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INTRODUZIONE E SCOPO DELLA TESI

Pane e prodotti da forno

I prodotti da forno (PDF) sono alimenti di origine antichissima, preparati a partire da una
miscela di acqua e farina, sottoposta all’azione del calore. Nel corso dei millenni, questi
prodotti hanno accompagnato 1’evoluzione dell’'uomo, assumendo un ruolo centrale nella
definizione degli aspetti socio-economici, spirituali e nutrizionali dei popoli di diverse aree
geografiche (McGee, 2016). All’interno di tale categoria alimentare, sono indicati come
lievitati quei prodotti che manifestano un aumento di volume prima e/o durante la cottura,
processo chiamato lievitazione (dal francese levain, sollevare). I PDF lievitati si distinguono
ulteriormente in base all’agente lievitante impiegato, che puod essere di natura chimica o di
natura biologica. Il lievito chimico ¢ costituito da uno o piu composti i quali, a seguito
dell’impastamento e/o della cottura, reagiscono chimicamente liberando gas (principalmente
anidride carbonica, CO). Gli agenti lievitanti biologici, invece, sono rappresentati da
microrganismi, in particolare lieviti e/o batteri lattici, i quali, attraverso processi metabolici,
utilizzano 1 nutrienti delle materie prime liberando anidride carbonica, a seguito
dell’impastamento e nelle prime fasi della cottura (Quaglia, 1984). In entrambi i casi, i gas
liberati rimangono intrappolati all’interno dell’impasto, la cui struttura di base ¢
rappresentata da un reticolo proteico con proprieta visco-elastiche, il glutine; quest’ultimo ¢
capace di resistere alla pressione e di estendersi contemporaneamente, permettendo
I’aumento di volume del prodotto, senza rotture. Il glutine si forma in fase di impastamento,
grazie all’applicazione di forza meccanica alla miscela di acqua e farina, a seguito delle
interazioni tra le proteine che caratterizzano la farina stessa (gliadine e glutenine).

Agente lievitante, acqua e farina sono quindi gli ingredienti primari dei PDF lievitati, i
quali possono essere considerati delle varianti pitt 0 meno complesse del pane, la cui ricetta
prevede 1’aggiunta opzionale di sale comune (cloruro di sodio), come riportato dalla
definizione legislativa italiana (Legge n. 580 del 4 luglio 1967 e s.m.i.). Queste quattro
materie prime sono determinanti nella definizione delle caratteristiche tecnologiche,

nutrizionali e sensoriali del prodotto finale.



Tuttavia, I’ingrediente che distingue i PDF lievitati dagli altri alimenti a base di acqua e
farina ¢ il lievito!. Per la produzione di torte salate e dolci, sia secchi che soffici, si utilizzano
agenti lievitanti chimici; per il pane, le torte da forno e i dolci delle ricorrenze, invece, si
utilizzano agenti lievitanti biologici. La lievitazione biologica ¢ anche chiamata
fermentazione, termine generico per esprimere la principale attivitda metabolica dei
microrganismi che utilizzano gli zuccheri della farina per il proprio sviluppo, liberando
metaboliti di scarto tra cui la CO,. Didatticamente, la fermentazione puo essere definita
“mista” o “da lieviti”. La prima ¢ operata da una microflora di lieviti e batteri lattici, che
caratterizzano il lievito naturale (vedi cap. 1). La fermentazione da lieviti, invece, ¢
realizzata esclusivamente da ceppi selezionati di Saccharomyces cerevisiae, in genere
aggiunti alla ricetta come biomassa cellulare compressa (lievito compresso, panetto o lievito
di birra, con una concentrazione pari a 10°-10'° unita formanti colonie per grammo, UFC/g).
11 lievito svolge fermentazione alcolica, metabolizzando gli zuccheri in CO,, etanolo e altri
metaboliti secondari; la prima viene trattenuta dalla maglia glutinica, portando all’aumento
di volume del prodotto; mentre il secondo volatilizza in cottura, determinando, insieme con
I’espansione della CO; e la produzione di vapore acqueo, un ulteriore incremento di volume
del prodotto finito (Guerzoni & Gianotti, 2010). Il lievito di birra viene utilizzato in
percentuali variabili tra lo 0,5 e il 3% dell’impasto, a seconda che venga unito a tutti gli
ingredienti della ricetta in un’unica soluzione (panificazione diretta) oppure utilizzato per
realizzare un pre-impasto con acqua e farina (biga o poolish, in base all’idratazione) che
viene lasciato fermentare per 4-18 ore ad una temperatura tra 18-28 °C e poi miscelato alla
restante quota di acqua e farina e ad eventuali ingredienti aggiuntivi per I’impasto finale
(panificazione indiretta). L’aggiunta delle materie prime in piu riprese classifica anche la
lievitazione mista con lievito naturale tra i processi di panificazione indiretta. Il lievito
industriale, inoltre, pud essere utilizzato congiuntamente con il lievito naturale, allo scopo di
ottenere i vantaggi della lievitazione mista in tempi piu brevi (panificazione rapida).

Come introdotto, dalla ricetta del pane (acqua, farina, lievito e sale) derivano numerose
tipologie di PDF lievitati, che si differenziano principalmente per dimensione, forma e
presenza di altri ingredienti, sia nella formulazione iniziale (grassi, zuccheri, frutta secca,

ecc.) che nel prodotto finito (glasse, farciture, ecc.). In ogni caso, il processo produttivo &

11 termine “lievito” & utilizzato con diversi significati: microbiologicamente, per indicare un gruppo
di microrganismi eucarioti, funghi unicellulari; colloquialmente, ¢ sinonimo di agente lievitante,
inteso come produttore di gas; in quest’ultimo caso, per indicare una precisa specie microbica,
Saccharomyces cerevisiae (lievito industriale) oppure un impasto di acqua e farina con lieviti e
batteri, quando seguito dall’aggettivo naturale.



