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LAVORO ORIGINALE

Bottarga di muggine come fonte di
acidi grassi n-3: stabilita ossidativa e
modulazione del profilo lipidico in
cellule epiteliali intestinali Caco-2

Summary

The importance of n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) intake
has long been recognized in human nutrition, lowering the incidence of
atherosclerosis, coronary heart disease, inflammatory disease and cancer.
Although health benefits, n-3 PUFA are subject to rapid and/or extensi-
ve oxidation during processing and storage, resulting in potential altera-
tion in nutritional composition and quality of food. Bottarga, the salted
and semidried mullet (Mugi/ cephalus) ovary product, is proposed as im-
portant source of n-3 PUFA, having high levels of eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA). In this work we investigated
the extent of lipid oxidation of grated bottarga samples during 7 months
at different storage conditions (-20°C, 2°C, room temperature under
light/dark exposure). Cell viability, lipid composition and lipid peroxida-
tion were measured in intestinal epithelial Caco-2 cell monolayers after
6-48 h incubation with lipid and hydrophilic extracts obtained from bot-
targa samples at different storage conditions. Storage of bottarga did not
affect the n-3 PUFA level, but significant differences were observed in
hydroperoxide and malondialdeyde levels of samples from different sto-
rage conditions. Bottarga extracts did not show a toxic effect on cell via-
bility. Epithelial cells incubated with bottarga oil had significant changes
in fatty acid composition with an accumulation of EPA, DHA, and 22:5,

however, did not accumulate more cholesterol than control cells.

Riassunto

Da lungo tempo ¢ stata riconosciuta 'importanza, nella nutrizione
umana, dell’assunzione degli acidi grassi polinsaturi n-3 (n-3 PUFA), in
grado di ridurre I'incidenza di aterosclerosi, malattie coronariche, pato-
logie infiammatorie e cancro. Nonostante gli effetti benefici, gli n-3
PUFA sono soggetti ad una rapida e/o estesa ossidazione durante le fasi
di lavorazione e conservazione, inducendo una potenziale alterazione
della composizione nutrizionale e della qualita dei prodotti. La bottar-
ga, prodotto ottenuto dalla salagione ed essiccazione delle ovaie di mug-
gine (Mugil cephalus), ¢ considerata un’'importante fonte di n-3 PUFA,
in quanto possiede elevati livelli degli acidi eicosapentaenoico (EPA) e
docosaesaenoico (DHA). In questo lavoro abbiamo studiato la degrada-
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zione ossidativa dei componenti lipidici in campioni di bottarga maci-
nata durante 7 mesi a diverse modalita di conservazione (-20°C, 2-3°C,
temperatura ambiente con esposizione luce/buio). E stata valutata la vi-
talita cellulare, la composizione lipidica e il grado di ossidazione in mo-
nostrati di cellule epiteliali intestinali Caco-2 dopo incubazione, per 6-
48 ore, in presenza di estratti lipidici ed idrofilici ottenuti dai campioni
di bottarga sottoposti alle diverse condizioni di conservazione. La con-
servazione non ha indotto alcuna modifica dei livelli di n-3 PUFA, ma
sono state osservate differenze significative nei livelli di idroperossidi e
malonildialdeide nei campioni alle diverse modalita di conservazione.
Gli estratti della bottarga non hanno indotto alcun effetto tossico sulla
vitalita cellulare. Le cellule epiteliali, incubate con 'olio di bottarga,
hanno evidenziato dei cambiamenti significativi nella composizione in
acidi grassi, con un accumulo di EPA, DHA e 22:5, mentre non hanno
mostrato un maggiore accumulo di colesterolo rispetto alle cellule di
controllo.

Introduzione

Gli acidi grassi polinsaturi della
serie n-3 (n-3 PUFA), come il
20:5 (EPA) e i1 22:6 (DHA), han-
no un ruolo importante nel tratta-
mento e nella prevenzione di varie
condizioni patologiche come ate-
rosclerosi, malattie coronariche,
patologie inflammatorie intestina-
li e cancro al colon (1, 2). Non-
ostante gli effetti benefici, gli n-3
PUFA sono soggetti ad una rapida
e/o estesa ossidazione per esposi-
zione all’aria, luce e temperatura
durante le fasi di lavorazione e
conservazione, inducendo una po-
tenziale alterazione della compo-
sizione nutrizionale e della qualita

