), DON (45%), OTA
(20%), T-2 (8%)

Sub-Saharan Africa. AFs (76%), FBs (73%), ZEN (52%), DON (49%), OTA (32%),
T2 (3%)

Oceania. AFs (11%), FBs (22%), ZEN (21%), DON (34%), OTA (7%), T-2 (2%)
South Asia. AFs (82%), FBs (69%), ZEN (20%), DON (23%), OTA (60%), T-2 (1%)
South East Asia. AFs (57%), FBs (79%), ZEN (46%), DON (42%), OTA (15%), T-2
(3%)

East Asia. AFs (17%), FBs (61%), ZEN (58%), DON (85%), OTA (14%), T2 (11%)
Central Asia. AFs (8%), FBs (25%), ZEM (23%), DON (25%), OTA (13%), T-2 (7%)

Figura 1. Distribuzione geografica delle micotossine (Fonte: Gruber-Dorninger et al.,

2019; tratta da Maphaisa et al., 2025). AF: aflatossine, FB: fumonisine, ZEN: zearalenone,

DON: deossinivalenolo, OTA: ocratossina A, T-2: micotossina del gruppo A dei tricoteceni.

13



1.3 Effetti sulla salute

Gli effetti tossici delle micotossine dipendono dal grado di esposizione e dalle proprieta

mutagene, teratogene e genotossiche di ciascun composto. Le conseguenze possono includere:

e (Carcinogenicita: ad esempio il carcinoma epatico associato ad AFB;.

¢ Immunosoppressione: indotta da aflatossine e ocratossina A.

e Disturbi gastrointestinali: come dolore addominale provocato dal DON.

¢ Disfunzioni endocrine: legate al consumo di ZEN.

e Ritardo della crescita: associato alla tossina T-2 (C.J. Amuzie et al., 2010, D. Liu et

al., 2020, E. Song et al., 2014, D. Rasi¢ et al., 2019).

L’esposizione cronica a piu micotossine puo inoltre generare effetti sinergici, amplificando

il rischio per la salute umana e animale (H. Zhou et al., 2017, L.H. Sun et al., 2015).

Tabella 1. Effetti tossici delle micotossine in vari prodotti alimentari (Tradotta e adattata

da Khan et al., 2024).

micotossine

Fumnghi

Ciba

Tossicita

Aflatossine By, By, &1, Gz,

M1, e Mz

Ocratossine [OTA, OTB,

e da banco)

Fumonisine By, Bz, Bs

Tricoteceni ad esempia,

DON, T-2/HT-2

tossine

Tearalenane

Patulina

A flavus, A parasitcus, A
TS,

A paeudotamard, A.
achraceoroseus e A,
Bovmrbpces

A achracews, A niger, A
CArDONariuE,

B nordicum, B wridicatum
& P, verrucosum

F. nxysportim
F. nyaganmai
F. profiferaimm

F. Qraminéarum
F.culmarm

F poae, F.langsethias,
F. sporssrichofdes
Trichoderma
Seachybotnys
Tricotecio

F cerealis

F. Qraminéarum

F. aguisat, F. culmarum 8
F. vertifioioes

F. ERpASLT

P pariunt

F. urticag

P crustasm

F. grigeofutviim

Cereali, legumi, frutta,
verdura e arachidi

Cereali, legumi, frutta,
verdura, noi

Mais, fagioli, soia,
SOFgO, Miso, avena

Mais, grano, orzo e alimenti
di origine animale come
uowa, reni e latte

Mais, grana, avena, orzo, segake

Kele, prodotti a base di mele,

cereall, lagumi, semi, frutta, noci,

werdure

Carcinoma epatocellulare, effetti
mutageni & teratogeni
AFMicausando anomalie nello sviluppo fetale

L'OTA presenta proprieta epatotossiche,
neurolossiche, teratogens & nafrolassiche, causando
nefropatia nel suind.

L'OTA & assodiata a insufficienza renale, nelropatia
interstiziale, tumar uroteliali & BEN negli esseri
winani.

Ininizione della sntesi degli sfingalipsdi

{ollegata ai tumari dell'esofago & del fegato negli esseri
urmani. Nelle scimmie, associato o ELEM.

Med cavalli, cavsanda infiammazions respirataria, le
tossine T-2 & DOM permeane b= membrane cellulan,
astacolardo i processo di raduzione attraverso
fimteramane can i rizgasami.

Uespasizione alle tassine T-2 causa ATA negh ssseri umani
Ininisce moltre la produzione di DMA, RHA e protene,
causando apaptos:, perossidazane lipidica & otochinesi.

Lo ZEM induce cancro al fegate, tumor alfutens &
adenaoma tiroideo nei rati.

Lo ZEM causa atrofia testicolare,

retinopatia, nefropatia e cataratta nei ratti.
ZEN regola l'espressione enzimatica nei
percorsi biosintetici.

[ PAT induce effetti cancerogeni, mutageni,
teratogeni e neurotossici negli esseri

umani.

1l PAT mastra propristi immunctossiche

neurotassiche negli animali.
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1.4 Descrizione delle principali micotossine

Dopo aver delineato I’'importanza delle micotossine come minaccia per la sicurezza
alimentare e la salute pubblica, nei paragrafi successivi saranno approfondite le caratteristiche
chimiche, i meccanismi di tossicita e gli effetti clinici delle principali micotossine quali:
aflatossine, ocratossina A, fumonisine, tricoteceni, zearalenone e patulina, al fine di fornire

una visione completa e chiara del loro impatto.

1.5 Aflatossine

Le aflatossine (AF) rappresentano uno dei gruppi di micotossine piu studiati, con circa
venti varianti identificate (F. Malif et al., 2003, J. Patocka et al., 2018, V. Ostry et al., 2017) .
Tra queste, AFBi, AFGi, AFM, e AFRo rivestono particolare rilevanza per la salute pubblica.
Sono prodotte principalmente da 4. flavus € A. parasiticus in ambienti caldi ¢ umidi, tipici
delle aree tropicali e subtropicali. Cereali come grano, mais e orzo, insieme ad arachidi e altri
semi oleosi, risultano particolarmente vulnerabili, soprattutto in condizioni di stress da siccita,
danni da insetti e conservazione inadeguata (J.C. Frisvad et al., 2019, R. Khan et al., 2021).
La loro scoperta risale al noto episodio della “malattia del tacchino X (1969), che mise in
evidenza la correlazione tra farina di arachidi contaminata e gravi perdite negli allevamenti
avicoli (M. Harcarovd et al., 2018). Le aflatossine sono associate a epatotossicita,
immunotossicitd, mutagenicitd, cancerogenicita e teratogenicita (P. Kumar et al., 2017,
D.L. Eaton et al., 2013). L’aflatossicosi colpisce principalmente il fegato (S. Amaike et al.,
2011), causando necrosi epatica in caso di esposizione acuta e degenerazione cronica, fibrosi
o cirrosi in caso di esposizione prolungata (Y.Y. Gong et al., 2016, R. Khan et al., 2020). Tra
le varianti, ’AFB, ¢ la piu pericolosa, classificata dall’IARC come cancerogeno umano di
Gruppo 1 (J. Bennett et al., 2007). Il suo metabolismo porta alla formazione di intermedi
reattivi, come I’AFB; 8,9-epossido (AFBO), in grado di legarsi al DNA e alle proteine,
provocando mutazioni in geni chiave quali p53 (R. Khan et al., 2021). Gli effetti clinici
comprendono stress ossidativo, danni al DNA, epatocarcinoma, immunosoppressione e
sintomi acuti quali dolore addominale, diarrea, ittero e anoressia (E.O. Da Silva et al., 2018).
Episodi documentati, come quello in Kenya (2004-2005), hanno causato oltre 150 decessi per
aflatossicosi acuta (M.N. Okioma et al., 2008). L’esposizione cronica a basse dosi € correlata
a epatocarcinoma, crescita stentata, teratogenicita e aumento del rischio di rachitismo ed

enteropatie nei bambini (S. Marchese et al., 2018, H.L. Meiselman et al., 2022).
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1.6 Ocratossina A

L’ocratossina A (OTA) ¢ prodotta da diverse specie di Aspergillus, tra cui A. ochraeus,
A. niger, A. alliaceus e A. glaucus (F. Malir et al., 2016). Contamina cereali, caffe, cacao, uva,
formaggi e prodotti derivati (Tabella 1), con maggiore incidenza nelle regioni tropicali e
subtropicali (A.A Ismaiel et al., 2015). Gli effetti tossici del’OTA comprendono
nefrotossicita, immunotossicitd, mutagenicita, teratogenicita e neurotossicita (M.E.B da Rocha
etal., 2014, A. Pfohl-Leszkowicz et al., 2007). La micotossina viene assorbita principalmente
a livello gastrointestinale (fino all’85% nell’uomo) (D. Dietrich et al., 2005), si lega
all’albumina plasmatica e viene metabolizzata in OTAa, escreta poi con urine e feci
(M. Zingerle et al., 1997). La sua modalita d’azione come cancerogeno ¢ ancora oggetto di
dibattito: studi sperimentali hanno evidenziato sia effetti nefrotossici che cancerogeni
(A.H. Heussner et al., 2015) , mentre la genotossicita sembra essere mediata indirettamente da
stress ossidativo. L’ocratossicosi negli animali da allevamento (suini, ratti, polli) conferma la

gravita del rischio per la salute umana.

