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CONTAMINAZIONE DA BIOTOSSINE
INPRODOTTIITTICIEINTEGRATORI

ALIMENTARI

Monitoring of algal biotoxins in sea products and dietary supplements: development

of an analytical method to ensure food quality and safety

INTRODUZIONE

| cianobatteri, conosciuti anche
con il nome di Cyanophyta o al-
ghe verdi-azzurre, per la presenza
al loro interno di pigmenti colora-
ti, pur essendo procarioti, condi-
vidono alcune caratteristiche con
le cellule algali eucariote tra cui la
grandezza e la capacita di svolgere
la fotosintesi in condizioni aerobi-
che e anaerobiche. La presenza dei
cianobatteri nelle acque superficiali
ha origine naturale. Essi hanno un

Parole chiave
cianotossine,
microcistine,
integratori alimentari,
prodotti ttici,
ruolo fondamentale negli ecosiste- spettrometria di
. o ; massa, sicurezza
mi in cui si trovano, contribuendo alimentare
alla fissazione dell’azoto atmosfe-
rico. La crescente eutrofizzazione
. RS . Key words
dei corpi idrici, ha favorito la loro cyanotoxin,

colonizzazione a livelli elevatissi-
mi, sia di ambienti di acqua dolce
che marini, dove rappresentano
uno degli elementi predominanti
del fitoplancton sotto forma di ca-
ratteristiche “fioriture” dall’aspetto
di una schiuma verdastra (Fig. 1).

| cianobatteri mostrano una grande
variabilita morfologica con forme

microcystin, dietary
supplements, fish,
mass spectrometry,
food safety

SOMMARIO

I cianobatteri (Cyanophyta) o alghe verdi-azzurre sono eubatteri, gram negativi,
fotoautotrofi, in grado di produrre tossine (citotossine, epatotossine e neurotossine) che
rappresentano un potenziale rischio per lasalute dell'uomo. Traquestele microcistine (MC)
sono un gruppo di eptapeptidi che presentano elevata epatotossicita e possono essere
promotoritumorali. Casi diavvelenamento dianimali e di persone, associate all'esposizione
aMCin acque dolci, sono riportati in letteratura da molti anni. Per queste ragioni I'analisi
delle microcistine sta assumendo un notevole interesse per le autorita e gli enti preposti
alla sorveglianza di acque potabili e laghii quali hanno avvertito la necessita di procedure
analitiche che permettono di monitorare e caratterizzare lefioriture algali sulla base delle
esotossine prodotte. E statamessaapunto unastrategia basatasullaspettrometriadimassa
da applicare all'analisi di acque e prodotti ittici contaminati da fioriture di Planktothrix
rubescensealtre specie di cianobatteri provenienti dadiversi laghiitaliani. Questa strategia
ha consentito la caratterizzazione delle tossine algali e un’analisi quantitativaalivelli molto
bassi(LOD <01 ppb,LOQ 1 ppb). Lametodicaé stataapplicataancheall'analisi d'integratori
alimentari e mangimi.
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SUMMARY

Cyanobacteria (Cyanophytaorblue-greenalgae), are gram negative and photoautotrophs
eubacteria. They produce several different biotoxins (cytotoxins, epatotoxins, and
neurotoxins) that can represent a potential hazard for human health. Among these,
Microcystins (MCs) are a group of cyclic heptapeptides showing potent hepatotoxicity
and activity as tumour promoters.

The occurrence of microcystin-containing blooms in freshwaters has been implicated in
several animal and human poisoning outbreaks worldwide. For this reason the analysis
of MCs is of growing interest for water surveillance authorities, who need to evaluate
analytical strategies for monitoring and characterizing of seaweed blooms on the base of
the biotoxins produced. The characterisation of the biotoxins produced by several blooms
of Planktothrix rubescensand other toxicalgae in several Italian lakes such as Lake Occhito
near Foggiaand Lake Averno, near Naples, was obtained using mass spectrometries. This
strategy allowed to obtain the characterization and the quantitative evaluation of very
low amount of biotoxins. The analysis was then extended to the set-up of a method for
quantitative determination of MCs in food integrators for humans and animals.




