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N CAPACITA PREBIOTICHE
'I-INFIAMMATORIE

Il processo di fermentagione di sfarinati di grano biologico porta allo sviluppo di un lisato di grano
che si arrichisce di alcuni composti fenolici come lacido gallico e Uacido vanillico, con un conse-
guente aumento dell’attivita antiossidante totale. I risultati di questo studio evidengiano come questo
lisato sia in grado di ridurre, a livello delle cellule del colon, linfiammasgione e lo stress ossidativo.
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La fermentazione

a fermentazione dei cereali

¢ un’antica tecnica utilizza-

ta per migliorare la consi-
stenza, la digeribilita e la conser-
vabilita di diversi alimenti, ridu-
cendo al contempo diversi fattori
anti-nutrizionali. Gli alimenti
fermentati sono ampiamente uti-
lizzati da anni nelle culture asia-
tiche e africane ma di recente si
¢ assistito anche in Europa ad
un crescente interesse per i cibi
fermentati dovuto ai presunti be-
nefici per la salute legati al loro
consumo (1). La fermentazione
dei cereali & considerata utile per
il rilascio e la produzione di una
maggiore quantita di composti,
come polifenoli e altri antiossi-
danti, rispetto al prodotto di par-
tenza. In particolare, nei cereali
sono presenti molti composti fe-
nolici che si possono trovare in
forma libera o legata. Durante il
processo di fermentazione, I'atti-
vita di idrolisi della componente
microbica, da una parte potrebbe
facilitare il rilascio dei fenoli lega-
ti rendendoli piit accessibili all’as-
sorbimento, dall’altra potrebbe,
invece, portare alla sintesi di nuo-
vi composti bioattivi (2-3).
La presenza di una maggiore
quantita di molecole bioattive in
seguito al processo fermentativo
puo avere un effetto benefico sulla
composizione batterica intestina-
le. E oggi noto che il microbiota,
ossia l'insieme delle popolazioni
microbiche presenti nel nostro
intestino, ha un ruolo importan-
te nella salute umana e vi ¢ un
crescente interesse nell’utilizzare
approcci dietetici per modular-
ne la composizione e la funzione
metabolica cosi da prevenire e/o
controllare numerose patologie.
Una strategia dietetica utile a mo-

dulare il microbiota intestinale &
rappresentata da un regolare con-
sumo di fibre alimentari e alimen-
ti prebiotici che possono essere
metabolizzati dai microorganismi
residenti nel tratto gastrointesti-
nale (4).

Il lisato di grano
(Lisosan G)

Il processo di fermentazione svi-
luppato da Agrisan SRL (Larcia-
no, PT), utilizzando sfarinati di
grano biologico (Triticum aesti-
vum), ha portato allo sviluppo di
un lisato di grano, denominato
Lisosan G, ricco in vitamine del
gruppo B e tocoferoli, antios-
sidanti e oligoelementi, e acidi
grassi polinsaturi (acido linoleico
e acido linolenico) in quantita ap-
prezzabili. Questo lisato presen-
ta un alto potere antiossidante e
puo essere assunto da solo o in
combinazione con altri prodotti
alimentari come pane e pasta per
migliorarne le proprieta nutritive.
A oggi, numerosi studi sono sta-
ti pubblicati sull’effetto detossifi-
cante, antiossidante e anti-infiam-
matorio del lisato e su altri suoi
aspetti salutistici (5-7).

I risultati delle ricerche effettua-
te su questo lisato evidenziano i
meccanismi molecolari attraver-
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so cui esso agisce sul sistema di
difesa antiossidante del nostro
organismo, costituito da enzimi e
molecole in grado di mantenere a
livelli fisiologici sostanze tossiche
come i radicali liberi, che si for-
mano all’interno dell’organismo.
Il sistema antiossidante ¢ control-
lato da un fattore di trascrizione
nucleare, chiamato Nrf2, che in
seguito ad attivazione trasloca
dal citoplasma al nucleo attivan-
do T'espressione di enzimi target.
I risultati sperimentali dimostra-
no la capacita del lisato testato di
attivare Nrf2 e, di conseguenza,
indurre il sistema antiossidante
presente nell’'orsanismo. E sta-
to visto, inoltre, che il lisato ¢ in
grado di inibire NFkB, un fattore
di trascrizione coinvolto nell’atti-
vazione della risposta infiamma-
toria (8). Recentemente sul lisato
in esame ¢ stata eseguita una ca-
ratterizzazione microbica che ha
evidenziato tre principali generi
di batteri presenti: Lactobacillus
(45.4%), Enterococcus (28%) e
Pediococcus (17%) che sono ri-
conosciuti sicuri e con alta capa-
cita fermentativa. Questi batteri
possono contribuire al rilascio di
composti bioattivi capaci di mo-
dulare positivamente il microbio-
ta intestinale (9). Nello stesso

[
S
S

-

-3

]
2

<

luglio - agosto 2019 natural 1 % 53



Il lisato di
grano é in
grado di ri-
durre, a livello
delle cellule
del colon, I'in-
fiammazione
e lo stress
ossidativo.