1.7 Fumonisine

Le fumonisine (FMN) sono prodotte principalmente da specie di Fusarium, tra cui
F. verticilioides, F. moniliforme e F. oxysporum (S. Marin et al., 2013, M. Kamle et al., 2019).
Le varianti piu comuni sono FB; e FB,, presenti soprattutto nel mais e nell’uva (Figura 2). Le
fumonisine sono altamente tossiche per il bestiame: nei cavalli causano la
leucoencefalomalacia equina (ELEM), una patologia neurologica fatale (D.P. Morgavi et al.,
2007); nei suini sono associate a infiammazione polmonare e disfunzioni cardiache; nei
roditori a epatocarcinoma (W.C.A. Gelderblom et al., 2012). L’TARC ha classificato FB, ¢
FB: come possibili cancerogeni umani (Gruppo 2B) (K. De Ruyck et al., 2015). Il meccanismo
d’azione di FB; ¢ legato all’inibizione della sintesi della ceramide, con conseguente alterazione
dei processi cellulari, apoptosi € danni epatici e renali (S. Bouhet et al., 2004, R.T. Riley et al.,
2019). Studi recenti hanno evidenziato anche il coinvolgimento dei recettori nucleari LXR o
e B, con effetti sul metabolismo del colesterolo (M. Régnier et al., 2017). Nell’uomo, il
consumo di mais contaminato da fumonisine ¢ stato correlato a un aumento del rischio di

carcinoma esofageo (L. Claeys et al., 2020).
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1.8 Tricoteceni

I tricoteceni sono sesquiterpeni ciclici prodotti da funghi come Fusarium, Trichothecia e
Stachybotrys (S. Marin et al., 2013, R. Bhat et al., 2010). Si distinguono in quattro gruppi
principali (A, B, C e D) (Figura 2), con ampia diffusione nei cereali quali avena, mais e orzo.
Queste micotossine inibiscono la sintesi proteica, causando disfunzioni cellulari, morte
cellulare e immunosoppressione (S.P. McCormick et al., 2011, F. Fung et al., 2004). Le tossine
T-2 e HT-2 sono particolarmente pericolose: danneggiano il tratto gastrointestinale e I’epitelio
cutaneo, provocando nausea, vomito e diarrea. L’esposizione cronica aumenta la suscettibilita
alle infezioni, mentre 1’ingestione di pane contaminato da T-2 ¢ stata associata ad aleucemia
tossica alimentare (ATA), caratterizzata da sintomi gravi quali necrosi, emorragie cutanee,
convulsioni e morte (E. Wambacq et al., 2016). La tossina T-2 pud penetrare anche per via
cutanea o inalatoria, causando necrosi, ustioni e danni alle vie respiratorie (P.D. Anderson et
al., 2012, B.G. Dorner et al., 2016). Al contrario, il deossinivalenolo (DON), pur non essendo
classificato come cancerogeno (Gruppo 3 [ARC), esercita effetti nocivi sull’intestino superiore
(W. Schelstraete et al., 2020), inducendo stress ribotossico, risposte infiammatorie e apoptosi
(D. Payros et al., 2016). L’esposizione acuta al DON provoca vomito ¢ anoressia, mentre
quella cronica ¢ associata a lesioni intestinali ¢ modulazione immunitaria (M. Maresca et al.,

2008, P. Pinton et al., 2008, B. Grenier et al., 2013).

1.9 Zearalenone

Lo zearalenone (ZEN) ¢ una micotossina prodotta da funghi del genere Fusarium che
contaminano principalmente grano, riso, mais e avena (Figura 2). Le specie maggiormente
coinvolte nella sua sintesi sono F. moniliforme, F. verticillioides, F. oxysporum e F. equiseti.
Oltre ai cereali, lo ZEN puo essere presente anche in prodotti come cioccolato e alcuni frutti
(Tabella 1). Dopo I’ingestione, lo ZEN viene assorbito soprattutto a livello del tratto intestinale
prossimale e metabolizzato in derivati con attivita estrogenica fino a sessanta volte superiore
rispetto alla molecola madre (H. Steinkellner et al., 2019). Il meccanismo d’azione ¢ legato al
legame con i recettori degli estrogeni, che determina un effetto iperestrogenico e interferenze
con il sistema endocrino (A. Kowalska et al., 2017). L esposizione a concentrazioni elevate di
ZEN provoca stress ossidativo e citotossicita, con effetti che dipendono dalla sensibilita
dell’organo bersaglio agli estrogeni e dalle condizioni di esposizione (I. Hennig-Pauka et al.,
2018). Studi condotti sui suini, utilizzati come modello animale, hanno evidenziato alterazioni
dell’apparato riproduttivo quali iperplasia, infertilita e squilibri ormonali. Nell’'uomo,

I’esposizione a ZEN ¢ stata associata a iperplasia endometriale e a un aumento del rischio di
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carcinoma mammario. Oltre agli effetti sull’apparato riproduttivo, lo ZEN pud compromettere
anche fegato, reni, cellule immunitarie e tessuto intestinale (P. Chen et al., 2017, H.S. Schmidt

etal., 2018).

1.10 Patulina

La patulina (PAT) ¢ una micotossina prodotta da diverse specie fungine, tra cui
P. expansum, P. crustosum, P. patulum e A. clavatus (Figura 2). E frequentemente riscontrata
nelle mele e nei prodotti derivati, come succhi e puree (M.S. Tapia et al., 2020). Per ridurre il
rischio di esposizione, le autorita di regolamentazione hanno stabilito un limite massimo di 10
pg/L per il PAT nelle bevande a base di frutta (H.P. Egmond et al., 2007). L assunzione di
PAT varia in funzione dell’eta e delle abitudini alimentari: negli adulti I’intervallo medio di
esposizione ¢ compreso tra 0,63 e 21,2 ng/kg di peso corporeo/giorno (K. Vin et al., 2020).
Nei succhi di frutta sono stati rilevati livelli massimi pari a 50 pg/kg per gli adulti e 10 pg/kg
nei prodotti destinati a neonati e bambini. Attualmente, il PAT ¢ classificato dall’IARC nel
Gruppo 3, indicando che non vi sono prove sufficienti per definirlo cancerogeno per 1’uomo.
Studi sperimentali hanno dimostrato che circa il 50% della patulina ingerita viene assorbita
nello stomaco, metabolizzata a livello epatico e renale ed eliminata attraverso le urine (M.
Boussabbeh et al., 2015). Gli effetti tossici derivano dalla formazione di legami covalenti con
gruppi sulfidrilici, che inducono stress ossidativo, apoptosi e riduzione della vitalita cellulare
(J. Tannous et al., 2017, R. Mahfoud et al., 2002). Dosi elevate possono determinare tossicita
acuta, con danni renali, congestione polmonare, ulcerazioni, convulsioni, edema e
infiammazione gastrointestinale (S.A. Lewis et al., 1995). Negli animali, I’esposizione a PAT
¢ stata correlata a perdita di peso, riduzione dell’assunzione di cibo, aumento della mortalita e
malformazioni scheletriche nei topi (J.C. Frisvad et al., 2018). La classificazione cancerogena
della patulina ¢ attualmente oggetto di revisione, poiché i dati disponibili risultano ancora
insufficienti (O. Puel et al., 2010). Pertanto, ulteriori studi sono necessari per chiarirne la
tossicita e i potenziali rischi per la salute. In questo contesto, la comprensione dei profili
tossicologici delle micotossine e I’affidabilita dei metodi di rilevazione risultano fondamentali
per valutare correttamente i pericoli e adottare strategie di prevenzione e mitigazione. La scelta
della tecnica analitica dipende dalla micotossina target, dalla matrice alimentare, dalla
sensibilita e dalla specificita richieste. Un monitoraggio costante e sistematico ¢ essenziale per

garantire la sicurezza dei prodotti alimentari e tutelare la salute di consumatori e animali.
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Figura 2. Struttura chimica delle principali micotossine (Khan et al., 2024).
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Capitolo 2
METODI DI RILEVAMENTO DELLE MICOTOSSINE:

La conformita alle normative legali sulle micotossine richiede 1’implementazione di
pratiche agricole adeguate, il rispetto delle condizioni di stoccaggio regolamentate e il
mantenimento di procedure igieniche nella trasformazione degli alimenti. L’analisi routinaria
dei prodotti ¢ obbligatoria a causa dei complessi percorsi di contaminazione. La rilevazione
delle micotossine, per garantirne la presenza entro i limiti di legge, ¢ dunque cruciale a causa

della loro tossicita.

Sampling

+

Sample preparation

{

Sample analysis

‘

Chromatographic Analysis

Qualitative analysis Quantitative analysis
(TLC, Rapid test strips) (LC, GC, ELIZA)
Single mycotoxin analysis Multiple mycotoxin analysis
HPLC-DAD, GC LC-MS, ELIZA, LFA, Biosensors

Figura 3. Diagramma di flusso dei passaggi coinvolti nell’analisi delle micotossine

mediante tecniche cromatografiche (Khan et al., 2024).
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2.1 Preparazione del campione

Il campionamento rappresenta il primo passaggio nell’analisi delle micotossine e la
necessita di ottenere un campione rappresentativo ¢ di fondamentale importanza (Figura 3).
La contaminazione, infatti, non &€ omogenea ¢ puo concentrarsi in aree circoscritte (W. Ala et
al., 2023, F. Cheli et al., 2009). E quindi essenziale preparare un campione rappresentativo
utilizzando metodi analitici idonei per estrarre le micotossine dalla matrice. Le strutture
molecolari eterogenee delle micotossine e le loro diverse proprieta chimiche e fisiche
(solubilita in solventi polari e non polari) rendono complessa I’estrazione simultanea. La
solubilita in acqua di DON, ZEN, AFB,; e OTA ¢ rispettivamente pari a 16 pg/mL, 100 pg/mL,
55 mg/mL e 0,4 pug/mL, evidenziando la difficolta di estrarre contemporaneamente pitl
micotossine utilizzando acqua (P. Karlovsky et al., 2016). L’estrazione con solventi organici
come etanolo, metanolo, acetonitrile o cloroformio ¢ ampiamente utilizzata nel settore
alimentare (H. Bart et al., 2020, M. Britzi et al., 2013, C. Juan et al., 2005) . Tuttavia, ’impiego
di solventi tossici dovrebbe essere ridotto al minimo per limitare i rischi ambientali e per la
salute dei consumatori. Oltre al metodo QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
and Safe) ossia una tecnica di estrazione in fase solida dispersiva (dSPE) sviluppata per
estrarre residui multipli di pesticidi da frutta e verdura, recentemente ¢ stata applicata anche
all'analisi delle micotossine. Tale metodologia garantisce vantaggi come velocita, facilita di
esecuzione e il minimo fabbisogno di solventi e i costi di esecuzione. L'estrazione viene in
genere eseguita utilizzando acetonitrile, che ¢ compatibile sia con GC che con LC.
La procedura QuEChERS (Figura 4) ¢ solitamente un processo in due fasi:

* estrazione del campione.

* SPE dispersiva.

Il campione viene omogeneizzato per massimizzare l'area superficiale e inserito nella provetta
di estrazione contenente MgSQO4 e acetato di sodio. I sali assicurano che, dopo l'aggiunta di
acetonitrile, venga indotta una separazione di fase tra acqua e solvente organico. La provetta
viene quindi tappata, agitata energicamente e centrifugata. La seconda fase del metodo
QuEChERS utilizza la SPE dispersiva, che prevede il trasferimento di una porzione
dell'estratto di acetonitrile in una provetta di purificazione contenente una combinazione di
assorbenti per la rimozione dei componenti indesiderati del campione. La miscela di assorbenti
contiene sempre PSA (ammina primaria e secondaria) per eliminare zuccheri e acidi grassi, e
MgSO, come agente disidrante (Lucci, 2025). Oltretutto sono stati sviluppati approcci privi di
solventi. Polimeri come il polietilenglicole, detergenti e solubilizzanti proteinogenici

(albumina sierica bovina, BSA) possono essere impiegati per 1’estrazione con vapore
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surriscaldato. Queste sostanze sono utilizzate anche in kit commerciali, come quelli di Romer
Labs (R. Perestrelo et al., 2019, P. Aqai et al., 2011). Inoltre, composti naftalinici, in
particolare I’acido naftalene-1,5-disolfonico, possono estrarre micotossine dai campioni grazie
alle loro proprieta idrofobiche (D. Jiang et al., 2020). La preparazione del campione deve
produrre una soluzione in cui le micotossine siano completamente isolate (V. Betina et al.,
1985, P. Scott et al., 1970). La contaminazione pud essere calcolata in ng/g confrontando i
valori con la concentrazione dell’estratto in ng/mL di tampone di estrazione (R. Khan et al.,

2021).

