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CAPITOLO 1. INTRODUZIONE

L’alta disponibilita di nutrienti negli alimenti consente la colonizzazione e la proliferazione di
numerosi microorganismi. Questi ultimi, in base al tipo di azione che esercitano, vengono
comunemente distinti in tre categorie: pro-tecnologici, in grado di migliorare le caratteristiche
organolettiche e la conservabilita degli alimenti; alterativi, la cui moltiplicazione causa
cambiamenti indesiderati alle proprieta sensoriali (ad esempio, colore, odore, etc.) degli
alimenti; patogeni, che possono dare origine a malattie (infezioni, intossicazioni e
tossinfezioni) di origine alimentare, rappresentando un rischio per la salute dei consumatori
(Farris et al., 2012). La trasformazione degli alimenti attraverso la fermentazione rappresenta
il metodo piu antico utilizzato per la conservazione degli stessi, nel quale 'attivita microbica
svolge un ruolo cruciale (Farris et al., 2012). La fermentazione ¢ un processo metabolico che
si basa, principalmente, sulla demolizione dei carboidrati da parte di microrganismi per
ricavare energia, dando origine a prodotti finali come acidi organici, alcoli, anidride carbonica,
etc. La conservabilita degli alimenti fermentati viene garantita grazie all’instaurarsi di un
ambiente acido, in grado di inibire la crescita della maggior parte dei microorganismi alterativi
e/o patogeni. Inoltre, alcuni microorganismi sono in grado di sintetizzare composti
antimicrobici, tra cui le batteriocine, che consentono una maggiore competitivita rispetto alle
altre specie. Oltre a prolungare la shelf-life del prodotto finito, la fermentazione ne modifica
le caratteristiche sensoriali, attraverso, ad esempio, la produzione di composti volatili: si pensi
all’aldeide acetica, che nello yogurt costituisce il composto aromatico caratteristico, o al
diacetile, che conferisce il tipico aroma burroso in alcune bevande fermentate (Farris et al.,
2012). Infine, la fermentazione pud aumentare il valore nutrizionale degli alimenti, attraverso
la biosintesi di vitamine, l'incremento della digeribilita di fibre e proteine, la degradazione di
fattori antinutrizionali, etc. (Farris et al., 2012).

Ad oggi, il processo fermentativo puo essere applicato a numerose tipologie di alimenti, sia di
origine animale, come carne ¢ latte, sia di origine vegetale, come ortaggi e cereali. Per quanto
riguarda questi ultimi, le materie prime maggiormente impiegate nell’industria alimentare

comprendono frumento, riso e orzo (Farris et al., 2012).



1.1 L’orzo

La domesticazione dell’orzo (Hordeum vulgare L.) risale a circa 10.000 anni fa nella
Mezzaluna fertile del Medio Oriente. Attualmente, I’orzo, si colloca al quinto posto tra tutte le
colture per la produzione di materia secca nel mondo, dietro mais, frumento, riso e soia. L’orzo
viene utilizzato principalmente come cereale da foraggio e da maltazione e successiva
birrificazione. In particolare, al mondo, circa due terzi del raccolto dell’orzo vengono
impiegati per 1’alimentazione animale, un terzo per la maltazione e solo il 2% per
I’alimentazione umana. Lo scarso impiego dell’orzo per I’alimentazione umana ¢ da attribuirsi
alla maggiore diffusione di cereali come frumento e riso. Tuttavia, ¢ nelle regioni montane e
aride, come le nazioni himalayane, 1’Etiopia e il Marocco, che 1’orzo, ancora oggi, rimane una
tra le principali fonti di alimentazione per 1’'uomo (Baik et al., 2008).

La cariosside d’orzo ¢ composta da circa il 65-68% di amido, il 10-17% di proteine, il 4-9%
di B-glucani, il 2-3% di lipidi e 1’1,5-2,5% di minerali. Le fibre alimentari totali variano
dall’11% al 34% e le fibre alimentari solubili dal 3 al 20%. L’orzo si caratterizza per una
considerevole quantita di B-glucani, la cui efficacia nella riduzione dei livelli di colesterolo e
di glicemia nel sangue ¢ stata ampiamente dimostrata (Baik et al., 2008). In aggiunta, 1’orzo ¢
una ricca fonte di tocoferoli e tocotrienoli, noti per la loro azione antiossidante (Baik et all,
2008) L’orzo, nell’industria alimentare, viene generalmente sottoposto alla perlatura: essa ¢
un processo tecnologico che consiste nella rimozione, attraverso 1’abrasione, del rivestimento
esterno del chicco d’orzo, comprendente la crusca e il germe del cereale. L’ orzo perlato cuoce
piu velocemente rispetto all'orzo integrale e risulta, quindi, piu adatto alla lavorazione da parte
dell’industria alimentare. Tuttavia, la perlatura riduce il contenuto di fibre insolubili, lipidi,
proteine e ceneri, maggiormente concentrati nella crusca e nel germe della cariosside. A
seguito della perlatura, I’orzo puo essere macinato per ottenere le farine o cotto al vapore e
successivamente laminato per ottenere i fiocchi. Le farine d’orzo vengono incorporate nei
prodotti a base di frumento, tra cui pane, torte, biscotti, noodles e snack (Baik et al., 2008).
L’orzo perlato, le semole o la farina vengono utilizzati nella preparazione di molti piatti
tradizionali in Russia, Polonia, Tibet, Giappone e India. In Corea, I’orzo perlato viene
utilizzato come sostituto del riso per la produzione di salsa e pasta di soia. Nei paesi
occidentali, I’orzo perlato, intero, macinato o a fiocchi viene spesso consumato a colazione,
aggiunto in stufati, porridge e zuppe, e impiegato per la panificazione e per la produzione di
alimenti per I’infanzia. Nei paesi del Medio Oriente e del Nord Africa, le farine d’orzo perlato

vengono usate per la preparazione di porridge, zuppe e panificati (Baik et all, 2008).



1.2 Fermentazione dell’orzo

Storicamente, gli alimenti a base di cereali, tra cui 1’orzo, venivano conservati attraverso la
fermentazione naturale, o spontanea, ancor prima della comprensione dei processi metabolici
da parte dei microorganismi, ossia batteri lattici (LAB — Lactic acid bacteria) e lieviti, che ne
prendevano parte. Questi alimenti fermentati spontaneamente acquisivano, e acquisiscono
tuttora, attraverso il processo fermentativo, caratteristiche organolettiche peculiari.
Innanzitutto, la consistenza degli alimenti fermentati a base di cereali puo essere liquida,
gelatinosa o solida, ad esempio: ogi, mahewu e mawe sono tutti tipi di porridge di cereali, dalla
consistenza piuttosto liquida, mentre kenkey, kisra e injera acquisiscono una consistenza
gelatinosa (Goksen et al., 2023). I prodotti fermentati a base di cereali, solitamente, sono
caratterizzati da un profilo aromatico unico. Gli acidi organici, oltre a determinare un aumento
dell’acidita di tali prodotti, giocano un ruolo rilevante nell’evoluzione delle loro caratteristiche
sensoriali, influenzandone il sapore, l'aroma e, nel complesso, il loro gradimento da parte dei
consumatori. In particolare, essi contribuiscono al caratteristico sapore acidulo o aspro, piu o
meno intenso, conferito da composti come acido lattico, acetico, citrico e malico. Inoltre, gli
acidi organici influenzano l'aroma dei prodotti in questione attraverso 1’interazione con altri
sottoprodotti della fermentazione, come esteri, alcoli e aldeidi, conferendo note fruttate,
burrose o acetiche (Ashaolu et al., 2025). Infine, sapore e aroma degli alimenti fermentati a
base di cereali sono influenzati dalla produzione di composti volatili, tra cui acidi, alcoli, esteri,
aldeidi, chetoni, alcani, alcheni, etc. Durante la fermentazione dei cereali, i microorganismi
coinvolti possono aumentare le concentrazioni di aminoacidi liberi, peptidi bioattivi, fibre
solubili e composti fenolici, e sintetizzare vitamine, enzimi, acidi grassi a catena corta ed
esopolisaccaridi, contribuendo al miglioramento della digeribilita delle proteine e del valore
nutrizionale complessivo dei prodotti finiti. Infatti, gran parte dei composti appena citati sono
generalmente associati a svariati benefici per la salute dell’'uomo, comprendenti la
modulazione del microbiota intestinale e il potenziamento del sistema immunitario (Ashaolu
etal.,2025) (Cai et al., 2024). Per quanto concerne la fermentazione dell’orzo, particolarmente
ricco di composti bioattivi, tra cui acido ascorbico, acido gallico e catechine, studi recenti
hanno evidenziato come essa possa aumentare significativamente il loro rilascio nel prodotto
finito. (Cai et al., 2024) (Feng et al., 2024). In particolare, secondo lo studio di Bangar e
collaboratori (2022), a seguito di cinque giorni di fermentazione con Aspergillus oryzae, i
composti fenolici totali della crusca d’orzo sono aumentati da 1,23 a 14,32 mg GAE/g. He e

collaboratori (2023) hanno mostrato che il processo fermentativo di sottoprodotti a base d’orzo



ha modificato il loro profilo dei componenti fenolici, incrementando il rilascio di quelli liberi,
in particolari di acido ferulico, contribuendo all’aumento della loro capacita antiossidante.

La fermentazione spontanea si contrappone a quella guidata, caratterizzata dall’inoculo di
colture starter appositamente selezionate per mantenere alti standard qualitativi ed efficienza
economica. Queste fermentazioni avvengono spesso grazie all’aggiunta di colture starter e con
il termine “coltura starter” si fa riferimento a una preparazione microbica di cellule, aggiunta
a una materia prima per produrre un alimento fermentato, accelerandone e guidandone il
processo di fermentazione (Leroy e De Vuyst, 2004). I cereali fermentati attraverso I’ausilio
di colture starter, generalmente, vengono lavati o bolliti con acqua, per poi essere sottoposti a
maltazione o macinazione. In seguito, le materie prime vengono sigillate in un contenitore
impermeabile in grado di isolarle dall’ambiente esterno. Il processo fermentativo viene
influenzato da fattori estrinseci, quali temperatura e umidita, che vengono opportunamente
controllati, qualora possibile (Cai et al., 2024).

