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Estratto ottenuto

della birra

dai sottoprodotti dell'orzo
derivanti dall'industria

Effetto su glicemia e insulinemia

postprandiali

RIASSUNTO

E noto che la fibra alimentare eserciti
effetti benefici sulla salute umana, ri-
ducendo alcuni fattori di rischio delle
malattie metaboliche, quali l'iperglice-
mia e l'ipercolesterolemia. Lo scopo di
questo studio e stato dimostrare leffi-
cacia di un integratore alimentare a ba-
se di un estratto commerciale ottenu-
to a partire dai sottoprodotti dell'orzo
(Hordeum vulgare L.) derivanti dall'in-
dustria della birra, mediante un metodo
estrattivo brevettato (JAXplus), nella
riduzione della glicemia e dell'insuline-
mia postprandiali in soggetti normogli-
cemici caratterizzati da una lieve insuli-
no-resistenza. L'estratto d'orzo é stato
caratterizzato chimicamente, rivelando
la presenza di amido resistente (14,64
g/100 g), arabinoxilani (AX, 7,50 g/100
g), B-glucani (1,92 g/100 g) e altre fibre
solubili (6,43 g/100 g) e di acido feruli-
co bioaccessibile (91,3 mg/100 g). Per
lo studio clinico, 40 soggetti normogli-
cemici sono stati randomizzati in due
gruppi (costituiti ognuno da 20 sogget-
ti), che hanno ricevuto sia l'integratore
alimentare a base di estratto d'orzo sia
il placebo, secondo un disegno speri-
mentale cross-over. | valori di glicemia
postprandiale sono risultati significati-
vamente pill bassi rispetto ai corrispon-
dentivalori del gruppo placebo dopo 90
e 120 minuti, mentre al tempo t0 (ba-

sale) e nei primi 60 minuti le due cur-
ve glicemiche si sono sostanzialmente
sovrapposte. Questo andamento del-
la glicemia postprandiale é stato con-
fermato da una significativa riduzione
dell'insulinemia postprandiale. Nessu-
no dei soggetti ha riportato effetti av-
versi. Questo studio ha dimostrato che
lUintegratore alimentare oggetto di stu-
dio migliora il metabolismo del gluco-
sio e la risposta insulinemica in soggetti
normoglicemici con una lieve resisten-

zainsulinica.

INTRODUZIONE

Numerose evidenze suggeriscono che
la fibra alimentare, in particolare quel-
la solubile, eserciti effetti benefici sulla
salute umana, in quanto puo ridurre al-
cuni fattori di rischio di malattie cardio-
vascolari e metaboliche, tra cui il dia-
bete e l'obesita, di disturbi gastrointe-
stinali, cancro, oltre al miglioramento
della salute mentale e di altre funzioni
cognitive (1-4). Gli effetti della fibra ali-
mentare possono essere esercitati sia
direttamente, attraverso la riduzione
dell'assorbimento di lipidi e glucosio,
che a suavolta sitraduce in una diminu-
zione dei lipidi e glucidi nel sangue, sia
indirettamente attraverso il suo effet-
to prebiotico, che porta alla crescita di

batteri eubiotici (es. Blautia, Roseburia e
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SUMMARY

Extract obtained from barley by-products deriving from the beer industry
Effect on postprandial blood glucose and insulin
Dietary fiber exerts beneficial effects on human health reducing the risk factors of metabolic related diseases such as hyperglycemia, insulin resistance, and hy-
percholesterolemia. The aim of this study is to demonstrate the efficacy of a food supplement based on brewer’s spent grain (BSG) extract in the reduction of

postprandial glycemia and insulinemia in normoglycemic subjects. BSG was chemically characterized, revealing the presence of resistant starch (14,64 g/100 g),

arabinoxylans (7,50 g/100 g), B-glucans (1,92 g/100 g) and other soluble fibers (6,43 g/100 g), and bioaccessible ferulic acid (91,3 mg/100 g). For the clinical study,

40 normoglycemic subjects were randomized into two groups, 1and 2 (n = 20), for a cross-over clinical design and received either BSG extract-based food supple-

ment or placebo. Postprandial blood glucose values were significantly lower than corresponding values in the placebo group after 90 and 120 min, while at the

baseline and in the first 60 min, the two glycemic curves overlapped substantially. This improved clinical outcome was corroborated by significant reductions in

postprandial insulinemia. None of the subjects reported adverse effects. This study showed that the tested BSG extract-based food supplement improves glu-

cose metabolism and insulinemic response in normoglycemic subjects with at most a mild insulin resistance.

Da: Ullah H, Esposito C, Piccinocchi R et al. Postprandial Glycemic and Insulinemic Response by a Brewer's Spent Grain Extract-Based Food Supplement in Subjects with Slightly Impaired

Glucose Tolerance: A Monocentric, Randomized, Cross-Over, Double-Blind, Placebo-Controlled Clinical Trial. Nutrients. 2022;14(19):3916.

Turicibacter) che producono acidi grassi
a catena corta quali acido acetico, pro-
pionico e butirrico, che migliorano la
permeabilita intestinale, la sensibilita
all'insulina e alleviano linflammazione
e l'intolleranza al glucosio (5).

Tra le varie categorie di fibre alimenta-
ri, gli arabinoxilani (AX) sono polisac-
caridi non amidacei composti da uno
scheletro centrale lineare carbonioso
costituito da monomeri di xilosio legati
con legame (-1,4 (D-xilopiranosio) e da
catene laterali di arabinosio (L-arabino-
furanosio), che possono presentare un
acido ferulico legato sul quinto carbo-
nio. Il legame covalente tra i residui di
acido ferulico & il principale responsabi-
le della formazione dei gel, che favori-
sce la riduzione dell'assorbimento inte-
stinale di zuccheri semplici e lipidi (6).
Le principali fonti di AX sono frumento,
orzo, riso, segale, avena e sorgo (7).

Gli AX, in base alle loro proprieta strut-
turali e conformazionali, sono classifi-
cati in AX estraibili in acqua e AX non
estraibili in acqua. Il rapporto tra i due
tipi di composti varia a seconda della
specie, della cultivar, del tipo di tessuto
della cariosside (crusca o endosperma),
dell'ambiente esterno e del processo di
lavorazione o estrazione (8). Gli AX non
possono essere degradati dagli enzimi
dei mammiferi presenti nel tratto dige-
stivo, ma vengono degradati dal micro-

biota intestinale in acidi grassi a corta

catena e altri prodotti (9). In un recente
studio, e stato riportato che l'arabinoxi-
lano solubile estratto dai sottoprodotti
dell'orzo impiegato nella birrificazione
ha mostrato effetti prebiotici, con un
aumento compreso tra 2 e 3,5 volte ri-
spetto ai livelli di lattobacilli e bifido-
geni (10). Gli AX possiedono anche ca-
pacita antiossidanti, con un’attivita an-
tiossidante pil elevata quando e legato
l'acido ferulico (11,12).

In recenti studi, gli AX idrosolubili del
grano sono risultati efficaci nel modula-
re il metabolismo del glucosio. | mecca-
nismi d'azione che contribuiscono a ri-
durre 'assorbimento del glucosio ema-
tico e ad attenuare la risposta glicemica
postprandiale comprendono il ritardo
del tempo di svuotamento gastrico, il
rallentamento del transito intestinale,
la riduzione della velocita di diffusione
del glucosio nel lume intestinale, la di-
minuzione della disponibilita, l'inibizio-
ne dell'attivita degli enzimi digestivi nel
lume intestinale e l'effetto bifidogenico
(13-16). Inoltre, le proprieta gelificanti
degli AX ritardano la degradazione e,
di conseguenza, l'assorbimento delle
proteine, attenuando la risposta insu-
linemica dovuta agli aminoacidi insu-
linogenici (17). In considerazione di ta-
li proprieta, gli AX dell'endosperma di
grano hanno ottenuto un'indicazione
salutistica europea per la riduzione del-

la glicemia postprandiale (18).