0 -0

sample + solvent
(CH3CN) + salt
(NaCl, MgS04)

CENTRIEUGATION

CENTRIFUGATION

MIX
Surnatant
ready for the

injection

Aliquot of the supernatant
into a tube containing
PSA and other sorbents
(dSPE)

Figura 4. Schematizzazione metodo QuEChERS (Tratto da: Lucci, 2025).

2.2 Analisi del campione

Le micotossine possono essere identificate e quantificate attraverso diversi metodi
cromatografici di rilevazione, tra cui TLC, GC e HPLC accoppiati a MS/MS. Tecniche
immunologiche, tra cui ELISA o metodi di test rapidi immunoanalitici come le strisce reattive

(LFA), stanno diventando sempre piu diffuse per rilevare questi composti.

2.2.1 Analisi cromatografica

La TLC ¢ un approccio economico per 1’analisi delle micotossine in diversi campioni di
alimenti e mangimi (Figura 5). Consiste nello sciogliere le micotossine estratte in un solvente
e nell’applicarle su una piastra rivestita di gel di silice (P. Scott et al., 1970). Le micotossine

polari si adsorbono in superficie, consentendone la separazione e la rilevazione tramite segnali
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UV o fluorescenza. Grazie ai progressi nei metodi cromatografici, GC e HPLC hanno
progressivamente sostituito la TLC, garantendo maggiore sensibilita e riproducibilita (R. Khan
et al., 2021). La GC ¢ utile per I’analisi di sostanze organiche volatili (benzeni ed etani), ma
non ¢ adatta alle micotossine a causa della loro bassa volatilita e dell’elevata polarita (G.S.
Shephard et al., 2016). Per questo motivo, ¢ necessaria la derivatizzazione, che ne aumenta la
volatilita e ne consente 1’analisi. L’accoppiamento della GC con la spettrometria di massa
(GC-MS) permette un rilevamento preciso delle micotossine dopo derivatizzazione
(R. Montes et al., 2012) . La cromatografia liquida (Figura 6) ¢ oggi considerata il metodo
ottimale, grazie alla capacita di gestire carichi di lavoro maggiori senza derivatizzazione o
modifiche chimiche. La spettrometria di massa (MS) o la spettrometria di massa tandem
(MS/MS) separa efficacemente le micotossine in base al loro rapporto massa/carica,
consentendo di rilevarle simultaneamente (H.U. Melchert et al., 2004). Questo approccio
permette di individuare tossine anche al di sotto dei limiti di legge, analizzando il segnale
dell’area del picco con elevata sensibilita e affidabilita (C. Juan et al., 2012, M. Sulyok et al.,
2020, E. Beltran et al., 2009). Tuttavia, GC e LC presentano limiti legati ai costi elevati delle

apparecchiature ¢ alla necessita di personale qualificato.

Mycotoxins
,‘ (Reference standards)

T
[ ]
4 AT
° : e
. — = —| T o o
> d = e =
> . ==+ -
Food samples \’%/ = Ty
\
. tting the extracts Running the TLC with the o
Extraction izt B
together with the relevant solvent system
(solvents: ACN/ s(gndardsonTLCplales 3 . B
CHCl:/H,0/MeOH) Visualization with UV

Figura 5. Schematizzazione della TLC (Maphaisa et al., 2025).
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Figura 6. Schematizzazione HPLC/LC-MS (Maphaisa et al., 2025).
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2.2.2 Analisi immunologica

Per ovviare alle criticita delle tecniche cromatografiche, sono stati sviluppati metodi

alternativi come i saggi immunologici (ELISA e LFA), che rappresentano soluzioni

economiche, intuitive e rapide per la rilevazione e la quantificazione delle micotossine. Questi

si basano sul principio del legame antigene-anticorpo: I’ELISA richiede la conversione di un

substrato per la rilevazione, mentre I’LFA si fonda sull’accumulo specifico di particelle d’oro.

Questi approcci, grazie alla loro semplicita e rapidita, stanno trovando crescente applicazione

nel monitoraggio delle micotossine, soprattutto in contesti di analisi in loco.

Tabella 2. Metodi per la determinazione delle micotossine (Tradotta e adattata da Khan

et al., 2024).

Metedo di ilevameta Descrizions micotossine LoD
ELISA
Saggio multiplex basato su QD Utiizzo d| G0 basab su Coe con dimension| variabili DON, ZEN, 3,2 pgikg, 0,6 pg/kg,
AFB1 0.2 pa‘kg
Anticorpi monoclenali (MAb) in ELISA ELISA Urilizzo di MAb in ELISA AFB1 0,5-25 ng/mL
basato su rib con fusieni di reporter ELISA basato su rAb con fusioni rAb-reporter AFB, OTA, 0,38 ng/mlL,
ZEN 10 pgika,
12 pgikyg
Saggio di fusione della nanoluciferasi {Mhuc) Utilirzo della nanclucferas: (M) come bracciante luminescente Tenuaranica 8,60 ng/mL
aodo
ELASA & base di aptameri Saggio di assarbimento dell'aptamera legata all'enzima {[ELASA) OTA 1 ngfmL
Micropiastra modificats Fiastra riveatita con antigeni o filamenti di DNA complamentari in OTA, OTB 1 ng/ml, 0,8 ng/ml
Tecniche ELISA competitiva indiretto (icELASA) Aptameri funzionalizzati eon
Funzionalizzazione dellaptamers warie molecele reparter (ad esempia, HRP, trarnbing, Meoresceing) AFB1, OTA, 22:00, 20:00, 20 nm
ATP
Recettori peptidici nei mimotopi Frogettazione di un doELISA basato su peptidi per il rilevamento di OTA 2 pall
peptidici dcELISA OTA Peptidi che irmitans gli epitepi ulilizzati come altern ative ZEN 20 pgdml
walide & coniugati micalossing-proteina nei test
imrmunoenzimaticl competitivi delILISA
Saggio basato su nanoparticelle MIP Sensibilits 22 valte supericee nspesta all ELISA mediante mAb, FB1 13.9
{MIMA) LFA
Manoparticelle d'ora rivestite con PDA [AuNP) L¥A a base o AuMF rvestite con POA FEMN 7.4 pafmL
LFA
AuMP e fluorescenza risolta nel tempo AUNP & microslere fuorescenti risolte nel iempa (TREM) AFB1, ZEM, 0,59 ngfml, 0,24 ngf
Striscia immunocromatografica a base come elichelle di Legnale smmwun ml, 0.9 ng/ml
di LFAs a microsfere utilizzando Manocorpi anti-idiotipici {Aldnb) come antigeni surrogati AFB1, ZEM 0,59 ngfmlL, 0,24 ng/
nanocorpi anti-idiotipici (Aldnb) mlL
peptide visualizzato dal fago e peptide- Peptide visualizzato dal fago e fusione peptide-MEP FB1, ZEM, 0,25 ngfml, 3.0 ng/
Fusione MBP OTA ml, 0,5 ngfml
LFA basati su aptameri AFBn, ZEM, 20 ng/mL
OTA
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2.2.3 Saggio immunoenzimatico (ELISA)

L’ELISA ¢ una tecnica immunologica largamente impiegata per la determinazione delle
micotossine (Figura 7) (A.E. Urusov et al., 2014, A.E. Urusov et al., 2010, R.J. Schneider et
al., 2003). Sono disponibili due formati competitivi: 'ELISA competitivo diretto (dcELISA)
e I’ELISA competitivo indiretto (icELISA). Nel dcELISA la micotossina presente nel
campione compete con 1 coniugati analita-enzima per il legame con [ anticorpo
anti-micotossina sulla piastra di saggio; nell’icELISA, invece, vengono immobilizzati
coniugati analita-proteina su una micropiastra. L’anticorpo principale, diretto contro la
micotossina, pud essere marcato direttamente con un enzima oppure rilevato tramite un
anticorpo secondario coniugato a enzima, cosi da facilitare lo sviluppo del colore. La
perossidasi di rafano (HRP) ¢ comunemente utilizzata per catalizzare 1’ossidazione della
tetrametilbenzidina (TMB) da parte del perossido di idrogeno, generando una colorazione blu.
La fosfatasi alcalina (AP) mostra maggiore stabilita e sensibilita rispetto al’HRP, ma
comporta un costo piu elevato. Per amplificare il segnale sono stati introdotti diversi reporter,
tra cui poliHRP, fluorofori, biglie magnetiche funzionalizzate e nanoparticelle luminose a
conversione positiva (D. Tang et al., 2009, D. Tang et al., 2009, M. Pastucha et al., 2019).
La glucosio ossidasi (GOx) ¢ stata utilizzata come reporter per convertire il glucosio in acido
gluconico e perossido di idrogeno (H20:) utilizzando ossigeno molecolare (S. Zhan et al.,
2019). L’HRP catalizza la conversione di H:0: in radicali idrossilici, stimolando
I’aggregazione delle nanoparticelle d’oro (AuNPs) attraverso la tiramina. Questo processo ha
portato a variazioni cromatiche e modifiche nell’intensita della diffusione dinamica della luce
(DLS), misurabili con un analizzatore DLS (N. Beloglazova et al., 2014). I punti quantici
(QDs) di diverse dimensioni producono colori distinti, consentendo lo sviluppo di saggi
multiplex su micropiastra per la rilevazione simultanea di piu micotossine. Beloglazova et al.
(2014) hanno sintetizzato QDs a base di seleniuro di cadmio (CdSe) con spettri di emissione
variabili e sviluppato un saggio multiplex a doppio analita (DAM) in grado di rilevare
contemporaneamente AFB1 e ZEN. Sono stati inoltre progettati anticorpi monoclonali (MAbs)
per PELISA, destinati alla rilevazione di AFB:, OTA, FB,, T-2/HT-2, DON, ZEN, PAT e
citrinina (CIT). Un vantaggio significativo degli ELISA basati su anticorpi ricombinanti (rAb)
consiste nella possibilita di creare fusioni rAb-reporter tramite ingegneria genetica, evitando
la produzione chimica di coniugati anticorpo-reporter o la dipendenza da anticorpi secondari
disponibili in commercio (Q. Lu et al., 2020, Y. Sheng et al., 2019). Gli aptameri possono
essere utilizzati come bioricettori nei saggi su micropiastra, in particolare nell’enzyme-linked