I prodotti fermentati a base di cereali, ottenuti da fermentazione spontanea o da fermentazione
guidata, possono essere consumati in varie forme, come prodotti per la colazione, contorni,
piatti principali e bevande. Inoltre, a seconda della provenienza e della tradizione, possono
essere distinte numerose tipologie e varieta di prodotti fermentati. In particolare, mentre alcune
di esse rimangono circoscritte a piccole realta locali, tramandate principalmente attraverso
tradizioni familiari e comunitarie, altre hanno raggiunto produzioni su larga scala, divenendo
parte integrante delle grandi industrie alimentari e diffondendosi a livello globale (Ashaolu et
al., 2025). Tra i prodotti fermentati a base d’orzo, rivestono particolare importanza il miso, la

birra e il whisky.

1.2.1 Miso

Ingrediente base della cucina giapponese, la consistenza del miso ¢ simile a una pasta e il suo
sapore si contraddistingue per le note intense di umami. In base al cereale utilizzato nel
processo di fermentazione, il miso puod essere suddiviso in tre distinte varieta: miso di riso,
miso d'orzo e miso di soia, preparati, in ogni caso, con I’aggiunta di koji, un cereale (riso, orzo)
fermentato per circa 48 ore con A. oryzae. Per preparare il miso d'orzo, si inizia risciacquando
e mettendo in ammollo I’orzo e il sorgo, poi cuocendoli a vapore. Dopo il raffreddamento,
vengono inoculati con spore di 4. oryzae per avviare la fermentazione del koji, che dura circa
36 ore. Successivamente, il koji viene mescolato con orzo o sorgo cotto, aggiungendo sale, e
lasciato maturare a 28 °C per 12 settimane. Durante la maturazione, il miso sviluppa il suo

sapore e aroma caratteristici. Esso contiene, grazie al processo fermentativo, vitamine del



gruppo B e composti fenolici: isoflavoni (genisteina e daidzeina), acido siringico e acido
vanillico sono tra i composti fenolici maggiormente presenti. Secondo uno studio
epidemiologico condotto da Gulden e collaboratori (2023), il consumo regolare di zuppa di

miso ¢ correlato a una minore insorgenza di cancro allo stomaco.

1.2.2 Birra

La birrificazione ¢ una pratica antica di fermentazione alimentare, in cui una fonte di amido,
generalmente il malto d’orzo, viene macerata in acqua e il liquido risultante (mosto) viene
lasciato fermentare, spontaneamente o a seguito dell’inoculo di lieviti selezionati, per produrre
birra alcolica. Storicamente, la birra era considerata un alimento a tutti gli effetti e veniva
consumata in grandi quantita, come alternativa sicura all’acqua, in quanto gli eventuali
microorganismi patogeni venivano inibiti a seguito del processo fermentativo. La produzione
della birra ha inizio con la macinazione del malto, ottenuto dalla germinazione e successiva
essiccazione dei chicchi d’orzo, al fine di rendere disponibili per la fermentazione gli amidi
presenti nell’endosperma, nonché componenti aromatiche tipiche della birra. Il macinato
risultante viene poi miscelato con acqua in un rapporto compreso tra 1:2,5 e 1:4. A seconda
del tipo di prodotto desiderato, & prevista una fase di ammostamento, in cui la miscela viene
riscaldata a temperature che variano da 45 a 70 °C. Tale fase consente una graduale
conversione da parte di enzimi endogeni, principalmente proteasi e amilasi, delle proteine e
degli amidi in, rispettivamente, aminoacidi e zuccheri semplici, dando origine al mosto dolce.
Quest’ultimo viene poi separato dalla trebbia di malto, costituita principalmente dalle glumelle
d’orzo, e bollito con l'aggiunta di luppolo per circa 60 minuti, consentendo I’inattivazione
degli enzimi e di eventuali microorganismi alterativi e/o patogeni. Il mosto risultante viene
raffreddato e trasferito in un fermentatore, per poi procedere con I’inoculo di colture starter
selezionate (ad esempio, Saccharomyces cerevisiae, Brettanomyces spp., etc.). La carica
microbica degli inoculi ¢ determinata dalla vitalita prevista del ceppo o dei ceppi scelti, dalle
caratteristiche organolettiche che si vogliono ottenere, dal volume del mosto e dal contenuto
alcolico desiderato. Ulteriori parametri utili all’ottenimento di prodotti finiti differenti fra loro
sono la temperatura e il tempo di fermentazione. Il processo fermentativo puo variare da pochi
giorni ad alcune settimane e, in alcuni casi, ¢ prevista una seconda fermentazione. Infine, la
birra viene generalmente filtrata, allo scopo di stabilizzarne le caratteristiche sensoriali e

donarle maggiore lucentezza (Ramanan et al., 2024).
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1.2.3  Whisky

Bevanda alcolica di origine europea, il whisky ¢ un distillato che rappresenta un’eccellenza
riconosciuta a livello internazionale. Utilizzando l'orzo come principale materia prima per la
maggior parte dei whisky, il processo di produzione include le fasi di maltazione, cottura,
infusione, fermentazione, distillazione, maturazione e miscelatura. Il tipo di whisky puo
variare in base a numerosi aspetti, quali 1’origine del prodotto, le materie prime e i metodi di
produzione. Ad esempio, differenze nel profilo aromatico sono state evidenziate tra whisky
prodotti dall’orzo e quelli ottenuti dal mais o altri cereali. Inoltre, metodi di produzione
differenti possono portare a caratteristiche sensoriali differenti pur partendo dalle stesse
materie prime, come dimostrano le diverse note aromatiche riscontrabili nel whisky scozzese
e nel whisky di malto giapponese. La fermentazione si avvia a seguito dell’inoculo microbico
di specie eumicetiche, in particolare lieviti. Il principale lievito utilizzato nella distillazione,
Saccharomyces cerevisiae, ¢ responsabile della conversione degli zuccheri fermentabili nel
mosto in alcol. Allo stesso tempo, varie attivita biochimiche nel lievito svolgono un ruolo
cruciale nella produzione di metaboliti secondari, inclusi i composti correlati al sapore. Questi
composti includono forme sia volatili che non volatili, alcune delle quali possono influenzare
il sapore durante tutto il processo di produzione, mentre altre possono reagire chimicamente
durante la distillazione e la maturazione, avendo un effetto indiretto sul sapore. Poiché la
produzione del whisky ¢ generalmente condotta in condizioni non sterili, la microflora
all'interno della distilleria gioca quindi ruoli cruciali nel plasmare i profili aromatici del whisky
durante le complesse reazioni biochimiche della fermentazione. Oltre i lieviti, ulteriori
indagini sono state svolte sugli effetti provocati dai batteri lattici includendo Lacticaseibacillus
paracasei e Levilactobacillus brevis nella fermentazione del whisky (Wilson et al., 2008).
L'analisi sensoriale ha indicato un aumento delle note dolci, sulfuree in quello inoculato con
L. brevis, mentre nel whisky fermentato con L. paracasei sono stati identificati aromi piu

verdi/erbacei e acidi. (Zhang et al., 2025).

1.3 Batteri lattici

I LAB sono un gruppo di microrganismi che producono acido lattico come principale prodotto
della fermentazione dei carboidrati. Essi sono Gram-positivi, non sporigeni, immobili e
anaerobi facoltativi, aerotolleranti o microaereofili. I LAB sono privi di catalasi, di nitrato
reduttasi e di citocromo ossidasi, non hanno catena respiratoria ¢ il loro metabolismo ¢ di tipo

fermentativo. Si possono definire microrganismi eterotrofi e chemiorganotrofi che si sono
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adattati a crescere su substrati complessi € che necessitano non solo di carboidrati come fonte
di energia, ma anche di amminoacidi, nucleotidi e vitamine. [ LAB tollerano bene un’clevata
acidita, dato che alcune specie crescono fino a pH 3. Per quanto riguarda il profilo metabolico,
la produzione di energia (sottoforma di ATP) necessaria per i processi biosintetici, viene
prodotta attraverso fosforilazione del substrato glucidico durante la fermentazione degli
zuccheri. Piu in dettaglio, gli zuccheri esosi sono fermentati attraverso due vie principali, la
via glicolitica di Embden-Meyerhof (LAB omofermentanti) e la via della fosfochetolasi (LAB
eterofermentanti). Nella fermentazione omolattica, da una molecola di glucosio sono prodotte
due molecole di acido lattico e due molecole di ATP. Nella fermentazione eterolattica, il
glucosio viene metabolizzato a gliceraldeide 3-fosfato e acetil fosfato; la gliceraldeide 3-
fosfato viene poi convertita in acido lattico secondo la via glicolitica, mentre I’acetil-fosfato
viene ridotto a etanolo. Quindi, da una molecola di zucchero esoso vengono prodotti una
molecola di acido lattico, una di anidride carbonica, una di etanolo e due di ATP. Nel caso in
cui sia presente un accettore esterno di elettroni, come ossigeno e fruttosio, viene prodotto
acido acetico in sostituzione dell’etanolo, con la produzione di un’ulteriore molecola di ATP.
Un terzo gruppo metabolico ¢ rappresentato dai batteri lattici eterofermentanti facoltativi, i
quali sono in grado di fermentare gli zuccheri esosi mediante la via glicolitica di Embden-
Meyerhof e, inoltre, posseggono I’enzima della fosfochetolasi, attiva in presenza di zuccheri
pentosi, che vengono cosi fermentati ad acido lattico e acetico. Il piruvato, intermedio chiave
nella maggior parte delle fermentazioni, puo essere utilizzato dai batteri lattici in maniera
alternativa alla sua riduzione ad acido lattico, con produzione di altri composti come acetato,
formiato, etanolo, acetaldeide, diacetile, acetoino e 2,3-butandiolo. Infine, una via biochimica
di grande interesse tecnologico ¢ quella che consente la metabolizzazione del citrato, portando
alla formazione di diacetile e 2,3-butandiolo, composti con proprieta aromatiche piuttosto

spiccate (Caplice, & Fitzgerald, 1999).