Il crescente interesse per le fibre ali-
mentari e in particolare per gli AX ha
spinto la ricerca verso lo sviluppo di
nuovi ingredienti da utilizzare nella
produzione di alimenti funzionali e in-
tegratori alimentari, impiegando i sot-
toprodotti dell'industria agroalimenta-
re per sviluppare prodotti pit sostenibili
dal punto di vista economico e ambien-
tale. In quest'ottica, poiché i sottopro-
dotti dell'orzo derivanti dall'industria
della birra sono ricchi di fibre insolubili
(cioe cellulosa, emicellulosa e lignina) e
di fibre solubili, in particolare di AX, tali
sottoprodotti sono un candidato ideale
per essere sfruttato come materia pri-
ma seconda da cui ottenere estratti ad
alto contenuto di fibre (19). Oggigiorno,
il 70% dei sottoprodotti dell'orzo deri-
vanti dall'industria della birra vengono
utilizzati come mangime per animali, il
10% per la produzione di biogas e il re-
stante 20% viene smaltito come rifiu-
to (20). Considerando che in Europa e
negli Stati Uniti si generano rispettiva-
mente circa 3,4 e 4,5 milioni di tonnella-
te di sottoprodotti dell’'orzo da birrifica-
zione e che un birrificio di medie dimen-
sioni ne produce circa 7-8 tonnellate a
settimana, la valorizzazione di questi
sottoprodotti per ottenere ingredienti
alimentari ricchi di fibre per lindustria
alimentare ad alto valore aggiunto &
un‘altra possibile modalita di riciclo di
tali sottoprodotti (21).
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Pertanto, lo scopo di questo studio &
stato la valutazione della capacita di
ridurre la glicemia postprandiale e di
migliorare la risposta insulinemica di
un integratore alimentare contenente
un estratto ottenuto da sottoprodotti
dell'orzo!, caratterizzato chimicamente
in termini di fibre totali, AX, 3-glucani,
amido resistente, polifenoli totali e aci-
do ferulico, in soggetti sani normoglice-
mici, attraverso uno studio clinico ran-
domizzato, cross-over, in doppio cieco e

controllato con placebo.

MATERIALI E METODI

Integratore alimentare

e placebo utilizzati nello
studio clinico

L'integratore alimentare a base di un
estratto ottenuto dai sottoprodotti
dell'orzo derivante dall'industria del-
la birra e il placebo sono stati prodotti
da HEALLO (Milano), nel rispetto delle
specifiche europee relative ai contami-
nanti e ai limiti microbiologici. Linte-
gratore alimentare e stato notificato
al Ministero della Salute italiano con
il marchio “JAX Plus®” (numero di no-
tifica: 141039). Lintegratore alimenta-
re, sotto forma di granulato solubile
in confezioni monodose (5 g), contiene
4,25 g di estratto e 0,75 g (corrispon-
denti al 15%) di inulina utilizzata come
agente di supporto.

Il placebo, nella stessa forma di dosag-
gio, era costituito da cellulosa microcri-
stallina e dalla stessa quantita di inuli-
na (15%). Il prodotto da forno (grissini)
consumato dai soggetti reclutati nel
presente studio clinico e utilizzato qua-
le pasto standard fonte di carboidrati
& stato precedentemente porzionato e
confezionato (peso netto 65 g) in quan-
tita tale da fornire 50 g di carboidra-

JJAX Plus®prodotto e distribuito da HEALLO
(Milano).

ti disponibili ed é stato caratterizzato
in termini di nutrienti e valore calorico
(Tab. 1).

Tabella 1« Valori nutrizionali medi per
100 g di prodotto dei grissini impiegati
come pasto standard

Energia 1601 kJ-378 kcal
Grassi 25¢g
di cui acidi grassi saturi 05g
Carboidrati 7458
di cui zuccheri 34g
Fibre alimentari 48¢g
Proteine 1278
Sale 138

Caratterizzazione chimica
dell’estratto di BSG
Determinazione della fibra
alimentare totale

Il contenuto di fibra alimentare totale
(TDF) é stato determinato utilizzando
il Total Dietary Fiber Assay Kit (Neogen,
Lansing, Ml, USA) che rappresenta una
versione semplificata del metodo uffi-
ciale AOAC, seguendo il protocollo de-
scritto dal produttore (22-23).

Determinazione di glucosio,
arabinosio, xilosio, B-glucani
totali, arabinoxilani totali

e amido-resistente

L'estratto ottenuto dai sottoprodotti
dell'orzo e i residui secchi di fibra solu-
bile ottenuti con il metodo descritto nel
paragrafo precedente sono stati prepa-
rati secondo il protocollo del produt-
tore, per effettuare la determinazione
di (a) glucosio libero, (b) glucosio deri-
vante da amido rapidamente digeribile
e amido lentamente digeribile, (c) glu-
cosio derivante da amido resistente,
(d) arabinosio, (e) xilosio, (f) AX e (g)
B-glucani utilizzando i kit disponibili
in commercio per la misurazione di xi-
losio, arabinosio, glucosio e B-glucani
a legame misto (Neogen, Lansing, MI,
USA) (24-25).

Determinazione

degli arabinoxilani estraibili

con acqua e alcali

L'isolamento degli AX estraibili con ac-
qua (WEAX) e degli AX estraibili con
alcali (AEAX) nell'estratto di sottopro-
dotti dell'orzo é stato eseguito utiliz-
zando un metodo di Buksa et al. (26).
Dopo lisolamento, la quantificazione
di WEAX e AEAX é stata eseguita se-
condo il metodo riportato nel paragra-
fo precedente.

Determinazione del contenuto
totale di polifenoli e dell’acido
ferulico dopo digestione
oro-gastro-duodenale simulata
in vitro

La digestione oro-gastro-duodenale si-
mulata in vitro dell'estratto e stata ese-
guita seguendo il protocollo di Minekus
et al. (27). Al termine del processo di di-
gestione, il campione digerito & stato lio-
filizzato e mantenuto a4 °Cin attesa del-
la determinazione del contenuto di poli-
fenoli totali e dell’analisi RP-HUPLC-MS
per la determinazione dell’acido ferulico.

Determinazione del contenuto
di polifenoli totali

Il contenuto di polifenoli totali (TPC)
dell’'estratto e dei campioni digeriti e
liofilizzati (1 mg) e stato determinato

con il metodo Folin-Ciocalteu (28).

Analisi UHPLC-MS e
quantificazione dell’acido
ferulico dopo digestione

Le analisi HUPLC-MS/MS dell’'estratto
digerito per l'identificazione e la quan-
tificazione dell’acido ferulico sono state
eseguite su un sistema UHPLC Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scien-
tific, Milano) composto da due pompe,
un autocampionatore e un forno per
colonne. Il sistema & stato accoppiato
a uno spettrometro di massa a trappo-
la ionica lineare LTQ XL (Thermo Fisher
Scientific, Milano) dotato di una sor-

gente electrospray (ESI).
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ESTRATTO OTTENUTO DAI SOTTOPRODOTTI DELL'ORZO DERIVANTI DALLINDUSTRIA DELLA BIRRA

Progettazione

dello studio clinico

Uno studio clinico monocentrico, ran-
domizzato, controllato con placebo, in
doppio cieco e cross-over e stato con-
dotto da COMEGEN-Societa Coopera-
tiva Sociale (Napoli) per valutare gli ef-
fetti dell'integratore alimentare, a base
di estratto ottenuto dai sottoprodotti
dell'orzo derivanti dallindustria della
birra, sulla riduzione della risposta gli-
cemica postprandiale in soggetti nor-
moglicemici. Lo studio era in doppio
cieco, sia per il medico sperimentato-
re sia per i soggetti arruolati. A questo
scopo, sia lintegratore alimentare sia
il placebo sono stati resi irriconoscibi-
li per forma, peso, colore e, per quanto
possibile, gusto.

| partecipanti hanno ricevuto informa-
zioni orali e scritte sullo studio prima di
dare il loro consenso scritto. Il proto-
collo, la lettera di intenti e i documen-
ti sinottici relativi allo studio sono stati
approvati dal Comitato Etico Scientifi-
co dell’A.S.L. Napoli T CENTRO (proto-
collo numero 222, 12 aprile 2021) e sono
stati condotti in conformita alla Dichia-
razione di Helsinki del 1964 (rivista nel
2000). Questo studio & elencato nel re-
gistro ISRCTN (www.isrctn.com) con il
numero ID 9301859.