aptamer sorbent assay (ELASA). La tecnica di immobilizzazione degli aptameri sulla piastra
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¢ cruciale per preservarne 1’affinita di legame: un aptamero biotinilato pud essere fissato su
superfici streptavidina/avidina, e le micropiastre modificate sono ampiamente utilizzate per
mantenere tale affinitd (L. Barthelmebs et al.,, 2011). Gli aptameri possono essere
funzionalizzati con molecole reporter come HRP, trombina o fluoresceina, riducendo i tempi
di rilevazione e aumentando la sensibilita del saggio (Y. Li et al., 2019, L. Sun et al., 2019, Z.
Wu et al., 2020). Sono stati inoltre sviluppati recettori peptidici come sostituti degli anticorpi.
Bazin et al. (2013) hanno realizzato un dcELISA peptidico per la rilevazione dell’OTA,
immobilizzando il peptide anti-OTA NFOyu; il test ha rilevato concentrazioni fino a 2 pg/L in
campioni di vino, dimostrando elevata sensibilita. Altri peptidi mimano epitopi e fungono da
alternative ai coniugati micotossina-proteina, la cui sintesi puo risultare complessa e rischiosa.
Per questo motivo, i peptidi esposti da fagi (mimotopi) sono stati proposti come soluzione piu
economica e semplice da ingegnerizzare (Y. Xiong et al., 2020). Diversi mimotopi peptidici
sono stati utilizzati per la determinazione di AFB:, ZEN, OTA, FB: ¢ DON (J. Yan et al.,
2019). Infine, i polimeri a impronta molecolare (MIP) sono stati suggeriti come sostituti degli
anticorpi primari nello sviluppo di ELISA biomimetici o pseudo-ELISA (S.A. Piletsky et al.,
2000, S. Wang et al., 2009). L’ immobilizzazione dei MIP sulla micropiastra ¢ cruciale per
definire un sistema biomimetico. Chianella et al. (2013) hanno introdotto un approccio
innovativo basato su nanoparticelle MIP, simile all’adsorbimento fisico degli anticorpi (L.
Cenci et al., 2018). Munawar et al. (2019) hanno sviluppato un saggio basato su nanoparticelle
MIP (MINA) per la rilevazione di FB1, mostrando una sensibilita 22 volte superiore rispetto a
un ELISA con anticorpi monoclonali (Tabella 2). Le micropiastre rivestite con MIP hanno
inoltre dimostrato maggiore stabilita e sensibilita, risultando adatte alla conservazione e al

trasporto a temperatura ambiente.

Figura 7. Fasi generali di lavoro dell’ELISA (Fonte: Step-by-step guide to ELISA,
Mabtech, n.d.; tratta da Maphaisa et al., 2025).
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2.2.3.1 Saggio a flusso laterale (LFA)

Gli LFA sono stati ampiamente utilizzati nei test diagnostici in diversi campi, tra cui
medicina, scienze veterinarie e ambiente. Essi consentono ’analisi degli analiti con approcci
qualitativi e quantitativi, garantendo tempi di rilevazione piu brevi e procedure piu semplici
rispetto ai saggi basati su micropiastra (Figura 8). I ricercatori hanno sviluppato LFA
utilizzando anticorpi policlonali (pAbs) ¢ monoclonali (mAbs) per la rilevazione delle
micotossine. Il test consiste nell’applicare un piccolo campione su una striscia, permettendo
agli analiti di attraversare la membrana. Dopo un certo intervallo compare una linea di test
(T-line), che indica risultati qualitativi o semi-quantitativi. La quantificazione pud essere
ottenuta anche mediante un lettore ottico. Le nanoparticelle d’oro (AuNPs) sono state
impiegate come marcatori nei LFA grazie ai loro vantaggi: colore rosso evidente, elevata
stabilita, produzione semplice e bassa tossicita (M. Yin et al., 2020). Xu et al. (2019) hanno
sviluppato nanoparticelle d’oro rivestite con polidopamina (PDA) per migliorare 1’intensita
cromatica e la sensibilitd del LFA nella rilevazione della ZEN nel mais. Le AuNPs rivestite
con PDA hanno mostrato maggiore stabilita, ridotta aggregazione e una colorazione piu
brillante. Il saggio per la rilevazione delle micotossine ha evidenziato un limite di rilevazione
(LOD) di 7,4 pg/mL, dieci volte inferiore rispetto al LFA basato su AuNPs (D. Calabria et al.,
2021, P. Tripathi et al., 2018). Sono stati inoltre utilizzati diversi agenti di rilevazione per la
generazione del segnale, come i QDs, nanoparticelle a conversione ascendente (UCNPs),
nanoparticelle magnetiche e coloranti luminescenti nel vicino infrarosso (NIR) (Y. Jin et al.,
2021). Parallelamente, sono stati sviluppati LFA multiplex, capaci di rilevare simultaneamente
fino a sei diverse micotossine. Li et al. (2011) hanno sviluppato un LFA a fluorescenza risolto
nel tempo (TRF) utilizzando due nanocorpi anti-idiotipici (Ald-Nbs) per la rilevazione di
AFB; e ZEN nei prodotti a base di mais (Tabella 2). II loro studio ha dimostrato che gli Ald-
Nbs trattenevano efficacemente le sonde sulle T-line nei campioni negativi, mentre le tossine
reagivano con la sonda mAb nei campioni positivi, riducendo la cattura sulle T-line (S. Xu et
al., 2019). Yan et al. (2020) hanno impiegato una miscela di peptidi esposti su fagi (PDP) e
peptidi basici della mielina (MBP) per creare un antigene mimetico, successivamente collocato
sulla linea T (T-line). Inoltre, sono stati sviluppati LFA basati su aptameri per la rilevazione
di AFB,, OTA e ZEN. Wu et al. (2018) hanno ideato una striscia di test LF con aptameri per
la rilevazione dello ZEN, basata sulla competizione tra la tossina e il DNA complementare.
Shim et al. (2014) hanno costruito un saggio dipstick con aptameri per misurare i livelli di
AFB;, che si completa in 30 minuti e presenta un LOD di 0,1 ng/mL in soluzione tampone

(Tabella 2). Gli aptameri offrono caratteristiche superiori ¢ una maggiore rapidita rispetto
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all’ELISA, rendendoli strumenti utili per il monitoraggio della contaminazione da micotossine

negli impianti di trasformazione alimentare (V.L Pereira et al., 2014).

@ Mycotoxin 1| ® Mycotoxin 1-BSA o Label-mycotoxin 1- Ab

Mycotoxin 2@ Mycotoxin 2-BSA ~  Label-mycotoxin 2- Ab
Sample solution Mycotoxin 3 @ Mycotoxin 3-BSA~ * Label-mycotoxin 3- Ab

Goat anti-mouse 1gG

e _".- . Mixture of labeled-
X ..*.'. mycotoxin-Ab
-

Conjugate pad Test  Test  Test  Control Adsorbent pad

Sample pad
ample pa ling 1 line2 line3 line Backing pad
Membrane
Without mycotoxin 1, 2, and 3 With mycotoxin 1, 2, and 3
in the sample in the sample
Test Test Test Control Test Test Test Control
line 1 line2 line3 line line 1 line 2 line3 line

Figura 8. Passaggi LFA del meccanismo di rilevamento multi-target delle micotossine

(Fonte: Adunphatcharaphon et al., 2022; tratta da Maphaisa et al., 2025).
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Capitolo 3
NUOVE TECNICHE DI RILEVAMENTO DELLE MICOTOSSINE

Negli ultimi anni, la comunita scientifica ha riconosciuto che i metodi cromatografici
tradizionali e alcune tecniche immunochimiche non sono piu sufficienti a soddisfare le
esigenze attuali, caratterizzate dalla necessita di tempi di analisi piu rapidi e dalla capacita di
rilevare simultaneamente pit micotossine con elevati livelli di accuratezza e affidabilita.
Questa consapevolezza ha favorito lo sviluppo e I’adozione di nuove metodologie analitiche,
tra cui i biosensori elettrochimici, oggi considerati tra le principali tecniche emergenti per il
rilevamento delle micotossine (EMDTs) (Nihal P et al., 2024). Questi approcci innovativi
sfruttano progressi significativi nei campi della spettroscopia, della metabolomica ¢ della
tecnologia dei sensori, con 1’obiettivo di migliorare la sensibilita e la precisione delle analisi,
superando al contempo i limiti intrinseci dei metodi convenzionali. Le EMDTs consentono
inoltre il monitoraggio in tempo reale, permettendo una quantificazione estremamente
accurata delle micotossine e garantendo tempi di risposta molto rapidi, un aspetto cruciale per
assicurare la sicurezza alimentare lungo le diverse fasi della filiera. Tra le tecnologie piu
promettenti rientrano i biosensori elettrochimici, la risonanza magnetica nucleare quantitativa,
le applicazioni nanotecnologiche, la spettroscopia basata su immagini e diverse piattaforme
omiche. Questi strumenti avanzati ampliano significativamente le possibilita di rilevamento,
rendendo possibile 1’analisi di matrici alimentari complesse e la gestione di contaminazioni

multiple (Fan et al., 2023).

3.1 I biosensori

I biosensori rappresentano dispositivi analitici di nuova generazione, progettati per rilevare
specifiche risposte biologiche o chimiche e convertirle in un segnale misurabile proporzionale
alla concentrazione della micotossina o dell’analita di interesse (Pisoschi et al., 2024). In
genere, questi strumenti sono costituiti da due componenti principali: i biorecettori (elemento
rivelatore) e 1 trasduttori (elemento che converte il segnale), come illustrato in Figura 9.

