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Summary

Furan fatty acids (FFA) are characterized by a furan ring, which carries
an unbranched fatty acid chain with 9, 11 or 13 carbon atoms in one o~
position and a short straight-chain alkyl group with 3 or 5 carbon atoms
in the other a-position. The B-positions of the furan ring can be substi-
tuted with two methyl residue or just with one methyl group in the f-
position adjacent to the long aliphatic chain. The structure of furan fatty
acids is similar to that of some prostaglandins (a five-membered ring
with an alkyl chain and an alkyl carboxylic chain). The biological role of
the FFA is still not clear, but it has been pointed out that FFA act as an-
tioxidants as they prevent linoleic acid oxidation. The connection bet-
ween consumption of fish rich in FFA and protection against coronary
heart disease mortality has been confirmed in several research studies. In
the present study, the fatty acid profile of six species of Adriatic fishes
(european pilchard, european anchovy, european hake, horse mackerel,
common sole, atlantic mackerel), three species of freshwater fish (perch,
indigenous catfish, trout) and three molluscs (clam, mussel, oyster) were
determined. The identification of different FFA obtained from muscle,
liver, testes, ovaries, eyes and brain was carried out using comprehensive
bidimensional gaschromatography coupled on-line with mass spectro-
metry. The identified FFA were both the saturated series 10,13-epoxy-
11-methyloctadeca-10,12-dienoic acid [MonoMe(9,5)], 10,13-epoxy-
11,12-dimethyloctadeca-10,12-dienoic acid [DiMe(9,5)], 12,15-epoxy-
13,14-dimethyloctadeca-12,14-dienoic acid [DiMe(11,3)], 12,15-
epoxy-13-methyleicosa-12,14-dienoic acid [MonoMe(11,5)], 12,15-
epoxy-13,14-dimethyleicosa-12,14-dienoic acid [DiMe(11,5)], 14,17-
epoxy-15,16-dimethyldocosa-14,16-dienoic acid [DiMe(13,5)], and the
unsaturated series 12,15-epoxy-13,14-dimethyleicosa-12,15,16-trienoic
acid [DiMe(11,5:1)], 12,15-epoxy-13,14-dimethyleicosa-10,12,14-trie-
noic acid [DiMe(11:1,5)]. The ubiquitary FFA were [MonoMe(9,5)],
[DiMe(11,3)], [MonoMe(11,5)] and [DiMe(11,5)]. FFA were absent in
the molluscs and in the indigenous catfish. The unsaturated FFA were
absent in the testes and ovaries of european anchovy and european hake.




Introduzione

Ricerche che interessano lo studio

degli effetti biologici del pesce sul-

Riassunto

Gli acidi grassi furanici (FFA) sono lipidi naturali caratterizzati da un
anello furanico che presenta in una posizione o un acido grasso lineare
con 9,11 o 13 atomi di carbonio e nell’altra posizione o una catena linea-
re corta con un gruppo alchilico con 3 o 5 atomi di carbonio. Nell’anello
turanico, una delle due posizioni § o entrambe sono sostituite con un
gruppo metile; la monosostituzione avviene sul lato della catena alchilcar-
bossilica. La struttura degli FFA ¢ simile ad alcune prostaglandine (anello
a cinque membri con una catena alchilica e una catena alchil-carbossili-
ca). Il ruolo biologico degli FFA non ¢ ancora univocamente chiaro, ma
diversi studi hanno dimostrato la loro azione protettiva nei confronti del-
l'ossidazione dell’acido linoleico. Inoltre, in numerose ricerche, ¢ stata ap-
purata la relazione tra il consumo di pesci ricchi in FFA e la protezione
contro le malattie coronariche. Nel presente lavoro sono stati analizzati i
profili lipidici di sei specie di pesce del Mar Adriatico (sardina, alice, na-
sello, suro, sogliola, sgombro), tre specie di pesce di acqua dolce (persico,
pangasio, trota) e tre molluschi (vongola, cozza, ostrica). Lidentificazione
dei differenti FFA ottenuti dal filetto, dal fegato, dalle gonadi maschili e
temminili, dagli occhi e dal cervello delle diverse specie ¢ stata effettuata
utilizzando un sistema GC-MS e bidimensionale GC-GC/MS. Sono
stati identificati i seguenti FFA saturi 'acido 10,13-epossi-11-metilotta-
deca-10,12-dienoico [MonoMe(9,5)], 'acido 10,13-epossi-11,12-dimeti-
lottadeca-10,12-dienoico [DiMe(9,5)], 'acido 12,15-epossi-13,14-dime-
tilottadeca-12,14 dienoico [DiMe(11,3)], I'acido 12,15-epossi-13-meti-
leicosa-12,14-dienoico [MonoMe(11,5)], l'acido 12,15-epossi-13,14-di-
metileicosa-12,14-dienoico [DiMe(11,5)], 'acido 14,17-epossi-15,16-di-
metildocosa-14,16-dienoico [DiMe(13,5)], ed insaturi, quali I'acido
12,15-epossi-13,14-dimetileicosa-12,15,16-trienoico [DiMe(11,5:1)] e
l'acido 12,15-epossi-13,14-dimetileicosa-10,12,14-trienoico [Di-
Me(11:1,5)]. Gli FFA presenti in tutti i campioni erano il [Mono-
Me(9,5)], il [DiMe(11,3)], il [MonoMe(11,5)] e il [DiMe(11,5)]. Al
contrario, nel caso dei molluschi e del pangasio, si ¢ riscontrata 'assenza
degli FFA. Gli FFA con la catena laterale insatura erano assenti nelle go-
nadi, sia maschili, che femminili dell’alice e del nasello.