Il disegno dello studio prevedeva due
gruppi sperimentali (20 soggetti per
ciascun gruppo). | soggetti arruolati so-
no stati assegnati a ciascuno dei due
gruppi in modo casuale e imprevedibile
mediante una semplice randomizzazio-
ne (rapporto di assegnazione 1:1). In oc-
casione della prima visita (t0) presso lo
studio del medico di Medicina Generale,
sono state raccolte informazioni sulle
caratteristiche sociodemografiche, cli-
niche e biochimiche dei soggetti reclu-
tati (indice di massa corporea (BMI),
colesterolo totale (TC), colesterolo LDL
(LDL-C), colesterolo HDL(HDL-C) e tri-
gliceridi). Durante la prima visita (t0), i
soggetti reclutati sono stati inizialmen-

te sottoposti a un prelievo di sangue

a digiuno. Successivamente, i sogget-
ti reclutati hanno consumato entro 15
minuti il pasto standard costituito da
grissini con 500 mL di acqua oligomi-
nerale, e l'integratore alimentare a ba-
se di estratto di sottoprodotti dell'orzo
(gruppo 1) o il pasto standard, l'acqua
oligominerale e il placebo (gruppo 2).
Successivamente, sono stati eseguiti
prelievi di sangue a intervalli di tempo
definiti per misurare la glicemia e l'insu-
linemia postprandiali (a 15 (t1), 30 (t2),
60 (t3), 90 (t4) e 120 (t5) minuti dopo
'assunzione di grissini, acqua e tratta-
mento o placebo). Questa fase ¢ stata
seguita da un periodo di washout di cin-
que giorni (in cui i soggetti reclutati non
hanno assunto alcun trattamento), pri-
ma del cross-over dei trattamenti. Do-
po il periodo di washout di cinque gior-
ni, ogni soggetto dei due gruppi e sta-
to sottoposto a un nuovo prelievo di
sangue (ai tempi indicati sopra) per la
misurazione della glicemia e dell'insuli-
na, prima e dopo l'ingestione del pasto
standard, dell'acqua oligominerale e
del placebo (gruppo 1) o del pasto stan-
dard, dell'acqua oligominerale e dell'in-
tegratore alimentare (gruppo 2), secon-
do il disegno sperimentale cross-over
dello studio clinico.

Ai partecipanti e stato chiesto di ridurre
l'assunzione di fibre nelle due settima-
ne precedenti l'inizio dello studio fino
alla fine dello stesso e di non modificare
significativamente le loro abitudini ali-

mentari per tutta la durata dello studio.

Popolazione dello studio

Quaranta soggetti di eta compresa tra
i 18 e i 65 anni, di entrambi i sessi, so-
no stati reclutati dai medici di Medici-
na Generale di Comegen nel settembre
2021. | criteri di inclusione prevedevano
il reclutamento di soggetti sani (in ba-
se alla loro storia clinica), non fumatori
e in grado di comprendere e firmare il
consenso informato. Sono stati esclusi
dallo studio i soggetti: con diabete di ti-
po 10 2; con glicemia a digiuno maggio-

re di 110 mg/dL; con valori di pressione
arteriosa maggiore di 160/100 mmHg;
con disturbi metabolici o alimentari;
con disturbi che potevano interferire
con i risultati dello studio (es. disturbi
endocrini, cardiovascolari, polmona-
ri, renali o gastrointestinali); sensibili,
intolleranti o allergici agli ingredien-
ti dell'integratore alimentare utilizza-
to nello studio clinico, donne in gravi-
danza o in allattamento; donatori di
sangue nei tre mesi precedenti l'arruo-
lamento; sottoposti a trattamenti far-
macologici con farmaci che potevano
interferire con lo studio (es. inibitori
dell'a-glucosidasi, sulfoniluree, farmaci
per la riduzione del colesterolo e qual-
siasi altro farmaco che il medico non
riteneva compatibile con lo studio);
che assumono integratori alimentari
che potevano interferire con lo studio
(es. prodotti ad alto contenuto di vita-
mine e minerali >200% VNR, vitamine
del gruppo B, vitamina C, calcio, zinco,
rame, cromo, iodio, ferro, magnesio,
manganese, fosforo, prodotti a base di
acidi grassi essenziali, prodotti botanici
e qualsiasi altro prodotto che il medico

non riteneva compatibile con lo studio).

Outcome dello studio

L'outcome primario del presente stu-
dio clinico & stato quello di valutare il
contributo dell'integratore alimenta-
re in aggiunta a un pasto standard, nel
promuovere la riduzione dell'aumento
della glicemia postprandiale in sogget-
ti normoglicemici. Loutcome seconda-
rio consisteva nella valutazione dell'im-
patto dell'integratore alimentare sulla
risposta insulinemica postprandiale.

La raccolta dei dati & stata effettuata
mediante una scheda appositamente
messa a punto suddivisa in due sezio-
ni principali. Una prima sezione riguar-
dante i dati personali, l'anamnesi del
soggetto, l'assunzione di eventuali far-
maci concomitanti e il gruppo di tratta-
mento, compilata al momento dell’ar-

ruolamento. La seconda sezione e stata
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compilata conirisultati delle analisi ef-
fettuate sui campioni di sangue prele-

vati.

Sicurezza

L'estratto ottenuto dai sottoprodotti
dell'orzo derivante dal processo di bir-
rificazione & un ingrediente ammesso
negli integratori alimentari. Sebbene
non fossero previsti eventi avversi le-
gati all'assunzione dell'integratore ali-
mentare, i soggetti arruolati sono stati
costantemente monitorati per verifica-
re 'insorgenza di qualsiasi tipo di effet-
to avverso. | soggetti con sensibilita, in-
tolleranza o allergia al glutine o all'orzo

sono stati esclusi dallo studio.

Analisi statistica

Il calcolo della dimensione del campio-
ne e stato condotto utilizzando tre va-
lori di potenza 1- (0,80, 0,95 e 0,99),
un valore di soglia di significativita a
pari a 0,05 e tre valori di dimensione
dell’effetto (f di Cohen = 0,20, 0,25 e
0,30, rispettivamente). La dimensione
del campione e stata determinata in 40
partecipanti (20 per ogni gruppo).
L'effetto dei trattamenti sulle variabi-
li risposta (glicemia e insulina) e stato
valutato attraverso un modello lineare
misto (LMM), in cui i gruppi di tratta-
mento (gruppo A e gruppo B), i tempi di
misurazione (ciog, subito dopo il pasto,
t0, dopo 15 minuti, t1, dopo 30 minuti,
t2, dopo 60 minuti, t3, dopo 90 minu-
ti, t4, e dopo 120 minuti, t5), Uordine di
trattamento (primo e secondo), l'eta e
il sesso dei soggetti sono stati inseriti
nel modello come effetti fissi. Le inte-
razioni misura x trattamento e misura
x ordine di trattamento sono state in-
cluse tra le variabili indipendenti. Lin-
terazione misura x trattamento ¢ la va-
riabile chiave per l'outcome primario, in
quanto consente di verificare se l'anda-
mento nel corso delle misurazioni diffe-
risce per i due trattamenti.