1.3.1 Batteri lattici e alimenti fermentati

I LAB sono i microorganismi pit comunemente coinvolti nella fermentazione degli alimenti,
tra cui prodotti lattiero-caseari, ortaggi (ad esempio, crauti, kimchi, etc.), insaccati, panificati
a lievitazione naturale, etc. Come accennato in precedenza, i LAB hanno bisogni nutrizionali
complessi, richiedendo fonti di azoto (aminoacidi, peptidi, proteine), vitamine e minerali
specifici. Per questo motivo, non tutti i substrati di crescita si rivelano ottimali per supportare

la loro proliferazione, rendendo necessari la formulazione di appositi terreni di coltura e
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condizioni ambientali di crescita ottimali. Durante i processi fermentativi degli alimenti, i LAB

esplicano numerose azioni a vantaggio della qualita e della sicurezza degli stessi.
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Figura 1. Ruoli funzionali dei batteri lattici durante la fermentazione degli alimenti.
A: sviluppo dei profili aromatici B: miglioramento della sicurezza alimentare (Yang et al, 2024).

Innanzitutto, essi svolgono un’attivita proteolitica e sono in grado di metabolizzare gli
amminoacidi, arricchendo il profilo aromatico dei prodotti finiti con composti azotati, quali la
prolina, dal sapore dolce, e I’acido glutammico, associato al sapore di umami. Inoltre, in
condizioni di elevata acidita, il glutammato puo essere convertito in acido y-aminobutirrico
(GABA), composto bioattivo spesso associato ad alcuni alimenti fermentati (Yang et al.,
2024). I LAB svolgono anche un’attivita lipolitica, catalizzata dalle lipasi, rilasciando acidi
grassi liberi, specialmente acidi grassi a catena media (4-12 atomi di carbonio), che
contribuiscono significativamente alle caratteristiche sensoriali degli alimenti fermentati.
Alcuni acidi grassi a catena media possono conferire un aroma gradevole, come I’acido
butanoico e 1’acido esanoico, generalmente associati alle note aromatiche dei formaggi

stagionati, e 1’acido ottanoico, associato spesso a note piu dolci e fruttate. Dall'altro lato, questi
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acidi grassi possono fungere da precursori per la sintesi di ulteriori composti aromatici: i loro
derivati, come alcoli, chetoni ed esteri, possono contribuire all’affinamento del profilo
aromatico degli alimenti fermentati (Yang et al., 2024).

Nei prodotti fermentati, i LAB svolgono un ruolo cruciale nel garantire la sicurezza alimentare,
tema di crescente importanza a livello globale. Grazie alle loro attivita metaboliche, numerose
specie di LAB sono considerate candidate ideali per inibire la crescita di patogeni di origine
alimentare e prolungare la durata di conservazione dei prodotti finiti. Gli agenti antibatterici
prodotti dai LAB includono principalmente acidi organici, antibiotici e batteriocine. Questi
agenti possono inattivare altri microorganismi danneggiando la membrana cellulare o
compromettendo la biosintesi delle proteine e degli acidi nucleici. Ad esempio, secondo uno
studio pubblicato da Sindi e collaboratori (2020), il surnatante cellulare derivante da ceppi
selezionati di LAB e contenente batteriocine e acidi organici consente di inibire la crescita di
microorganismi patogeni, quali Listeria monocytogenes ¢ Salmonella enterica. Inoltre, i LAB
hanno dimostrato la propria efficacia antimicrobica anche nei confronti di specie fungine in
grado di produrre micotossine, metaboliti secondari a basso peso molecolare che possono
rappresentare un rischio per la salute dei consumatori. Le materie prime suscettibili di
contaminazione da micotossine includono semi oleaginosi, frutta, verdura e cereali, tra cui
I’orzo. Russo et al. (2017) hanno riportato 1’attivita antifungina di ceppi di Lactiplantibacillus
plantarum (basonym Lactobacillus plantarum), specie associata alla fermentazione di alimenti
di origine vegetale, nei confronti dei funghi filamentosi Fusarium culmorum e Penicillium
expansum. Questa attivita si basa principalmente sulla sintesi di batteriocine, peptidi e
composti fenolici in grado di ritardare la produzione di micotossine, attraverso l'inibizione
della crescita delle specie fungine o l'assorbimento e la successiva degradazione delle
micotossine stesse. Tale assorbimento da parte dei LAB puo coinvolgere componenti della
loro parete cellulare, come peptidoglicano, polisaccaridi e proteine di membrana, che fungono
da potenziali siti di aggancio per molte micotossine. La degradazione delle micotossine in
composti atossici da parte di ceppi selezionati di LAB ¢ considerata una strategia efficace per
il controllo della contaminazione di specie fungine durante la fermentazione degli alimenti.
Ad esempio, in uno studio condotto da Abrunhosa et al. (2014) si ¢ constatato che le peptidasi
prodotte da Pediococcus parvulus possono degradare efficacemente l'ocratossina A,
trasformandola in ocratossina o e fenilalanina (Abrunhosa et al., 2014). Di conseguenza, si
puo dedurre che le specie di batteri lattici (LAB) rappresentano ottimi candidati per migliorare

la sicurezza alimentare nei processi di fermentazione (Yang et al, 2024).
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Oltre al miglioramento dei profili organolettici e delle proprieta funzionali dei prodotti
fermentati, la riduzione dei tempi di fermentazione rappresenta un altro aspetto cruciale da
considerare durante il processo di produzione, al fine di diminuirne i costi € aumentarne i
profitti. Tradizionalmente, la fermentazione degli alimenti ¢ di tipo spontanea, basata
sull'attivita dei microrganismi naturalmente presenti nelle materie prime o nell’ambiente
circostante. Tuttavia, questo tipo di fermentazione presenta alcuni limiti, tra cui la variabilita
qualitativa dei prodotti finali e i tempi lunghi richiesti dal processo produttivo. Per migliorare
l'efficienza della fermentazione sono state sviluppate diverse soluzioni, basate sull’aggiunta di
colture starter di LAB. Ad esempio, Zheng e collaboratori (2024) hanno utilizzato L.
plantarum WWPC per sviluppare il paocai (prodotto fermentato in salamoia a base di verdure,
di origine cinese) di ravanello, ottenendo una netta riduzione del periodo di fermentazione e
un miglioramento della valutazione sensoriale del prodotto. Bao e collaboratori (2018) hanno
studiato l'effetto della co-coltura di Lactococcus lactis M10 e Weissella cibaria M3 sul
processo fermentativo del chouguiyu (pesce mandarino fermentato, anch’esso di origine
cinese), riscontrando un miglioramento dei profili organolettici, in particolare dei composti
aromatici volatili, e una riduzione del 29% del tempo di fermentazione. Allo stesso modo, altre
ricerche hanno riportato che l'impiego di specie appartenenti al genere Lactobacillus nella
fermentazione di vegetali e t¢ mostra risultati promettenti, riducendo i tempi di fermentazione
e diminuendo il contenuto di nitriti (Xiao et al., 2015)(Yuan et al., 2024).

I LAB sono considerati candidati ideali per migliorare, attraverso la fermentazione, la
consistenza di varie matrici alimentari. Essi sono in grado di sintetizzare acidi organici, enzimi
proteolitici ed esopolisaccaridi, che possono agire da agenti addensanti, poiché danno origine
a una complessa rete in grado di trattenere acqua. Ad esempio, durante la fermentazione del
latte, gli esopolisaccaridi prodotti dai LAB possono legarsi alle caseine, migliorandone le
caratteristiche reologiche. Inoltre, durante 1'acidificazione del latte, la riduzione del pH puo
favorire le interazioni tra esopolisaccaridi e rete proteica, attraverso interazioni di natura
elettrostatica e idrofobica, che influenzano la viscosita del prodotto. Uno studio di Wang et al.
(2019) ha dimostrato che I’inoculo di L. plantarum JLK014 nella produzione di formaggio
aumenta significativamente l'umidita e riduce la rigidita della rete proteica, esaltando
morbidezza e cremosita del prodotto. Lorusso e collaboratori (2018) hanno osservato che
l'aggiunta di Weissella confusa DSM 20194 nella fermentazione di una bevanda a base di
quinoa diminuisce la viscosita e la capacita di trattenere 'acqua del prodotto, aumentandone

pero la cremosita. Infine, i LAB influenzano positivamente la consistenza e la viscoelasticita
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dei prodotti da forno, ottimizzando 1’assorbimento di acqua, la lavorabilita, la struttura e il
volume dell'impasto, € donando maggiore morbidezza alla mollica (Daba et al., 2021).