la salute umana iniziano sin dagli ~ Groenlandia al fine di indagare sul

- . . . . .
anni ‘70 quando per la prima volta motivo per cui non soffrissero di
vennero studiate le abitudini ali- malattie cardiovascolari, non-
mentari degli eschimesi della  ostante un’alimentazione ricca di
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pesce grasso (1). La peculiarita fu
attribuita al contenuto in acidi
grassi della serie Omega-3, quali
EPA e DHA, responsabili della
tunzionalita cellulare e della prote-
zione dell’organismo nei confronti
di malattie cardiovascolari (2, 3).
Recenti studi hanno indagato sulla
possibilita che anche componenti
minori naturali presenti nei pesci
potessero essere coinvolti nella
protezione da malattie cardiova-
scolari. Tra questi, numerose ricer-
che si sono indirizzate nella valu-
tazione del ruolo biologico degli
acidi grassi furanici (FFA) che
hanno dimostrato un’azione di
prevenzione nei confronti dell’os-
sidazione dell’acido linoleico (4) e
la protezione contro le malattie
coronariche (5). Gli FFA sono sta-
ti identificati per la prima volta da
Glass et al. (6) nel luccio (Esox /u-
cius), pesce di acqua dolce. Succes-
sivamente, la loro presenza ¢ stata
determinata in diverse specie di
pesce di acqua dolce (7, 8), in spe-
cie marine (8, 9); in piante (10,
11); in anfibi e rettili (12); in
mammiferi (13) incluso I'uomo
(14, 15). Sono stati, inoltre, identi-
ficati una serie di FFA con la cate-
na laterale insatura, detti olefinici,
in matrici alimentari grasse come
il burro (16) e l'olio d’oliva (17).
Gli FFA sono lipidi naturali carat-
terizzati da un anello furanico che
presenta in una posizione O un
acido grasso lineare con 9, 11 0 13
atomi di carbonio (catena alchil-

carbossilica) e nell’altra posizione
o una catena alifatica a 3 0 5 ato-
mi di carbonio. Nell'anello furani-
co, una delle due posizioni 3 o en-
trambe, sono sostituite con un
gruppo metile; la monosostituzio-
ne avviene sul lato della catena al-
chilcarbossilica (Fig. 1). La strut-
tura degli FFA ¢ simile ad alcune
prostaglandine (acido grasso a
venti atomi di carbonio con un
anello ciclopentanico, una catena
laterale alchilica e una catena al-
chil-carbossilica).