Per quanto riguarda l'interazione misu-

ra x ordine di trattamento, essa viene

utilizzata per verificare se le tendenze
durante il periodo di misurazione dif-
feriscono in base all'ordine di sommini-
strazione dei trattamenti (prima o do-
po il washout). L'identita del soggetto &
stata valutata come un effetto casuale,
che ha fornito un controllo per le diffe-
renze tra i soggetti arruolati.

Le analisi sono state eseguite utilizzan-
do il software Ime4 (29) R ver. 4.0.1(30)
(R Foundation for Statistical Compu-
ting, Vienna, Austria) e, salvo diversa
indicazione, i dati sono riportati come
media * deviazione standard.

Per ciascun soggetto dei gruppi1e 2, so-
no state calcolate le aree incrementa-
li delle curve del glucosio e dell'insuli-
na (iAUC). Le iAUC sono state valutate
statisticamente mediante un t-test.
Per valori di p inferiori a 0,05 le diffe-
renze tra le IAUC sono state considera-

te statisticamente significative.

RISULTATI

Caratterizzazione chimica
dell’estratto

L'estratto utilizzato come ingrediente
dell'integratore alimentare che e sta-
to assunto nello studio clinico é stato
prodotto a partire dai sottoprodotti
dell'orzo derivanti dal processo di birri-
ficazione. In primo luogo, é stata carat-
terizzata la fibra presente nell'estratto.
Per determinare la fibra totale, solubile
e insolubile, l'estratto é stato analizza-
to con un metodo gravimetrico che pre-
vede l'eliminazione dell'amido e delle
proteine in seguito al trattamento con
a-amilasi, amiloglucosidasi e proteasi,
rispettivamente. Dopo questo tratta-
mento, l'estratto non ha mostrato al-
cun precipitato, indicando l'assenza di
fibra insolubile. Per determinare la fi-
bra solubile, il campione e stato quindi
trattato con etanolo al 78% che provo-
ca la precipitazione della fibra solubile
ad alto peso molecolare che successi-

vamente viene determinata per via gra-

vimetrica. La fibra solubile é risultata
pari a 7,45 g/100 g di estratto. Poiché la
fibra solubile a basso peso molecolare
non precipita in etanolo al 78%, questa
frazione di fibra non poteva essere de-
terminata con questo saggio. Pertanto,
gli AX e i B-glucani totali sono stati de-
terminati idrolizzando i legami glicosi-
dici con enzimi specifici e determinan-
do le loro concentrazioni sulla base del-
le concentrazioni di arabinosio e xilosio,
per gli AX, e di glucosio, per i B-glucani.
| risultati hanno mostrato che gli AX
totali e i B-glucani totali erano rispetti-
vamente 7,50 e 1,92 g/100 g di estratto.
Lo stesso metodo é stato applicato an-
che al residuo secco di fibra totale iso-
lato con la precipitazione in etanolo al
78% per determinare il contenuto di AX
e B-glucani ad alto peso molecolare iso-
lati con il metodo precedente.

La concentrazione di AX del residuo
secco ottenuto con il saggio della fibra
totale e risultata pari a 0,45 g/100 g,
mentre i $-glucani non sono risultati ri-
levabili. La concentrazione di AX a bas-
so peso molecolare solubile in etanolo
al 78%, e quindi non determinata con il
metodo gravimetrico, e stata calcolata,
quindi, per differenza ed e risultata pari
a 7,05 g/100 g di estratto.

Le proprieta gelificanti degli AX so-
no attribuite principalmente al WEAX,
mentre '’AEAX mostra una minore ge-
lificazione e quindi & meno attivo nel-
la modulazione dell’assorbimento del
glucosio. Le concentrazioni di WEAX e
AEAX sono risultate rispettivamente
parial1,23g/100 g (pariacircail 16% de-
gli AX totali) e 6,36 g/100 g (pari a circa
'84% degli AX totali).

Infine, nell’'estratto, sono state deter-
minate le concentrazioni di (a) glucosio
libero, (b) glucosio derivato dall'ami-
do rapidamente digeribile e dall'amido
lentamente digeribile (incluso il gluco-
sio libero) e (c) glucosio totale derivan-
te dall'amido resistente (incluso il glu-
cosio derivato dall’amido rapidamente

digeribile, dall'amido lentamente dige-
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ribile e dal glucosio libero). La concen-
trazione di glucosio derivante dall'ami-
do resistente, calcolata dalla differenza
tra la concentrazione di glucosio to-
tale determinata dopo 4 ore di tratta-
mento enzimatico e dopo 30 minuti di
idrolisi enzimatica (corrispondente al-
la concentrazione di glucosio derivan-
te dallamido rapidamente digeribile,
dall'amido lentamente digeribile e dal
glucosio libero), e risultata pari a 14,64
g/100 g di estratto. Inoltre, il glucosio
totale derivato dall'amido resistente e
stato isolato dal residuo secco di fibra
totale ed e risultato paria 0,62 g/100 g
di estratto. Pertanto, la concentrazione
di amido resistente solubile in etano-
lo al 78%, e quindi non calcolata con il

metodo gravimetrico, é stata calcolata
per differenza ed é risultata pari a 14,02
g/100 g di estratto (Tab. 2).

In totale, l'estratto é risultato contene-
re 30,40 g di fibra alimentare/100 g di
estratto, rappresentati principalmen-
te da amido resistente (14,64 g/100
g), AXs (7,50 g/100 g), B-glucani (1,92
g/100 g) e altre fibre solubili (6.38 g/100
g) isolate con la precipitazione in etano-
lo al 78%.

Dopo la determinazione della fibra ali-
mentare contenuta nell'estratto og-
getto di studio, e stato determinato il
contenuto di polifenoli totali, prima e
dopo digestione oro-gastro-duodenale
simulata in vitro, che e risultato pari a
0,499 + 0,01e 1,16 + 0,03 g GAE/100 g

Tabella 2 « Concentrazioni di glucosio libero, arabinosio e xilosio liberi, AX totali, WEAX

e AEAX, B-glucani totali, glucosio da amido rapidamente e lentamente digeribile, e
glucosio da amido resistente, nell’'estratto ottenuto da sottoprodotti dell’orzo derivanti
dall'industria della birra, e AX, B-glucani e amido resistente determinati nel residuo di fibra

totale essiccata

Composto Concentrazi]one
(g/100g)
Glucosio libero 5,53+ 0,01
Arabinosio libero 0,71+ 0,01
Xilosio libero 0,95+ 0,01
AX totali 7,50 + 0,05
WEAX - arabinoxilani estraibili in acqua 1,23+ 0,02
AEAX - arabinoxilani estraibili 6,36+ 0,03
e/—\S>’(5iicncsaotl‘_:bili in etanolo (78%) presenti nel residuo di fibra totale 0,45 £ 0,01
AX solubili in etanolo (78%)? 7,05+ 0,01
B-glucani totali 1,92 + 0,05
Bfglucani insolubili in etanolo (78%) presenti nel residuo di fibra totale ND?
essiccata
Glucosio dopo 30 min di idrolisi enzimatica* 30,36 £ 0,01
Glucosio dopo 4 ore di idrolisi enzimatica® 45,00 + 0,06
tcéggzsézsc??gi: ore di idrolisi enzimatica presente nel residuo di fibra 0,62+ 0,01
Fibra alimentare totale 7,45 + 0,03

" Dati espressi come medie + DS (n = 3).