Negli ultimi anni, la crescente attenzione dei consumatori verso uno stile di vita piu sano ha
incentivato lo sviluppo di alimenti funzionali e nutraceutici. Diverse specie di LAB sono
generalmente riconosciute come sicure (GRAS, Generally Recognized as Safe) e godono dello
stato Presunzione Qualificata di Sicurezza (QPS), come Lactobacillus acidophilus,
Lacticaseibacillus rhamnosus (basonym Lactobacillus rhamnosus), Ligilactobacillus
salivarius (basonym Lactobacillus salivarius), Limosilactobacillus reuteri (basonym
Lactobacillus  reuteri), Levilactobacillus brevis (basonym Lactobacillus brevis) e
Lactobacillus delbruecki, dotate di proprieta probiotiche che le rendono ideali per la
produzione di alimenti funzionali. I LAB sono in grado di sintetizzare, a partire dai substrati
di crescita, alcuni composti bioattivi, come polifenoli, polioli e B-glucani, che offrono
molteplici benefici per la salute dei consumatori, tra cui protezione dallo stress ossidativo,
riduzione dei sintomi associati alla sindrome metabolica (ipercolesterolemia, iperglicemia,
ipertensione), regolazione del microbiota intestinale e potenziamento dell’assimilazione dei
minerali. Inoltre, alcuni LAB si distinguono per la loro azione probiotica, contribuendo
all’equilibrio della flora intestinale, al rafforzamento del sistema immunitario e alla
modulazione dell’inflammazione dei tessuti. Ad esempio, uno studio condotto da Abedin et al.
(2023) ha dimostrato 1’efficacia di L. reuteri nella fermentazione di succo di mela, arricchendo
significativamente il contenuto di polifenoli (acido gallico, acido protocatecuico) e
migliorando la proprieta antiossidanti del prodotto finito. In aggiunta, secondo uno studio di
Jitpakdee et al. (2021), la co-fermentazione di Pediococcus pentosaceus ENM104 e L.
plantarum SPS109 aumenta il contenuto di GABA nel latte. Infine, anche la produzione di
esopolisaccaridi puo conferire proprieta funzionali, stimolando il sistema immunitario e
modulando il microbiota intestinale, come descritto nello studio di Makino et al. (2016),

relativo alla fermentazione dello yogurt da parte di L. delbrueckii ssp. bulgaricus

1.3.2 Ruolo dei batteri lattici nella fermentazione dei cereali

La fermentazione con batteri lattici di farine alternative si ¢ dimostrata efficace nel migliorare
sia le proprieta sensoriali sia le caratteristiche di panificazione dei prodotti da forno. Questo
processo riveste un ruolo particolarmente significativo nei paesi in via di sviluppo, dove puo
contribuire a offrire alimenti piu sani, dal sapore e dalla consistenza piu gradevoli. Inoltre, dal
punto di vista nutrizionale, offre 'opportunita di aumentare la densita di nutrienti ed energia e

di ridurre i fattori antinutrizionali come i tannini e I’acido fitico (Coda et al., 2010a, 2011a;
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Moroni et al., 2012). L’uso di farine di cereali non derivati dal grano o pseudocereali spesso
puod mostrare un indice di idrolisi inferiore rispetto ai prodotti a base di grano, a causa della
maggiore concentrazione di fibre alimentari e amido resistente (Coda et al., 2010a). Inoltre, in
una fermentazione ottenuta da lievito madre si osserva un’ulteriore riduzione del tasso di
idrolisi dell’amido dovuta all’acidificazione naturale di diverse farine prese in analisi: cereali,
legumi e pseudocereali (Coda et al., 2010a, 2011c). Alla luce di queste considerazioni, il
miglioramento della tecnologia di fermentazione per le farine alternative al grano puo essere
considerato un'opportunita importante anche per i paesi occidentali, in risposta alla crescente
domanda di alimenti piu naturali e salutari. Il microbiota nativo dei cereali e, di conseguenza,
della farina, ¢ influenzato da diversi fattori, principalmente dal clima del paese di coltivazione
(temperatura ¢ umidita), dalle condizioni di coltivazione e di conservazione (De Vuyst e
Neysens, 2005). Tuttavia, i fattori endogeni delle farine e le tecnologie impiegate nella
lavorazione, svolgono un ruolo chiave nell’influenzare le comunita microbiche (Hammes e
Giénzle, 1998). Le farine di cereali non derivati dal grano, pseudocereali e i loro derivati
alimentari, offrono una reale opportunita per la scoperta di nuova biodiversita microbica per
la trasformazione alimentare. Questa diversita dovrebbe essere considerata non solo a livello
di specie, ma anche a livello di ceppo, poiché possono essere presenti caratteristiche peculiari
(Guyot, 2012). Gli studi sul microbiota dei batteri lattici nei cereali non derivati dal grano e
pseudocereali di origine africana e americana sono aumentati negli ultimi anni, rivelando in
molti casi una grande biodiversita e aprendo nuove prospettive per il loro utilizzo su scala piu
ampia, non solo nelle regioni di origine (Moroni et al., 2010; Coda et al., 2011a). Secondo
studi precedenti, L. plantarum ¢ comunemente presente negli ecosistemi del lievito madre (De
Vuyst e Neysens, 2005), ¢ la sua predominanza nella fermentazione dei cereali ¢ stata attribuita
principalmente al suo metabolismo versatile dei carboidrati (Kleerebezem et al., 2003;
Minervini et al., 2010). La sua dominanza ¢ stata confermata negli alimenti tradizionali
africani a base di cereali prodotti mediante fermentazione naturale di miglio, mais e sorgo.
(Coda et al.,, 2013) Generalmente, negli alimenti fermentati a base di cereali, i LAB
maggiormente frequenti includono il gruppo dominante dei lattobacilli (L. plantarum,
Limosilactobacillus fermentum, L. rhamnosus, L. brevis, Liquorilactobacillus uvarum,
Companilactobacillus  farciminis, Fructilactobacillus sanfranciscensis), seguito da
pediococchi (Pediococcus pentosaceous, Pediococcus acidilacti), enterococchi (Enterococcus
faecium, Enterococcus mundtii), streptococchi (Streptococcus spp.) e dalle specie Leuconostoc

mesenteroides, Lactococcus lactis e Weissella cibaria. (Khubber et al., 2022)
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CAPITOLO 2. SCOPO DELLA TESI

Negli ultimi anni si € registrato un notevole aumento di intolleranze alimentari, allergie e
disturbi legati al malassorbimento, accompagnato da una crescente diffusione di stili
alimentari diversificati, come il vegetarianismo, il veganismo e le diete a basso contenuto di
grassi, sale o zuccheri. Questo scenario ha portato a un incremento significativo della domanda
di alimenti funzionali: prodotti che siano non solo sani e variegati, ma anche in grado di
soddisfare contemporaneamente le esigenze nutrizionali e sensoriali dei consumatori. In
questo contesto, le bevande innovative a base di cereali possono rappresentare un alimento
alternativo ad alto valore nutrizionale, con una buona appetibilitd e potenziali proprieta
salutistiche. Lo scopo del presente lavoro di Tesi ¢ quello di realizzare uno studio di fattibilita
sulla realizzazione di una bevanda fermentata sperimentale a base di orzo, concepita come
alternativa priva di latte ma ricca di fermenti lattici, con proprieta sensoriali apprezzabili,
idonea al consumo da parte di consumatori allergici alle proteine del latte o intolleranti al
lattosio. Per la realizzazione della bevanda, 1’orzo ¢ stato sottoposto a diverse fasi di
lavorazione: macinazione grossolana, estrazione termica e fermentazione acido-lattica
condotta da batteri lattici isolati da matrici cerealicole. I ceppi batterici, originariamente
selezionati dalla Boza bulgara, sono stati selezionati sulla base della loro capacita di
acidificazione e del loro impatto sensoriale sulla matrice fermentata. Le colture con le migliori
prestazioni, dopo una prima analisi individuale, sono state combinate e inoculate in pool per
ottimizzare il processo fermentativo. La bevanda fermentata cosi ottenuta ¢ stata poi sottoposta
a diverse analisi quali valutazione della carica microbica a fine fermentazione e durante la
shelf-life (conte vitali in piastra), misurazione del pH, determinazione dell’acidita totale
titolabile (Total Titratable Acidity — TTA) e quantificazione dei fitati. Infine, il prototipo di
bevanda sperimentale ¢ stato sottoposto a panel test per la valutazione del profilo sensoriale

con giudici non addestrati ma familiari al consumo di bevande fermentate.
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CAPITOLO 3. MATERIALI E METODI

3.1 Preparazione del substrato di fermentazione

Per la preparazione del substrato di fermentazione 1’orzo ¢ stato manipolato come descritto di
seguito: 100 g di orzo sono stati triturati con 1’ausilio di un macinino manuale, per ottenere un
granulato dalla texture grossolana (Fig. 2) al quale sono stati aggiunti 600 mL di acqua
potabile; il tutto € stato poi sottoposto a sterilizzazione in autoclave a 121°C per 20 minuti.
Successivamente, ¢ stata eseguita la filtrazione del composto mediante un filtro metallico

(passino) a maglie strette, per ottenere 1’estratto acquoso.

Figura 2. Orzo dopo la macinazione

Tale estratto ¢ stato poi utilizzato per:
v" Tallestimento della prova preliminare di fermentazioni a coltura singola.
300 g di estratto acquoso sono stati addizionati di 510 g di acqua e 90 g di sciroppo d’acero
(10% p/p). 11 substrato ottenuto ¢ stato poi aliquotato, in provette Falcon® da 15 mL, in
ragione di 10 mL per provetta (Fig. 3). Il tutto ¢ stato preparato in duplicato e nuovamente

autoclavato a 121°C per 15 minuti.
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Figura 3. Tubi Falcon con monocolture microbiche

v’ la preparazione della bevanda per il monitoraggio durante la shelf -life.

Un’aliquota di 333,3 g di estratto acquoso ¢ stata addizionata a 566,67 mL di acqua e 100
g di sciroppo d’acero (10% p/p). 1l substrato ottenuto ¢ stato suddiviso in aliquote in beute
da 2 L, preparato in duplicato e successivamente sottoposto a una nuova sterilizzazione in

autoclave a 121 °C per 15 minuti.

3.2 Prove preliminari di fermentazione

Per I’allestimento delle prove preliminari di fermentazione in monocoltura, ogni provetta
contenente 10 mL di substrato di fermentazione, ¢ stata inoculata, in doppio, in condizioni di
sterilita con un’ansata (ansa con loop da 1 pL) di coltura singola pura allestita in terreno MRS
agar, la cui composizione ¢ mostrata in Tabella 1, incubato a 37 °C per 48 ore.

