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integratori alimentari formulati con funghi

Metodiche molecolari applicate alla
definizione di qualité e sicurezza di
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| funghi: valori nutrizionali e Composti bioattivi

ALTOVALORE COMPOSTI BIOATTIVI
NUTRIZIONALE
Basso contenuto in grassi B—Glucafn
Fibre non digeribili Terpeni
Vitamine Composti fenolici
A Proteine
cqua

\ 4

Ottimo alimento per

\ 4

Rinforzo del sistema

una dieta equilibrata Immunitario
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Funghi e integratori alimentari: 1 botanicals

«Integratori alimentari»
<« . . . . . . . . .
prodotti alimentari destinati ad integrare la comune dieta, che costituiscono una fonte

concentrata di sostanze nutritive o aventi un effetto fisiologico, in forme predosate”

BOTANICALS

“sostanze e preparati a base di:

PIANTE, ALGHE, LICHENI e FUNGHI”

| Allegato 1al DM 10 agosto 2018
recepito dal Decreto 26 luglio 2019
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Qualita e sicurezza degli integratori alimentari

Il DNA ¢& una molecola:

* Stabile
/ ) * Non influenzata dall’ambiente esterno
* Unica per ogni individuo c
INTEGRITY OF N\
BOTANICALS : Approcci molecolari strumento ottimale

per il controllo degli ingredienti

k’ No riconoscimento morfologico / \4

k) [ Sequenziamento] [Tecniche PCR]
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@ SEZIONE SICUREZZA ALIMENTARE - CNSA (COMITATO NAZIONALE PER LA SICUREZZA ALIMENTARE)
Meristors ot Fotiote PARERE N. 21 DEL 24 GENNAIO 2018

Parere sul rischio legato alla presenza di larve di ditteri non vitali e non visibili ad
occhio nudo in funghi conservati

e

Tracce di insetto anche
Il corpo fruttifero dei funghi e negli integratori a base di

funghi???
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I’habitat ideale per alcuni insetti




o
21 Congresso Nazionale
: DOLOGNA B I w7 Ml Pericolo, rischio e rapporto rischio-beneficio INTRODUZIONE

Grifola frondosa (Dicks.) Gray : ‘Maitake' 1l fungo danzante

Utilizzato tradizionalmente come tonico per stimolare il

sistema iImmunitario

\ 4

Propriete\ immunostimolanti e ipoglicemizzanti

/ \

‘FRAZIONE D’ /‘GRIFOLAN’ ‘FRAZIONE SX’
an Stimolazione cellule del sistema Riduzione livelli di zucchero nel
oo - I immunitario e riduzione crescita sangue ¢ attivazione recettori per
e cellule tumorali I’insulina
— e
i (He et al. 2017 - Polysaccharides in Grifola frondosa mushroom and their health promoting properties: a review. Int ] Biol Macromol 101:910-921)
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WORKFLOW

Food Analytical Methads (2022) 15:1803-1815
https://doi.0rg/10.1007/512161-022-02235-0

A Rapid and Efficient Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP)

Assay for the Authentication of Food Supplements Based on Maitake
(Grifola Frondosa)

Valeria Fochi'© . Fabiano Sillo? - Fabiano Travaglia' - Jean Daniel Coisson’ - Raffaella Balestrini® - Marco Arlorio’

™\ 4 Loop—mediated\
isothermal Chal
AMPlification SV
(LAMP)

G

Estrazione
c>
DNA /Real—time PCR\ Y\"CeY oS
metodo  |™a . Qe
— T ’\0%‘6 O
10 Integratori alimentari a base di \_ CTAB -/ ﬁasco

G. frondosa
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RISULTATI 1

Autenticazione integratori alimentari a base di G. frondosa I.?S

Disegno primer
Identity

1. Grifola_frondosa (AY854084.1)

2. Grifola_frondosa (GBPOL1291-13)
3. Grifola_frondosa (NOBAS1859-16)
4. Fomitopsis_pinicola (AY854083.1)
5. Trametes_versicolor (IN164919.1)
6. Ganoderma_lucidum (AM269772.1)