2 Calcolati dalla differenza tra gli AX totali presenti nell'estratto BSG e gli AX presenti nel residuo totale di fibra

essiccata.
3ND non rilevabile.

4 Corrispondenti al glucosio da amido rapidamente e lentamente digeribile, compreso il glucosio libero.
®Corrispondente al glucosio da amido resistente, compreso il glucosio da amido rapidamente e lentamente

digeribile e glucosio libero.

di estratto, rispettivamente, suggeren-
do che durante la digestione i polifenoli
vengono rilasciati dalla matrice alimen-
tare e diventano bioaccessibili. Poiché il
metodo spettrofotometrico impiega-
to per la determinazione del contenu-
to di polifenoli totali ha generalmente
problemi di sovrastima del contenuto
fenolico, in quanto il reagente di Fo-
lin-Ciocalteu interagisce con molecole
non polifenoliche, quali per esempio gli
zuccheri riducenti, il contenuto di aci-
do ferulico, che ¢ il polifenolo piu rap-
presentato nell'orzo, e stato valutato
mediante un metodo UHPLC-MS/MS
validato, dopo digestione oro-gastro-
duodenale simulata in vitro (31). La sua
identificazione si € basata sullo spettro
dimassaione con m/z 193 e sul suo pat-
tern di frammentazione (Fig. 1). Il con-
tenuto di acido ferulico bioaccessibile,
cioé rilevabile dopo digestione oro-ga-
stro-duodenale, ¢ risultato pari a 64,8
+ 0,06 mg/100 g di estratto digerito,
corrispondente a 91,3 + 0,07 mg/100 g
di estratto.

Studio clinico

Il diagramma di flusso dello studio cli-
nico, realizzato in conformita alle linee
guida CONSORT PRO (32), e riportatoin
Figura 2. Inizialmente, sono stati sele-
zionati 42 soggetti. Successivamente,
poiché due di questi soggetti non sod-
disfacevano i criteri di inclusione, il nu-
mero finale di soggetti reclutati e stato
pari a 40, di cui 20 assegnati in modo
casuale al gruppo 1, (che ha ricevuto
prima l'integratore alimentare - tratta-
mento A, e poi il placebo - trattamento
B), oppure al gruppo 2 (che ha ricevuto
prima il placebo e poi l'integratore ali-
mentare). Il gruppo 1 era composto da
13 donne (65%) e 7 uomini (35%), men-
tre il gruppo 2 era composto da 12 don-
ne (60%) e 8 uomini (40%). | parteci-
panti ai due gruppi avevano caratteri-
stiche sociodemografiche e dati clinici
simili, senza differenze significative a

eccezione del valore di colesterolo HDL
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Figura 1+ (A) Cromatogramma ottenuto dall’analisi UHPLC-MS/MS dell’estratto sottoposto
a digestione oro-gastro-duodenale simulata in vitro registrato alla lunghezza d'onda A= 320.
(B) Spettro di massa dello ione parent con m/z 193. (C) Spettro di massa dello ione derivante
dalla frammentazione dello ione parent con m/z 133. | valori LOQ e LOD determinati per

'acido ferulico sono rispettivamente 0,062 e 0,016 pg/mL.

Soggetti valutati al fine
dell'eleggibilita (n=42)

Arruolamento

Randomizzazione (n=40)
v

—d=

Follow-up

—t—

Assegnati al gruppo di trattamento
con intergratore alimentare
a base di AX (n=20)
- Hanno ricevuto
il trattamento (n=20)
- Non hanno ricevuto
il trattamento (n=0)

Persi al follow-up (n=0)
Interruzione dell'intervento (n=0)

Analizzati (n=20)
Esclusi dall'analisi (n=0)

Inclusi (n=42)
#| Soggetti che non soddisfavano
i criteri di inclusione (n=2)

Assegnati al gruppo placebo (n=20)
- Hanno ricevuto il placebo (n=20)
- Non hanno ricevuto il placebo (n=0)

Persi al follow-up (n=0)
Interruzione dell'intervento (n=0)

Analizzati (n=20)
Esclusi dall'analisi (n=0)

Figura 2 « Diagramma di flusso dello studio clinico.

(p = 0,07). Le caratteristiche basali dei
soggetti di ciascun gruppo sono rias-

sunte nella Tabella 3.

L'obiettivo primario dello studio era
quello di valutare il contributo dell'in-

tegratore alimentare nel promuovere la

riduzione dell'aumento della glicemia
postprandiale in soggetti normoglice-
mici con una lieve insulino-resistenza,
evidenziata da valori dell'indice HO-
MA-IR e dell'indice trigliceridi/glucosio
(TyG) superiori a 2,5 e 4,5, rispettiva-
mente, per la maggior parte dei sogget-
ti reclutati (33-34) (Tabb. 3 e 4).

I livelli di glicemia e di insulina dei sog-
getti reclutati nei due gruppi 1e 2, sud-
divisi in base al sesso maschile e fem-
minile, sono riportati nella Tabella 4.
Come previsto, i valori medi di glicemia
postprandiale registrati dopo 15 e 30
minuti tendevano a crescere fino a rag-
giungere un picco a 60 minuti, indipen-
dentemente dal sesso e dal trattamen-
to. Dopo il picco registrato a 60 minuti,
i valori medi della glicemia postpran-
diale registrati dopo 90 e 120 minuti
tendevano a diminuire maggiormente
nei soggetti che avevano assunto l'in-
tegratore alimentare rispetto a quelli
che avevano assunto il placebo, indi-
pendentemente dal sesso. Infatti, men-
tre da 0 a 60 minuti i valori di glicemia
postprandiale dei soggetti (sia maschi
sia femmine) che avevano assunto l'in-
tegratore alimentare e il placebo erano
sovrapponibili, a 90 e 120 minuti i valori
medi di glicemia postprandiale dei sog-
getti che avevano assunto l'integratore
alimentare erano inferiori ai corrispon-
dentivalori dei soggetti che avevano as-
sunto il placebo.

Per quanto riguarda linsulina ematica
postprandiale, i valori medi di insuline-
mia registrati dopo 15 e 30 minuti ten-
devano a crescere fino a un picco di 60
minuti nel gruppo placebo piu che nel
gruppo che aveva assunto lintegrato-
re alimentare, indipendentemente dal
sesso. Dopo il picco registrato a 60 mi-
nuti, anche in questo caso, i valori medi
di insulinemia registrati dopo 90 e 120
minuti tendevano a diminuire maggior-
mente nei soggetti che avevano assun-
to lintegratore alimentare rispetto a
quelli che avevano assunto il placebo,

indipendentemente dal sesso.
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Tabella 3 « Caratteristiche della popolazione oggetto dello studio: dati demografici e clinici

al basale (t0)

Caratteristiche

Gruppo 1(n =20)

Gruppo 2 (n =20)

Eta (anni) 53+5 57+7
Genere:
Uomini 7 8
Donne 13 12
Etnicita: Europea 20 20

BMI (kg/m2)

21,82 + 2,05 - (18,6-24,7)

21,93 £ 2,32 - (18,5-24,8)

TC (mg/dL)

217,25 + 17,89 - (180-245)

220,7 £17,71 - (180-246)

HDL-C (mg/dL)

48,55 + 12,14 - (30-65)

54,9 + 9,18 - (33-68)

LDL-C (mg/dL)

112,85 £17,78 - (83-153)

120,25 + 23,42 - (82-160)

Trigliceridi (mg/dL)

131,55 + 26,49 - (82-167)

125,6 + 22,6 - (85-170)

Indice Homa-IR

3,39 +1,32 - (1,21-5,25)

4,58 £ 1,45 - (1,54-6,81)

Indice TyG

8,51+ 0,24 (7,99-8,86)

8,61+ 0,21(8,19-8,99)

Il modello LMM per la glicemia (Tab. 5)
ha individuato un effetto statisticamen-
te significativo per la misurazione (p
<0,001), per il trattamento (p <0,001)
e anche per linterazione misurazione x
trattamento (p <0,001). Inoltre, sono
emersi effetti significativi anche per il
sesso (p = 0,014) e per l'eta (p = 0,032).