caratterizzato dalle medesime fasi fondamentali: impastamento, lievitazione, formatura e
cottura. Dapprima gli ingredienti vengono miscelati e sottoposti all’applicazione di una forza
meccanica, fondamentale per permettere le interazioni tra le proteine che costituiranno il
glutine. Successivamente, si mantiene I’impasto ad una determinata temperatura per un certo
tempo al fine di determinarne I’aumento in volume, grazie all’azione degli agenti lievitanti e
alle proprieta viscoelastiche del glutine (puntata). Quindi si esegue la spezzatura e la
formatura, generalmente seguite da un’ulteriore fase di lievitazione (appretto). Il processo
termina con la cottura, ovvero la somministrazione di calore che determina un’ulteriore
espansione in volume e la differenziazione della mollica e della crosta (Lipetskaia, 2003).
Ciascuna di queste fasi concorre alla definizione delle caratteristiche tecnologiche, sensoriali
e nutrizionali dei prodotti da forno. In particolare, la lievitazione porta all’ottenimento di
alimenti con proprieta uniche, sensibilmente differenti rispetto alle materie prime di partenza

e strettamente correlate alla tipologia di agente lievitante impiegato.

Il ruolo dei lievitati nella dieta

Lo sviluppo e la diffusione del pane, cui fa seguito quelli dei lievitati, sono certamente
dovuti al suo ruolo nella dieta, ovvero all’apporto di macro- e micro-nutrienti. Per questo
motivo, il pane ¢ stato sempre al centro dell’alimentazione umana, specie in Europa, a partire
dalla sua scoperta in eta antica fino all’epoca contemporanea (Nicoud, 2015; Gentilcore,
2015). Tale posizione ¢ avvalorata dalla presenza del pane tra gli alimenti caratterizzanti la
Dieta Mediterranea, un modello nutrizionale ispirato agli stili alimentari tradizionali dei
paesi che si affacciano sul Mediterraneo. Da una rappresentazione grafica di quest’ultima
nasce la Piramide Alimentare, che classifica le diverse categorie di alimenti in funzione della
loro importanza per la dieta; il pane, insieme con la pasta e i cereali, preferibilmente
integrali, ¢ posizionato alla base, a indicare una frequenza di consumo quotidiana
(D'Alessandro & De Pergola, 2014). In particolare, le Linee Guida per una sana
alimentazione del Centro di ricerca CREA - Alimenti e nutrizione raccomandano il consumo
di 2-4 porzioni standard (50 g) di pane al giorno, in funzione del fabbisogno nutrizionale. Per
quanto riguarda i PDF invece, siano essi lievitati che non, sono indicate 5 porzioni (30-50 g)
a settimana, a causa del loro maggiore apporto calorico.

Nonostante I’importanza dietetica, a partire del XX sec. il consumo di pane ¢ andato
incontro a una notevole diminuzione, che si ¢ accentuata negli ultimi decenni; in Italia, ad
esempio, si ¢ passati da piu di un chilogrammo pro-capite al giorno nel 1861 a 230 g nel

1980, per arrivare a 98 g nel 2013 (Mocarelli & Vaquero Pineiro, 2015). Cio puo essere



dovuto a diversi fattori che hanno determinato un cambiamento delle abitudini alimentari: la
maggiore disponibilita di alimenti di origine animale, la diffusione dei succedanei del pane
(snack, cracker e grissini) e ’aumento dei pasti fuori casa (Mocarelli & Vaquero Pineiro,
2015). Tuttavia, secondo un sondaggio Italmopa del 2019, il principale motivo di esclusione
del pane dall’alimentazione sembra essere di natura dietetica e salutistica. Infatti,
parallelamente alla crescente attenzione al rapporto cibo-salute, oggi si assiste a una sempre
maggiore avversione per i cereali e i loro derivati, ritenuti erroneamente responsabili
dell’aumento di peso e di numerosi disturbi alimentari. Questo si traduce in un nuovo frend
dei consumi, che vede un calo drastico del pane bianco a fronte di un leggero aumento delle
vendite di pane con farine di frumento integrale e multi-cereali, specie se biologiche e da
“grani antichi” o macinatura a pietra. Inoltre, da alcuni decenni, si ¢ riscoperto 1’utilizzo
della lievitazione mista come alternativa piu salutare rispetto a quella con lievito di birra.
Sebbene un giudizio cosi netto tenda a un approccio ideologico della questione, i benefici del
lievito naturale sono ampiamente dimostrati dalla letteratura scientifica. In risposta al
dilagare della “carbofobia”, invece, si stanno diffondendo sempre di piu PDF a ridotto
contenuto di carboidrati, prodotti con farine di legumi, o arricchiti di componenti benefiche
per la salute, come fibre alimentari. Questo fenomeno ¢ soprattutto dovuto al crescente
interesse dei consumatori verso prodotti che abbiano da un lato un minore apporto calorico e
dall’altro un ruolo benefico (Italmopa, 2020). Tali aspetti si inseriscono nel pit ampio
contesto della visione salutistica degli alimenti, ai quali si richiedono non solo il
soddisfacimento del bisogno di cibarsi e 1’apporto di nutrienti ma anche effetti positivi sul
benessere del corpo. Da qui nasce la definizione dell’aggettivo “funzionale”, associato agli
alimenti il cui consumo contribuisce al miglioramento dello stato di salute e/o alla protezione

dalle malattie legate all’alimentazione (Bigliardi & Galati, 2013).

Scopo

L’obiettivo del presente lavoro di Tesi ¢ quello di valutare il contributo della
fermentazione operata da lievito naturale nel miglioramento delle caratteristiche nutrizionali
e funzionali dei prodotti da forno lievitati, con I’intento di valorizzarne il ruolo dietetico nel
panorama delle nuove abitudini alimentari umane.