Complessivamente sono state analizzate 18 colture di batteri lattici appartenenti alle specie
Lacticaseibacillus  paracasei, Lentilactobacillus  parabuchneri,  Limosilactobacillus
fermentum, Lacticaseibacillus casei, Pediococcus parvulus, Loigolactobacillus coryniformis,
Streptococcus thermophilus e Lacticaseibacillus rhamnosus. Dopo 1’inoculo ogni provetta ¢
stata incubata a 37 °C per 24 ore ¢ sottoposta in seguito ad analisi sensoriali ¢ misurazione del

pH.
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Tabella 1. Composizione terreno MRS Agar

Componente Concentrazione
Peptone 100 gL’
Lab-Lemco (estratto di carne) 8.0gL"!
Estratto di lievito 40gL’
Destrosio 200gL"!
Potassio fosfato monoacido 20gL!
Sodio acetato 50gL!
Tri-ammonio citrato 20gL?!
Magnesio solfato 02gL!
Manganese solfato 0,05 gL’
Tween 80 (Sorbitan mono-oleato) 1.0 ml
Agar 100gL"

3.2 Prove di shelf-life

Al fine di valutare la vitalita delle colture cellulari selezionate attraverso i test preliminari e
inoculate nel preparato a base di orzo durante la shelf-life del prodotto, sono stati realizzati 4
batches (1L ciascuno) della bevanda, come descritto nel paragrafo 3.1. In dettaglio, due
batches sono stati inoculati ad una concentrazione cellulare di circa 10° UFC g!, mentre due
batches sono stati refrigerati immediatamente dopo la preparazione e considerati controlli
negativi. Le bevande inoculate sono state dunque analizzate durante il periodo di shelf-life (31
giorni) al fine di determinare la variazione di pH, I’enumerazione dei batteri lattici inoculati,,
la valutazione del profilo sensoriale, la determinazione della TTA e del contenuto in fitati e

acido fitico.

33 Preparazione delle pre-colture

Per la preparazione delle pre-colture da utilizzare come inoculo delle bevande da analizzare
durante il periodo di shelf-life, le colture cellulari selezionate nei test preliminari sono state
inoculate in provette Falcon®, in ragione di 10 mL di substrato di fermentazione con un’ansata
(ansa con loop da 1 pL) del microrganismo scelto, prelevato da una piastra Petri con terreno
MRS agar incubato a 37 °C per 48 ore. Le pre-colture cosi allestite sono state incubate a 37
°C per 24 ore e successivamente inoculate ad una concentrazione di circa 10° UFC g nel

substrato di fermentazione finale.
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34 Misurazione del pH

La misurazione del pH ¢ stata condotta con pH-metro con elettrodo solido HI2031 (modello
300, Hanna Instruments, Padova, Italia) (Figura 4) opportunamente tarato e i valori di pH sono
stati misurati rispettivamente:
e durante le prove preliminari al tempo 0, ad 8 e 24 ore
e durante le prove di shelf-life al tempo 0, ad 8 e 24 ore e successivamente ogni 2 giorni,
fino al 31° giorno di shelf-life.
In particolare, durante le prove preliminari, il valore di pH discriminante, per considerare

una coltura adatta alla produzione della bevanda, ¢ stato fissato a 4,8.

Figura 4. pH-metro Hanna Instruments

35 Allestimento conte vitali in piastra

Per la determinazione della carica e della vitalita cellulare sono state allestite conte vitali in
piastra rispettivamente a 0, 8 e 24 ore per le prove preliminari di fermentazione e a 0, 8 e 24
ore o successivamente ogni 2 giorni fino al raggiungimento del 31° giorno di shelf-life per le
bevande fermentate sperimentali.

In particolare, per 1I’enumerazione dei batteri lattici 1 mL di ogni precoltura allestita per la
fermentazione della bevanda e di ogni bevanda inoculata ¢ stato utilizzato per I’allestimento
di diluizioni seriali decimali in soluzione peptonata sterile (0,1% peptone, p v'). Aliquote di
100 pL di ciascuna diluizione decimale sono state quindi seminate in doppio su terreno MRS

agar incubato per 48h a 37 °C.
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3.6 Analisi sensoriale

Al fine di selezionare gli isolati microbici da utilizzare come starter per la produzione della
bevanda fermentata sperimentale, al termine del periodo di incubazione, i singoli isolati
microbici sono stati sottoposti ad analisi sensoriale per la valutazione dei seguenti descrittori:
odore, aroma e sapori fondamentali, oltre ad un giudizio complessivo (global liking), secondo
la scheda allegata (Scheda 1). La somministrazione dei campioni in analisi, che sono stati
serviti a temperatura di refrigerazione, ¢ stata effettuata seguendo uno schema monadico
sequenziale, in base al quale ciascun campione ¢ stato consegnato all’assaggiatore
singolarmente non appena concluso ’assaggio del campione precedente. Ad ogni assaggiatore
non addestrato ¢ stata fornita acqua minerale naturale, al fine di eliminare eventuali sapori
residui in bocca fra un campione e quello successivo.

Al termine dell’analisi sensoriale, esclusivamente gli isolati microbici che hanno ottenuto un
punteggio medio minimo di 7 sono stati presi in considerazione come possibili starter per la

produzione della bevanda finale.

J 1 3 (e

Data:
Giudice

Microrganismo:

Definizione dell’odore

Cereale I------ 2-mme 3o 4 Smme 6------ 7-----8-----9
debole medio elevato

Vegetale e 2 3o 4mmee Smme 6------ 7-----8-----9
debole medio elevato

Fruttato | Dmmmee 3eeeee- Geneeee Semnes 6------ 7-----8-----9
debole medio elevato

Tostato 1------ 2--m- 3o 4emeee S--mm- 6------ 7-----8-----9
debole medio elevato

Definizione dell’aroma

Cereale 1------ 2-me- 3o Geneeee Smmeee 6------ 7-----8-----9
debole medio elevato

Vegetale 1------ 2-mm- 3 4mmee RESE 6------ 7-----8-----9
debole medio elevato

Fruttato 1---mm- 2-mme 3 4memee S-mmm- 6------ 7-----8-----9
debole medio elevato

Tostato J 2-mmme 3 4emmee 5---mo- 6------ 7-----8-----9
debole medio elevato

Definizione dei sapori fondamentali

Dolce assente[ --mm-- 2mmmmme R L Semmmen 6--mmmm T -mme 8----- 9

Figura 5. Modulo per la valutazione delle caratteristiche sensoriali delle singole colture
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3.7 Determinazione dell’acidita totale titolabile (Total titratable acidity-TTA)

Per la determinazione dell’acidita totale titolabile, 10 g di bevanda fermentata a base di orzo
sono stati posti in un becker e addizionati a 90 mL di acqua. La sospensione cosi ottenuta,
omogeneizzata con un agitatore magnetico, ¢ stata titolata con NaOH 0,1 N, fino al
raggiungimento di un valore di pH pari a 8,3 (Minervini ef al., 2014). L’acidita titolabile totale

¢ stata espressa come mL di NaOH 0,1 N utilizzati per la titolazione.

3.8 Determinazione del contenuto di fosforo totale e di acido fitico

La determinazione del contenuto di fosforo totale e di acido fitico ¢ stata condotta sulle
bevande fermentate dalle colture di batteri lattici selezionate e inoculate e sulle bevande non
fermentate mantenute come controllo.

La determinazione ¢ stata effettuata con il kit commerciale Phytic Acid (Phytate)/Total
Phosphorus (Megazyme International Ireland, Wicklow, Irlanda) seguendo il protocollo

operativo specifico fornito dalla ditta produttrice e di seguito descritto.

Procedura

- Estrazione del campione:
Per ottenere 1’estratto pesare accuratamente circa 1 g di campione in un becker di vetro da 75
mL. Aggiungere 20 mL di acido cloridrico (0,66 M), e agitare vigorosamente per un minimo
di 3 ore a temperatura ambiente (preferibilmente overnight). Trasferire 1 mL di estratto
ottenuto come sopra descritto in una provetta da microcentrifuga e centrifugare a 13000 rpm
per 10 minuti. Trasferire immediatamente 0,5 mL di surnatante in una nuova provetta da
microcentrifuga e neutralizzare addizionando 0,5 mL di idrossido di sodio (0,75 M). Utilizzare
’estratto procedendo come descritto di seguito.

- Reazione di defosforilazione enzimatica:

Preparare la seguente miscela in provette da microcentrifuga da 1,5 mL

Determinazione del Determinazione del
fosforo libero fosforo totale
Acqua distillata (~ 25°C) 0,62 mL 0,60 mL
Soluzione 1 (buffer) 0,20 mL 0,20 mL
Campione estratto 0,05 mL 0,05 mL
Sospensione 2 (fitasi) - 0,02 mL
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Vortexare e incubare in un bagnetto termostatato a 40°C per 10 minuti; aggiungere quindi le

seguenti soluzioni:

Determinazione del Determinazione del
fosforo libero fosforo totale
Acqua distillata 0.02 mL -
Soluzione 3 (buffer) 0.20 mL 0.20 mL
Soluzione 4 (ALP) - 0.02 mL

Vortexare e incubare in un bagnetto termostatato a 40 °C per 15 minuti; aggiungere:

Determinazione del fosforo Determinazione del
libero fosforo totale
Acido tricloroacetico 0.30 mL 0.30 mL

Centrifugare a 13'000 rpm per 10 minuti. Prelevare il surnatante per la determinazione

colorimetrica del fosforo.