dei prodotti che li contengono (3,
4). La bottarga ¢ il prodotto finale
di una serie di trattamenti (sala-
gione ed essiccazione) sulle ovaie
di muggine (Mugi/ cephalus) (5, 6).
La Sardegna vanta un’antica tradi-
zione per la produzione di bottar-
ga d’elevata qualita; il prodotto fi-
nale ¢ venduto come bottarga in
bafte, impacchettata sotto vuoto, o
grattugiata, in barattolo (5). La
bottarga contiene elevati livelli di
lipidi totali (200-325 mg/g di
porzione edibile) (5-7), rappresen-
tati prevalentemente da cere (fino
al 70% dei lipidi), con minori
quantita di trigliceridi, fosfolipidi,
colesterolo e colesteril-esteri; co-
stituisce inoltre un’ottima fonte di

EPA e DHA (6-15 e 12-30 mg/g
di porzione edibile) (5-7). Nono-
stante la minore suscettibilita alla
degradazione ossidativa degli n-3
PUFA esterificati nelle cere (6, 8),
nei campioni di bottarga in baffa e
grattugiata & stata riscontrata la
presenza di idroperossidi a dieni
coniugati (HP), intermedi primari
della perossidazione dei PUFA,
responsabili di effetti biologici
dannosi (9, 10). Elevati livelli di
HP nell’intestino possono indurre
disfunzioni negli enterociti e pa-
tologie nel tratto digestivo (9). Il
processo ossidativo a carico degli
acidi grassi insaturi nella bottarga
¢ risultato correlato alla presenza
di un elevato livello di acidi grassi
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liberi, dovuti alle procedure di sa-
lagione ed essicazione, allo stato
fisico (in baffa o macinata) e alla
modalita di conservazione (5-7).
Inoltre durante la lavorazione e
conservazione, la bottarga ¢ sog-
getta al fenomeno dell'imbruni-
mento (imbrunimento non enzi-
matico) in grado di alterarne le
proprieta nutrizionali e la salubri-
ta (11). In questo lavoro abbiamo
valutato I'andamento della degra-
dazione ossidativa dei componenti
lipidici (acidi grassi e colesterolo)
in campioni di bottarga macinata
durante 7 mesi a diverse modalita
di conservazione (-20°C, 2-3°C,
temperatura ambiente con esposi-
zione luce/buio). Lo stato ossida-
tivo ¢ stato monitorato attraverso
la determinazione dei livelli di HP
e malonildialdeide (MDA). E sta-
ta quindi valutata la vitalita cellu-
lare, la composizione lipidica e il
grado di ossidazione in monostrati
di cellule epiteliali intestinali Ca-
co-2 dopo incubazione, per 6-48
ore, in presenza di estratti lipidici
ed idrofilici ottenuti dai campioni
di bottarga conservati a -20°C e a
temperatura ambiente/luce, con
diverso grado di imbrunimento ed
ossidazione, per una valutazione
di un eventuale effetto tossico in
relazione alla conservazione e per
una preliminare determinazione
dell’assorbimento degli n-3 PUFA
della bottarga e dell’effetto sul
profilo lipidico in cellule intesti-
nali.

Materiali e metodi

Campioni e modalita di
conservazione

E stato utilizzato un campione
commerciale di bottarga di muggi-
ne (Mugil sp.) grattugiata, prodot-
ta in Sardegna. Gli ingredienti ri-
portati sull’etichetta erano: uova di
muggine e sale. Il campione (Ctrl)
¢ stato immediatamente sottopo-
sto all’estrazione e analisi della
frazione lipidica e idrofilica. Dopo
ripartizione in bottigliette di vetro,
ben chiuse, i campioni sono stati
sottoposti, per 7 mesi, a diverse
modalita di conservazione (-20°C,
2-3°C, temperatura ambiente con
esposizione luce/buio). Aliquote
dei campioni sono state prelevate a
diversi tempi (1, 2, 3, 5 e 7 mesi)
per le analisi sulle frazioni lipidica
e idrofilica e i test in colture cellu-
lari. I1 processo di imbrunimento ¢
stato determinato attraverso osser-
vazione fotografica digitale.