A seguito di una trattazione sulla definizione, le caratteristiche e 1’utilizzo del lievito
naturale, con focus sugli aspetti microbiologici, verranno passate in rassegna le attuali
evidenze sul ruolo dello stesso nella riduzione dell’indice glicemico, nell’aumento della

biodisponibilita di minerali, nella diminuzione delle proprieta allergeniche e nell’aumento



della tolleranza in alcuni gruppi della popolazione, nell’abbassamento del contenuto in sale e
nel controllo dell’ipertensione, nella riduzione di composti associati alla sindrome del colon
irritabile, nella sintesi di composti bioattivi, nell’incremento di fibra alimentare ¢ nella
sintesi di esopolisaccaridi. In ultimo, verra riportato lo stato dell’arte in merito al ruolo del
lievito naturale nello sfruttamento del potenziale nutrizionale e funzionale di farine non

convenzionali (legumi e pseudo-cereali) e sottoprodotti della molitura (crusca e germe).



Capitolo 1
LIEVITO NATURALE

11 lievito naturale é un agente lievitante biologico tradizionalmente utilizzato in tutto il
mondo per la produzione di PDF. La sua scoperta risale a circa 3500 anni fa,
presumibilmente a seguito di un evento fortuito. Si ritiene, infatti, che un’inondazione del
fiume Nilo abbia determinato la formazione di una miscela di acqua e farina, la quale, dopo
essere stata lasciata qualche giorno al caldo, manifesto un aumento di volume. Tale miscela,
una volta unita ad altro impasto fresco, diede vita, dopo un certo tempo e a seguito di cottura,
a un pane leggero, morbido e dal retrogusto acidulo (Di Giandomenico, 2010). Tale
aneddoto storico ¢ utile a comprendere le proprieta peculiari del lievito naturale, che puod
essere definito come una miscela di acqua e farina, la cui microflora autoctona viene lasciata
fermentare spontaneamente cosi da conferire allo stesso capacita lievitante e acidificante (De
Vuyst & Neysens, 2005; Gobbetti, 1998). Coerentemente a quest’ultimo ruolo, un sinonimo
utilizzato di frequente, specie nel linguaggio tecnico, ¢ impasto acido, tradotto in inglese con
sourdough.

1l lievito naturale ha rappresentato 1’agente lievitante predominante fino alla fine del XIX
sec., quando ¢ stato quasi totalmente sostituito dal lievito di birra, principalmente per
semplificare il processo produttivo dei PDF lievitati e standardizzarne la qualita (Corsetti et
al., 2010). Tuttavia, alcuni panificatori artigiani hanno continuato ad utilizzarlo fino al
giorno d’oggi, in cui si assiste ad una riscoperta del suo impiego per il miglioramento delle
caratteristiche sensoriali, nutrizionali e tecnologiche che ¢ in grado di apportare ai PDF
(Corsetti & Settanni, 2007). Oggigiorno, in molti paesi del mondo, il lievito naturale ¢
utilizzato per la produzione di numerose tipologie di lievitati tradizionali, sia in ambito
artigianale che industriale, sia dolci (es. cornetto e brioche da colazione, Panettone, Pandoro
e dolci delle ricorrenze) che salati (pizza, cracker, grissini € pane). Nel nostro Paese, piu del
30% dei prodotti di panetteria sono prodotti sfruttando lievito naturale; tra questi, troviamo
principalmente pane tipici e locali, in genere di grande pezzatura, alcuni dei quali tutelati da
marchi di qualita (es. Pane di Altamura DOP, Pane casareccio di Genzano IGP) o inseriti

nell’Elenco nazionale dei prodotti agroalimentari tradizionali regionali (es. Pane a
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lievitazione naturale e Pane di Chiaserna, nelle Marche). Fuori dall’Italia, il lievito naturale
¢ utlizzato oltre che per la produzzione di pani caratteristici, come il pain au levain francese
o il pane di San Francisco negli Stati Uniti, anche per la produzione di pane di segale, specie
in Germania e nei Paesi scandivani, e di pane integrale (Corsetti ef al., 2010; De Vuyst &

Neysens, 2005).

1.1 Impiego e tipologie

Probabilmente a causa della sua storicita, della diffusione in numerosi paesi del mondo e
dell’utilizzo tradizionalmente empirico, il lievito naturale presenta una notevole diversita di
metodi di produzione, conservazione e utilizzo, nonché di tipologie e caratteristiche, che

contribuisce a differenziare la qualita dei PDF in cui € impiegato.

1.1.1 Produzione e caratteristiche

Tradizionalmente, il lievito naturale viene prodotto a partire da un impasto di farina e
acqua, mantenuto in genere tra 20-30 °C per circa 24-48 ore, al fine di permettere lo sviluppo
dei microrganismi ad esso naturalmente associati. Successivamente, si procede mediante la
pratica del rinfresco (back-slopping), inoculando una frazione dell’impasto fermentato in una
nuova miscela di acqua e farina e lasciando fermentare in condizioni simili di tempo e
temperatura, allo scopo di permettere il proseguimento dell’attivita microbica. Tale
procedimento viene ripetuto, ad intervalli di tempo definiti, in genere ogni 24 ore, fino al
raggiungimento di un equilibrio microbico caratterizzato dalla dominanza di batteri lattici e
lieviti, che si manifesta generalmente entro 7-10 giorni. Tale equilibrio puo essere valutato in
maniera empirica osservando 1’acquisizione di una capacita lievitante (aumento in volume) e
acidificante (gusto acidulo) costanti da parte del lievito naturale, che a questo punto potra
essere chiamato lievito madre o capolievito (Montanari, 2018).

