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Abstract

Colored cereal grains are rich sources of anthocyanins and phenolic compounds that may
useful for preventing or lowering risks in cardiovascular disease, diabetes and cancer, Our
objective here was to investigate the anti-inflammatory activities of anthocyanin-rich extract
from different varieties of blue corn and purple wheat by using a Caco-2 cell model, and to’
analyze their inhibitory activities against enzymes involved in glucose release. Resulf
indicated that the debranned fraction from purple wheat had the highest content i
anthocyanins amongst all grain samples. HPLC profiling indicated cyanidine and delphinid
as the predominant anthocyanins in purple wheat 2nd in blue comn. The immune response o
transfected Caco-2 cells decreased significantly in a dose-responsive manner for all grai
extracts. Purple wheat and blue com exiracts also dlsplayed significant inhibition of alpha:
amylase and of alpha-glucosidase activity. These promising results pave the way to th
incorporation of pigmented cereals into cereal-based foods having functional properties.

Riassunto .
Numerosi studi hanno evidenziato che la componente polifenolica presente nel pericarpo, d
cereali pigmentati presenta attivitd antinfiammatoria e antidiabetica. Questo studio si
proposto di indagare gli effetti delle antocianine e dei Comp()Stl fenolici presenti in differenti
varieta di cereali pigmentati sull’espressione di specifici marcatori di infiammazione in
sistemi cellulari modello (Caco-2), e sull’attivitd di enzimi pancreatici e intestinali. La:
quantitd di antocianine & risultata massima nella frazione ottenuta dalla decorticazione d
frumento viola. 1l profilo polifenolico, indagato mediante RP-HPLC, indica che cianidina e
delfinidina sono le principali antocianine presenti in frumento viola e in mais blu. o
antocianine isolate dai cereali considerati hanno evidenziato attivita antinflammatoria dose
dipendente ¢ sono risultate efficaci nell’inibire I’attivita di alfa-amilasi e di alfa-glucosidasi
Le proprieta bioattive dei composti fenolici presenti nei cereali pigmentati risultano mo[t'
promettenti alla fuce di un loro impiego nella preparazione di alimenti funzionali.

Introduzione i
I cereali pigmentati presentano un contenuto in acidi fenolici ed in flavonoidi sensibilmente-
piu elevato rispetto ai cereali tradizionali (Liu ef af, 2010). Le antocianine sono composti
idrosolubili appartenenti al gruppo dei flavonoidi, e sono responsabili della colorazione blu;
viola o rossa delle cariossidi delle varietd pigmentate di grano e di mais. Questi composti sono
presenti principalmente nelle parti esterne della cariosside. I colore viola della cariosside &
legato alla presenza di cianidina-3-O-glucoside nel pericarpo, mentre Paccumulo di
delfinidina nello strato aleuronico & responsabile della colorazione blu. Alte concentrazioni di’
pelargonidina e di catechina conferiscono, invecs, una tonalita rossa alla cariosside (Abdel
Aal et al., 2006).




i — condotti sia in vitro sia in vive — hanno evidenziato Dattivita antiossidante
: dei cereali e la loro efficacia nella prevenzione di diverse malattie connesse con
‘ idativo (Masisi et al., 2016). T composti fenolici presenti nei cereali risultano
- D. Gio i nell’inibire lattivita di due classi di enzimi coinvolte nel catabolismo dei
& che determinano la liberazione di zuccheri semplici, quali alfa-amilasi e aifa-
0 et al., 2010).

infiammazione ¢ correlato a varie tipologie di malattie croniche tra cui cancro,
a; malattie cardiovascolari e artrite. Per contrastare tale stato, in alternativa alle
rapie farmacologiche, viene spesso consigliato il consumo di alimenti riechi in
polifenoli, per i quali & stato dimostrato un notevole effetto antinfiammatorio
k. 2005). Le antocianine ed i loro metaboliti sono in grado, infatti, di modulare i
o acifiche proteine coinvolte nella risposta adattativa antinflammatoria e di inibire
ounds th ef pathway di NF-kB, una delle molecole piti rilevanti tra le molte coinvoite nel
s and ¢ smimatorio (Vendrame e Klimis-Zacas, 2015).