Tabella1 - Com-
posizione feno-
lica del Lisosan

G e della farina
pre-fermenta-
zione, tempo di
ritenzione (Rt),
lunghezza d’onda
(nm) e concen-
trazione (mg/kg
peso secco). LOD:
limite di determi-
nabilita.

N

lavoro ¢ stato visto che il lisato
stimola la crescita del Lactoba-
cillus reuteri di 6-7 volte; questo
batterio & un importante compo-
nente del microbiota intestinale
sia dell’'uomo che degli animali
ed ¢ largamente utilizzato come
probiotico per le sue proprieta sa-
lutistiche. L’azione positiva sulla
crescita del Lactobacillus reuteri
lascia ipotizzare che questo lisato
abbia importanti proprieta pre-
biotiche.

In questo lavoro riassumiamo i
risultati sulla caratterizzazione
del profilo fenolico del lisato e del
relativo prodotto non fermentato
e gli effetti antiossidanti e anti-in-
fiammatori osservati in un model-
lo cellulare di colon umano (linea
cellulare HT-29) esposto ad insul-
to infiammatorio.
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Materiali ¢ metodi

La farina di Triticum aestivum
prima e dopo fermentazione ¢ sta-
ta fornita da Agrisan SRL Larcia-
no (PT) ed ¢ stata risospesa in ac-
qua e sottoposta a sonicazione (3
cicli per 10 secondi); in seguito a
centrifugazione, il sovranatante &
stato prelevato e conservato a 4°C
per il trattamento sulle cellule.
Per T'analisi in HPLC-DAD (cro-
matografia liquida con rivelatore
spettrofotometrico a serie di dio-
di) del profilo fenolico, i campioni
di grano fermentato e non fermen-
tato sono stati estratti con 80%
metanolo (v/v) a temperatura am-
biente per 2 ore con uno shaker
Unimax 2010 (Heidolph Instru-
ments, GmbH, Germania). Gli
estratti sono stati filtrati attraver-
so la carta Munktell No 390 (Mun-

Compaosti Rt | Lunghezza | mg/Kg peso secco

fong Lisosan G Farina

| prefermentazione (FG)

Ackdo gallico 2669 | 320 | 4194 | 237
4-0H Acido benzaico. [m Im 108 [m
Acido vanillico 5260 | 265 336 =100
Rutin 5955 | 265 sLOD* | =100*
Vitexin 6275 320 | sto0" | stoo*
trons-p-Aido cumarico | 7444 | 320 100" 15
tansAcdofesico 8219 20 145 133 |
Quercetin | 17363 | 3m | 162 152
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ktell & Filtrak GmbH, Birenstein,
Germania) e conservati in pro-
vette chiuse. Prima dell’analisi in
HPLC-DAD l’estratto & stato fil-
trato attraverso il filtro a siringa
QMax (0,22 pm, 25 mm, PVDF).
Le analisi HPLC sono state ese-
guite su una fase inversa; la fase
mobile consisteva in un gradien-
te di acetonitrile e acido fosforico
allo 0,1% in H,O distillata.

Trattamento delle HT-29

Le cellule sono state pretrattate
con 0.08 and 0.4 mg/ml di farina
di grano pre-fermentazione (FG)
o di Lisosan G (LG) per un’ora e
poi esposte per 24 ore a TNF-a (5
ng/ml), una citochina infiamma-
toria. Gli esperimenti sono stati
eseguiti in triplicato.

Risultati

I composti fenolici del lisato e
della farina di grano pre-fermen-
tazione (FG) sono mostrati nella
Tabella 1.