I biorecettori costituiscono I’unita di riconoscimento biologico e interagiscono selettivamente

con le tossine presenti nel campione. Tra i1 biorecettori piu utilizzati nell’analisi delle
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micotossine si annoverano enzimi, acidi nucleici, aptameri (molecole sintetiche), cellule intere
e anticorpi (Szelenberger et al., 2024, Zhang et al., 2023). Negli ultimi anni, tali elementi sono
stati integrati in diverse piattaforme di rilevamento, in particolare in tecniche immunochimiche
ed elettrochimiche, con 1’obiettivo di migliorarne accuratezza, specificita e rapidita (Fan et al.,
2023). Le diverse tipologie di biosensori vengono classificate in base al meccanismo di
trasduzione impiegato. I principali meccanismi attualmente disponibili includono trasduttori
elettrochimici, termici, elettronici, gravimetrici e ottici (Figura 9). A loro volta, questi possono
essere ulteriormente suddivisi in sottocategorie quali biosensori amperometrici, piezoelettrici,
cromogenici, in fibra ottica e altri ancora (Pisoschi et al., 2024, Li et al., 2021, Hassan et al.,
2024). Oltre ai biorecettori e ai trasduttori, i biosensori integrano anche componenti elettronici
come amplificatori, processori e sistemi di visualizzazione. Questi moduli, collegati tra loro,
hanno il compito di amplificare ed elaborare il segnale generato, rendendolo interpretabile e

visualizzabile su un computer o su altri dispositivi di lettura (Ramesh et al., 2022).

Biochemical reaction
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Figura 9. Diagramma di flusso di un biosensore per [D’analisi delle micotossine

(Maphaisa et al., 2025).
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3.1.1 Biosensori elettrochimici

I biosensori elettrochimici (ECB) rappresentano una delle tecnologie piu promettenti e
performanti per I’analisi delle micotossine, grazie alla loro elevata efficienza e sensibilita
(Kaur et al., 2023). Il principio di funzionamento degli ECB si basa sulla trasduzione
elettrochimica dell’interazione biologica: quando I’analita o la micotossina si lega al
biorecettore, viene generato un segnale elettrico proporzionale alla quantitd o alla
concentrazione della micotossina presente nel campione. I trasduttori impiegati nei biosensori
elettrochimici appartengono a diverse sottoclassi, tra cui sensori amperometrici (che misurano
variazioni di corrente associate a reazioni redox), potenziometrici ¢ voltammetrici (che
rilevano rispettivamente variazioni di potenziale e di tensione), oltre ai sensori conduttimetrici,
basati sulle modifiche della conduttivita elettrica (Hassan et al., 2024, Agriopoulou et al.,
2020). Numerosi studi hanno dimostrato [’efficacia degli ECB nel rilevamento delle
micotossine. Ad esempio, Lu et al. (2016) hanno identificato DON e FB; nel mais utilizzando
questa tecnologia, ottenendo LOD pari a 8,66 e 4,2 ppm. In un altro lavoro, Solis et al. (2024)
hanno confrontato il LOD ottenuto con un ECB e quello di un ELISA commerciale per la
rilevazione della tossina T-2 nel grano, riportando valori rispettivamente di 0,10 ¢ 10,0 ug/kg,
evidenziando cosi una sensibilita nettamente superiore rispetto al metodo ELISA. Lo studio
ha inoltre mostrato che I’ECB richiede tempi di analisi piu brevi. Anche Pacheco et al. (2015)
hanno confermato I’efficacia degli ECB rilevando I’OTA in bevande alla frutta come vino e
birra, ottenendo recuperi fino al 105% senza necessita di trattamenti preliminari del campione.
Negli ultimi anni, si sono sviluppate soluzioni innovative che integrano i sensori elettrochimici
con dispositivi portatili, in particolare gli smartphone. Un esempio significativo ¢
I’aptasensore voltammetrico portatile integrato nello smartphone per la rilevazione del PAT
nei succhi. Il dispositivo opera monitorando le variazioni del segnale della sonda redox e, nei
test condotti su succo di mela diluito, ha raggiunto un limite di rilevabilita di 0,47 pg/ml e un

recupero fino al 93% (Erdem et al., 2024).

3.1.2 Biosensori ottici

I biosensori ottici (OB) hanno suscitato un crescente interesse nella ricerca dedicata alla
sicurezza alimentare, oltre che in settori come la diagnostica clinica e il monitoraggio
ambientale. A differenza dei ECB, che generano un segnale elettrico in seguito all’interazione
tra analita e biorecettore, gli OB si basano su un principio ottico: 1’evento di riconoscimento
produce infatti un segnale ottico misurabile (Wei et al., 2022). Questi biosensori possono

essere label-free (privi di etichetta) oppure label-based (basati su etichetta). [ sistemi label-free
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rilevano direttamente 1’interazione analita-biorecettore, mentre quelli basati su etichetta
impiegano marcatori come QDs, coloranti fluorescenti o tag chemiluminescenti, che emettono
luce in presenza dell’analita (Damborsky et al., 2016, Singh et al., 2023). I trasduttori utilizzati
negli OB includono tecnologie come la risonanza plasmonica di superficie (SPR), la
cromogenicitd in fibra ottica, la luminogenicita e la chemiluminescenza (Dadmehr et al., 2025,
Rasheed et al., 2024). Gli OB basati su etichetta sono stati ampiamente studiati e applicati per
il rilevamento delle micotossine. Un esempio significativo ¢ lo studio di Singh et al., (2022),
in cui ¢ stato sviluppato un OB fluorescente per la rilevazione dell’ AFB;. Il sistema impiegava
un punto quantico di grafene sintetizzato (GQD), la cui fluorescenza veniva dalla micotossina
AFB; utilizzata come quencher, permettendo cosi il rilevamento. La piattaforma ha mostrato
un intervallo di rilevamento compreso tra 5-800 ng/ml, un LOD di 0,158 ng/ml e un recupero
massimo del 106%. Analogamente, Jia et al. (2023) hanno sviluppato un biosensore portatile
basato su aptameri in fibra ottica che sfrutta la chemiluminescenza per 1’analisi simultanea di
piu micotossine. Il dispositivo ha consentito il rilevamento contemporaneo di OTA, AFB,, FB;
e ZEN, con un intervallo di rilevamento molto ampio (da pg/mL a 10° pg/mL) e un LOD
estremamente basso, compreso tra 0,015 ¢ 0,043 pg/mL. I biosensori ottici label-free, come
quelli basati su SPR, sono ampiamente utilizzati nei settori medico, alimentare e farmaceutico
per la diagnosi e il rilevamento di contaminanti, incluse le micotossine. Questa tecnologia ¢
spesso preferita perché evita [’uso di etichette che potrebbero alterare le proprieta di legame e
introdurre errori sistematici. L’SPR rileva direttamente le variazioni dell’indice di rifrazione
sulla superficie di un sensore metallico, consentendo un’analisi in tempo reale e senza etichetta
(Damborsky et al., 2016, Pandey et al., 2022). Un’applicazione rilevante ¢ lo studio di Székacs
et al. (2021), che ha rilevato ZEN nel mais utilizzando OB label-free sia in formato diretto che
competitivo. Ottimizzando la tecnica di immobilizzazione covalente, il formato competitivo
ha raggiunto un LOD eccezionalmente basso di 0,002 pg/mL, con un intervallo dinamico
compreso tra 0,01 e 1 pg/mL. Inoltre, I’elevata sensibilita e specificita del metodo ha permesso
di distinguere ZEN da analoghi strutturali come alfa-ZEN (a-ZEN) e da micotossine non

correlate.

3.1.3 Biosensori gravimetrici, acustici e termici

I biosensori gravimetrici (GMB) funzionano rilevando le variazioni di massa che
avvengono sulla superficie del sensore. Il principio gravimetrico ¢ generalmente associato a
tecnologie basate su onde acustiche piezoelettriche € magnetoelastiche, capaci di misurare tali
variazioni attraverso cambiamenti nella frequenza di risonanza (Agriopoulou et al., 2020). Tra

le piattaforme piu utilizzate rientrano la microbilancia a cristalli di quarzo (QCM) e i
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dispositivi ad onde acustiche superficiali (SAW) (Majer-Baranyi et al., 2023). Come riportato
da Jubeen et al. (2024), micotossine quali AFB; sono state rilevate mediante QCM
piezoelettrica, ottenendo LOD estremamente bassi, fino a 0,01 ng/ml. In modo analogo, una
revisione di Majer-Baranyi et al. (2021) ha documentato 1’impiego della QCM piezoelettrica
per il rilevamento di ZEN e di altre micotossine, tra cui T-2 ¢ FB;, con un LOD pari a 0,37
ng/mL e un intervallo operativo fino a 24,4 ng/mL. Secondo Pisoschi et al. (2024), la
micotossina DON ¢ stata rilevata utilizzando la tecnologia SAW, ottenendo una riproducibilita
dei risultati compresa tra 4,03% e 16,48%. I biosensori termici, invece, si basano sulla
misurazione dell’energia termica generata durante una reazione chimica. In uno studio
condotto da Chen et al. (2020), ¢ stata sviluppata una sonda fototermica capace di rispondere
a stimoli termici e generare segnali multidimensionali. Tale interfaccia ha permesso il
rilevamento della ZEN con un LOD estremamente basso, pari a 1,06 x 1077 ng/mL, e un
intervallo lineare compreso tra 10”7 ¢ 10~! ng/mL, dimostrando il potenziale utilizzo di questa

tecnologia in applicazioni on-site e persino per uso personale.

3.2 Nanotecnologie e nuove tecnologie nella rilevazione delle micotossine

La nanotecnologia rappresenta oggi uno degli approcci piu innovativi per il rilevamento
delle micotossine, grazie alla capacita di offrire livelli elevati di selettivita, sensibilita e
robustezza. L impiego di nanomateriali tra cui nanoparticelle, nanofili e nanotubi di carbonio
(CN) ha permesso lo sviluppo di sistemi analitici piu performanti rispetto ai metodi tradizionali
(Nihal P et al., 2024, Mousavi Nodoushan et al., 2019, Tang et al., 2022; Thipe et al., 2022).
Un contributo rilevante deriva dalle nanoparticelle metalliche, come oro e argento, utilizzate
come potenziatori nei moderni immunosensori. Un esempio significativo ¢ quello di Zhou et
al. (2024), che hanno impiegato nanoparticelle d’oro in un sensore a striscia immunitaria per
il rilevamento simultaneo e rapido di ZEN, tossine T-2, alternariolo, DON e acido tenuazonico,
ottenendo LOD compresi tra 0,04-0,56, 0,11-0,68, 0,09-0,75, 0,91-4,77 e 0,12-1,02 ng/mL,
con recuperi fino al 115%. Altri nanomateriali come nanoparticelle d’argento, carbonio, CN
multiparete sono stati sviluppati per migliorare ’arricchimento e 1’isolamento delle
micotossine (Moreno et al., 2016, Zhao et al., 2020). Parallelamente, tecnologie emergenti
come CRISPR (Clustered Regular Interspaced Short Palindrome Repeats) stanno assumendo
un ruolo crescente nella diagnostica delle micotossine, grazie alla loro versatilita e alla capacita
di superare limiti tipici dei biosensori tradizionali, come effetti matrice e interferenze elettriche
(Wang et al., 2023, Pei et al., 2024; Suliman et al., 2024). Secondo Haowei et al. (2023),

I’integrazione dei sistemi CRISPR/Cas in biosensori elettrochimici e colorimetrici consente di
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aumentare sensibilita, precisione e rapidita. In questo contesto, sono state impiegate
nanoparticelle d’oro insieme a una sonda colorimetrica Cas12a per il rilevamento dell’AFM,,
basato sull’inibizione del legame aptamerico mediata da Cas12a. Lo stesso studio ha riportato
I’uso di Cas12a per il rilevamento dell’OTA, conun LOD di 0,74 fg/mL tramite un aptasensore
elettrochimico che sfrutta un segnale assistito da esonucleasi. Inoltre, Liu et al. (2024b) hanno
combinato CRISPR-Cas12a con un enzima a singolo atomo per il rilevamento dell’AFBy,
ottenendo un intervallo lineare di 10 ng/uL e un LOD di 1,5 x 107 ng/uL. Il sistema ha
mostrato elevata stabilita e notevole capacita catalitica grazie all’enzima monoatomico, mentre
Casl2a ha garantito una forte amplificazione del segnale e un’elevata specificita. In sintesi,
I’integrazione di nanotecnologie avanzate e piattaforme CRISPR sta ridefinendo il rilevamento
delle micotossine, offrendo strumenti estremamente sensibili, rapidi e adattabili anche alle

matrici alimentari pit complesse.