Fig. 1 - Fioriture di Microcystis aeruginosa.

unicellulari, coloniali e filamen-
tose, che presentano un diametro
compreso tra 1 e 10 ym. In genere
le cellule sono circondate da uno
strato gelatinoso o mucillaginoso,
che permette loro di sopravvivere
anche in condizioni di siccita. Pos-
sono sopportare notevoli variazioni
di salinita e temperatura e fotosinte-
tizzare anche in condizioni di bas-
sa intensita luminosa. Essi sono in
grado di produrre un’ampia varieta
di cianotossine come metaboliti se-
condari. Per questo possono essere
annoverati tra i microrganismi pato-
geni emergenti (Bruno et al., 2009).
Il rilascio delle tossine nell’ambien-
te probabilmente & un meccanismo
di difesa e/o di attacco di organismi
competitori. Non tutte le fioriture di
cianobatteri sono tossiche e, nel 50-
75% dei casi, la tossicita & dovuta
alla presenza contemporanea di
diverse tossine, la cui percentuale
e distribuzione spaziale influiscono
notevolmente sul grado di tossicita
della fioritura stessa. La tossina &
accumulata nelle ghiandole dige-
stive dei molluschi in seguito alla
filtrazione delle acque contaminate
e metabolizzata in una forma pit
0 meno tossica. In alcuni casi vie-
ne rapidamente escreta nell’acqua
(esotossina), in altri @ accumulata
(endotossina in genere di natura
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lipopolisaccaridica) e il mollusco
diventa mezzo di trasmissione del-
la tossina all’'uomo e causa di bio-
intossicazione. Durante le prime
fasi della fioritura, le popolazioni
di cianobatteri liberano basse con-
centrazioni di tossine (0,1-10 pg/L),
che possono aumentare notevol-
mente durante le stagioni piu cal-
de e all’inizio dell’autunno (fase di
decadimento delle fioriture algali).
| range di variabilita della concen-
trazione di tossine rilevati in corpi
idrici variano da concentrazioni in
tracce a 55 pg/L.

Delle oltre 50 specie di Cianoficee
conosciute solo 8 specie produco-
no sostanze tossiche: Microcystis,

Planktothrix, Anabaena Aphanizo-
menon, Nodularia, Schizotrix .

In base alla loro specifica tossicita,
esse possono essere distinte in tre
gruppi principali:

- epatotossine (microcistine, nodu-
larine, cilindrospermopsine), che
danneggiano il fegato;

- neurotossine (anatossina-a,
anatossina-a(s) e la saxitossina.
Quest’ultima & accumulata nei
molluschi ed e termostabile per cui
mantiene inalterato il potenziale
tossico anche in seguito a cottura),
che agiscono bloccando la trasmis-
sione sinaptica;

- dermatotossine: un’ampia varieta
di tossine e lipopolisaccaridi che
provocano irritazioni all’epidermi-
de ed alle mucose.

Sono note anche altre cianotossi-
ne, per le quali il profilo tossicolo-
gico ed ecotossicologico non sono
ancora del tutto definiti, come la
microviridina J e la B-N-etilam-
mino-L-alanina. Le MC compren-
dono un gruppo di eptapeptidi
ciclici di peso molecolare com-
preso tra 900 e 1.100 Da. La loro
struttura (Fig. 2) € composta di tre

Microcistina-XZ
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Fig. 2 - Struttura generica di una Microcistina.
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D-amminoacidi (D-Ala, D-eritro-
B-metilaspartato, D-glutammato);
N-metil-deidro-Ala; Adda in posi-
zione 5 il cui O-metile pud manca-
re o essere sostituito da un gruppo
acetile (ADMAdda); L-aminoacidi
variabili denominati X, tra cui i piu
comuni sono leucina, arginina,
tirosina, e Z, tra cui i pit comuni
sono arginina, alanina e metioni-
na. La variazione degli aminoacidi
in posizione X e Z costituisce la
base della variabilita e da origine
alla nomenclatura delle MC. La
MC-LR ha una leucina in posizione
X e un arginina in posizione Z. In
molte variabili in posizione 7 vi &
un Dha o MDha.