Colture cellular:

Le cellule Caco-2, acquistate dalla
ECACC, sono state coltivate in
fiasche di coltura T-75 in 20 ml di
terreno MEM contenente 10% di
siero fetale bovino, 1% di aminoa-
cidi non essenziali, L-glutamina 2
mM, penicillina (100 U/ml) e
streptomicina (100 ug /ml). Le
subcolture sono state preparate 2
volte alla settimana staccando le

cellule con 1% di tripsina-EDTA.
Le cellule sono state mantenute in
coltura a 37°C, in un’atmosfera al

5% di CO..

Preparazione degli estratti lipidici e
idrofilici dai campioni di bottarga

Dai campioni di bottarga (60 mg)
sono stati estratti i lipidi totali me-
diante l'utilizzo della miscela clo-
roformio/MeOH (2/1, v/v) (12).
Dopo addizione di H,O e centrifu-
gazione, ¢ stato separato l'estratto
lipofilico cloroformico dalla frazio-
ne MeOH/H,O (estratto idrofili-
co). Dalla fase cloroformica sono
state prelevate aliquote per le anali-
si dei componenti lipidici. I lipidi
totali sono stati quantificati con il
metodo di Chiang (13). La frazio-
ne MeOH/H,O ¢ stata utilizzata
per l'analisi del’MDA.

Test sulle colture cellulart

Gli estratti idrofilici e lipofilici di
bottarga (da campioni conservati
circa 1 mese a -20°C e 5-7 mesi a
temperatura ambiente/luce) sono
stati testati sulle cellule Caco-2
per la valutazione della citotossici-
ta e della modulazione del profilo
lipidico. Le cellule, seminate in
piastre da 24 pozzetti (densita di
10° cellule/ml) per la citotossicita e
in capsule Petri (10° cells/10 ml)
per T'analisi dei lipidi, sono state
mantenute in coltura e fatte cre-
scere e differenziare per 21 giorni.
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Dopo l'eliminazione del terreno, i
monostrati sono stati lavati e al
terreno di crescita completo sono
state aggiunte aliquote degli
estratti lipofilici in EtOH (0.2-1
mg/ml per la citotossicita e 100
ug/ml per i lipidi, utilizzando
EtOH come controllo sulle cellu-
le) e idrofilici (aliquote in soluzio-
ne acquosa, corrispondenti a 0.1-4
ml di estratto MeOH/H,O otte-
nuto da 60 mg di bottarga per la
citotossicita e 100 ul/ml per i lipi-
di). Dopo 24 ore di incubazione, ¢
stato effettuato il test di vitalita
cellulare Alamarblue (14) e si &
proceduto all’estrazione dei com-
ponenti lipidici dai pellet cellulari
(12).

Analisi di colesterolo, acidi grassi,
HP e MDA

La separazione del colesterolo, de-
gli acidi grassi e degli HP ¢ stata
effettuata mediante blanda saponi-
ficazione dell’estratto cloroformico
ottenuto dai pellet cellulari e dai
campioni di bottarga (6). Una ali-
quota degli acidi grassi liberi ¢ sta-
ta utilizzata per la preparazione
degli esteri metilici (6, 15).
Lanalisi degli acidi grassi insaturi,
del colesterolo e degli HP ¢ stata
eseguita in un sistema DAD-
HPLC 1100 Agilent Tecnologies.
La determinazione della concen-
trazione di MDA ¢ stata effettuata
mediante lettura in HPLC del-
I’addotto  MDA-TBA (16).

Figura 1 - Valori degli acidi grassi 20:5n-3 (EPA) (A) e 22:6n-3 (DHA) (B) e
del colesterolo (C) (espressi come mg/g di porzione edibile) misurati nel cam-
pione di controllo (Ctrl) e nei campioni di bottarga a diverse modalita di con-
servazione (-20°C, 2-3°C, temperatura ambiente/buio e temperatura ambien-
te/luce) per 1-7 mesi. a = p<0.001; b = p<0.01; ¢ = p<0.05 verso il controllo; (n
-3)

A .20 °C = 2-3°C
B t amb/buio B t amb/luce

— p—
(] @
1 J

EPA (mg/g bottarga)
[+ -]

Ctrl 1 2 3 5 7
Tempo di ossidazione (mesi)

B
w
o
&
=]
ol
[=11]
)
E
= cel 1 2 3 5 7
Tempo di ossidazione (mesi)
C
ﬂa\ (5] (o)
% & _ s T T TR
g2 i
g
Sw
)
ctrl 1 2 3 5 7

Tempo di ossidazione (mesi)