Nel presente lavoro ¢ stata studiata
la composizione in acidi grassi di
alcune specie di pesci e molluschi
del Mar Adriatico e di alcune spe-
cie di pesce di acqua dolce. Delle
alici e del nasello, in particolare, &
stata studiata anche la composizio-
ne acidica di diversi organi interni.
La finalita dell’indagine ¢ stata
quella di individuare acidi grassi

caratterizzanti le diverse specie it-
tiche, con particolare riferimento al
pattern di acidi grassi furanici e al-
la loro distribuzione nei differenti
organi. A tale scopo sono state im-
piegate tecniche cromatografiche
ad alta risoluzione quali la gascro-
matografia/spettrometria di massa
e la gascromatografia bidimensio-
nale accoppiata ad un quadrupolo.
Ogni specie di pesce presenta una
composizione di congeneri di FFA
peculiare, che puo rivestire un ruo-
lo considerevole nel determinare la
qualita tecnologica e salutistica di
questi alimenti.

Materiali e metodi
Campioni

Sono stati studiate tre specie di
acqua dolce (Perca fluviatilis - Per-

Struttura degli FFA saturi
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sico, Salmo trutta - Trota, Panga-
stus hypophthalmus - Pangasio), sei
specie del Mar Adriatico (7rachu-
rus trachurus - Suro, Merluccius
merluccius - Nasello, Solea vulgaris
- Sogliola, Engralius encrasicolus -
Alice, Sardina pilchardus - Sardina,
Scomber scombrus - Sgombro) e tre
molluschi del Mare Adriatico (Ve-
nus gallina - Vongola, Mytilus gal-
loprovincialis — Cozza, Ostrea edulis
- Ostrica) acquistati presso un
mercato ittico locale.

Estrazione del grasso
Tre individui, per ogni tipo di pe-

sce, privati delle parti non edibili
(pinne, testa, interiora, conchiglie)

compresa la pelle, nel caso dei pesci
ossei, sono stati omogeneizzati e
utilizzati per l'estrazione della fra-
zione lipidica. Inoltre, dell’alice so-
no state isolate le gonadi, maschili

e femminili, il cervello e gli occhi
mentre del merluzzo il fegato e le
gonadi sia maschili che femminili.
Per ogni campione, I'estrazione del
grasso ¢ stata effettuata seguendo il
metodo descritto da Bligh e Dyer
(8), previa addizione di metile non-
adecanoato in soluzione benzenica,
nell’ordine dell’1% del grasso del
campione in esame, come standard
interno. I metilesteri degli acidi
grassi sono stati ottenuti mediante
trasmetilazione basico-catalizzata
(19, 20). Ai fini della determina-
zione della posizione dei doppi le-
gami presenti negli acidi grassi in-
saturi, una parte del grasso estratto
dai muscoli, ¢ stata sottoposta alla
derivatizzazione con 2-amino-2-
metil-1-propanolo per I'otteni-
mento dei derivati dimetiloxazoli-
nici (DMOX) secondo il metodo
descritto da Dobson e Christie
(21).

Analisi GC-MS

Lidentificazione degli acidi grassi
furanici (FFA) ¢ stata confermata
con l'ausilio di un gascromatogra-
fo (Focus - Thermo Electron Cor-
poration, West Palm Beach, FL)
equipaggiato con una colonna ca-
pillare Supelcowax-10 (30 m, dia-
metro interno 0.25 mm, spessore
fase stazionaria 0.25 um) e accop-
piato ad uno spettrometro di mas-
sa (Focus DSQ) a ionizzazione per
impatto elettronico (Electron Im-
pact, EI). Il flusso del gas di tra-
sporto (elio) ¢ stato impostato a 1
ml min™ e la temperatura dell’i-
niettore e della sorgente ionica a
250°C. La programmata di tem-
peratura del forno partiva da
150°C, dove rimaneva per 5 min,
per risalire a 220°C alla velocita di
2°C min"; a 220°C rimaneva sta-
zionaria per 30 min. Gli spettri di