3.3 Approcci di metabolomica e apprendimento automatico nel rilevamento delle

micotossine

La metabolomica e I’apprendimento automatico (ML) rappresentano approcci di nuova
generazione sempre piu rilevanti nel rilevamento delle micotossine, offrendo strategie
innovative per la diagnosi precoce e la prevenzione della contaminazione nelle materie prime
agricole (Rubert et al., 2017, Sun et al., 2023). La metabolomica, intesa come 1’analisi
completa dei metaboliti presenti in un campione biologico, costituisce una piattaforma solida
per I’identificazione di biomarcatori associati alla presenza di micotossine (Lapris et al., 2024).
Tale disciplina si avvale di tecniche analitiche consolidate, tra cui risonanza magnetica
nucleare (NMR), LC-MS, GC-MS ¢ HPLC, che consentono di ottenere profili metabolici
dettagliati e di individuare pattern riconducibili allo sviluppo di funghi micotossigenici
(Richard-Forget et al., 2021). Parallelamente, I’ML branca dell’intelligenza artificiale dedicata
allo sviluppo di algoritmi capaci di apprendere dai dati sta acquisendo un ruolo crescente
nell’industria alimentare per 1’analisi e il rilevamento di micotossine e altri contaminanti
(Inglis et al., 2024). I metodi ML possono essere suddivisi in diverse categorie, ciascuna
caratterizzata da specifiche modalita di elaborazione dei dati (Saha et al., 2021, Sarker et al.,
2021). Tra questi, I’apprendimento supervisionato (ad esempio, support vector machines)
utilizza dati etichettati per effettuare previsioni o classificazioni; I’apprendimento non
supervisionato, come PCA e clustering K-Means, permette invece di individuare strutture e
relazioni latenti nei dati senza 1’uso di etichette; infine, gli approcci semi-supervisionati, tra

cui i modelli generativi, combinano elementi di entrambe le categorie (Saha et al., 2021,
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Mahesh et al., 2020). L’applicazione di tali metodologie al settore micotossinologico ha gia
prodotto risultati significativi. Camardo Leggieri et al. (2021) hanno sviluppato un modello
supervisionato basato su due reti neurali profonde integrate con un sistema meccanicistico e
dati meteorologici, finalizzato alla previsione dei livelli di AFB; e FB; in campi di mais del
Nord Italia. Il modello ha permesso di identificare correttamente i campi con contaminazioni
superiori ai limiti normativi, raggiungendo un’accuratezza del 75%. L’integrazione tra
metabolomica e ML apre ulteriori prospettive, consentendo I’individuazione di biomarcatori
utili per la diagnosi precoce delle contaminazioni. Un esempio significativo ¢ fornito da Xie
et al. (2022), che hanno identificato versicolorin B e altri metaboliti come biomarcatori
correlati alla produzione di aflatossine, con coefficienti di correlazione compresi tra 0,71 e
0,95. Combinando tali dati metabolomici con algoritmi di apprendimento automatico in
particolare random forest ¢ XGBoost gli autori hanno ottenuto modelli predittivi capaci di
stimare la contaminazione da aflatossine con un’accuratezza dell’87,2%. Questo approccio
integrato si dimostra quindi particolarmente promettente per supportare il processo decisionale

in ambito agricolo e per rafforzare le strategie di sicurezza alimentare.
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Capitolo 4
STRATEGIE DI PREVENZIONE E CONTROLLO DELLE
MICOTOSSINE

La prevenzione della contaminazione da micotossine si basa su interventi attuabili sia pre
che post-raccolta (C.G. Awuchi et al., 2021). Durante la fase di raccolta, le misure piu efficaci
comprendono [’esecuzione tempestiva delle operazioni, [’astensione della raccolta in
condizioni di elevata umidita e, quando necessario, I’essiccazione del prodotto prima dello
stoccaggio (Z.H. Zhang et al., 2019, P. Kumar et al., 2017). Parallelamente, 1’industria
agroalimentare adotta tecnologie avanzate come filtrazione e sterilizzazione dell’aria, ambienti
a sovrapressione e procedure di disinfezione per garantire condizioni igieniche adeguate e
ridurre il rischio di contaminazioni. Nonostante tali accorgimenti, la prevenzione della
contaminazione fungina in campo rimane complessa. E tuttavia fondamentale limitare il
contatto di semi e frutti con terreno e attrezzature contaminate, poiché tali interazioni possono
provocare lesioni che facilitano la penetrazione delle ife. Un’efficace gestione della
contaminazione richiede quindi di ostacolare la germinazione dei conidi e lo sviluppo delle
strutture fungine. Quando le micotossine sono gia presenti negli alimenti, ¢ necessario
ricorrere a strategie di controllo per ridurne gli effetti avversi (C.G. Awuchi et al., 2021, Z.H.
Zhang et al., 2019). Le tecniche di decontaminazione disponibili includono approcci fisici,
chimici e biologici, capaci di degradare o inattivare parzialmente le micotossine. Tuttavia, la
loro completa eliminazione ¢ rara, rendendo la prevenzione la misura piu efficace lungo

I’intera filiera (V. Ostry et al., 2013).

4.1 Decontaminazione degli alimenti

Le procedure di decontaminazione rappresentano un passaggio essenziale per ridurre la
presenza di micotossine nei prodotti alimentari (T. Villarreal-Barajas et al., 2022). In questo
ambito possono essere impiegati interventi di natura fisica, chimica o microbiologica, spesso
combinati in un approccio integrato che risulta generalmente piu efficace rispetto all’utilizzo
di una singola strategia (J.C. Young et al., 2007). L’Organizzazione per 1’ Alimentazione e

I’Agricoltura ha definito specifiche linee guida per le operazioni di decontaminazione, che
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includono la riduzione del contenuto di micotossine, la prevenzione della formazione di residui
tossici, la tutela delle proprieta nutrizionali e tecnologiche degli alimenti e 1’eliminazione di
spore o strutture miceliari potenzialmente produttrici di micotossine. L’adozione di tali criteri
consente di diminuire in modo significativo I’incidenza delle micotossine negli alimenti e nei

mangimi, contribuendo alla tutela della salute umana e animale.

4.2 Approcci convenzionali

Gli approcci convenzionali per la decontaminazione degli alimenti comprendono metodi
fisici, chimici e microbiologici. Tra i metodi fisici rientrano processi comunemente impiegati
nella preparazione degli alimenti, come cottura, panificazione e tostatura. Tecniche piu
specifiche, quali ozonizzazione e irradiazione, possono contribuire alla riduzione dei livelli di
micotossine, pur non garantendone I’eliminazione completa (L. Afsah-Hejri et al., 2020, R.
Colovi¢ et al., 2019, S.A. Mir et al., 2021). Sul versante chimico, diversi composti tra cui
perossido di idrogeno, ipoclorito di sodio, acido ascorbico, idrossido di calcio, idrossido di
ammonio, anidride solforosa e carbonato di ammonio sono in grado di trasformare le
micotossine in derivati meno tossici. Tuttavia, I’impiego di tali sostanze non ¢ generalmente
compatibile con alimenti e mangimi destinati al consumo diretto (S.A. Mir et al., 2021). Alcuni
additivi, come vitamina C, bisolfiti, curcumina, bentonite, carbone attivo, silicati e adsorbenti
a base di glucano, possono attenuare gli effetti delle micotossine nei prodotti contaminati. E
stato inoltre osservato che il glucomannano esterificato ¢ in grado di legare simultaneamente
AF, FMN e ZEN, sebbene 1’uso di tali leganti richieda cautela, poiché in alcuni casi potrebbe
amplificare la tossicita di specifiche micotossine (L. Afsah-Hejri et al., 2020). Accanto ai
metodi fisici e chimici, gli approcci microbiologici mirano alla biodegradazione o
trasformazione delle micotossine tramite microrganismi. Ad esempio, Flavobacterium
aurantiacum ¢ in grado di degradare I’AFB; in matrici come latte e carne (L. Afsah-Hejri et
al.,, 2020). Diversi batteri lattici, tra cui Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus
thermophilus e Lactococcus lactis, possono legare le aflatossine alle loro pareti cellulari,
riducendone la biodisponibilita. Inoltre, lieviti del genere Kluyveromyces mostrano capacita
inibitorie nei confronti della crescita di Aspergillus e della produzione di aflatossine,
suggerendo un potenziale ruolo nella mitigazione della contaminazione (R. Khan et al., 2021).
Nel complesso, leganti e microrganismi inibitori rappresentano strumenti promettenti per
contrastare la presenza di micotossine negli alimenti. L’impiego di organismi naturali e

processi microbiologici offre prospettive interessanti per migliorare la sicurezza alimentare,
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pur richiedendo ulteriori studi per ottimizzarne 1’efficacia e garantirne I’applicabilita su larga

scala.