Come accennato sopra, tale processo ¢ soggetto a diverse variazioni. Al primo impasto,
infatti, possono essere aggiunti altri ingredienti, con I’obiettivo di apportare nutrienti e
microrganismi pro-tecnologici, quali frutta stramatura, succo d’uva, miele e luppolo
(Minervini et al., 2014). Inoltre, ¢ possibile utilizzare sfarinati diversi: grano tenero, segale o
grano duro, in miscela o in purezza, ma anche farro, riso, orzo, avena o sfarinati di pseudo-
cereali e legumi (De Vuyst et al., 2017). Contestualmente, risulta frequente 1’aggiunta di
sale, malto o zucchero, anche durante i rinfreschi successivi, rispettivamente per selezionare
la microflora e per aumentare il contenuto di nutrienti microbici. In particolare, tale pratica ¢

adoperata nel “sistema francese”, che si caratterizza anche per un rapporto acqua:farina di
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circa 1:2, sia nel primo impasto che nei rinfreschi successivi, differentemente dal “sistema
americano” dove il rapporto acqua:farina si attesta tra 1,25:1 e 1,5:1 (Corsetti et al., 2010).
Quest’ultimo elemento di diversita definisce la consistenza dell’impasto (Dough Yield, DY),
uno dei parametri chimico-fisici attraverso i quali si possono descrivere le caratteristiche di
un lievito naturale, insieme con il pH e I’acidita titolabile (7Total Titrable Acidity, TTA).

La DY indica il rapporto tra il peso dell’impasto (acqua, farina e altri ingredienti) e il
peso della farina, moltiplicato per 100. In considerazione del fatto che 1’acqua e la farina
sono gli ingredienti principali di un impasto, in genere la DY ¢ definita dalla seguente
formula: DY= [(peso della farina + peso dell’acqua) * 100 / peso della farina]. Percio, essa
dipende strettamente dalla quantita di acqua unita alla miscela. A parita di grado di
assorbimento della farina, maggiore sara I’acqua aggiunta all’impasto, maggiore sara la resa
(in volume) e minore la consistenza. Per questo, in base alla DY si possono distinguere
impasti solidi (DY 140-160), semi-liquidi (DY 200) o liquidi (DY maggiore di 200, fino a
250). Sia la resa che la consistenza dell’impasto quindi sono correlate alla DY. Oltre alla
DY, pH e TTA risultano due parametri chimico-fisici molto importanti nella definizione
delle caratteristiche del lievito naturale; in particolare, il pH, espressione della
concentrazione degli ioni idrogeno (H") in soluzione, ¢ strettamente correlato alle condizioni
di processo e alle attivitda microbiche in atto nell’impasto stesso. Mentre, la TTA, misura
della quantita di acidi organici presenti nella matrice espressa in volume (mL) di NaOH 0,1
N necessari per portare 10 g di impasto a pH 8,4, ¢ un indicatore specifico dall’attivita
fermentativa del microbiota del lievito naturale. L utilizzo di ingredienti differenti e i diversi
valori dei parametri chimico-fisici (DY, pH e TTA) influenzano e/o sono influenzati dalla
microflora degli impasti acidi, oltre che dalla tecnologia di processo, determinando le

caratteristiche dei PDF lievitati da essi derivati.

1.1.2 Conservazione

Con I’obbiettivo di preservare la capacita acidificante e lievitante del lievito naturale, ¢
necessario mantenere vivi e vitali i microrganismi spontaneamente selezionati. Nel caso di
un utilizzo giornaliero, cio si realizza mediante rinfreschi quotidiani di mantenimento,
inoculando un’aliquota (generalmente la parte centrale) del lievito naturale in una nuova
miscela di farina e acqua, con proporzioni che dipenderanno dalla DY desiderata; in genere,
per impasti acidi solidi, si aggiunge una quantita di farina pari al peso dell’inoculo e il 45-
50% di acqua (sulla farina). La pratica dei rinfreschi ¢ funzionale soprattutto ad apportare
acqua, nutrienti e microrganismi, per mantenere il microbiota vivo e vitale. Tra un rinfresco

e il successivo, si attuano diverse condizioni: (i) I’impasto puo essere lasciato fermentare ad
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una temperatura tra i 18-24 °C per 24-48 ore; (ii) I’impasto, dopo un periodo fermentativo di
3-6 ore a temperatura ambiente, viene posto a 4-8 °C per 18-24 ore. In entrambi i casi,
I’impasto acido potra essere mantenuto: in un recipiente coperto con un telo di cotone
(libero), avvolto in un canovaccio e legato con una corda non stretta (legato, “metodo
milanese”) o immerso in una bacinella di acqua a ca. 20 °C (a bagno, “metodo piemontese”)
(Montanari, 2018; Lauri, 2006; Giorilli, 2003) (fig. 1.1). Sebbene alcune di queste pratiche
non trovino riscontro in letteratura, principalmente perché operate a livello artigianale,
certamente le differenti condizioni e/o modalita operative dei rinfreschi di mantenimento

influenzano il microbiota e quindi le proprieta del lievito naturale.

Figura 1.1: Differenti gestioni del lievito madre: liquido (1), solido in acqua (2a e 2b),
solido legato (3b e 3b), solido libero (4)

(da Lauri, S., 2006. Pane e pizza, due mondi un unica passione, cap. 16, p. 311, cit.).

Se non c’¢ la necessita di utilizzare quotidianamente il lievito madre e/o manca la
possibilita di effettuare rinfreschi di mantenimento, ¢ possibile conservarlo per pit giorni con
diverse modalita: (i) dopo un rinfresco, in genere con rapporto acqua:farina 0,5:1, e un breve
periodo di fermentazione (3-6 ore) a temperatura ambiente, viene mantenuto a 4-6 °C per al
massimo 3-4 giorni; (ii) viene legato e riposto a 4 °C a seguito di un rinfresco ma prima
dell’avvio dell’attivita fermentativa, conservandosi fino a 15-30 giorni; (ii) dopo un rinfresco
con pari peso di farina e senza aggiunta di acqua, il lievito naturale viene lasciato essiccare a
temperatura ambiente e conservato fino ad un massimo di 60 giorni; (iv) dopo il rinfresco

(DY ca. 140), I’'impasto viene lasciato fermentare a temperatura ambiente per alcune ore e
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poi congelato ad una temperatura tra -10 e -20 °C, per essere conservato fino a 90 giorni
(Montanari, 2018; Lattanzi et al., 2014). Cio permette di avere una scorta di lievito naturale
con la relativa microflora selezionata, utilizzabile nel caso in cui si manifestino alterazioni
delle proprieta lievitanti e acidificanti del lievito naturale fresco, evitando la necessita di
riprodurlo ex-novo. Tuttavia, bisogna ricordare che le basse temperature, ’acidita e
I’esaurimento dei nutrienti causano un notevole stress per la microflora, percio il lievito
naturale necessitera di una serie di rinfreschi prima di essere utilizzato nuovamente (Lattanzi

etal., 2014).