| vari congeneri possono avere
tossicita molto diverse tra loro; in
alcuni casi le varianti identificate
sono risultate non tossiche. E sta-
to dimostrato che quasi tutte le
modificazioni a carico dell’Adda
generano composti poco tossi-
ci o completamente atossici. La
continua e progressiva crescita
del numero di studi volti alla ca-
ratterizzazione dei cianobatteri e
delle relative cianotossine deriva
dalla necessita di validare meto-
diche idonee per la sorveglianza
dei sistemi idrici e la conseguen-
te tutela della salute pubblica.
Negli ultimi anni, organismi inter-
nazionali quali I'Organizzazione
Mondiale della Sanita (OMS) e
I’agenzia Internazionale della Ri-
cerca sul Cancro, hanno rivolto
una maggiore attenzione alla pro-
blematica. Nelle recenti linee gui-
da dell’lOMS (WHO, 2004) é stato
inserito il valore guida di 0,001
mg/L per la MC-LR (come somma
di quella libera e quella legata alla
cellula algale). La cianotossina che
e rilevata con maggior frequenza

e la microcistina-LR (MC-LR) che,
contenuta nelle cellule algali, vie-
ne facilmente rilasciata in seguito
a lisi cellulare.

Obiettivo dello studio e stato la
messa a punto di una metodica,
basata su tecniche cromatografi-
che (LC-MS/MS) e di spettrometria
di massa (ESI Q-TOF, MALDI-TOF),
volta all’analisi delle MC e di altre
cianotossine in campioni di acqua
e in prodotti ittici contaminati. La
strategia analitica e stata utilizzata
anche per I’analisi d’integratori ali-
mentari e mangimi a base di alghe
allo scopo di rivelare e quantifica-
re la presenza di eventuali conta-
minanti.

Campioni

Per la messa a punto della metodi-
ca sono state impiegate soluzioni
standard di 5 microcistine MC-RR,
MC-YR, MC-LR, MC-LW, MC-LF
(soluzioni standard 10 pg/mL in
metanolo) e di alcune forme des-
metilate.

| campioni, provenienti da diver-
si laghi italiani, sono stati forniti
dall’lstituto Superiore di Sanita e
dall’lZSM di Portici. Sono state ana-
lizzate le acque e le alghe del lago
di Occhito, anno 2009; 'acqua
di mare, il pesce e i molluschi del
lago Occhito e del litorale adriati-
co nelle vicinanze del lago stesso
e del lago di Averno in Campania.
Oggetto di studio sono stati anche
integratori alimentari e mangimi per
I"acquacoltura, a base di alghe, di
diverse case produttrici reperibili in
commercio.

Purificazione dei campioni di ac-

qua e alghe per I'analisi di spettro-
metria di massa.

Campioni di acqua non contami-
nata sono stati fortificati con di-
verse concentrazioni di standard
di MC. Per la purificazione 20 mL
di soluzione sono stati caricati per
gravita su colonnine SPE C18 end-
capped, in precedenza equilibrate
con 5 mL di metanolo e 5 mL di
acqua MilliQ. La colonnina é stata
lavata con 5 mL di acqua MilliQ
e portata a secco sottovuoto, per
30 min. L'eluizione & stata ese-
guita con 5 mL di metanolo con
I"T%TFA (v/v). Il campione e sta-
to portato a secco sotto flusso di
azoto a 40°C, e disciolto in T mL
di metanolo per le analisi MALDI-
TOF/MS e LC/ESI-Q/TOF-MS/MS. |
campioni di alghe sono stati cen-
trifugati per 10 min a 1.086 g. E
stato allontanato il surnatante e
il pellet & stato risospeso in 500
pL di acqua MilliQ, sottoposto a
sonicazione per 10 min e centri-
fugato a 1.879 g. Il surnatante e
stato raccolto e sottoposto a pu-
rificazione come in precedenza
descritto.

Purificazione dei campioni di mu-
scolo di pesce e mitili per I’analisi
di spettrometria di massa.