4.3 Strategie innovative di mitigazione

I ricercatori stanno sviluppando strategie innovative per contrastare la tossicita delle
micotossine, in risposta alle crescenti esigenze dei consumatori in termini di igiene e sicurezza
alimentare. Tra gli approcci emergenti rientrano il plasma atmosferico freddo (CAP), i
polifenoli, i materiali magnetici e le nanoparticelle, oltre agli oli essenziali naturali (NEO).
Queste tecnologie mirano a ridurre i rischi associati alle micotossine senza lasciare residui

indesiderati sui prodotti alimentari (Figura 10).
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Figura 10. Metodi per controllare la contaminazione da micotossine: (A) metodo del
plasma atmosferico freddo, (B) polifenoli, (C) oli essenziali naturali e (D) materiali

magnetici e nanoparticelle (Khan et al., 2024).
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4.3.1 Plasma atmosferico freddo

11 plasma atmosferico freddo (CAP) rappresenta uno stato della materia generato quando
un gas neutro viene sottoposto a un campo elettrico sufficientemente intenso da ionizzare
atomi e molecole, producendo cosi un plasma. Quando la tensione applicata supera la soglia
di rottura, si formano specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto che consentono la produzione
di CAP a temperatura ambiente e pressione atmosferica. L’applicazione del CAP prevede
I’esposizione di acqua, soluzioni tampone o acidi alla scarica di plasma, generando agenti
disinfettanti utili per operazioni di lavaggio e sanificazione (M. Ali et al., 2022, O.J. Esua et
al., 2021). L’attivita antimicrobica e la capacita del CAP di degradare composti biochimici
complessi derivano dall’azione combinata di diverse specie reattive, tra cui superossido (Oz"),
ozono (0Os), perossido di idrogeno (H20:), radicali idrossilici (*OH), perossinitrito (ONOO"),
nitrito (NO2z"), nitrato (NOs"), oltre a radiazioni UV e campi elettrici. Questi elementi
mantengono una temperatura prossima a quella ambiente, conferendo al CAP le sue
caratteristiche non termiche. L’efficacia del CAP dipende dalla struttura molecolare delle
micotossine e dalle condizioni operative. Nel caso del DON nei prodotti a base di grano, fattori
come il tipo di gas, il tempo di trattamento, le caratteristiche della matrice, il contenuto d’acqua
e la tensione plasmatica influenzano significativamente la degradazione. Il CAP generato con
gas a base di azoto produce specie reattive dell’azoto (RNS), come ossido nitrico (NO) e
biossido di azoto (NOz), dotate di proprieta antimicrobiche e impiegate nella sterilizzazione e
nella disinfezione delle superfici. Al contrario, il CAP basato su ossigeno genera specie
reattive dell’ossigeno (ROS), come ozono, ossigeno singoletto ¢ ossigeno atomico, efficaci
nella decontaminazione superficiale delle micotossine. Gas inerti come argon ed elio, pur
essendo meno reattivi, fungono da vettori per le specie generate dalla scarica elettrica e
risultano utili in applicazioni come la modifica delle superfici. La scelta del gas ¢ quindi
cruciale e deve essere calibrata in base alle specie reattive desiderate e all’obiettivo
applicativo. Diversi studi confermano [Defficacia del CAP nella degradazione delle
micotossine. Chen et al. (2017) hanno osservato una riduzione del DON del 25,82% dopo
esposizione a 50 kV per 8 minuti, con un incremento dell’efficacia fino al 36,10% aumentando
il contenuto d’acqua dal 8% al 20%. In modo analogo, la degradazione delle tossine T-2 e
HT-2 nella farina d’avena risulta influenzata da umidita relativa, durata del trattamento e tipo
di gas impiegato. Kis§ et al. (2020) hanno riportato una riduzione del 42,24% per T-2 e del
37,53% per HT-2 utilizzando CAP basato su azoto. Wang et al. (2022) hanno evidenziato che
I’aumento della tensione da 10 a 30 k'V riduce I’alternariolo e il suo monometil etere dall’1,3%

al 56,5% nel succo di giuggiola. Il plasma a scarica corona ha mostrato un’efficace
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degradazione dell’AFB; nel riso e nel grano, con riduzioni del 45-56% dopo 30 minuti (P.
Puligundla et al., 2020). Tale effetto ¢ attribuito alla rottura del doppio legame C8-C9 negli
anelli furofuranici e alle modifiche nei gruppi lattone, ciclopentanone e metossilico indotte
dall’ossidazione. Il CAP si ¢ inoltre dimostrato piu efficace dell’irradiazione gamma nel
ridurre AFB; (70-73%) e AFB, (15-47%) nelle nocciole, senza alterare significativamente le
proprieta sensoriali. Wielogorska et al. (2019) hanno evidenziato che il CAP genera prodotti
di degradazione sicuri, con cinetiche di primo ordine per AFB;, OTA, FB;, DON, ZEN ed
enniatina B. In particolare, ENB e DON presentavano emivite rispettivamente di 1,1 e 74
minuti, mentre un’esposizione di 10 minuti riduceva FB; e AFB; del 64% e 65%. I prodotti di
degradazione di AFB; e ZEN risultavano limitati ¢ non influenzavano la citotossicita nelle
cellule epatiche tumorali. I meccanismi di degradazione delle micotossine da parte del CAP
dipendono da vari fattori, tra cui concentrazione di ossigeno, radicali idrossilici, fotoni e luce
UV. Le specie reattive possono danneggiare le cellule fungine in piu punti, provocando
alterazioni strutturali, inattivazione e morte cellulare. Inoltre, la degradazione delle tossine
avviene attraverso processi multipli che generano sottoprodotti meno tossici (N. Misra et al.,
2019). Gavahian et al. (2020) hanno evidenziato che la reattivita del plasma puo distruggere
le pareti cellulari fungine, causando fuoriuscita citoplasmatica e inattivazione. Lee et al. (2015)
hanno proposto che il CAP inattivi le spore di Cordyceps bassiana alterandone la struttura,
mentre Wu et al. (2018) hanno suggerito che il CAP detossifichi le aflatossine modificando
parete cellulare, citoplasma e metabolismo fungino (Figura 10). Complessivamente, le specie
reattive generate dal plasma aumentano la permeabilita della membrana cellulare, provocano
danni ossidativi, rottura del DNA, perdita di contenuto cellulare e degradazione proteica, fino

a indurre apoptosi e contrazione delle spore (X. Chen et al., 2022).

4.3.2 Composti polifenolici

I polifenoli stanno suscitando crescente interesse grazie alle loro molteplici proprieta
biologiche, tra cui attivita antimicrobiche, antivirali e antinfiammatorie (T. Mehany et al.,
2021). Nei confronti delle micotossine agiscono attraverso diversi meccanismi, come I attivita
antiossidante, la lipofilia, la soppressione dei geni coinvolti nella loro biosintesi e I’inibizione
degli enzimi responsabili della produzione tossinica (Figura 10). Hamad et al. (2021) hanno
evidenziato che estratti vegetali e composti polifenolici possiedono un marcato effetto
inibitorio sullo sviluppo fungino, contribuendo alla riduzione delle micotossine. Sanzani et al.
(2009) hanno dimostrato che umbelliferone e quercetina riducono 1’espressione genica
associata alla sintesi del PAT, determinandone un minore accumulo. In modo analogo, gli

acidi clorogenico e gallico mostrano capacita inibitorie nei confronti dell’AFB; nei fagioli
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(A.C. Telles et al., 2017). Salas et al. (2012) hanno inoltre osservato che flavanoni di origine
agrumaria, come esperidina e naringina, possono ridurre la produzione di PAT fino al 95%.
Un’ulteriore strategia promettente ¢ rappresentata dalle nanospugne a base di B-ciclodestrina
arricchite con fenoli bioattivi, in grado di prevenire |’attacco fungino e favorire la
detossificazione delle micotossine (R. Makhuvele et al., 2020). Nel complesso, questi
composti naturali, dotati di proprieta antiossidanti e attivita biologiche benefiche, mostrano un
potenziale significativo nel mitigare i danni associati alle micotossine (V. Sharma et al., 2021).
Le evidenze piu recenti confermano il ruolo promettente dei polifenoli come strumenti
innovativi per contrastare gli effetti tossici di funghi e micotossine, aprendo prospettive

interessanti per future applicazioni.

4.3.3 Oli essenziali naturali

Gli oli essenziali naturali (NEO) rappresentano additivi ecocompatibili in grado di limitare
la crescita fungina e ridurre i livelli di micotossine in diverse matrici alimentari. La loro azione
si basa sull’inibizione di enzimi coinvolti nella degradazione dei carboidrati e nella biosintesi
delle micotossine (Figura 10), oltre che sul danneggiamento dell’integrita strutturale delle
cellule fungine (J. Tian et al., 2011). I NEO possono inoltre modulare 1’espressione genica dei
funghi e interferire con le membrane cellulari attraverso composti polifenolici, provocando
alterazioni funzionali e strutturali (J. Cai et al., 2022). Numerosi studi confermano I’efficacia
dei NEO nel contrastare la contaminazione micotossinica. L’olio essenziale di Origanum
majorana ha mostrato attivitad antimicotica in vitro, inibendo la crescita di 4. flavus e la
produzione di aflatossine, evidenziando il suo potenziale come agente naturale per la
conservazione degli alimenti (A.K. Chaudhari et al., 2020). E stato inoltre osservato che la
capsaicina riduce la produzione di OTA da parte di 4. niger, mentre oli essenziali di aglio,
rosmarino, salvia e menta risultano efficaci nell’inibire la sintesi di OTA (E. Kollia et al.,
2019). L’olio di curcuma ha dimostrato un marcato effetto antifungino contro A. flavus,
riducendo I’accumulo di aflatossine nel mais. Secondo Kedia et al. (2016), gli oli essenziali di
Mentha spicata inibiscono le micotossine prodotte da 4. flavus nei ceci, agendo principalmente
sulla membrana plasmatica. Altri oli essenziali, come quelli di limone, pompelmo ed eucalipto,
mostrano un’efficace attivita inibitoria nei confronti della produzione di ZEN. Studi recenti
hanno inoltre evidenziato che gli oli essenziali di Curcuma longa possono inibire la crescita
di Fusarium graminearum e la sintesi di ZEN (K.N. Kumar et al., 2016). Nonostante il loro
potenziale, i NEO presentano alcune limitazioni. La loro efficacia puod risultare inferiore
rispetto a quella di alternative sintetiche o chimiche e pud variare in funzione del tipo di

micotossina e delle condizioni ambientali. Inoltre, i loro aromi caratteristici possono
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influenzare le proprietd sensoriali degli alimenti trasformati. La mancanza di normative
specifiche, insieme a preoccupazioni legate a instabilita, rischio allergenico, costi di
produzione e possibili residui, rappresenta ulteriori ostacoli alla loro applicazione su larga

scala.