Determinazione colorimetrica del fosforo:
Assorbanza: 665 nm
Cuvetta: in vetro o in plastica, capacita 1,5 mL; 1 cm di cammino ottico
Temperatura: = 40°C
Volume finale: 1,5 mL
Soluzione campione: 0,5-0,75 pg di fosforo in 1,0 mL di volume del campione
Preparazione del campione: pipettare nelle provette da microcentrifuga da 1,5 mL
Campione: campione 1,00 mL

Agente di colorazione 0,50 mL

Preparazione del campione: pipettare nelle provette da microcentrifuga da 1,5 mL

Campione
Campione 1,00 mL
Agente di colorazione 0,50 mL

Vortexare e incubare a 40 °C per 1 ora; vortexare e quindi trasferire 1 mL in una cuvetta e

leggere I’assorbanza a 655nm (Asss) entro 3 ore.
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3.9 Analisi statistica

I dati relativi a pH e analisi sensoriale relativi ai singoli isolati analizzate nelle prove
preliminari, cosi come i dati relativi a pH, acidita totale titolabile, contenuto in acido fitico e
fosforo totale e valutazione sensoriale delle bevande fermentate sono stati confrontati
mediante analisi della varianza ad una via (ANOVA) sulla base del Tukey test (P<0.05)
utilizzando il software JMP versione 11.0.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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CAPITOLO 4. RISULTATI E DISCUSSIONI

4.1 Prove preliminari di fermentazione
Nel corso delle prove preliminari, i valori di pH dopo 8 e 24 ore di fermentazione in

monocoltura sono stati monitorati e 1 risultati sono mostrati in Tabella 2.

Tabella 2. Valori di pH a 8h e a 24h, relativi alle prove di fermentazione in monocoltura

Isolato 8h 24h

BZ10 Lacticaseibacillus paracasei 5,25+0,26* 3,82+0,12
BZ26 Lentilactobacillus parabuchneri 5,05+0,43 4,22+0,332
BZ28 Lentilactobacillus parabuchneri 5,58+1,15% 4,77+1,512
BZ5 Limosilactobacillus fermentum 4,40+0,19* 4,06+0,132
BZ22 Lacticaseibacillus paracasei 5,21+£0,22? 4,06+0,292
BZ39 Pediococcus parvulus 5,94+0,72 4,47+0,952
BZ43 Loigolactobacillus coryniformis 4,224+0,01* 4,01+0,18*
BZ30 Lentilactobacillus parabuchneri 6,03+0,61* 5,17+0,592
BZ33 Lacticaseibacillus casei 5,23+0,75* 3,82+0,23
BZ34 Lacticaseibacillus casei /paracasei 5,17+0,33 3,69+0,15°
BZ35 Lacticaseibacillus casei 5,92+0,77* 4,29+0,482
BZ36 Lentilactobacillus parabuchneri 5,25+0,61* 3,98+0,12
BZ37 Lentilactobacillus parabuchneri 5,34+0,0* 4,04+0,24*
BZ38 Lentilactobacillus parabuchneri 5,03+0,32? 4,08+0,212
BZ44 Loigolactobacillus coryniformis 4,57+0,26* 3,98+0,42°
BZ47 Lacticaseibacillus casei /paracasei 5,11+£0,06* 3,83+0,12
CBL53 Streptococcus thermophilus 5,32+0,0% 4,28+0,022
CBL35 Lacticaseibacillus rhamnosus 6,13+0,13 3,92+0,07*

Valori espressi come media + deviazione standard. Le lettere in apice indicano differenze statistiche tra i campioni
in analisi sulla base del Tukey-Kramer’s Honest Significant Difference (HSD) test (o= 0.05).

11 substrato di fermentazione a base di farina di orzo prima dell’inoculo con le monocolture di

batteri lattici ha mostrato un valore di pH medio pari a 5,21+£0,56. L'analisi dei risultati
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evidenzia che, dopo 8 ore di fermentazione, non si riscontrano differenze statisticamente
significative tra gli isolati esaminati. In particolare, dopo 8h di fermentazione ¢ possibile
osservare come la maggior parte degli isolati ha mostrato un pH compreso tra 5,03+0,32
(BZ38) e 6,13+0,13 (CBL35), mentre solo pochi isolati (BZ5, BZ43, BZ44) hanno mostrato
valori di pH inferiore a 4,8, soglia considerata critica per garantire la sicurezza microbiologica
del substrato. Contestualmente, dopo 24 ore di fermentazione, ¢ possibile osservare che tutti
gli isolati, ad eccezione di BZ30, hanno mostrato un abbassamento del pH al di sotto del valore
soglia di 4,8. Questi risultati sono in linea con quanto riportato in letteratura sulla capacita dei
cereali, come 1’orzo, di supportare la crescita di batteri pro-tecnologici (Angelov et al., 2006;
Shori et al., 2016), tra cui i batteri lattici, comprendenti generi e specie che naturalmente
contaminano la superficie dei chicchi di cereali (Guyot et al., 2012). La capacita dei ceppi
candidati di crescere in substrati a base di cereali, cosi come la loro vitalita durante la
conservazione, sono parametri fondamentali per lo sviluppo di nuovi alimenti fermentati a
base di cereali con caratteristiche funzionali. In tal senso, la capacita di crescita e il tasso di
acidificazione sono tra i criteri chiave utilizzati per la selezione degli starter (Rather et al.,
2013).

Contestualmente durante le prove preliminari di fermentazione in monocoltura, sono state
condotte delle analisi sensoriali attraverso un panel di assaggiatori non addestrati ma familiari
al consumo di bevande fermentate, in particolare la valutazione dei descrittori dell’odore sono
mostrati in Tabella 3, la valutazione dei descrittori dell’aroma sono mostrati in Tabella 4,
mentre i descrittori relativi ai sapori fondamentali sono mostrati in Tabella 5.

In particolare, dall’analisi dei dati relativi alla valutazione dell’odore dei substrati a base di
orzo fermentati (Tabella 3) ¢ possibile osservare come, per il descrittore cereale, sono emerse
differenze statisticamente significative tra il substrato fermentato dall’isolato BZ28 e i
substrati inoculati con gli isolati BZ36, BZ43, BZ37 e BZ47. Contestualmente, per quanto
riguarda i descrittori vegetale e fruttato dell’odore dei substrati fermentati a base d’orzo, non
sono emerse differenze statisticamente significative tra i campioni presi in esame. Infine, per
1l descrittore tostato, il substrato di fermentazione inoculato con I’isolato BZ26 ¢ risultato
statisticamente differente dal campione ottenuto dall’isolato BZ5, mostrando rispettivamente

il valore piu alto e il valore piu basso.
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Tabella 3. Risultati dell’analisi sensoriale: valutazione dell’odore

Odore
Isolato Cereale Vegetale Fruttato Tostato
BZ10 Lacticaseibacillus paracasei 3,6740,58®  2,00+0,00°  1,00+1,00°  2,33+1,15%

BZ26 Lentilactobacillus parabuchneri 5,00+1,00% 1,67+0,58? 1,00£1,00*  5,33+0,582
BZ28 Lentilactobacillus parabuchneri 6,00+1,00? 1,33+0,58? 1,00+0,00*°  4,67+0,58

BZ5 Limosilactobacillus fermentum 3,00+1,00° 1,00+1,00? 1,00+1,00? 1,33+0,58°
BZ22 Lacticaseibacillus paracasei 4,33+0,58% 1,33+0,58*  2,67+1,15%  3,00+1,00%°
BZ39 Pediococcus parvulus 5,33+0,58%  2,67+1,53% 1,67+0,58*  4,00+1,00

BZ43 Loigolactobacillus coryniformis 3,00+0,00° 3,00+0,00? 1,00+0,00*  3,00+0,00
BZ30 Lentilactobacillus parabuchneri 4,33+0,58%®  2,00+1,73? 1,00+0,00*°  4,33+1,53%
BZ33 Lacticaseibacillus casei 3,67+1,53%® 1,00+£0,00*°  4,00£1,00*  3,67+1,53%®
BZ34 Lacticaseibacillus casei /paracasei  4,33+0,58% 1,00+£0,00*°  2,00+0,00*  4,33+2,00%°
BZ35 Lacticaseibacillus casei 4,00+0,00% 1,67+1,15*  2,00£1,00*  4,00+1,15%
BZ36 Lentilactobacillus parabuchneri 3,00+1,00° 1,00+0,00? 1,00+0,00*  3,00+0,00
BZ37 Lentilactobacillus parabuchneri 2,67+1,15° 1,33+0,58? 1,33+0,58*  2,67+1,73%
BZ38 Lentilactobacillus parabuchneri 3,33+1,15%  2,00+1,73? 1,67+1,15*  3,3341,00%
BZ44 Loigolactobacillus coryniformis 3,33+1,15% 1,33+0,58? 1,67+1,15*  4,3340,58
BZ47 Lacticaseibacillus casei /paracasei  2,67+1,53% 1,00+£0,00*°  3,00+1,00*  3,33+1,53%®
CBL53 Streptococcus thermophilus 4,67+0,58%®  3,00+1,00° 1,00+1,73*  3,3341,15%
CBL35 Lacticaseibacillus rhamnosus 4,67+0,58% 1,33+0,58*  3,3342,08%  2,33+1,53%®

Valori espressi come media + deviazione standard. Le lettere in apice indicano differenze statistiche tra i
campioni in analisi sulla base del Tukey-Kramer’s Honest Significant Difference (HSD) test (a= 0.05).