1.1.3 Classificazione

Sulla base della tecnologia di produzione, il lievito naturale ¢ stato classificato in tre
tipologie principali: di tipo I, di tipo II e di tipo III (Bocker ef al., 1995), che si differenziano
per i parametri chimico-fisici (DY, pH e TTA), per le modalita di utilizzo e per le
caratteristiche microbiologiche (composizione ¢ attivita microbica).

11 primo, di tipo I, ¢ il lievito naturale tradizionale, prodotto a livello casalingo o nella
stessa azienda panificatrice a partire da un impasto di acqua e farina, con eventuali
ingredienti aggiunti, fermentato spontaneamente e mantenuto attivo mediante rinfreschi
giornalieri. Si caratterizza per una consistenza tipicamente solida e compatta (Fig. 1.1), con
valori di DY pari a ca. 150-160, un pH tra 3,8 ¢ 4,2 ¢ una TTA di 25-100 mL NaOH 0,1
N/10g (Brandt, 2007; De Vuyst & Neysens, 2005). Negli Stati Uniti (anche in Europa, in
micro-panifici artigianali) questa tipologia di impasto acido pud essere prodotta con un
rapporto acqua:farina maggiore (fino a 1,5:1, DY 250) e mantenuta a basse temperature con
rinfreschi ogni 24-72 ore; se invece viene velocemente raffreddata a 1-2 °C, pud mantenersi
attiva fino a 10 giorni prima di essere rinfrescato nuovamente (sistema americano). In questo
caso, il valore di pH oscilla mediamente tra 3,6 ¢ 3,8 mentre la TTA tra 16 ¢ 20 mL di
NaOH/20 g di impasto (metodo di determinazione americano) (Lazzaroni, 2017; Pollan,
2014; Minervini et al., 2014; Kulp, 2003). In ogni caso, per le sue caratteristiche, il lievito
naturale di tipo 1 puo essere considerato una coltura starter naturale a composizione mista, in
cui 1 microrganismi endogeni si mantengono metabolicamente attivi e in grado di avviare
acidificazione e lievitazione. Tuttavia, il processo produttivo risulta essere lungo e laborioso,
sia per il tempo necessario all’ottenimento del lievito naturale maturo sia per la necessita dei
frequenti rinfreschi. Inoltre, 1’inoculo periodico in una nuova matrice di acqua e farina,
insieme con le condizioni di processo attuate, puo¢ determinare un cambiamento della

microflora con conseguente variazione delle performance del lievito naturale. Al fine di far
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fronte a queste problematiche, I’industria ha sviluppato una tipologia di impasto acido
classificato come tipo II.

L’impasto acido di tipo II ¢ generalmente semi-liquido o liquido (Fig.1.1) (DY ca. 200-
250) ed ¢ prodotto in un’unica fase di fermentazione (da 15-20 ore fino a qualche giorno)
alla quale segue lo stoccaggio a 1-2 °C fino a ca. una settimana (Corsetti et al., 2010); pud
essere definito anche impasto acido accelerato, perché prodotto in tempi complessivamente
piu brevi rispetto al tipo I, grazie all’utilizzo di fermentatori o fank mantenuti a piu di 30 °C
(De Vuyst & Neysens, 2005). La fermentazione prolungata ¢ le alte temperature determinano
una forte acidificazione (pH inferiore a 3,5 ¢ TTA da 30 a 150 mL NaOH/10g) nonché il
consumo dei nutrienti, causando un notevole stress ai microrganismi, i quali saranno in fase
stazionaria e quindi metabolicamente poco attivi e/o in carica ridotta, in particolar modo i
lieviti; per questo motivo, I’impasto acido di tipo II viene usato nelle preparazioni dei PDF
lievitati per acidificare e apportare composti in grado di definire odore e sapore tipici,
piuttosto che per lievitare. In ambito artigianale, questa tipologia pud essere prodotta a
partire da acqua e farina, oppure da un impasto acido di tipo I a seguito di un rinfresco con
maggior rapporto di acqua e farina. Frequentemente, pero, ’impasto acido di tipo II ¢
prodotto in panifici industriali o da aziende specializzate, a partire dalla miscelazione di
acqua e farina con colture starter, costituite da uno o piu ceppi di batteri lattici selezionati per
la velocita di acidificazione e per la produzione di composti aromatici (De Vuyst et al.,
2017). In ogni caso, questa tipologia non richiede rinfreschi di mantenimento, rendendo il
processo meno laborioso e costoso. Inoltre, la sua aggiunta nell’impasto finale del PDF
lievitato ¢ semplice e automatizzata, dosando all’occorrenza tramite sistemi di pompaggio.
Tutto cio, insieme alla rapidita del processo produttivo (massimo 5 giorni), rende applicabile
il suo uso su larga scala (Carnevali et al., 2007).