Infine, anche leffetto dell'ordine di
trattamento é risultato significativo (p
<0,001), mentre linterazione misura
x ordine di trattamento non lo e sta-
to (p = 0,99). Questi risultati indicano
che e stata registrata una differenza tra
i trattamenti A e B per quanto riguarda
la curva glicemica postprandiale dei pa-

zienti (Fig. 3A). In particolare, la glice-
mia non differiva tra i trattamenti, dal-
la misurazione iniziale (t0) fino al picco
registrato a 60 minuti (t0: dB-A = 0,29
+ 1,21, t424 = 0,240, p = 0,81; t15: dB-
A =0,22 + 1,21, t424 = 0,185, p= 0,85;
t30: dB-A = 0,34 + 1,21, t424 = 0,283, p
= 0,77; t60: dB-A = 0,46 + 1,21, t424 =
0,383, p = 0,70). Infatti, i valori della gli-
cemia dei soggetti trattati con l'integra-
tore alimentare (trattamento A) o con
il placebo (trattamento B), registrati a
t0, t1, t2 e t3, sono risultati sovrappo-
nibili. Diversamente, i valori della gli-
cemia registrati a t4 (90 min) e t5 (120
min) a seguito dell’assunzione da parte
dei soggettireclutati del trattamento A
(integratore alimentare) erano signifi-
cativamente pil bassi rispetto ai corri-
spondenti valori registrati a durante il
trattamento B (placebo) (dB-A = 2,67
+1,21,t424 = 2,199, p = 0,028 e dB-A =
6,55 + 1,21, t424 = 5,397, p <0,001). Inol-
tre, l'andamento della curva glicemica
non era diverso prima e dopo il periodo
di washout, come evidenziato dal fatto
che linterazione tra misura e ordine di

Tabella 4 « Variazione dei valori' di glicemia e insulina in uomini e donne sottoposti ai due trattamenti sperimentali

Variabile t0 t1 t2 t3 t4 t5
Glicemia (mg/dL)
A 81,6+77 86,9176 92,2+78 97,5+7,6 91,4+73 83,3+38,3
(70-95) (75-100) (80-105) (85-110) (80-106) (72-107)
Donne
B 81,5+6,5 86,7 + 6,4 91,8 +6,5 973 +6,6 932+6,7 89,3+6,5
(70-94) (76-99) (81-104) (87-109) (82-105) (79-107)
A 86+ 8,1 91,3+79 96,4+738 101,4+7,4 94,8 + 8,1 883+8
(72-95) (77-100) (83-106) (88-110) (82-105) (74-96)
Uomini
B 843176 89,7+74 953+7] 100,5 + 6,7 96,5+6,6 932+6
(74-94) (80-100) (86-105) (91-109) (85-104) (83-100)
Insulinemia (uU/mL)
A 173+72 27,7 72 378+7 483+7 30,5+9,6 18,5+7,1
(6-30) (17-47) (27-52) (38-62) (18-48) (8-34)
Donne
B 179+ 8,1 30,2+75 40,6 +7,7 51,3+8,5 381+77 26,8 +8,8
(6-30) (20-41) (28-53) (34-64) (25-51) (9-39)
Uomini A 16,3+ 6,4 269 +6,2 36,9+6,5 47,4+ 6,1 30,3+6,8 17 +5,4
(7-28) (18-39) (28-49) (39-58) (20-42) (9-27)
B 21,6 +6 33,7+6,7 44,8 £6,9 552+79 432+57 309+5,8
(10-30) (21-45) (32-58) (43-72) (33-51) (20-40)

Media + deviazione standard, valori minimo e massimo.
A: Pasto standard e integratore alimentare.
B: Pasto standard e placebo.
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Tabella 5 ¢ Risultati del modello statistico LMM per glicemia e insulinemia postprandiale

F Df P
Glicemia
Misura 391 5,423 <0,001
Trattamento 1,01 1,427 <0,001
Sesso 6,63 1,37 0,014
Eta 4,96 1,37 0,032
Ordine di elaborazione 22,83 1,423 <0,001
Misura x Trattamento 4,69 5,423 <0,001
Measurement x Ordine di trattamento 0,04 5,423 0,99
Insulina
Misura 324,06 5,423 <0,001
Trattamento 138,95 1,428 <0,001
Sesso 1,36 1,37 0,25
Eta 2,58 1,37 0,12
Ordine di elaborazione 6,87 1,423 0,0097
Misura x Trattamento 6,29 5,423 <0,001
Measurement x Ordine di trattamento 1,86 5,423 0,10
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Figura 3 « Variazione della glicemia
postprandiale nei due trattamenti
sperimentali.

(a) Variazione della glicemia nei due trattamenti
sperimentali (A: Integratore alimentare e B: pla-
cebo). (b) Valori di glicemia prima e dopo il wa-
shout. (c) Variazione della glicemia prima e do-
po ilwashout indipendentemente dal trattamen-
to sperimentale.

Figura 4 « Variazione dell'insulinemia
postprandiale nei due trattamenti
sperimentali.

(a) Variazione dell'insulinemia nei due tratta-
menti sperimentali (A: integratore alimentare e
B: placebo). (b) Valori di insulinemia prima e dopo
il washout. (c) Variazione dell'insulinemia prima
e dopo il washout indipendentemente dal tratta-
mento sperimentale.

trattamento non era significativa (Tab.
SeFig. 3).

L'effetto del sesso indica che gli uomini
selezionati nel campione avevano valori
diglicemia superiori a quellidelle donne
(412+1,60,t36 = 2,575, p = 0,014). Que-
sta differenza, tuttavia, non ha alcuna
rilevanza clinica, poiché i valori della
glicemia dei soggetti a tO erano in linea
con i criteri di inclusione.

Infine, per quanto riguarda leta dei
soggetti reclutati, la glicemia tendeva
ad aumentare con l'eta (0,26 + 0,11, t36
= 2,228, p = 0,032) indipendentemente
dal sesso. Anche in questo caso, questa
differenza non ha alcunarilevanza clini-
ca, poichéivaloridi glicemia dei sogget-
ti al tO erano in linea con i criteri di in-
clusione. Il modello LMM per l'insulina
(Tab. 5) ha fornito risultati simili a quelli
relativi alla glicemia. Gli effetti della mi-
surazione (p <0,001), del trattamento
(p <0,001) e dell'interazione misurazio-
ne x trattamento (p <0,001) erano sta-
tisticamente significativi. Non vi e stato
alcun effetto significativo per il sesso (p
=0,25) e leta (p=0,12).

Anche in questo caso, l'effetto dell'or-
dine di trattamento é risultato statisti-
camente significativo (p = 0,009), ma
linterazione tra misurazione x ordine di
trattamento (p = 0,10) non lo era. Que-
sti risultati indicano che esiste una dif-
ferenza nella curva insulinica postpran-
diale nei pazienti sottoposti al tratta-
mento A rispetto a quelli sottoposti al
trattamento B (Fig. 4).

I valori diinsulina differiscono tra i trat-
tamenti, poiché la differenza tra i valo-
ri di insulinemia iniziale (dB-A = 2,83 *
1,31, t424 = 2,169, p = 0,031) & aumen-
tata a 15 min (dB-A = 4,51 + 1,31, t424
=7,077, p <0,001) e gradualmente a 30
min (dB-A = 5,02 + 1,31, t424 = 7,590,
p <0,001), ha raggiunto un picco a 60
min (dB-A = 5,10 + 1,31, t424 = 7,650, p
<0,001) e 90 min (dB-A = 10,16 + 1,31,
t424 = 12,733, p <0,001), con una diffe-
renza massima a 120 min (dB-A = 10,79
+1,31, t424 = 13,336, p <0,001).