cetl mo metodi

> relea .- 'sono state prese in esame ’intera cariosside di tre varieta di mais (due varieta
ighest. od una rossa (Rostrato)) e la frazione ottenuta dalla decorticazione abrasiva di
ne and d di framento (una viola, Purple Wheat; ed una blu, Skorpion).

MUNE o studio; le determinazioni sono state condotte su estratti alcolici dei diversi campioni
wner fo 0.01% HCI). 11 contenuto totale di antocianine (TAC) & stato determinato
thibiti odo spetirofotometrico (Abdel-Aal ef al., 2006). 11 contenuto totale di polifenoli
e the w; & misurato mediante il metodo Folin-Ciocalteu {(Singleton et af, 1999). Le
1 proper tiossidanti sono state studiate mediante il saggio FRAP (Benzie ¢ Strain, 1996). 11

enolico & stato indagato mediante HPLC (Hosseinian ef al., 2008). L’inibizione
ifa-amilasi e di alfa-glucosidasi & stata misurata secondo Lavelli et al. (2016).
e nel p fie dell’etanolo, I"attivita immunomodulatoria dei composti fenolici negli estratti
uesto. s i ata su cellule Caco-2 (ransfettate con il plasmide pNifty2-Lue, che co-esprime

1¢ zione chimica dei composti fenolici
ca che: ' to totale di antocianine (TAC) degli estraiti alcolici & risultato significativamente
diversi campioni (P<0,001) (Tab. 1}. I contenuto pit elevato di antocianine,
flammato & equivalenti di cianidina-3-O-glucoside, & stato rilevato nel caso del frumento
‘; alfa-gl mg/g) e della varieta T di mais blu (0,66 mg/g).
ti risn w

L . 2l Frumento viola | Frumento blu [ Mais blu Mais blu Mais rosso (Rostrato)
oidi _ (Purple Wheat) | (Skorpion) (T) {MF) ;

a colo , - 0,69 £0,02 0,17 +0,01 | 0,66 £0,06 | 0,53 0,01 0,14+ 0,01

73,6 £0.4 330202 30,9+07 | 33,7+0,5 63,7£0,8

ariossid 4758103 | 17917 | 22,1£2,8 | 189418 472 £33
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Gli estratti alcolici in esame hanno presentato un contenuto di polifenoli totali (TP
compreso fra 30,9-73,6 mg di acido gallico per grammo di sfarinato. Come mostrat
Tabella 1, 1 valori pini elevati di questo indice sono stati registrati per il frumento viola &
mais rosso (Rostrato), che presentano altresi la maggiore capacitd antiossidante, mHsury
come capacita riducente nei confronti degli ioni ferro (FRAP). 11 profilo polifenolico di que
campioni, indagato mediante HPLC, ha mostrato conteruti di rutina ed epicatechin;
sensibilmente piu elevati rispetto alle altre varieta. Le indagini cromatografiche hanno inaltr
evidenziato che la varieta MF di mais blu ha il contenuto pii elevato di cloryro di cianidin
cloruro di delfinidina e di cianidina-3-O-glucoside fra tutti i campioni considerati. Tl clortrg
di cianidina costituisce oltre il 90% delle antocianine del frumento viola, e solo il 59% pér
frumento by, 1l contenuto maggiore di quercetina & stato rilevato in frumento viola, mentre
frumento biu mostra le quantita pili elevate di catechina. L’acido ferulico & presente in tutie:l
varieta, con il contenuto maggiore nella varieta MF di mais blu (115 pg/g) (dati non mostrat
Valutazione delle proprieti bioattive dei cereali pigmentati i

I composti fenolici e le antocianine presenti nei cereali pigmentati mostrano interessas
proprieta bioattive. Tra queste bisogna sottolineare sia la capacita di inibire 1’attivita di enzimi.
connessi al catabolismo dei carboidrati (Yao et al., 2010), sia P attivitd immunomodulatoria ed
antinfiammatoria (Yoon e Back, 2005).

