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DETERMINAZIONE DI FUMONISINA B1
IN LATTE MEDIANTE LC-MS/MS

DETERMINATION OF FUMONIS FB1 IN MILK BY LC-MS/MS
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Mycotoxins are heterogeneous chemical compounds characterized by a low molecular

Fumonisins are water-soluble mycotoxins produced by Fusarium species spoiling corn
and derived products. These mycotoxins can reach the human also indirectly through the
consumption of food products derived from animals fed with contaminated feed. Fu-
monisins have been associated with several animal and human diseases. They are sus-
pected risk factors for esophageal and liver cancers, neural tube defects and cardiovas-

Improved methods are needed to accurately assess fumonisin concentrations in food
from vegetable and animal origin to prevent acute and chronic human exposure.

The aim of the present work was to develop a sensitive and selective method for identi-
fication and quantification of fumonisin B1 (FB1) in milk. FB1 was isolated from milk,
by a single step immunoaffinity column and was detected using liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry in positive electrospray ionization (ESI+). The
analysis were carried out in multiple reaction monitoring (MRM) mode using the two

The good performances of the proposed method can assure a correct fumonisin detection
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INTRODUZIONE

Le fumonisine, un gruppo omogeneo di micotos-
sine di recente scoperta, sono metaboliti secondari
prodotti principalmente dai funghi Fusarium moni-
liforme e, in misura minore, da Fusarium proliferatu.
La fumonisina B1 (FB1) & quella prodotta in quantita
maggiore e con una piu elevata tossicita. La FB1 e
stata correlata all'insorgenza di leucoencefalomala-
cia nei cavalli, di edema polmonare nei suini e di can-
cro all’esofago nell’uomo. E stato inoltre dimostrato
che svolge un’attivita tossica nei confronti del si-
stema nervoso centrale, fegato, pancreas, rene e pol-
mone in differenti specie di animali. La FB1 & stata
classificata dallo IARC come possibile cancerogeno
(classe 2B) (12). 11 principale meccanismo d’azione as-
sociato alla tossicita delle fumonisine sembra essere
correlato all’inibizione dell’enzima ceramide sinte-
tasi, provocando squilibri nel metabolismo delle basi

sfingoidi. Infatti il rapporto tra sfinganina e sfingo-
sina libera si & dimostrato il biomarker piu indica-
tivo di un’avvenuta esposizione alla tossina. (5, 6, 9).

Numerosi lavori hanno evidenziato un’elevata
concentrazione dell’ordine dei ppm di fumonisine
nel mais e nei mangimi per uso zootecnico a base di
mais. E stato inoltre dimostrato che la FB1 viene
scarsamente metabolizzata dalla microflora del ru-
mine e dai microsomi del fegato e che i ruminanti
sono relativamente tolleranti alla FB1, contraria-
mente ad altre specie animali. In accordo con alcuni
studi un passaggio di fumonisine nel latte, anche se
basso, sembra possibile (10).

Lo scopo di questo lavoro e stato quello di met-
tere a punto un metodo di analisi mediante croma-
tografia liquida accoppiata alla spettrometria di
massa tandem (LC-MS/MS) rapido e sensibile per
la determinazione di FB1 in latte vaccino destinato
all’alimentazione umana.
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Figura 1: Struttura della fumonisina B1
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MATERIALI E METODI
Estrazione della FB1 dal latte

Dopo aver centrifugato 10 g di latte a 6.000 rpm
per 15 min. a 4 °C, 5 mL di latte sgrassato sono stati
prelevati e diluiti con 5 mL di acqua. I 10 mL otte-
nuti sono stati purificati caricandoli su una cartuc-
cia di immunoaffinita Vicam FumoniTest™. Dopo
aver lavato la cartuccia con 20 mL di soluzione tam-
pone PBS, la FB1 e stata eluita con 1,5 mL di meta-
nolo e poi con 1,5 mL di acqua. Dopo aver concen-
trato sotto flusso d’azoto, il volume della soluzione &
stato riportato ad 1 mL con acqua. 10 mL dell’e-
stratto sono stati iniettati nel sistema LLC — MS/MS.