189



VOLUME 14

190

Figura 2 - Valori degli idroperossidi a dieni coniugati degli acidi grassi (HP)
(A) e della malonildialdeide (MDA) (B) (espressi come umoli/g di porzione
edibile) misurati nel campione di controllo (Ctrl) e nei campioni di bottarga a
diverse modalita di conservazione (-20°C, 2-3°C, temperatura ambiente/buio e
temperatura ambiente/luce) per 1-7 mesi. a = p<0.001; b = p<0.01; ¢ = p<0.05
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Lanalisi degli esteri metilici degli
acidi grassi ¢ stata effettuata tra-
mite un gascromatografo Hewlett-

Packard HP-6890 dotato di rile-

vatore a ionizzazione di fiamma

(6).

Analisi statistiche

Per evidenziare la significativita
fra le medie dei diversi gruppi ¢
stata effettuata 'analisi “one-way-

ANOVA” della varianza mediante

il programma GraphPad Instat
(GraphPad Software, San Diego,
USA).

Risultati e discussione

Dal campione di bottarga grattu-
giata, appena preparata, ¢ stata ef-
fettuata Iestrazione dei compo-
nenti lipidici e si ¢ proceduto alla
valutazione del tenore in lipidi to-
tali (280 mg/g di porzione edibi-
le), colesterolo (7.4 mg/g) ed acidi
grassi; tra i piu abbondanti: 16:1
n-7 (19% del totale, 35 mg/g di
porzione edibile), DHA (18%, 34
mg/g), 18:1 n-9, 16:0, EPA (7%,
11 mg/g) seguiti dal 18:1 n-7 e
22:5 n-3. La conservazione (7 me-
si) della bottarga non ha indotto
evidenti modifiche nei livelli degli
acidi grassi n-3 EPA (Fig. 1A) e
DHA (Fig. 1B) e del colesterolo
(Fig. 1C) a tutte le modalita di
conservazione. La maggiore resi-
stenza alla degradazione degli n-3
PUFA nella bottarga durante la
conservazione, rispetto agli oli di
pesce, ¢ dovuta al fatto che una
porzione elevata di questi acidi
grassi si trova esterificata nelle ce-
re, che mostrano una minore su-
scettibilita ossidativa (8). In tutti i
campioni, nel corso dei 7 mesi, &
stato osservato un significativo au-
mento dei livelli di HP, con una
cinetica di formazione differente a
seconda della modalita di conser-

vazione (Fig. 2A). Nel campione
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Figura 3 - Vitalita (espressa come % del controllo) misurata nelle cellule epite-
liali Caco-2 (metodica alamarblue) dopo incubazione per 24 ore in presenza
degli estratti lipofilici e idrofilici ottenuti dai campioni di bottarga conservati a
-20°C ¢ a temperatura ambiente/luce; (n = 6)
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conservato a -20°C ¢ stato osser-
vato un incremento lineare degli
HP che raggiungono dei valori piu
elevati rispetto a quelli misurati al-
le altre condizioni di conservazio-
ne, mentre nel campione a 2-3°C
¢ stato osservato l'incremento piu

ridotto. La conservazione a -20°C
ha preservato pero la bottarga dal
fenomeno dell'imbrunimento. Nel
campione a 2-3°C ¢ stato eviden-
ziato, verso 1 7 mesi, un certo im-
brunimento rispetto al controllo,
decisamente inferiore rispetto a

quello osservato, fin dal 1 mese,
nei campioni a temperatura am-
biente. Nelle uova di muggine il
fenomeno dell'imbrunimento (im-
brunimento protein-lipide) ¢
strettamente correlato all’intera-
zione dei composti carbonilici,
provenienti della degradazione de-
gli idroperossidi lipidici, con pro-
teine, amine, aminoacidi; durante
la lavorazione delle uova aumenta
il livello di aminoacidi liberi con
elevato grado d’imbrunimento
(11). Dai dati ottenuti, la tempera-
tura di conservazione ¢ risultata il
fattore determinante in grado di
influenzare le cinetiche di forma-
zione/degradazione e quindi la
stabilita degli idroperossidi e il fe-
nomeno di imbrunimento. Nei
campioni sono stati misurati dei
livelli bassi di MDA (Fig. 2B), ri-
spetto ai valori degli HP, dipen-
denti probabilmente da uno stato
ossidativo non avanzato o da un
diretto coinvolgimento dell’aldeide
nel fenomeno d’imbrunimento.
Gli HP sono responsabili di una
serie di effetti biologici dannosi,
come citotossicita, induzione di
apoptosi e danno di membrana (9,
10); elevati livelli di HP nell'inte-
stino possono indurre patologie
nel tratto digestivo come infiam-
mazione e tumore al colon (9).
Inoltre il processo di imbrunimen-
to, oltre a modificare I'aspetto del-
I'alimento, ne influenza il sapore,
il valore nutrizionale e la salubrita
(11). Molti metaboliti a basso peso