Nel lisato si evidenzia una notevo-
le quantita di acido gallico (419.4
mg/kg peso secco), che risulta
essere il composto fenolico mag-
giormente presente, con livelli 17
volte pitt alti rispetto al prodotto
non fermentato, FG. Nel lisato
sono, inoltre, presenti 'acido ben-
zoico e I'acido vanillico assenti nel
prodotto non fermentato. Querce-
tina, acido ferulico e quercetrina
sono presenti in entrambi i pro-
dotti in modeste quantita e solo
in FG troviamo tracce di acido
cumarico. I dati sono in accordo
con quanto osservato nei prece-
denti lavori di Longo et al. (2007)
e Frassinetti et al. (2012) in cui si
evidenziava un alto potere antios-
sidante del lisato (5, 7).
Parallelamente si ¢ proceduto va-
lutando l'effetto di citotossicita da
parte di FG e LG, mediante sag-
gio colorimetrico MTT, sulla linea
cellulare delle HT-29 al fine di in-
dividuare le condizioni ottimali di
trattamento. La vitalita cellulare
non variava dopo 24 ore di espo-
sizione a 0.08 e 0.4 mg/mL di FG
o LG, mentre si osservava citotos-
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Espressione genica di IL-8

Figura 1. Espressione del gene IL-8

sicita a concentrazioni piu elevate
di LG (0.8 and 1.6 mg/mL).

Sulla base dei risultati ottenuti gli
esperimenti successivi sono stati
fatti alle concentrazioni che non
hanno mostrato tossicita.

Per studiare le proprieta anti-in-
fiammatorie degli estratti di FG
e LG abbiamo valutato, mediante
PCR real-time quantitativa, i loro
effetti sulla modulazione di geni
coinvolti nell'infiammazione. Nel-
lo specifico, abbiamo analizzato
I’espressione genica sia della ci-
cloossigenasi COX-2 (prosta-glan-
dina-endoperossido sintasi 2) in-
dotta dall’insulto infiammatorio,
che della citochina pro-infiamma-
toria IL-8 / CXCLS8 (ligando che-
mochine motivo CXC 8).

Il trattamento delle cellule del
colon HT-29 con TNF-a ha provo-
cato un aumento di fattori pro-in-
fiammatori come interleuchina-8
e COX-2 ed il pretrattamento con
il lisato ha mostrato un’ottima ca-
pacita nel ridurre I'induzione dei
fattori infiammatori. Inoltre, per
entrambi i geni, leffetto osser-
vato & significativamente pitu ele-
vato con il lisato, ad entrambe le
concentrazioni testate, di quanto
ottenuto con la farina prima della
fermentazione.

Infine il lisato ha mostrato una
maggiore capacita di ridurre, nel-
le cellule trattate con TNF-a, i
radicali liberi e di indurre il siste-
ma antiossidante. NFKB & un fat-
tore di trascrizione che gioca un
importante ruolo nell’espressio-
ne di fattori inflammatori. Nella

forma inattiva NFKB & localizza-
to nel citoplasma legato ad altre
proteine come IkB ed in seguito
ad attivazione viene rilasciato e
trasloca nel nucleo dove attiva i
fattori infiammatori. Attraverso
la microscopia a fluorescenza si &
potuto vedere che il trattamento
delle cellule per 6, 12, e 24 ore
con 5 ng/ml TNFa ha indotto il
passaggio di NFkB dal citoplasma
al nucleo con il punto massimo a
12 ore e con conseguente aumen-
to dei processi infiammatori. Il
pretrattamento delle cellule con
FG o LG ha bloccato il processo
di traslocazione. I risultati fanno
ipotizzare la capacita di FG ma
soprattutto di LG di ridurre l'in-
fiammazione a livello intestinale.
In figura 1 sono riportati i risulta-
ti dell’effetto di FG ed LG sull’e-
spressione del gene dell’interleu-
china 8, un’importante chemo-
china che ha un ruolo chiave nei
processi inflammatori.

Conclusioni

I risultati ottenuti in questo stu-
dio indicano che il processo di
fermentazione porta ad un ar-
ricchimento di composti fenolici
come acido gallico, 4-OH acido
benzoico e acido vanillico con
conseguente aumento dell’attivita
antiossidante totale. I nostri risul-
tati evidenziano inoltre una mag-
giore capacita del lisato esamina-
to, rispetto al prodotto pre-fer-
mentazione, di ridurre a livello
delle cellule del colon I'infiamma-
zione indotta da TNF-a e lo stress
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ossidativo. Sulla base dei risulta-
ti ottenuti si pud ipotizzare che
I'assunzione del Lisosan G possa
essere un utile coadiuvante nel
trattamento delle malattie cro-
niche intestinali la cui incidenza
¢ in rapido aumento. Poiché I'in-
fiammazione intestinale porta a
un disequilibrio del microbiota e
il prodotto testato ha un effetto
positivo sul Lactobacillus reuteri
(9), il lisato potrebbe rappresen-
tare un utile prodotto, con effetto
prebiotico, capace di riequilibrare
il microbiota intestinale e di ri-
durre I'infiammazione.

*Istituto di Biologia e Biotecnologia
Agraria, CNR
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