FFA 1
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massa sono stati acquisiti utiliz-
zando il software Xcalibur Data
System, Ver. 1.4. Lidentificazione
dei composti ¢ avvenuta per con-
fronto degli spettri ottenuti con
quelli riportati in letteratura e nel-
la libreria NIST Mass Spectral Da-

tabase.
Analisi GC-GC-MS

Lanalisi gascromatografica multi-
dimensionale (GC-GC/MS) ¢
stata effettuata con un Trace
GCxGC gascromatografo equi-
paggiato con uno spettrometro di
massa MS-DSQ_(Thermo Elec-
tron Corporation, West Palm
Beach, FL). La prima colonna,
ZB-5 (30 m x 0,25 mm diametro
interno, spessore fase stazionaria
0,25 wm, Phenomenex, Torrance,
CA, USA), era rivestita di una fa-
se apolare e la seconda, ZB-50 (1
m x 0,10 mm di diametro interno,
spessore fase stazionaria 0,25 um,
Phenomenex), di una fase media-
mente polare. I campioni sono
stati iniettati con sistema di inie-
zione split/splitless (rapporto di
splittaggio 12:1), il flusso del gas
di trasporto (He) ¢ stato imposta-
to a 1.0 ml min™ e la temperatura
dell'iniettore e del transfer line a
250°C. La temperatura del forno
partiva da 150°C dove rimaneva
per 1 min, per salire a 260°C alla
velocita di 3°C min, dove rima-
neva per 25 min. Gli spettri sono
stati acquisiti nel range di massa
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compreso tra 50-600 Da, con ve-
locita di scansione 9 scan s e uti-
lizzando il software Xcalibur Data
System, Ver. 1.4. Lidentificazione
dei composti ¢ avvenuta per con-
fronto degli spettri ottenuti con
quelli riportati in letteratura e
nella libreria NIST Mass Spectral
Database.

Risultati e discussione

Gli acidi grassi furanici identificati
nei diversi campioni sono stati i se-
guenti: I'acido 10,13-epossi-11-me-
tiloctadeca-10,12-dienoico [Mo-
noMe(9,5)], l'acido 10,13-epossi-
11,12-dimetilottadeca-10,12-die-
noic [DiMe(9,5)], acido 12,15-
epossi-13,14-dimetilottadeca-12,




FFA M- picco base A B
Frammentazioni degli FFA saturi
MonoMe 9,5 322 165 265 109
DiMe 9,5 336 179 279 123
DiMe 11,3 336 151 307 123
MonoMe 11,5 350 165 293 109
DiMe 11,5 364 179 307 123
DiMe 13,5 392 179 335 123
Frammentazioni degli FFA olefinici

DiMe 11,5:1 362 177 135 333
DiMe 11:1,5 362 205 135 305

H,C CH3y

3
4 \ [CHlg —COOCH,
H,C 0
3
10 179

Relative Abundance

50 100 150 200 250 300 350

14-dienoico [DiMe(11,3)], I'acido
12,15-epossi-13-metileicosa-12,
14-dienoico [MonoMe(11,5)], I'a-
cido 12,15-epossi-13,14-dimetilei-
cosa-12,14-dienoico [DiMe(11,
5)], acido 14,17-epossi-15,16-di-
metildocosa-14,16-dienoico [Di-
Me(13,5)], e tra gli insaturi 'acido
12,15-epossi-13,14-dimetileicosa-
12,15,16-trienoico [DiMe(11,5:1)]
e l'acido 12,15-epossi-13,14-dime-
tileicosa-10,12,14-trienoico [Di-
Me(11:1,5)] (Tab. 1).

3
/\/\/U\/ [CH1,—cooc,
392 H 4 0

[CH,],, —COO0CH,

+

H.C CHy

=392

DiMe (13,5)
450
miz

Gli FFA ubiquitari sono rappre-
sentati dal: [MonoMe(9,5)], [Di-
Me(11,3)], [MonoMe(11,5)] e
[DiMe(11,5)]. Nei molluschi e nel
pangasio non ¢ stata riscontrata la
presenza degli FFA presenti nelle
altre specie di pesce. Gli insaturi,
ossia gli olefinici, non sono stati
rilevati nelle gonadi maschili e
femminili, sia delle alici che del
nasello.