18 U'Integratore Nutrizionale 25(6) » 2022



ESTRATTO OTTENUTO DAI SOTTOPRODOTTI DELL'ORZO DERIVANTI DALLINDUSTRIA DELLA BIRRA

| risultati indicano che il valore dell'in-
sulina dopo il washout e significativa-
mente inferiore a quello osservato pri-
ma del washout (-1,39 + 0,53, t423 =
2,612, p = 0,009), indipendentemente
dal trattamento sperimentale. Come
per la glicemia, anche per linsulinemia
'andamento della curva non é risulta-
to diverso tra prima e dopo il periodo
di washout, come dimostra il fatto che
l'ordine di misurazione x trattamento

non e risultato significativo (Tab. 5).

DISCUSSIONE

In questo studio, un nuovo estratto ot-
tenuto dai sottoprodotti dell'orzo de-
rivanti dall'industria della birra e stato
utilizzato come ingrediente bioattivo
per la formulazione di un integrato-
re alimentare testato per i suoi effetti
sulla glicemia postprandiale e sulla ri-
sposta insulinemica in uno studio clini-
co monocentrico, randomizzato, cross-
over, in doppio cieco, controllato con
placebo.

Sebbene i dati della letteratura riporti-
no che le principali famiglie di fibre pre-
senti nei sottoprodotti dell'orzo siano
fibre insolubili (cioé cellulosa, lignina ed
emicellulosa) (19), l'estratto utilizzato
in questo studio non contiene fibre in-
solubili. Questa composizione e proba-
bilmente dovuta al metodo di estrazio-
ne enzimatica brevettato che permette
di arricchire l'estratto con fibre solubili
(35). In accordo con i dati della lettera-
tura (19), questo estratto é costituito
da amido resistente (14,6 g/100 g), se-
guito da AX (7,5 g/100 g) e da B-glucani
(1,9 /100 g).

Gli AX estraibili con acqua rappresen-
tano circa il 16% e gli AX estraibili con
alcali rappresentano circa '84% del
contenuto totale di AX. Le principa-
li proprieta gelificanti, che a loro volta
sono responsabili del minore e piu len-
to assorbimento di glucosio dalla dieta,

sono principalmente attribuite agli AX

idrosolubili ad alto peso molecolare.
Sulla base dei risultati ottenuti riguar-
do la caratterizzazione degli AX presen-
ti nell'estratto, l'effetto atteso dell'e-
stratto sull'assorbimento del glucosio
doveva risultare modesto, come effet-
tivamente e stato dimostrato dai risul-
tati dello studio clinico.

Sulla base dei risultati delle analisi dei
diversi tipi di fibra dell'estratto, é risul-
tato che esso contiene circa 31 g di fibra
solubile per 100 g di estratto. Una do-
se dell'integratore alimentare contie-
ne, pertanto, circa 1,5 g di fibre solubili
e 0,75 g di inulina (circa il 7% del con-
sumo di fibra raccomandato, pari a 25
g per le donne adulte e 38 g per gli uo-
mini adulti, valori calcolati sulla base di
studi epidemiologici che dimostrano la
protezione contro le malattie cardiova-
scolari) (36).

La maggior parte dei composti fenolici
presenti nei chicchi d’orzo si trova nella
crusca e quindi l'estratto oggetto di stu-
dio rappresenta una ricca fonte di po-
lifenoli. Il contenuto di polifenoli totali
ottenuto dall'analisi dell'estratto prima
del processo di digestione simulata in
vitro e risultato pari a 0,49 g CAE/100
g. Questo valore e paragonabile a quelli
riportati da Birsan et al. che hanno ri-
scontrato che il contenuto di polifenoli
totali dell’'estratto grezzo da sottopro-
dotti dell'orzo variava da 0,28 a 0,38
g GAE/100 g, e da Meneses et al. che
hanno riportato che il contenuto di po-
lifenoli totali dei sottoprodotti dell'or-
zo derivanti dalla birrificazione estrat-
ti con acqua risultava essere di 0,39 g
GAE/100 g (37,38). Dopo il processo di
digestione simulata in vitro, il contenu-
to di polifenoli totali e risultato pari a
1,16 g GAE/100 g di estratto. Sebbene
questo risultato rappresenti una sovra-
stima del contenuto di polifenoli, & co-
munque indicativo della presenza di po-
lifenoli bioaccessibili che non vengono
degradati dalla digestione e che posso-
no svolgere i loro effetti benefici a livel-

lo intestinale.

L'acido ferulico e il principale polifeno-
lo libero e legato presente nell'orzo, nel
malto e nei sottoprodotti dell'orzo de-
rivanti dalla birrificazione (39). E stato
dimostrato che l'acido ferulico esercita
effetti antidiabeticiin molti studiin vitro
e in vivo attraverso diversi meccanismi
d'azione quali la riduzione dello stress
ossidativo nelle isole pancreatiche, che
a sua volta ne provoca la necrosi, con
conseguente riduzione della secrezio-
ne di insulina e aumento delle attivita
degli enzimi antiossidanti superossido
dismutasi e catalasi (40). Per valutare
quanto acido ferulico rimane disponibi-
le per esercitare i suoi benefici biologici
dopo la digestione, € stato determinato
il contenuto residuo di acido ferulico li-
bero dopo la digestione oro-gastro-duo-
denale simulata in vitro. La concentra-
zione di acido ferulico é risultata essere
dicirca90 mg/100 g diestratto di BSC. Il
contenuto di acido ferulico dipende dal-
le varieta di orzo utilizzate, dai processi
di maltazione e di produzione della bir-
ra e dal metodo di estrazione utilizzato
per trattare il campione prima dell'ana-
lisi. Mussatto et al. hanno dimostrato
che, applicando condizioni ottimizzate
diidrolisi alcalina per l'estrazione dell’a-
cido ferulico dai sottoprodotti dell'orzo
derivanti dal processo di birrificazione,
la sua concentrazione é risultata pari a
9,65 mg per grammo di lignina solubiliz-
zata, corrispondente a 286 mg/100 g di
estratto d'orzo (41). | risultati ottenuti
dall'analisi condotta nella presente in-
dagine hanno mostrato una concentra-
zione inferiore di acido ferulico rilascia-
to rispetto ai risultati ottenuti da Mus-
satto et al. Questo risultato puo essere
dovuto a variazioni nel trattamento dei
campioni che portano a rese diverse nel
rilascio di acido ferulico. Tuttavia, abbia-
mo deciso di applicare un processo di di-
gestione simulata in vitro, poiché & piu
in linea con il processo digestivo uma-
no e puod fornire una visione pill accura-
ta della bioaccessibilita e biodisponibili-

ta dell’acido ferulico.
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Per quanto riguarda i risultati dello stu-
dio clinico sulla glicemia e l'insulinemia
postprandiali, numerose evidenze sug-
geriscono che liperglicemia postpran-
diale & un fattore di rischio per linsor-
genza del diabete e delle malattie car-
diovascolari (42,43).