Identity

1. Grifola_frondosa (AY854084.1)

2. Grifola_frondosa (GBPOL1291-13)
3. Grifola_frondosa (NOBAS1859-16)
4. Fomitopsis_pinicola (AY854083.1)
5. Trametes_versicolor (JN164919.1)
6. Ganoderma_lucidum (AM269772.1)

Identity

1. Grifola_frondosa (AY854084.1)

2. Grifola_frondosa (GBPOL1291-13)
3. Grifola_frondosa (NOBAS1859-16)
4, Fomitopsis_pinicola (AY854083.1)
5. Trametes_versicolor (J]N164919.1)
6. Ganoderma_lucidum (AM269772.1)

LAMP specifici per G. frondosa

50 60 70 80 90

F3 - F2 » —

TGCGGAAGGATCATTAACGAGT TAAGAAAAGGGTTIGTAGCTGGCC TCAABTCOGGGGCATGTGCACBCCCTGCTCAT CCACTC
TGCGGAAGGATCATTAACGAGT TABGAAAAGGGTT|GTAGCTGGCC TCAABTCCGGGGCATGTGCAQACCCTGCTCAT ACTC
TGCGGAAGGATCATTAACGAGTTORGAAAAGGGTTIGTAGCTGGCC TCAABTCCGGGGCATGTGCACBCCCTGCTCAT CEACTC

TGCGGAAGGATCATTAANGART TAMGAAAGGGGT TGTAGCT GGCCCIMT COlM TEACEGGCATGTGCACGC CCTGC TC A THNAN CCANENE

TGCGGAAGGATCATTAACGAGT TEMGAAABGERGTTGTAGCTGGCC —-———EBTCCARGGCATGTGCACGCMCTGCTCAT CCACTCT

TGCGGAAGGATCAT-AICGAGT TG AB-MGGGTTGTAGCTGGCC ———-MBcCABGGCATGTGCACGCCCTGCTCAT -~ CCACTCT

'HIJD ‘\‘IID 1|2EI 'I?D 1n|‘ID T?EI 'I§D 1‘10 1$D

+ F1 Bl » -
@ ACACCTGTGCAC TCGGTTCGGGATICTG GTCCETCGECGGGGTCGGGTTCT GTGCCTTCCTATGT]
@ ACACCTGTGCAC TGTAGG ~ TCGGTTCGGGATCTG GTCCETCGCGGGETCGGGTTCT GTGCCTTCCTATGT]
@ ACACCTGTGCAC "TGTAGG TCGGTTCGGGATICTG GTCCETCOCGGGETCGGGTTCT GTGCCTTCCTATG
GGERGNG [GGENCET CRiE GAE T ClGE TEN T GGGEGCCTTCCTATG

B - @CCTGTGCACTTRCTGTAGG  — THGCEGHGGGETC—— - ——ClTRACGGGERAC—BTTCT - -GCCEGCCTATGTA

B -CACCTGTGCACTTECTGTECANET AACEECIECEGRECECGE - -ENCHTIAC GAACE-GTRCACECE - cTENGTGCCTEECTE
190 200 210 220 230 240 250 260 269

« B2 < B3

@AATCACAAAC GCT TCAGQTETTCAGAATGT CATTGCGATAATIIREAACGCIATCT TA TACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGT
@AATCACAAAC GCT TCAGTETTCAGAATGT CATTGCGATAATIEEAACGCATCT TA TACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGT
AATCACAAAC GCT TCAGTETTCAGAATGT CATTGCGATAA -ﬂACGCATCT TA TACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGT
AT CACAEACIACT TCAGTIRTEBAGAATGT  CETENMNGECEET - - -AACGCATET BABTACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGT
- AERACAAACEERT - THABCEE TCAGAATGT - BABEGCCIN-- - - -AACGCATCTETABTACAACTTTIAGCAACGGATCTCTTGGT

W-ABCACAAACEEC TETEABGEE THAGAATGTGEAT TGCGATCN- - -~ AACGCATCTIBTA TACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGT

Allineamento
sequenze ITS di
specie fungine
tassonomicamente
vicine
I
Selezione zone
variabili tra specie

ma conservate in

Grifola
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Test in Real-time PCR dei primer LAMP:

o [T . \
Specificita
C\] 4o%® Ab Po Sc Gc le Ca Bsp Fsp Csp Gf -
[
L
~—

Grifola
frondosa /

Non-target controls

Controlli negativi
Ab: Agaricus bisporus
Po: Pleurotus ostreatus
Sc: Saccharomyces cerevisiae
Gc: Ganoderma carnosum
Le: Lentinula edodes
Ca: Cyclocybe aegerita
Bsp: Boletus spp.
Fsp: Fusarium sp.
Csp: Cladosporium sp.