Dopo omogeneizzazione,
5,00+0,01 g di muscolo di pesce
e di mitili sono stati estratti in 20
mL di acqua MilliQ/Metanolo (1/3,
v/v) con lo 0,1%TFA e centrifugati Il
surnatante e stato recuperato e con-
centrato in rotavapor a 40°C a un
volume finale di 5 mL. La soluzio-
ne, addizionata di 20 mL di acqua
MilliQ, & stata purificata come in
precedenza descritto, modificando
la sola fase di lavaggio per la quale
sono stati utilizzati 5 mL di acqua
MilliQ/metanolo (95/5, v/v).



Analisi MALDI-TOF/MS

Gli esperimenti MALDI-TOF/MS
sono stati eseguiti con uno spet-
trometro di massa Voyager DE-
PRO (PerSeptive Biosystems, Fra-
mingham, MA, USA), utilizzando
come matrice l'acido a-ciano-
4-idrossicinnamico (CHCA). Per
I"analisi 1 pyL del campione di-
sciolto in acqua e stato carica-
to sul target e portato a secco.
Quindi e stato aggiunto 1 pL di
soluzione (1/10, w/v) di matrice
in acqua e metanolo (1/1, v/v) con
lo 0,1% TFA.

Analisi LC/ESI-Q-TOF/MS-MS

L'analisi & stata eseguita con uno
spettrometro di massa ibrido qua-
drupole-time of flight (Q-TOF) Ul-
tima (Waters, Mancherster, UK),
dotato di una sorgente ionica
elettrospray (ESI) NanoLockSpray
interfacciato a un sistema per na-
nocromatografia liquida ad alta
pressione modello CapLC (Waters,
Mancherster, UK). Per le analisi 1
pL di campione e stato caricato su
una trap column 5 mm x 100 pm
i.d. ZorbaxTM300 SB C18 (Agilent
Technologies, Usa).

Messa a punto
della metodica analitica

L'analisi MALDI-TOF/MS di cam-
pioni di acque e di pesce ha per-
messo una rapida rilevazione delle
cianotossine dopo la fase di puri-
ficazione. L'acquisizione in mo-
dalita di ionizzazione positiva di
una serie di miscele standard, in

un range di concentrazione tra 10
e 2.500 ng/mL (ppb), ha permesso
la rilevazione degli ioni molecolari
di MC-RR, MC-LR, MC-LW, MC-LF.
E stata costruita una retta di tara-
tura nell’intervallo 5-100 ppb. La
risposta del detector e stata linea-
re in un range di concentrazione
5-100 ng/mL, R*=0,9902. La ripe-
tibilita & stata testata per diverse
ore consecutive, analizzando una
miscela di standard di MC a 100
ng/mL. l'analisi LC/ESI-Q/TOF-MS/
MS ha mostrato una maggiore sen-
sibilita permettendo di abbassare
il limite di quantificazione a 2 ng/
mL per tutte le microcistine. L'ana-
lisi MALDI-TOF/MS in modalita di
ionizzazione negativa ha permes-
so un ulteriore abbassamento del
limite di sensibilita a circa 1 ng/
mL. Per valutare la ripetibilita della
performance analitica dei metodi
MALDI ed LC-MS, sono stati deter-
minati due parametri standard: de-
viazione standard (RSD) intra-day
e inter-day. La ripetibilita intra-day
e stata determinata mediante sei
iniezioni consecutive di MC stan-
dard a tre livelli di concentrazione
(bassa 10 ppb, media 100 ppb ed
alta 1.000 ppb). La stessa proce-
dura e stata ripetuta per sei giorni
consecutivi per determinare ['RSD
inter-day. Le RSD per la soluzione
10 ppb varia tra 1,1 e 4,3% intra-
day e tra 3,0 e 5,4% inter-day; per
le soluzioni 1.000 ppb la ripetibi-
lita intra-day varia tra 1,0 e 2,3%,
inter-day varia tra 1,2 e 2,6%.

Analisi di campioni di pesce

[l campionamento & avvenuto tra
febbraio e giugno 2009. | campio-
ni sono stati conservati a 4°C. La
semplice analisi di massa, sulla
base delle masse attese degli stan-

dar analizzati per la messa a punto
della metodica, ha rivelato la pre-
senza delle MC in pochi campio-
ni e in bassissime concentrazioni.
L'analisi MS/MS della miscela ha
permesso di confermare con cer-
tezza la contaminazione rilevando
elevate concentrazioni delle for-
me des-metilate delle MC. In Fig.
3 sono riportati gli spettri MALDI-
TOF/MS di campioni di acqua e di
alghe provenienti dal lago di Oc-
chito. Il componente piu abbon-
dante a 1.024 m/z corrisponde alla
MC-RR des-metilata. In quasi tutti
i campioni vi e la presenza anche
di altre tossine quali le anebaeno-
peptine B ed F (837 e 851 m/z ri-
spettivamente).