4.3.4 Materiali magnetici e nanoparticelle

Le ricerche piu recenti indicano che materiali magnetici e nanoparticelle rappresentano
strumenti efficaci per la gestione della contaminazione da micotossine. Si tratta di tecnologie
ecocompatibili, economicamente sostenibili ed efficienti nella loro capacita di mitigare la
presenza di tossine. Le particelle magnetiche rivestite di chitosano (FesOa), ad esempio, hanno
mostrato un’elevata capacita di adsorbire il PAT dai succhi di frutta; tuttavia, tali particelle
possono interagire con altri componenti della matrice, alterando gusto, aroma, colore o
consistenza, con possibili ripercussioni sulle caratteristiche sensoriali del prodotto. Anche la
nanocellulosa e 1’acido retinoico si sono dimostrati efficaci nell’adsorbire AFB: da diverse
fonti alimentari, risultando non tossici e funzionali a pH ottimali (K.N. Kumar et al., 2016).
Diverse tipologie di nanoparticelle magnetiche tra cui maghemite tensioattiva (SAMN),
nanoparticelle d’argento (SLN), di rame (CN), di selenio (SEN) e di ossido di zinco (ZON)
hanno evidenziato un’elevata efficacia nella rimozione delle micotossine dai prodotti
alimentari (A. Jebali et al., 2015). Le SEN derivate da Trichoderma harzianum JF309, ad
esempio, riducono FB: del 63% e DON del 76% (K.A. Abd-Elsalam et al., 2017). Le SLN
inibiscono la proliferazione di muffe produttrici di micotossine, sopprimendo la sintesi di AF
e OTA nei substrati a base di mais, mentre le ZON risultano efficaci contro specie di
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (D. Hu et al., 2019). Nanocompositi magnetici di
carbonio ottenuti da sottoprodotti del mais hanno mostrato la capacita di rimuovere fino al
90% di AFB: nei mangimi per pollame a pH 7 entro 3 ore. Una miscela di chitosano e
glutaraldeide ha inoltre evidenziato un’elevata capacita di legame nei confronti di diverse
micotossine (M. Zahoor et al., 2016). I nanofungicidi contenenti fitochimici come tannini,
floretina, catecoli, eugenolo e timolo presentano proprieta antimicrobiche ottimali senza rischi
per la salute umana o animale (B.A. Miu et al., 2022). La mitigazione del rischio micotossinico
mediata dalle nanoparticelle coinvolge diversi meccanismi molecolari, tra cui stress
ossidativo, interazioni con gli acidi nucleici e risposte infiammatorie, che contribuiscono
all’eliminazione dei microrganismi nelle piante e nei mammiferi (Figura 10) (P. Horky et al.,
2018). Le interazioni con la membrana cellulare possono indurre apoptosi, generare specie
reattive dell’ossigeno (ROS), inibire D’attivita mitocondriale e favorire processi come

perossidazione lipidica o autofagia. Le ZON, ad esempio, stimolano la produzione di ROS,
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determinando la disgregazione delle membrane fungine, come evidenziato tramite
microscopia elettronica a scansione (SEM) (K. Pietrzak et al, 2015). Uno studio recente ha
suggerito che nanoparticelle di chitosano caricate con quercetina possano attivare una cascata
epatoprotettiva, potenziando i meccanismi antiossidanti attraverso 1’attivazione del fattore
nucleare eritroide 2 e la conseguente sintesi dell’eme-ossigenasi-1. La quercetina inibisce
inoltre I’attivita dell'ossido nitrico sintasi e la produzione di ossido nitrico indotta dal
lipopolisaccaride tramite la chinasi IkB e le proteine chinasi attivate dai mitogeni p38,
attivando I’elemento di risposta antiossidante nei geni della detossificazione. Le interazioni tra
nanoparticelle di carbonio come fullereni, nanotubi di carbonio e grafene e micotossine sono
state ampiamente studiate (P. Horky et al., 2018), ma sono necessari ulteriori approfondimenti
per comprendere appieno i meccanismi con cui tali materiali interagiscono con le strutture

cellulari fungine.

4.3.5 Altre strategie innovative

Tra gli approcci emergenti per la mitigazione delle micotossine, i campi elettrici pulsati
(PEF) stanno acquisendo crescente rilevanza per la loro capacita di prevenire la
contaminazione da 4. flavus e la sintesi di AFB, e AFG; (M. Gavahian et al., 2020). I PEF si
sono dimostrati efficaci nella detossificazione delle micotossine negli alimenti, sebbene sia
necessario valutare attentamente le caratteristiche della matrice alimentare prima della loro
applicazione su scala industriale. Zhang et al. (2020) hanno inoltre valutato 1’efficacia del
trattamento a microonde nella riduzione dell’AFB; nel mais, osservando una significativa
diminuzione della tossina e una protezione dei chicchi dai danni termici, evidenziando cosi il
potenziale delle tecnologie a microonde nella detossificazione. Parallelamente, Gavahian et al.
(2020) hanno esplorato I’impiego del trattamento ad alta pressione per ridurre le micotossine
nei succhi, sottolineando anche il ruolo del packaging attivo nella gestione di muffe patogene
e micotossine in frutta, verdura, noci, prodotti da forno e latticini (Figura 11). Un ulteriore
ambito promettente riguarda [’uso di biopolimeri, come proteine e lipidi, apprezzati per il loro
basso costo, la biodegradabilita e 1’efficacia nella rimozione delle micotossine. Anche gli
adsorbenti nanometrici, come le bentoniti di calcio e sodio, sono oggetto di studio come
additivi alimentari per la rimozione dell’OTA dal formaggio. Hamad et al. (2021) hanno
valutato I’attivita disintossicante delle bentoniti sia in vitro sia in vivo: la bentonite di calcio
ha mostrato una maggiore capacita di adsorbimento rispetto a quella di sodio nella soluzione
salina tamponata con fosfato, mentre nei test su ratti le risposte enzimatiche risultavano simili
ai controlli trattati con bentonite, indicando un effetto protettivo rispetto alla sola OTA. Analisi

SEM e spettroscopia infrarossa a trasformata di Fourier hanno confermato 1’efficacia delle
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bentoniti come leganti dell’OTA. Inoltre, I’arricchimento del formaggio feta con bentonite di
calcio ha migliorato le qualita sensoriali, suggerendone 1’utilizzo come adsorbente alimentare
per la rimozione dell’OTA (G.M. Hamad et L., 2021). La Figura 11 illustra il meccanismo di
interazione tra micotossine e adsorbenti nanometrici, evidenziando il potenziale di queste

tecnologie come strumenti innovativi per la sicurezza alimentare.
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Figura 11. Meccanismo di interazione di legame tra micotossine e adsorbenti su scala

nanometrica e, A = fullereni; B = nanotubi di carbonio; e C = grafene (Khan et al., 2024).
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CONCLUSIONI

La contaminazione da micotossine continua a rappresentare una delle sfide piu complesse
e pervasive per la sicurezza alimentare globale. L’analisi condotta in questa tesi ha permesso
di evidenziare come tali contaminanti, pur essendo noti da decenni, mantengano una rilevanza
scientifica e tecnologica crescente, alimentata dai cambiamenti climatici, dall’intensificazione
delle filiere produttive e dall’emergere di nuove specie fungine. La loro diffusione capillare,
favorita da pratiche agricole non ottimali e dalla vulnerabilita intrinseca delle materie prime,
rende oggi indispensabile un approccio integrato che combini prevenzione, monitoraggio e
interventi di mitigazione mirati. Il lavoro svolto ha seguito un percorso strutturato che ha
permesso di delineare un quadro esaustivo della problematica. Dalla comprensione dei
meccanismi tossicologici delle principali classi di micotossine mettendone in luce la capacita
di persistere nelle matrici alimentari e i gravi effetti clinici sulla salute umana e animale si ¢
passati a una valutazione critica degli strumenti necessari per il loro contrasto. E emerso con
chiarezza che la complessita strutturale di questi composti richiede metodi analitici sempre pit
sensibili, selettivi e rapidi. In questo contesto, sebbene le tecniche cromatografiche accoppiate
alla spettrometria di massa rimangano il riferimento per accuratezza e affidabilita, i loro limiti
logistici ed economici hanno favorito 1’ascesa di approcci alternativi. L’analisi dei biosensori,
delle nanotecnologie, dei sistemi basati su CRISPR e degli approcci metabolomici ha mostrato
come la ricerca stia rapidamente evolvendo verso strumenti ultrasensibili e portatili, capaci di
superare i limiti delle metodiche convenzionali e di offrire soluzioni applicabili direttamente
sul campo. Parallelamente, anche le strategie di mitigazione hanno mostrato un’importante
evoluzione. Accanto ai metodi fisici, chimici e biologici consolidati, la tesi ha approfondito
soluzioni innovative come il plasma atmosferico freddo, i composti polifenolici e i materiali
magnetici che, pur richiedendo ulteriori validazioni, mostrano un potenziale significativo nella
detossificazione delle matrici alimentari. La gestione del rischio deve quindi basarsi su un
modello multidisciplinare in cui tossicologia, chimica analitica, biotecnologie e scienze
alimentari convergano per garantire prodotti piu sicuri e filiere piu resilienti. In conclusione,
questa tesi ha evidenziato come la ricerca scientifica stia tracciando la strada verso soluzioni

piu efficaci e sostenibili. Tuttavia, affinché la gestione delle micotossine possa evolvere da
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una semplice risposta al rischio a una strategia preventiva strutturata e lungimirante, rimane
fondamentale promuovere una maggiore consapevolezza lungo tutta la filiera agroalimentare.
Il lavoro svolto ha permesso di costruire una visione ampia e aggiornata del problema,
individuando nelle tecnologie emergenti e nella digitalizzazione dei sistemi di rilevamento le
prospettive pitu promettenti per garantire, nel prossimo futuro, la sicurezza alimentare su scala

globale.
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me le fatiche e i1 successi di questi anni; la vostra amicizia ha reso questo percorso
un’esperienza indimenticabile.

Esprimo inoltre la mia gratitudine a ogni persona incontrata lungo il cammino che, con un
gesto o una parola, mi ¢ stata vicina. Ogni incontro ha lasciato un segno prezioso nella mia
crescita.

Infine, sento il bisogno di ringraziare me stessa per la costanza e la tenacia con cui ho
affrontato le sfide di questi anni. Questo traguardo rappresenta oggi la prova che continuare a
credere in sé stessi, nonostante le difficolta del cammino, porti a nuove e importanti mete; un
percorso che mi ha permesso di scoprire una forza interiore che non pensavo di avere, che mi
ha spinta, giorno dopo giorno, fino a qui e che spero mi accompagni in tutti gli altri traguardi

che mi attendono in futuro.
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