Con impasto acido di tipo III si indica, invece, lievito naturale in polvere, prodotto da
aziende specializzate mediante essiccamento di impasto acido di tipo II, in genere ottenuto a
partire da acqua, farina e colture starter. La disidratazione puo essere effettuata con
essiccatore spray (spray drying) o a cilindri (drum drying) ed ¢ determinante nel maggiore o
minore sviluppo di colore e aromi di caramellizzazione e tostatura, in funzione dei parametri
applicati (tempo e temperatura) (De Vuyst & Neysens, 2005). A causa dell’acidita raggiunta,
delle alte temperature e del trattamento termico subito, I’attivitd metabolica del microbiota
sara pressoché nulla; pertanto, I’impasto acido di tipo III viene aggiunto alla formulazione
dei PDF lievitati con l’obiettivo di apportare i metaboliti microbici, acidi e composti

aromatici e/o coloranti. In questo senso, I’impasto acido di tipo III puo essere considerato un
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ingrediente, con una shelf-life lunga a temperatura ambiente, da dosare facilmente
all’occorrenza per aggiungerlo all’impasto finale; cio permette di standardizzare il processo
produttivo e la qualitd dei PDF lievitati. In relazione ai parametri chimico-fisici, tale
tipologia si caratterizza per un’acidita che dipendera dalla DY dell’impasto acido di
partenza, e che risultera comunque superiore all’impasto acido tipo I e Il a causa
dell’evaporazione dell’acqua (TTA tra 40 e 220 mL NaOH/10g) (Decock & Cappelle, 2005).

L’impasto acido di tipo II pud anche essere stabilizzato, mediante aggiunta di sale o a
seguito di pastorizzazione o raffreddamento; cio determina 1’inattivazione della microflora,
evitando la produzione di ulteriori metaboliti e classificando tale lievito naturale nel tipo III
(Corsetti et al., 2010; Brandt, 2007). 1l vantaggio principale ¢ legato al fatto che viene evitata
la perdita dei composti volatili dovuta al processo di essicamento, pur mantenendo la
semplicita d’uso, la conservabilita e le proprieta acidificanti e aromatizzanti (Brandt, 2007).

In considerazione del fatto che il lievito di birra puo essere contaminato da
microrganismi, in particolare batteri lattici, e che la farina si caratterizza per una propria
microflora autoctona, alcuni autori classificano i pre-impasti di acqua, farina e lievito (pre-
fermenti) utilizzati nella panificazione indiretta come impasti acidi di tipo 0; infatti, nel caso
di un periodo di fermentazione di 10-18 ore ad una temperatura tra 24-28 °C, il microbiota
avvia il proprio sviluppo determinando una leggera acidificazione, oltre alla produzioni di
aromi (De Vuyst et al., 2017).

Pur non rientrando propriamente tra gli impasti acidi, ¢ opportuno menzionare le colture
starter. Sono colture a composizione definita, in genere liofilizzate, costituite da uno o piu
ceppi selezionati di batteri lattici, deliberatamente aggiunti all’impasto di acqua e farina per
avviare la fermentazione lattica. Sono prodotte da aziende specializzate, spesso a partire dai
microrganismi endogeni degli impasti acidi, selezionati per la velocita di acidificazione,
anche in presenza di sale, la tolleranza allo stress acido e la produzione di metaboliti. Oltre
che per la produzione di impasto acido di tipo II e III, le colture starter possono essere
utilizzate anche per la preparazione di un impasto acido di tipo I in maniera rapida,
permettendo di standardizzare il processo e la qualita dei PDF lievitati (De Vuyst et al.,
2009).

Comunque, a seguito del recente sviluppo della ricerca sugli impasti acidi, sia in ambito
accademico che industriale, con I’obiettivo di apportare i benefici caratteristici ai PDF
lievitati semplificando e velocizzando i processi produttivi, una grande varieta di starter

commerciali, attivi o inattivi, refrigerati, congelati o in polvere, con composizione mista o
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definita, costituiti da batteri lattici ed eventualmente lieviti, anche in preparati con enzimi,

sono disponibili per le aziende, sia artigianali che industriali (Poitrenaud, 2003).

1.1.4 Utilizzo

A seconda del prodotto, della tipologia di levito naturale, nonché della tradizione locale e
dell’organizzazione del singolo produttore, il lievito madre puod essere utilizzato in modi
differenti, molti dei quali perpetuati in maniera empirica e non codificati.

Tradizionalmente, per la produzione di pane a lievitazione naturale si utilizza il metodo a
tre rinfreschi. Prima dell’impiego nella formulazione finale, il lievito madre viene sottoposto
a tre cicli di rinfreschi ravvicinati, con farina in pari peso, il 45-50% di acqua (sulla farina) e
una fase fermentativa a 24-30 °C per 2-8 ore. Questo processo ¢ necessario per aumentare la
quantita di agente lievitante e per disporre di un microbiota metabolicamente attivo e in
equilibrio (De Vuyst et al., 2017). La riduzione dei tempi, rispetto ai rinfreschi di
mantenimento usuali, trova giustificazione nell’andamento della crescita della popolazione
microbica, secondo cui i microrganismi si trovano in fase esponenziale nelle prime 3-6 ore;
in questo modo, quindi, ¢ possibile accorciare i tempi della fase stazionaria dei successivi
inoculi, raggiungendo subito la massima attivita microbica (Corsetti et al., 2010). Sebbene in
letteratura non trovi riscontro, in ambito artigianale, prima del rinfresco iniziale, ¢ usuale la
pratica del cosiddetto “lavaggio” o “bagno”. Il lievito madre di tipo I solido viene immerso
in acqua e zucchero (saccarosio, 1-2%) a 20—40 °C (in base alla modalita di conservazione)
per 15-20 minuti; cido ha dimostrato, in maniera empirica, di ridurre ’acidita eccessiva e di
riavviare i metabolismi microbici, specie nel caso in cui siano passati 2 o piu giorni
dall’ultimo rinfresco (Montanari, 2018; Zannini et al., 2010). Il processo a tre rinfreschi
porta all’ottenimento del lievito naturale maturo, di colore bianco avorio, gusto acidulo non
amaro ¢ aroma acido non pungente, con la capacita di aumentare il suo volume di 1,5-2 volte
in 3-4 ore. A questo punto, una parte puod essere conservata per il giorno successivo, quando
sara utilizzata per la lavorazione o mantenuta tramite rinfreschi. Un’altra parte puod essere
aggiunta all’impasto finale, in percentuali tra il 10% e il 40%, in relazione alla propria
capacita lievitante, alle condizioni di fermentazione (tempo e temperatura) e alla tipologia e
formulazione del prodotto. Il lievito naturale maturo di tipo I pud essere utilizzato come
unico agente lievitante, essendo presenti lieviti e batteri lattici gasogeni naturalmente
associati all’impasto. In questo caso, si parla propriamente di pane a lievitazione naturale: a
seguito dell’impastamento con acqua, farina e sale, il prodotto subira una fermentazione di
durata variabile (da 30-60 minuti a 12-18 ore), in funzione della temperatura. Nel complesso,