191



VOLUME 14

192

Figura 4 - Valori degli acidi grassi 16:1, 20:5n-3 (EPA), 22:5n-3 (DPA),
22:6n-3 (DHA) (A) e del colesterolo (B) (espressi come % del controllo) mi-
surati nelle cellule Caco-2 dopo incubazione, per 24 e 48 ore, in presenza degli
estratti lipidici ottenuti dai campioni di bottarga conservati a -20 °C e a tem-

peratura ambiente/luce. a = p<0.001; b = p<0.01; ¢ = p<0.05 verso il controllo;

tamb/luce
1

(n=8)
A -20°C
300{ = 16:1
b = DPA
S 250
£
§ 1 .pHa
g 150 A
2
;En 100 II
S
T 50
-
0

—

I |
|
u

Tempo di incubazione (ore)

B = .20°C = t amb/luce

Colesterolo (% controll
&
=]
1

2 100 A T T T 1
80 -
60
20 A
0 - T T
Ctrl 8

Periodo di incubazione (ore)

molecolare, che si liberano in se-
guito a processi degradativi (ami-
noacidi da proteolisi, acidi organi-
ci, colina, amine biogene, trimeti-
lamina), sono solubili in H,O
(17). E stato quindi valutato

Ieftetto degli estratti lipofilici ed
idrofilici, ottenuti dalla bottarga
conservata per poco tempo a
-20°C (basso livello HP e colore
ambrato) e a temperatura ambien-
te/luce (colore scuro, HP piu ele-

vati), sulla vitalita cellulare in mo-
nostrati di cellule epiteliali Caco-
2, modello ampiamente utilizzato
per studi di assorbimento, meta-
bolismo e tossicita intestinale (9).
Tutti gli estratti testati non hanno
indotto alcun effetto tossico sulla
vitalita cellulare (Fig. 3). Le cellule
epiteliali sono state quindi incuba-
e (6-48 ore) con concentrazioni
non citotossiche della frazione li-
pidica e idrofilica della bottarga.
In Fig. 4A sono riportati i valori
di 16:1, EPA, 22:5n-3 (DPA) e
DHA misurati nelle cellule Caco-
2 dopo incubazione, per 24 ¢ 48
ore, in presenza degli estratti lipi-
dici ottenuti dai campioni di bot-
targa conservati a -20°C e a tem-
peratura ambiente/luce. Entrambi
gli estratti sono risultati in grado
di indurre dei cambiamenti signi-
ficativi nella composizione in acidi
grassi, con un selettivo aumento
net livelli cellulari di EPA, DHA,
22:5, mentre non ¢ stata osservata
alcuna variazione nei livelli cellu-
lari di 18:1, 20:3n-9 e 20:4; inoltre
le cellule incubate con lestratto li-
pidico (olio) di bottarga non han-
no mostrato un maggiore accumu-
lo di colesterolo rispetto alle cellu-
le di controllo (Fig. 4B). Nelle cel-
lule trattate & stato riscontrato un
aumento dei livelli di HP, che ¢ ri-
sultato correlato al valore iniziale
nell’estratto utilizzato, ma non in
grado di indurre alcuna tossicita
sulle cellule epiteliali intestinali.
Gli estratti idrofilici non hanno
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indotto alcuna modifica nel profilo

lipidico cellulare, con valori di aci-
di grassi, colesterolo e HP identici
al controllo. Dai dati ottenuti la

bottarga di muggine si qualifica

come una importante fonte natu-
rale, biodisponibile, di n-3 PUFA,
che per la struttura in cui sono
presenti (cere solide), risultano pit

stabili ai fenomeni ossidativi. Una
adeguata preparazione e conserva-
zione sono necessarie per preser-

vare le proprietd nutrizionali di

questo alimento tradizionale della

Sardegna.
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