Dall’analisi dei dati relativi alla valutazione dell’aroma dei substrati fermentati a base d’orzo
(Tabella 4) ¢ possibile osservare come, per i descrittori cereale e vegetale, non sono emerse
differenze statisticamente significative. Al contrario, per il descrittore fruttato dei substrati
fermentati a base d’orzo, il substrato inoculato con CBL35 € risultato statisticamente differente
rispetto ai substrati fermentati rispettivamente dagli isolati BZ34 e BZ43. Infine, per il
descrittore tostato, il substrato fermentato dall’isolato BZ26 ¢ risultato statisticamente diverso

rispetto al substrato fermentato dall’isolato BZ38.
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Tabella 4. Risultati dell’analisi sensoriale: valutazione dell’aroma

Aroma

Isolato Cereale Vegetale Fruttato Tostato
BZ10 Lacticaseibacillus paracasei 3,67+1,15° 1,33+0,5*°  1,33+0,58  3,67+0,58%
BZ26 Lentilactobacillus parabuchneri 4,67+1,152 1,00+£0,0°  2,33+0,58*  4,67+2,08"
BZ28 Lentilactobacillus parabuchneri 5,33+1,532 1,00+£0,0°  2,67+1,53%  3,67+0,58%
BZ5 Limosilactobacillus fermentum 433+£2,31*  2,33+1,5°  3,33+1,53®  2,00+0,00
BZ22 Lacticaseibacillus paracasei 4,67+1,152 1,33+0,5*°  3,00£1,00®  2,67+0,58%
BZ39 Pediococcus parvulus 5,002,000 2,00+1,0*  3,33+2,52%®®  2,6740,58
BZ43 Loigolactobacillus coryniformis 3,00+0,00*°  3,00+0,0*  1,00+0,00° 2,00-£0,00%
BZ30 Lentilactobacillus parabuchneri 3,33+2,08*  2,00£1,020  2,00+1,00®®  2,33+1,15%
BZ33 Lacticaseibacillus casei 3,33+0,58? 1,67+1,1*°  4,00+£1,00®  2,33+1,53%
BZ34 Lacticaseibacillus casei /paracasei  4,33+0,58" 1,00+0,0°  1,00+0,00° 2,33+0,58%
BZ35 Lacticaseibacillus casei 433+0,58*  2,33+1,5°  2,33+1,15®  2,3340,58
BZ36 Lentilactobacillus parabuchneri 3,67+0,58? 1,33+0,5°  2,00+1,00®  2,33+0,58%
BZ37 Lentilactobacillus parabuchneri 3,33+0,58? 1,00+£0,0°  1,67+1,15%  2,00+1,00%
BZ38 Lentilactobacillus parabuchneri 2,33+0,58*  1,67£1,1*  2,67+1,15®  1,67+1,15°
BZ44 Loigolactobacillus coryniformis 4,00+1,002 1,67+1,1*°  2.33£1,15%  2,67+0,58%
BZ47 Lacticaseibacillus casei /paracasei  4,00£0,00* 1,67+1,1*°  3,00£1,17%  2,00+1,00%
CBL53 Streptococcus thermophilus 4,00+1,002 1,33+0,5°  1,33+0,58  2,67+0,58%
CBL35 Lacticaseibacillus rhamnosus 3,67+£2,08*  2,00+1,00  5,33+2,08° 2,00+1,00%

Valori espressi come media + deviazione standard. Le lettere in apice indicano differenze statistiche tra i campioni

in analisi sulla base del Tukey-Kramer’s Honest Significant Difference (HSD) test (o= 0.05).

In relazione alla valutazione dei sapori fondamentali (Tabella 5), dall’analisi dei dati ¢

possibile osservare come, per il descrittore del dolce e dell’amaro, non sono state evidenziate

differenze statisticamente significative tra i substrati fermentati in analisi. Al contrario, per

quanto riguarda il sapore fondamentale, nello specifico il descrittore acido, il substrato

fermentato dall’isolato CBL35 ha ottenuto valori statisticamente piu elevati, mentre il

substrato fermentato dall’isolato BZ39 ha ottenuto valori statisticamente inferiori rispetto a

tutti gli altri.
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Tabella 5.Risultati dell’analisi sensoriale: valutazione dei sapori fondamentali

Sapori fondamentali

Isolato

BZ10 Lacticaseibacillus paracasei

BZ26 Lentilactobacillus parabuchneri
BZ28 Lentilactobacillus parabuchneri
BZ5 Limosilactobacillus fermentum
BZ22 Lacticaseibacillus paracasei

BZ39 Pediococcus parvulus

BZ43 Loigolactobacillus coryniformis
BZ30 Lentilactobacillus parabuchneri
BZ33 Lacticaseibacillus casei

BZ34 Lacticaseibacillus casei /paracasei
BZ35 Lacticaseibacillus casei

BZ36 Lentilactobacillus parabuchneri
BZ37 Lentilactobacillus parabuchneri
BZ38 Lentilactobacillus parabuchneri
BZ44 Loigolactobacillus coryniformis
BZ47 Lacticaseibacillus casei /paracasei
CBLS53 Streptococcus thermophilus

CBL35 Lacticaseibacillus rhamnosus

Dolce

4,33+1,15°
4,67+1,15°
5,67+0,58°
2,67+1,53¢
5,00£1,00°
4,33+3,79*
4,00+0,00?
6,00+0,00?
4,33+1,53¢
3,67+1,53%
4,67+0,58°
3,00£1,00°
3,33£1,15°
3,00£1,00°
3,33+0,58°
3,67£1,15°
5,00£1,00°
4,67+2,08°

Acido
4,00+1,732b¢
2,33+0,58"
2,00+£0,00
5,00+1,00%<
4,00+1,00%¢
1,67+1,15¢
3,00+0,002
2,67+1,15%%¢
5,33+0,58®
5,33+0,58®
3,33+1,53%¢
4,33+2,08%¢
3,67+1,53%¢
3,33+1,53%¢
3,67+1,53%¢
5,33+0,58®
2,00+£1,00%
6,00+1,00?

Amaro

0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?
0,00+0,00?

Valori espressi come media + deviazione standard. Le lettere in apice indicano differenze statistiche tra i campioni

in analisi sulla base del Tukey-Kramer’s Honest Significant Difference (HSD) test (o= 0.05).

Infine, per tutti i substrati fermentati ¢ stato definito un valore di gradimento complessivo

(Global liking), i cui dati sono mostrati in Tabella 6. In dettaglio, dall’analisi dei dati si evince

come 1 substrati fermentati dagli isolati CBL35, BZ33, BZ34 ¢ BZ47 mostrino valori di

apprezzamento statisticamente piu alti, con valori pari o superiori a 7, rispetto agli altri

substrati fermentati in monocoltura.
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Tabella 6. Risultati dell’analisi sensoriale: valutazione global liking

Isolato Global liking
BZ10 Lacticaseibacillus paracasei 5,640,5%
BZ26 Lentilactobacillus parabuchneri 6,0+0,0*
BZ28 Lentilactobacillus parabuchneri 4,6+0,5°%
BZ5 Limosilactobacillus fermentum 3,3+1,5¢
BZ22 Lacticaseibacillus paracasei 6,0+0,0
BZ39 Pediococcus parvulus 5,0+0,0°%
BZ43 Loigolactobacillus coryniformis 5,0£0,0°%
BZ30 Lentilactobacillus parabuchneri 5,0+1,0%%
BZ33 Lacticaseibacillus casei 7,040,0%
BZ34 Lacticaseibacillus casei /paracasei 7,040,0%
BZ35 Lacticaseibacillus casei 5,640,5%
BZ36 Lentilactobacillus parabuchneri 4,6+0,5°%
BZ37 Lentilactobacillus parabuchneri 3,6£1,1%
BZ38 Lentilactobacillus parabuchneri 4,6+0,5°%
BZ44 Loigolactobacillus coryniformis 5,5+0,8°¢
BZ47 Lacticaseibacillus casei /paracasei 7,040,0%
CBL53 Streptococcus thermophilus 6,1£0,2%
CBL35 Lacticaseibacillus rhamnosus 7,8+0,22

Valori espressi come media + deviazione standard. Le lettere in apice indicano differenze statistiche tra i campioni

in analisi sulla base del Tukey-Kramer’s Honest Significant Difference (HSD) test (o= 0.05).

4.2 Scelta multistarter microbico

Le prove preliminari condotte mediante 1'inoculo del substrato a base di orzo in monocoltura
hanno consentito di selezionare gli isolati microbici piu idonei alla formulazione di un
multistarter destinato all’allestimento della prova di shelf-life della bevanda a base di orzo. La
selezione ¢ avvenuta sulla base di due parametri fondamentali: un valore di pH < 4,8 dopo 24
ore di fermentazione, indicativo di un’attivita acidificante efficace, e un valore di global
linking > 7, espressione di elevato grado di apprezzamento da parte degli assaggiatori non
addestrati.

Sulla base di questi criteri gli isolati selezionati per la composizione del multistarter sono stati:
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BZ33 Lacticaseibacillus casei
BZ34 Lacticaseibacillus casei/paracasei

BZA7 Lacticaseibacillus casei/paracasei

YV V V V

CBL35 Lacticaseibacillus rhamnosus

Lact. casei, comunemente impiegato come starter nell’industria lattiero-casearia, ¢ stato
recentemente oggetto di studio per il suo potenziale impiego anche nella fermentazione di
matrici vegetali, in particolare alimenti a base di cereali, pseudocereali e legumi (Cardinali et
al., 2021; Hill et al., 2018; Passerini et al., 2013). Questa versatilita ¢ legata alla sua capacita
di adattarsi a substrati complessi, contribuendo allo sviluppo di profili sensoriali equilibrati e
alla produzione di metaboliti funzionali.

Contestualmente, la specie Lact. rhamnosus risulta essere di largo impiego nella produzione
di alimenti fermentati con proprieta salutistiche. Oltre alla sua capacita fermentativa, ¢ noto
per il suo elevato potenziale probiotico, che ne giustifica l'utilizzo in formulazioni alimentari
volte al miglioramento della salute intestinale e del sistema immunitario (Cardinali et al., 2021;

Tamine et al., 2005; Shah et al., 2007).

4.2 Prove di shelf-life sulla bevanda

I dati relativi al monitoraggio della vitalita e della carica microbica del multistarter

utilizzato per la produzione della bevanda fermentata a base di orzo sono mostrati in Figura 6.