la panificazione con metodo a tre rinfreschi dura in genere oltre le 12 ore, ed ¢ utilizzata
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anche per i PDF dolci, come il Panettone. Negli ultimi decenni, a casusa della laboriosita di
tale tecnica, si ¢ provato ad accorciare il processo, riducendo a due o ad uno i cicli di
rinfresco; conseguentemente, la quantita di lievito madre e 1 tempi di fermentazione
varieranno. In ambito artigianale, specie nel caso in cui sia prevista una doppia lievitazione
(puntata e appretto, di almeno 2-6 ore), il lievito madre di tipo I conservato a basse
temperature dal giorno precedente pud anche essere aggiunto direttamente all’impasto
(Montanari, 2018; Poitrenaud, 2003).

Il lievito naturale maturo di tipo I pud essere utilizzato congiuntamente al lievito
compresso; in tal caso, si parla piu propriamente di PDF con lievito naturale, i cui tempi di
fermentazione complessivi (temperatura dipendenti) sono inferiori a quelli dei PDF con solo
lievito naturale. Se si utilizza impasto acido di tipo II o di tipo IIlI, invece, ¢ sempre
necessario aggiungere lievito di birra, ca. 1-2% (sull’impasto), perché lo stress acido
prolungato, le alte temperature e/0 il trattamento termico o di stabilizzazione non favoriscono
lo sviluppo di lieviti endogeni e/o ne riducono estremamente la carica (De Vuyst et al.,
2017). In questo caso, la quantita del lievito naturale aggiunta dipendera dallo specifico
prodotto; in linea generale, si aggiunge 1-10% (sulla farina) di lievito liquido o 1-6% di
lievito in polvere, con una fermentazione complessiva della durata tra i 90 e i 180 minuti
(Poitrenaud, 2003). Similmente, nel caso di utilizzo di lievito naturale stabilizzato o di
colture starter, ¢ necessario 1’uso di lievito di birra per permettere la lievitazione dell’impasto

(Corsetti et al., 2010; Brandt, 2007).

1.2 Microflora e fattori ecologici caratterizzanti

1l lievito naturale, in particolare quello di tipo I, ¢ un complesso ecosistema microbico
caratterizzato dalla dominanza di batteri lattici (LAB, dall’inglese Lactic Acid Bacteria) in
associazione con i lieviti; entrambi utilizzano i nutrienti dell’impasto producendo metaboliti
che definiscono le proprieta tecnologiche, sensoriali e nutrizionali dei PDF in cui sono
presenti.

Il microbiota si sviluppa spontaneamente a partire dai microrganismi naturalmente
associati alle materie prime ed eventuali altri ingredienti aggiunti nella fase iniziale insieme
all’acqua (Suo et al., 2021). La miscela che ne risulta ¢ un substrato ricco di amido,
rapidamente idrolizzato a di- e mono-saccaridi fermentescibili dagli enzimi della farina e dei
microrganismi, in particolare dalle amilasi; sempre per via enzimatica, le proteine sono
scisse in peptidi e amminoacidi, fonti di azoto insieme con nitrati € ammoniaca. Il pH

dell’impasto di acqua e farina varia tra 5,0 e 6,2 e I’attivita dell’acqua (aw) tra 0,96 e 0,98.
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Queste condizioni rendono permissibile la crescita microbica (Minervini et al., 2014).
Tuttavia, ¢ stato osservato che i profili microbiologici del grano, della miscela di acqua e
farina e del lievito naturale non sono sovrapponibili. In particolare, nelle prime due matrici
si ritrovano batteri (fino a 107 UFC/g), muffe (fino a 10* UFC/g) e lieviti (10*-10* UFC/g),
appartenenti a generi e specie diverse. Tra i primi, sono inclusi sia batteri Gram-negativi,
come Pseudomonas spp. o Enterobacter spp., che batteri Gram-positivi, come bacilli
sporigeni (es. Bacillus cereus), cocchi coagulasi-positivi (Staphylococcus spp., Kocuria spp.)
e LAB appartenenti ai generi Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Lactobacillus, Leuconosctoc € Weissella. Tra 1 lieviti, troviamo specie appartenenti ai generi
Candida, Pichia, Cryptococcus, Rhodotorula, Torulaspora, Trichosporon, Sporobolomyces e
Saccharomyces, molte delle quali scompaiono nel passaggio dalle cariossidi alla farina (De
Vuyst et al., 2017). E opportuno sottolineare che in queste matrici ¢ difficile isolare S.
cerevisiae, la cui presenza negli impasti acidi ¢ riconducibile ad una contaminazione
ambientale (Suo et al., 2021). In ogni caso, durante le fasi di preparazione del lievito
naturale, 1l microbiota va incontro a dei cambiamenti dovuti alla selezione naturale dei
microrganismi piu adattati alle condizioni che si instaurano. Cio ¢ osservabile confrontando
la variazione di pH e della TTA con I’evoluzione della microflora nel tempo (Gatto &
Torriani, 2004; Meroth et al., 2003). Al termine dell’impastamento di acqua e farina, infatti,
si avviano i processi fermentativi ad opera dei batteri lattici che in 24 ore a temperatura
ambiente determinano I’acidificazione dell’impasto, con il pH che passa da circa 5,8 a 4,5,
mentre il potenziale redox si riduce tendendo a valori negativi. Cid concorre a determinare
I’inibizione dei batteri Gram-negativi e in generale dei microrganismi non acido-tolleranti,
favorendo lo sviluppo degli stessi LAB e dei lieviti. In particolare, tra i LAB prendono
rapidamente il sopravvento i lattobacilli, nello specifico omofermentanti, pediococchi e, in
misura minore, i generi Leuconostoc € Weisella (De Vuyst et al., 2017). Dopo 5-7 giorni di
rinfreschi, si osserva una stabilizzazione del pH tra 3,8 e 4,2 e della TTA con valori di 15-30
mL NaOH 0,1 N/10g, oltre alla riduzione della diversita della popolazione microbica,
caratterizzata dalla prevalenza di batteri lattici (tra 10® e 10° UFC/g) e lieviti (tra 10° ¢ 107
UFC/g), generalmente in rapporto stabile di 100:1. Tra i batteri lattici, a questo punto,
prevalgono alcune specie di lattobacilli eterofermentanti, tipiche degli impasti acidi, a
conclusione di un’evoluzione della popolazione definita a tre fasi (De Vuyst & Neysens,
2005; Meroth et al., 2003). Questi dati supportano la durata del processo di produzione
tradizionale dell’impasto acido di tipo I, che in ca. 10 giorni diventa stabile, attivo e quindi