I risultati di questo studio clinico hanno
dimostrato cheivalori di glicemia misu-
rati dopo l'assunzione dell'integratore
alimentare erano significativamente pit
bassi rispetto ai corrispondenti valori
del gruppo placebo solo nella fase di di-
scesa del picco del glucosio, rispettiva-
mente dopo 90 e 120 minuti, mentre al
basale (t0) e nei primi 60 minuti (t1-t3)
le due curve glicemiche si sovrappone-
vano sostanzialmente. Giustifichiamo
l'assenza di un effetto dell’assunzione
dell'integratore alimentare con il pa-
sto standard sulla glicemia postpran-
diale registrata nei primi 60 minuti con
il basso contenuto e le scarse proprieta
gelificanti delle fibre solubili, in partico-
lare degli AX, presenti nell'estratto, che
non inducono una riduzione significati-
va dell’'assorbimento di glucosio. Inol-
tre, le curve glicemiche dei soggetti che
hanno assunto un placebo hanno anda-
menti tipici di quelle registrate dopo il
consumo di un alimento amidaceo. In-
fatti, come riportato da Brand-Miller
et al. (44), gli alimenti ricchi di amido
forniscono pit glucosio rispetto a quelli
zuccherini (per esempio, bibite e succhi
di frutta), e quindi hanno generalmen-
te maggiori probabilita di produrre una
curva che rimane al di sopra del valore
basale a 120 minuti.

l'assunzione dell'integratore alimenta-
re, pur non inibendo 'assorbimento del
glucosio nei primi 60 minuti, probabil-
mente riduce e rallenta leggermente
l'assorbimento del glucosio grazie al
contenuto di fibre dello stesso. Le spie-
gazioni del modesto effetto registrato
sulla glicemia postprandiale prodotto
dall'integratore alimentare possono es-
sere dovute, almeno in parte, alla pre-

senza nell’'estratto di zuccheri semplici,

che aumentano la glicemia, e al fatto
che leffetto dell'integratore alimenta-
re & stato confrontato con il placebo
che contiene il 15% di inulina, che & una
fibra alimentare nota per i suoi effetti
ipoglicemizzanti (45,46).

Tuttavia, poiché lo scopo dello studio
clinico era quello di testare leffetto
dell'estratto di sottoprodotti dell'or-
zo, per escludere l'effetto dell'inulina
utilizzata come agente di supporto,
al placebo e stata aggiunta la stessa
quantita di inulina presente nell'inte-
gratore alimentare. Sebbene modesta,
'assunzione dell'integratore alimenta-
re ha prodotto un effetto benefico sul-
la glicemia, in quanto la curva glicemica
postprandiale e tornata prima al valore
basale.

Questo risultato clinico é stato corro-
borato da una significativa riduzione
della risposta insulinemica postpran-
diale. In particolare, i valori di insulina
nel sangue dei soggetti che hanno as-
sunto l'integratore alimentare sono ri-
sultati significativamente pil bassi fin
dai primi 15 minuti, con differenze cre-
scenti che hanno raggiunto la massi-
ma differenza a 120 minuti dal primo
prelievo di sangue (t0). La iAUC media
dell'insulina dei soggetti che hanno as-
sunto lintegratore alimentare & risul-
tata significativamente inferiore del
19,7% rispetto alla iAUC dei soggetti
che hanno assunto il placebo (p <0,05).
Nel complesso, questi risultati signifi-
cano che l'assunzione acuta dell'inte-
gratore alimentare oggetto di studio
induce un miglioramento della risposta
insulinemica postprandiale. Inoltre, oc-
corre sottolineare che, sebbene i valori
medi di glicemia, BMI e lipidi ematici dei
soggetti reclutati siano normali, tutta-
via, sulla base della glicemia a digiuno,
dell'insulinemia e della trigliceridemia,
la maggior parte dei soggetti ha mo-
strato una lieve insulino- resistenza,
come evidenziato dai valori dell'indice
HOMA e dell'indice trigliceridi/glucosio
superiori a 2,5 e 4,5, rispettivamente.

Quindi, l'integratore alimentare testa-
to, pur non determinando un abbassa-
mento della curva glicemica postpran-
diale, ha migliorato la risposta insuline-
mica in soggetti con lieve insulino-resi-
stenza.

Inoltre, in accordo con i dati della let-
teratura, abbiamo riscontrato che i va-
lori di glicemia erano significativamente
piu alti negli uomini rispetto alle donne,
indipendentemente dalle sei misure dei
due trattamenti sperimentali, anche se
queste differenze non hanno rilevanza
clinica (47-50), e la glicemia tendeva ad
aumentare con l'eta, indipendentemen-
te dal sesso.

E noto che l'invecchiamento & associa-
to a un aumento della glicemia a digiu-
no, dovuto a una riduzione del rilascio
di insulina indotto dal glucosio, e a un
aumento dei marcatori di inflammazio-
ne che, a loro volta, aumentano l'insu-
lino-resistenza nel tessuto muscolare e
adiposo (51).

Questo lavoro presenta limiti e punti
di forza. | limiti principali sono rappre-
sentati dal fatto che, a causa della na-
tura acuta di questo studio clinico, non
e stato possibile determinare leffetto
dell'ingestione continua dell'estratto e
lUinfluenza dei suoi prodotti di fermen-
tazione sul metabolismo del glucosio,
rendendo impossibile conoscere gli ef-
fetti a lungo termine di questa integra-
zione. In secondo luogo, non si conosce
il suo effetto sui pazienti diabetici e pre-
diabetici, poiché i soggetti di questo
studio clinico erano limitati a soggetti
normoglicemici che presentavano solo
una lieve resistenza all'insulina. Infine,
la presenza nell'integratore alimenta-
re di zuccheri semplici, che insieme al
pasto standard contribuiscono all'au-
mento della glicemia postprandiale,
e l'assenza di un uguale contenuto di
zuccheri semplici nel placebo probabil-
mente causano una sottostima delle
effettive proprieta dell'integratore ali-
mentare di ridurre l'aumento della gli-

cemia postprandiale.
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D'altra parte, il principale punto di forza
di questo studio & che la composizione
in fibre e polifenoli dell'integratore ali-
mentare € nota, e quindi gli effetti rile-
vati sulla glicemia postprandiale e sul-
la risposta insulinemica possono esse-
re collegati alla presenza simultanea di

amido resistente, AX e B-glucani.

CONCLUSIONI

In conclusione, la riduzione dei livelli
ematici di glucosio e insulina postpran-
diali e considerata una strategia corret-
ta nella prevenzione di malattie meta-
boliche quali, per esempio, il diabete.
Vi e inoltre un crescente interesse per
lo sviluppo di nuovi prodotti alimentari
sostenibilidal punto divista ambientale
ed economico, finalizzati a migliorare il
metabolismo del glucosio. L'integratore
alimentare testato in questo studio cli-
nico, contenente fibra alimentare solu-
bile e acido ferulico bioaccessibile, & ri-
sultato in grado di riportare a 120 minu-
ti i valori di glucosio e insulina nel san-
gue ai valori registrati al t0O, riducendo
gli aumenti postprandiali di glucosio e
insulina in soggetti normoglicemici che
presentavano una lieve insulino-resi-
stenza.

Sono necessari ulteriori studi per deter-
minare se questi benefici acuti si tradu-
cano in miglioramenti a lungo termine
del controllo glicemico e se l'assun-
zione di questo integratore alimentare
nella dieta quotidiana sia un approccio
utile per la gestione dei soggetti con lie-
ve insulino-resistenza. Se questi risulta-
ti promettenti saranno confermati da
studi a lungo termine, questo integra-
tore alimentare potrebbe essere racco-
mandato alle persone anziane ad alto
rischio di sviluppare la sindrome me-
tabolica e il diabete (cioé soggetti con
pre-diabete, in sovrappeso, di eta supe-
riore a 45 anni, con un genitore, un fra-
tello o una sorella con diabete di tipo 2,

con un'attivita fisica inferiore a 3 volte

alla settimana) e alle donne in eta fer-

tile con fattori di rischio per lo sviluppo

del diabete gestazionale durante la gra-

vidanza. 6.
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