La figura 2 (a,b) mostra il traccia-
to GC-MS degli esteri metilici

presenti nella frazione lipidica to-
tale del filetto, nel caso specifico
del filetto di alici, e i tracciati GC-
MS dei singoli FFA identificati.
Dall’analisi del tracciato emerge
che i differenti FFA sono perfetta-
mente separati ed eluiscono in un
range di tempo che va da 32 mi-
nuti a 59 minuti, con un tempo di
ritenzione che aumenta all’aumen-
tare del numero di massa moleco-
lare: [MonoMe(9,5)] < [DiMe
(9,5)] < [DiMe(11,3)] < [Mono-
Me(11,5)] < [DiMe(11,5)] < [Di-
Me(13,5)] < [DiMe(11,5:1)]
< [DiMe(11:1,5)]. Nel caso dei
due furanici isobari, [DiMe(9,5)]
e [DiMe(11,3)], ¢ probabile che la
minore lunghezza della catena la-
terale alchilica provochi un effetto
di maggiore polaritd (viene meno
schermato 'anello furanico), con
conseguente aumento del tempo
di ritenzione dell’isomero [Di-
Me(11,3)] rispetto al [DiMe
(9,5)].

Lo spettro di massa degli ioni dei
singoli FFA produce frammenti
caratteristici che sono riassunti
nella tabella 2. Il picco base deriva
dalla perdita dell’acido grasso, os-
sia la catena alchilcarbossilica, con
9, 11 o 13 atomi di carbonio; il
frammento A deriva dalla perdita
della catena alifatica con 3 o 5 ato-
mi di carbonio. Il frammento C
deriva dalla perdita di entrambe le
catene. A titolo di esempio, in fi-
gura 3 ¢ riportato lo spettro del

[DiMe(13,5)].

159



160

La caratterizzazione del profilo de-
gli FFA in matrici naturali com-
plesse richiedeva una fase di pre-se-
parazione (7, 15, 17), determinan-
do, di conseguenza, un allungamen-
to dei tempi di analisi e la possibili-
ta di formazione di artefatti. L’ap-
proccio della gascromatografia ac-
coppiata alla spettrometria di mas-
sa, ottimizzata per la caratterizza-
zione della frazione lipidica dei pe-
sci, ha fornito ottimi risultati sia in
termini di efficienza nella separa-
zione dei diversi acidi grassi, ma so-
prattutto dei diversi FFA, che in
termini di tempo. Gli esperimenti
di spettrometria di massa GC-MS,
hanno permesso I'identificazione
inequivocabile delle specie moleco-
lari degli FFA. Tramite la gascro-
matografia multidimensionale
(GC-GC/MS) ¢ stato possibile de-
finire I'area del piano in cui cadono
gli FFA (Fig. 4). Dall'immagine, si
evidenzia come la zona del piano
2D in cui si identificano il [Di-
Me(9,5)] e il [DiMe(11,3)], en-
trambi con massa molecolare pari a
336 e con 20 di atomi di carbonio,
cade nella stessa fascia della famiglia
degli acidi grassi con 20 atomi di
carbonio, mentre il [DiMe(11,5)],
con massa molecolare pari a 364 e
22 atomi di carbonio, cade nella fa-
scia della famiglia del C22.

Per ulteriore conferma delle specie
molecolari e dell’eventuale presen-
za di doppi legami, sono stati iden-
tificati i derivati dimetiloxazolinici.
Gli spettri di massa dei derivati del
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DMOX permettono la facile di-
stinzione della posizione dei doppi
legami sulla catena degli acidi
grassi, come si evince nello spettro
che si riferisce al derivato DMOX
dell’acido eicosadienoico (C20:2),
un acido grasso isobaro del furani-
co [MonoMe(9,5)], con massa
molecolare pari a 361 (Fig. 5a).
Nel caso del derivato DMOX del-
l'acido 10, 13-epossi-11-metilotta-
deca-10,12-dienoico [Mono-
Me(9,5)] (Fig. 5a), il tracciato evi-
denzia come i picchi caratteristici,
il 165, il 109 e il 291, vengano
mantenuti; la massa molecolare
pari a 361 deriva dalla trasposizio-
ne del furanico in seguito alla deri-
vatizzazione con 2-amino-2-metil-
1-propanolo. Poiche, dai dati della
letteratura, la caratterizzazione dei
derivati dimetiloxazolinici degli
FFA non ¢ stata ancora effettuata,
questo nuovo approccio potrebbe
essere utile al fine di identificare
nuovi congeneri degli FFA, soprat-
tutto nel caso dei derivati olefinici.
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