- acqua

* Amplificazione positiva con DNA di G. frondosa

é; Nessun segnale con DNA estratti da altri funghi

RISULTATI 1

Sensibilita

25pg

e
0.025 ng\nL f “'/
,025 ng' / // /

V&rim
0,25 ng\nL NS | T
1000 €01 WAY8),.N| y
25ngpl [
X A

25 ng\nL

o PARNRG) 025pg

X [ opg

»
Cycle.

* DNA Maitake da 252 0,025 pg/pL
* 2,5pgdi DNA in 16 min
* LOD:0.7pg/uL
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Amplificazione Real-time PCR del

DNA estratto dai 10 integratori /> Purificazione e sequenziamento del frammento
3 12 ITS amplificato da DNA del campione 12

. . A00%° 11 12 13 14 15 16 17 18 19 110 Gf -
9 integratori su 10

danno segnale 15 L
et
o, . — LA —
positivo = - -
sncttcrn it o
1 e 16
Ty N CBI-Blast
- 5 > 1 S ——————— — — — — — —
\ hEEAEE 5 ‘ . \ Scientific  Max Total Query E Per.
i ey Fi DNA dl BO]@tUS Name Score Score Cover value Ident
-t s v v v v v v
/ A
A Boletus reticulatus genes for 18S rRNA, ITS1,... Boletusr.. 346 346 95% 4e-91 100.00%
P e 18
o FEEEEE A P Ne -\ Boletus reticulatus genes for 18S rRNA, ITS1,.... Boletusr.. 346 346 95% 4e-91 100.00%
e N ki . Boletus reticulatus genes for 18S1RNA, ITS1,... Boletust.. 344 344 95% 1e-90 100.00%
I = === Segnale negativo
.. Boletus edulis partial 18S rRNA gene and inter... Boletuse.. 344 344 95% 1e-90 100.00%
é === Segnale positivo
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Fluorescence

r Bf R - Campione Composizione DNA | Real-time
it} Z
G?rma:)Fgeral Institute for Risk Assessment @ i ? P P (ng/“L) PCR
- 13 Maitake, Shitake, Reishi e.s. 18,5 X
Primer SVlluPPatl per 14 Maitake sporoforo polvere 233 /
lifi il dine di i i ishi
amplificare 1l sottordine di I Maitake, Shitake, Reishi 96 /
insetti Brachycera sporoforo polvere _
(Dip tera) 16 Maitake sporoforo polvere 11 ‘/
I8 Agaricus blazei, Reishi, Maitake, 36
‘ Shitake e.s. X
Cordyceps sinensis, Agaricus blazei,
i : : 19 A ! 5 X
] ] Sagglo Real-time Reishi, Maitake, Shitake sporoforo
P /4// PCR 110 Maitake sporoforo liofilizzato 13,5 X
o Carpoforo essiccato 1800 /
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RISULTATI 2

Ricerca di ingredienti nascosti in integratori a base di1 G. frondosa

1 4 &
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Potenzialita degli approcci molecolari nel controllo della qualita e della

sicurezza degli integratori alimentari contenenti funghi.

Il protocollo  LAMP sviluppato sul gene ITS ¢ in grado di identificare la
presenza di DNA di Maitake negli integratori alimentari, in modo rapido e

sensibile ——» utile per I’autenticazione di ingredienti fungini e per prevenire

frodi.

Confermata tramite Real-time PCR la presenza di DNA di insetto in prodotti
a base di funghi —» necessaria identificazione delle proteine potenzialmente
allergeniche per scongiurare un rischio per il

consumatore.
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