Analisi LC - MS/MS

Il sistema utilizzato per I'analisi LC- MS/MS era
costituito da una pompa ternaria Waters Alliance
2695 abbinata ad uno spettrometro di massa triplo-
quadrupolo Waters Quattro Premier XE. La separa-
zione cromatografica & stata ottenuta utilizzando
come fase mobile acqua : acetonitrile = 90:10 con
0,3% di acido formico (A) e acetonitrile con 0,3% di
acido formico (B) utilizzando una colonna Waters
XTerra MS C,, (5um - 2,1 x 150 mm) con un flusso
di 300 mL/min, termostata a 35°C. L’analisi & stata
ottenuta in condizioni isocratiche (75% A e 25% B)
per i primi 5,50 min., mentre per eluire eventuali
analiti rimasti in colonna, la fase mobile & stata por-
tata a 20% A e 80% B per 2 min.

La modalita di ionizzazione era elettrospray
(ESI) positivo. I parametri per lo spettrometro di
massa utilizzati erano: voltaggio del capillare 3,25V,
voltaggio del cono 50 V, temperatura della sorgente
140 °C, temperatura di desolvatazione 400 °C ed
energia di collisione 40 V.
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La modalita di analisi utilizzata era MRM (mul-
tiple reaction monitoring) utilizzando le seguenti
transizioni precursore > prodotto: 722,15 > 334,10
m/ze722,15 > 352,10 m/z.

Figura 2: Cromatogramma LC-ESI-MS/MS di un latte
fortificato a 0,1 ppb.
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Validazione del metodo

Per validare il metodo messo a punto sono stati
analizzati campioni di latte fortificati a cinque con-
centrazioni (0 - 0,1 - 0,5 - 1 - 10 ppb) in quattro re-
pliche eseguite in giorni diversi per valutare 1’accu-
ratezza, la precisione e la sensibilita.

RISULTATI

Il metodo messo a punto ha mostrato una buona
linearita della risposta strumentale (r* = 0,99) ed un
recupero medio del 85% con una deviazione stan-
dard relativa media del 7 %. Il limite di quantifica-
zione (LOQ) ed il limite di rilevazione (LOD) del me-
todo sono stati rispettivamente di 0,1 ppb e 0,003

ppb.

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

Nell’'ultimo decennio di studi & emerso che I'im-
portanza delle fumonisine & secondaria solo a quella



delle aflatossine. Nonostante cio I'interesse della co-
munita scientifica nei riguardi della contaminazione
da fumonisine negli alimenti di origine animale &
piuttosto limitato. Per quanto riguarda il latte solo
Paflatossina M1 (AFM1) e regolamentata con un li-
mite di 50 ppt. Non esistono invece limiti di legge
per la FB1, nonostante sia stata classificata dalla
IARC nella stessa classe di cancerogenicita.

Inoltre non & da sottovalutare la possibilita di
interazioni tossicologiche con effetti sinergici tra le
diverse micotossine contemporaneamente presenti
in un alimento (1).

I pochi lavori che hanno valutato la presenza di
FB1 nel latte non sono molto recenti; alcuni ripor-
tano la possibilita del passaggio di tale sostanza e
quindi una possibile contaminazione nel latte (2, 3,
11), altri non hanno evidenziato alcun campione po-
sitivo (4, 8). E da sottolineare che tutti i metodi im-
piegati in questi studi avevano un LOQ tra 1 e 50
ppb (2, 3,4,7,8,11), 'unico lavoro recente (10), con
un livello di quantificazione decisamente pit1 basso
(0,2 ppb), non riporta dati statisticamente significa-
tivi sulla possibile presenza di FB1 nel latte.

Il metodo proposto, grazie alla semplicita della
fase di preparazione del campione, abbinata alla
sensibilita e alla specificita della spettrometria di
massa, consente in breve tempo di dosare la FB1 nel
latte anche in piccole concentrazioni (0,1 ppb), for-
nendo inoltre la possibilita di identificare in ma-
niera non ambigua la tossina.

Questo metodo & attualmente in uso per 'ana-
lisi di campioni commerciali di latte: i primi dati ot-
tenuti, anche se preliminari e non significativi dal
punto di vista statistico, hanno evidenziato una pre-
senza di FB1 in alcuni campioni.
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