In questo studio, I"inibizione dell’attivita dell’alfa-glucosidasi da parte dei composti fenolick
stata confermata per tutte fe varieta in esame. Come mostrato in Tabella 2, gli estratti ottenu
da mais rosso (Restrato) presentano una capacitd inibitoria nei confronti di alfa-glucosidast
molto elevata, ed addirittura maggiore rispetto all’inibitore di riferimento {(acarbosio, dati fion
mostrati). Per quanto riguarda le prove effettuate con I’enzima alfa-amilasi, I’estratto “di
frumento blu & risultato il piti efficace nell’inibire Pattivita enzimatica, sebbene nessuno dei
campioni mostri proprieta inibitorie supetiori all’acarbosio, a parita di concentrazione.

Tabella 2. Propricta bioattive dei cereali pigmentati.

Frumento viola | Frumento blu | Mais biy | Mais blu

(Purple Wheat) | (Skorpion) | (T) vpy | Mais rosso (Rostrato)

Inibizione a-glucosidasi + + + +

Inibizione a-amilasi + +H+

Altivita anti-infiammatoria

Le proprieta antinfiammatorie dei composti fenolici sono state indagate misurando la quantita
di NF-kB prodotto in seguito a stimolazione con interleuchina 1B (IL-1B) da cellule Caco-2
modificate, messe a contatto con diverse concentrazioni dei composti fenolici estratti dai
cereali pigmentati in esame. Quando tali cellule vengono incubate con sostanze ad attivitd
antinfitammatoria, la stimolazione con IL-1B determina una minore produzione di NF-kB,
noto marcatore di infiammazione. Come mostrato in Tabella 2, tutti i campioni sono in grado
di ridurre in modo efficace la risposta infiammatoria delle cellute modello secondo una
modalita dose-dipendente. In particolare, alle concentrazioni piti basse di composti fenolici si
rilevano differenze fra i vari campioni in termini di attivita antinfiammatoria, ma, aumentando
la concentrazione di composti bioattivi, I’effetto delle diverse varieta sull’espressione di NF-
kB diventa paragonabile. A tale proposito, si puo ipotizzare che i composti bioattivi presenti
nelle varietd di cereali in esame (cianidina, acido ferufico, rutina) esercitino un effetto :
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‘e che le proprietd antinfiammatorie dei cereali pigmentati non siano unicamente

U total ili alle antocianine, ma richiedano la compresenza di componenti fenoliche.

1€ Mosfiy; :

ento v joni | |

ante, jo multidisciplinare applicato in questo progetto ha consentito di riconoscere ed

olico . \iafe le antocianine e i composti fenolici presenti in diverse varieta di cereali

| epicat v antat, o di descriverne altresi gli interessanti effefti fisiologici e funzionali. Oltre
'hapnb Vantiossidante, sono state evidenziate la capacitd di inibire enzimi coinvolti nel
0 d.' cia iismo dei carboidrati e |’abilitd di modulare i segnali di specifiche proteine coinvolte
ratl. If joesso inflammatorio.

f il 59% olienuti in questo studio risultano molto promettenti alla luce di un impiego dei
iola me; igmentati nefla preparazione di alimenti ricchi in composti bioattivi. Lo sviluppo di
nte in fiiy funzionali preparati con cereali pigmentati necessita, tuttavia, di ulteriori
101 mos| : ondimenti per indagare /n vivo fa biodisponibilita dei composti bioattivi e i loro effetti

sumatore, con particolare attenzione alla modulazione del microbiota intestinale.
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