Analisi di campioni di muscolo di
pesce e mitili bivalvi del litorale
Adriatico e di pesci del lago Averno.
| campioni provenienti dal litorale
Adriatico sono stati prelevati in se-
guito ad un fenomeno di esonda-
zione del lago di Occhito. L'analisi
ha confermato la presenza di conta-
minazione da MC e di altre tossine,
quasi certamente provenienti dalle
acque del lago Occhito.

Analisi di integratori e mangimi

Nel periodo giugno-ottobre 2009 e
stata analizzata una serie d’integra-
tori e di mangimi a base di estratti
di alghe, comunemente reperibili
in commercio. Per 'estrazione e la
purificazione delle tossine, a cau-
sa della complessita della matrice,
dovuta alla presenza di polisacca-
ridi e lipidi, € stato necessario un
passaggio di diafiltrazione su mem-
brane cut-off 100 kDa. Sono stati
analizzati 8 campioni d’integratori
e 4 campioni di mangimi (Tab. 1).
Tra gli integratori i pit contaminati
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Fig. 3 - Spettro MALDI-TOF/MS microcistine purificate da campioni in acqua (a) e di alghe (b) provenienti dal lago di Occhito.

sono risultati i prodotti contenenti
I'alga Spirulina. Tra i mangimi uno
solo ha mostrato evidenti livelli di
contaminazione.

La tecnica ha reso evidente la pre-
senza di numerose altre tossine
in basse concentrazioni, poten-
zialmente tossiche, come le cia-
nopeptoline, le anabenopeptine
e le microviridine epatotossiche.

DISCUSSIONE
E CONCLUSIONE

La metodica analitica sviluppata
mira alla caratterizzazione delle
cianotossine prodotte dalle fioritu-
re algali. La possibilita di ottenere
un estratto della massa batterica,
in tempi brevi e con metodiche
relativamente semplici, da poter
analizzare direttamente mediante
MALDI-TOF/MS permette di rive-
lare la presenza delle tossine e di
ottenere informazioni sulla natura
delle stesse. L'uso di spettrometri

di massa ibridi fornisce piti ampi
dettagli sulla struttura molecolare
dei composti appartenenti a di-
verse classi e determina i livelli di
contaminazione con precisione e a
bassissime concentrazioni. Inoltre
ha permesso di identificare nuove

classi di tossine non ancora descrit-
te in letteratura la cui tossicita e le
proprieta biochimiche sono tutte
da investigare.

Questa strategia estende e confer-
ma il campo dell’applicazione della
spettrometria di massa alla contami-

sine mediante analisi LC/ESI-Q-TOF-MS/MS.

Tabella T - Campioni di mangimi e integratori analizzati. Sono riportate le concentrazioni delle tos-

Campione MC Livello
Chlorella desLR 750 ppb
Alga Klamath desRY, desLR 1.750 ppb
Tarax Alga desLR 625 ppb
Spirulina des2LR, desLR, RR 1.250 ppb
Nutraspirulina des2LR, desLR, RR 2.650 ppb
Pura Alga Klamath AFA desLR, desRY 750 ppb
Chlorella desLW, RR, desLR 4.900 ppb
Spirulina desLW, RR, desLR 250 ppb
Mangime Ecolifero / /
Mangime Allem / /
Mangime Skretting Mediceta / /
Mangime Skretting NutraT LF 250 ppb
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nazione di tossine algali, permetten-
do di identificare il tipo e I’entita di
contaminazione, gia nelle prime fasi
della fioritura batterica e di monito-
rare nel tempo le cianotossine e di
controllare costantemente |’even-
tuale presenza di contaminazione
delle acque, della fauna e della flora
presenti nel corpo idrico.

Ricevuto il 14 novembre 2011
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