Popolazione microbica nella bevanda fermentata durante la
shelf-life
10

[#0:]

Log UFC/ml

Oh 8 24h 4g 6g 8g 1lg 13g 15g 19g 22g 25g 27g 129g 3lg
Tempo

—e—Batch 1 —e—Baitch 2

Figura 6. Monitoraggio della popolazione microbica durante la shelf-life
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In particolare, come si evince dalla figura, le conte vitali di entrambe le repliche hanno
mostrato un andamento pressoché sovrapponibile. Al momento dell’inoculo (0 h), la carica
microbica iniziale ¢ risultata pari a 6,72 e 6,75 Log UFC/mL per il batch 1 e il bacth 2,
rispettivamente. Nelle prime 24 ore di fermentazione si ¢ osservato un incremento rapido e
significativo della popolazione microbica, con valori che hanno raggiunto circa 9,33 Log
UFC/mL per il batch 1 e 9,27 Log UFC/mL per il batch 2. Durante il successivo periodo di
shelf-life, la carica microbica si ¢ mantenuta stabile, con valori medi intorno a 9 Log UFC/mL,
senza variazioni statisticamente significative. Questo risultato indica un’elevata vitalita e
capacita di sopravvivenza del consorzio multistarter nel substrato a base di orzo.

Le cariche di batteri lattici rilevate dopo 24 ore di fermentazione sono risultate comparabili a
quelle riportate in letteratura per bevande simili a yogurt, ottenute con diversi cereali non
derivati dal frumento (Nionelli et al., 2014; Coda et al., 2012; Rathore ¢ al., 2012), suggerendo

che i ceppi utilizzati come starter erano vitali e attivi nei prodotti finali.
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Monitoraggio pH nella bevanda fermentata durante la
shelf-life

pH

Oh B8h 24h 4g 6g 8g 1lg 13g 15g 19g 22g 25g 27g 29g 3lg
Tempo

—e—Batch 1 —e—Batch 2

Figura 7.Monitoraggio pH della bevanda fermentata durante la shelf-life

Contestualmente, i1 valori di pH graficati in Figura 7 hanno mostrato un andamento pressoché
sovrapponibile cosi come evidenziato per il monitoraggio della vitalita cellulare. In dettaglio,
entrambe le bevande hanno mostrato un pH iniziale attorno alla neutralita con valori pari a
6,86 per il batch 1 e 7,03 per il bacth 2. A seguito delle prime 24 ore di fermentazione, il pH
mostra un decremento statisticamente significativo, attestandosi su valori di circa 4 per
entrambi i bacthes in studio. Durante il periodo di shelf-life tale valore di pH si ¢ mantenuto
pressoché stabile, senza mostrare differenze statisticamente significative, raggiungendo un
valore finale, dopo 31 giorni, pari a 3,49 per il batch 1 e 3,52 per il batch 2.

Parallelamente alla misurazione del pH, la misurazione della TTA nelle bevande fermentate
con il multistarter microbico in analisi ha mostrato un aumento significativo dell’acidita totale
titolabile durante il periodo di shelf-life per prodotto. In particolare, a seguito delle prime 24
ore di fermentazione ¢ stato registrato un valore di TTA pari a 2,2+0,1 mL NaOH 0,1 M,
mentre, mentre, al termine della shelf-life, dopo 31 giorni i valori di TTA si sono attestati a
circa 5,0+0,1 mL NaOH 0,1 M, con differenze statisticamente significative indice questo di
un incremento di acidi organici nella matrice fermentata nel tempo. Confrontando i valori di
TTA ottenuti con quelli disponibili in letteratura, 1’acidita totale titolabile risultava simile a
quella di una bevanda fermentata a base di fiocchi d’avena analizzata da Nionelli et al. (2014).
Inoltre, come gia riportato in letteratura, la TTA ¢ correlata al “gusto acido” di un succo o di
una bevanda, come nel vino (Jagtap et al., 2015).

In relazione ai dati ottenuti dal monitoraggio della vitalita cellulare del multistarter microbico
e del pH rilevato per le bevande fermentate durante il periodo di fermentazione e di shelf-life
¢ possibile evidenziare come il consorzio microbico preso in esame risulti ben adattato al

substrato a base di orzo e sciroppo d’acero. In particolare, la scelta di utilizzare una fonte di
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carbonio alternativa all’uso di zuccheri raffinati puod rappresentare un’alternativa valida per
aumentare 'apporto di molecole biofunzionali (St-Pierre et al. 2014), apportando un profilo
sensoriale molto apprezzato, oltre a proprieta antiossidanti, antimutagene e antinflammatorie
(Singh et al. 2014; Nahar et al. 2004). Lo sciroppo d’acero ¢, inoltre, caratterizzato dalla
presenza di importanti componenti nutrizionali/funzionali, come minerali, acidi organici,
amminoacidi, vitamine, composti fenolici e fito-ormoni (Filteau et al. 2012). In linea con
quanto dimostrato per altri cereali diversi dal frumento (Nionelli et al., 2014; Coda et al., 2012;
Rathore e al., 2012; Matej cekova et al., 2017), i dati ottenuti hanno confermato chiaramente
I’idoneita del substrato arricchito con il 10% di sciroppo d’acero a sostenere la crescita di
batteri lattici. In questo contesto, I’elevato contenuto di saccarosio nello sciroppo d’acero e, in
misura minore, di glucosio e fruttosio, ha indubbiamente contribuito a supportare la
proliferazione dei batteri lattici.

Un aspetto molto interessante riguarda inoltre I’acido fitico, comunemente presente nei cereali,
pseudocereali e legumi, fattore antinutrizionale che riduce la biodisponibilita dei minerali
(Schlemmer et al., 2009) e ostacola 1’assorbimento delle proteine (Cheryan et al., 1980) e del
glucosio, portando cosi a una diminuzione della risposta glicemica (Lee et al., 2006). La
fermentazione condotta dai batteri lattici puo portare a una riduzione del contenuto di acido
fitico, rappresentando quindi un aspetto chiave nello sviluppo di nuovi alimenti funzionali
(Rollan et al., 2019). Nel presente lavoro di tesi sperimentale, i risultati delle misurazioni dei
fitati non hanno evidenziato una diminuzione statisticamente significativa del loro contenuto
a seguito della lavorazione dell’orzo e della fermentazione delle bevande. Infatti, nella farina
d’orzo si sono riscontrati valori di 0,407 g/100 g di acido fitico, nella bevanda non inoculata
valori di 0,238 g/100 g di acido fitico e nella bevanda inoculata valori di 0,196 g/100 g di acido
fitico. Relativamente alla farina d’orzo, i valori ottenuti sono minori rispetto a quelli riportati
da Dai et al. (2007), relativi a 100 differenti genotipi d’orzo, compresi tra 3,85 ¢ 9,85 mg/g.
Sebbene i batteri lattici siano noti per la potenziale produzione, in ambiente acido, di enzimi
in grado di degradare i fitati (fitasi) (Milanovi¢ et al., 2020), nel presente studio non ¢ stato
osservato alcun effetto sul contenuto dei fitati a seguito dell’inoculo della coltura multistarter.
Tale risultato potrebbe essere associato ai ceppi utilizzati, selezionati sulla base della loro
attivita acidificante, che potrebbero non essere in grado di svolgere un’attivita fitasica.
Infine, le bevande fermentate sono state sottoposte a valutazione del profilo sensoriale e i

dati ottenuti sono mostrati nella Figura 8.
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Figura 8. Analisi sensoriale delle bevande fermentate

Dalle analisi sensoriali emerge come la bevanda a base di orzo fermentata grazie all’azione
del multistarter microbico abbia un profilo aromatico molto interessante con spiccate note
fruttate sia all’odore che al sapore, e note meno marcate di cereale. La bevanda risulta avere
inoltre una spiccata nota acida che determinato una notevole apprezzabilita dalla bevanda
stessa. Infatti, il livello di apprezzamento globale della bevanda fermentata si ¢ attestato
attorno a 7,1+0,4, indice questo di un elevato livello di gradevolezza al palato espresso da un

panel di assaggiatori non addestrati.
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CONCLUSIONI

Concludendo, sebbene il presente studio sia stato condotto esclusivamente in scala di
laboratorio, i risultati ottenuti hanno evidenziato notevoli potenzialitd di questa bevanda
sperimentale a base di orzo. In particolare, ¢ emerso come il prodotto presenti una carica
microbica di batteri lattici del tutto paragonabile a quella dello yogurt presente sul mercato, a
conferma della vitalita e dell’efficacia dei ceppi utilizzati nel processo fermentativo. Inoltre,
la bevanda ha mostrato una buona stabilita microbiologica durante tutto il periodo di shelf-life,
se conservata in condizioni di refrigerazione, mantenendo costanti i livelli di carica batterica
senza variazioni significative. Dal punto di vista organolettico, le qualita sensoriali rilevate
sono risultate complessivamente piacevoli, suggerendo una potenziale accettabilita da parte
dei consumatori. Un ulteriore aspetto di rilievo ¢ rappresentato dalla sicurezza d’uso per
soggetti allergici alle proteine del latte o intolleranti al lattosio, grazie all’assenza di ingredienti
di origine animale. Questo rende la bevanda non solo una valida alternativa ai prodotti lattiero-
caseari fermentati, ma anche un’opzione inclusiva, in linea con le esigenze alimentari di fasce
sempre piu ampie della popolazione. Nel complesso, i risultati ottenuti offrono una base solida
per futuri approfondimenti e sviluppi su scala produttiva, con interessanti prospettive
nell’ambito dell’innovazione alimentare e della promozione di prodotti fermentati vegetali.
Le colture batteriche selezionate, inoltre, si sono dimostrate adatte alla crescita in questo tipo
di substrato, mostrando adeguate performance di fermentazione.

Le caratteristiche evidenziate dal prototipo finale risultano interessanti ai fini di ulteriori
approfondimenti dal punto di vista composizionale e della tecnologia di produzione. Inoltre,

sono necessari ulteriori studi al fine di ottimizzare il processo produttivo su scala industriale.
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