maturo, ovvero con capacita acidificante e lievitante. Oltre ai LAB e ai lieviti,
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occasionalmente, nel lievito naturale possono trovarsi microrganismi contaminanti come
coliformi, batteri acetici e muffe, in carica ridotta (minore di 100 UFC/g) (Minervini et al.,
2014).

Per quanto sopra, I’impasto acido di tipo I pud essere considerato una coltura mista
naturale, caratterizzata da piu specie microbiche in carica differente, con variabilita anche
intraspecifica. In tal senso, la diversita ¢ molto elevata, e in alcuni lieviti naturali si possono
trovare solamente due o tre specie di LAB e di lieviti, mentre in altri un consorzio microbico
costituito da un numero elevato di specie. Inoltre, tra un lievito naturale e 1’altro si
riscontrano differenze in termini di ceppi e specie dominanti (De Vuyst et al., 2016). Tutto
cio ¢ dovuto a diversi fattori, che insieme portano a definire la biodiversita degli impasti
acidi, alla base delle peculiarita dei PDF a lievitazione naturale. Per questo, ¢ importante
conoscere la composizione microbiologica e le attivita dei microrganismi, le loro interazioni

e 1 fattori ecologici che ne influenzano le caratteristiche.

1.2.1 Batteri lattici

I LAB sono i microrganismi predominanti nel lievito naturale, con una carica di ca. 108-
10° UFC/g di impasto acido di tipo I attivo. Sono batteri Gram-positivi, asporigeni, immobili,
acido-tolleranti e prevalentemente anaerobi ossigeno-tolleranti, ovvero caratterizzati da un
metabolismo fermentativo che prevede la degradazione degli zuccheri in acido lattico. Nel
lievito naturale sono presenti sia LAB omofermentanti che eterofermentati. I primi
metabolizzano carboidrati esosi attraverso la glicolisi o via Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP), rilasciando principalmente acido lattico nell’ambiente (fermentazione omolattica). I
secondi, se facoltativi, fermentano gli esosi via EMP e i pentosi attraverso la via 6-
fosfogluconato/fosfochetolasi (6-PG/PK), liberando rispettivamente acido lattico, acido
acetico e/o etanolo; se obbligati, invece, metabolizzano sia gli esosi che i pentosi via 6-
PG/PK, producendo acido lattico, CO; (solo da esosi), acido acetico e/o etanolo in rapporto
equimolare (fermentazione eterolattica). Diversamente da molti alimenti fermentati, nel
lievito naturale dominano i batteri eterofermentanti obbligati, a causa della migliore
competitivita e del maggior adattamento alla matrice; essi assumono particolare importanza
perché producono acidi organici e CO,, grazie ai quali I’impasto acidifica, lievita e mostra
caratteristiche peculiari (Gobbetti, 2010). Un parametro chimico utile nella valutazione
dell’equilibrio della popolazione dei LAB nel lievito naturale ¢ i1 Quoziente Fermentativo
(QF), ovvero il rapporto molare (peso espresso in grammi/peso molecolare) tra I’acido lattico
e ’acido acetico presenti in 100 g di impasto. Il QF ¢ strettamente dipendente dall’attivita

fermentativa dei LAB, perché, nel caso in cui prevalgano i LAB omofermentanti, sara
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prodotto piu acido lattico, viceversa, se domineranno i LAB eterofermentati obbligati, verra
rilasciato piu acido acetico (Corsetti et al., 2010). Un QF ottimale ¢ considerato quello con
valori compresi tra 1,5 e 4, dove le concentrazioni di acido lattico e acido acetico variano
rispettivamente da 0,4 a 0,8% e da 0,1 a 0,4% (Corsetti et al., 2010). I LAB, inoltre,
producono anche altri acidi organici, composti volatili, molecole antimicrobiche ed
esopolisaccaridi, svolgono attivita peptidasica ed esprimono nell’ambiente i propri enzimi
(De Vuyst & Neysens, 2005), rendendosi i principali responsabili delle proprieta sensoriali,
nutrizionali e tecnologiche dei PDF lievitati.

Come riportato nella review di Felis ef al. (2010), diversi studi microbiologici hanno
permesso di isolare piu di 90 specie di LAB dai lieviti naturali, la maggior parte dei quali
appartenente al genere Lactobacillus. La dominanza dei lattobacilli ¢ correlata ad una
maggiore competitivita degli stessi nella matrice, grazie a caratteristiche peculiari quali: 1)
metabolismo adattato alle principali fonti di energia degli impasti acidi, di- ¢ mono-saccaridi
(esosi e pentosi), inclusi maltosio e fruttosio (utilizzato come accettore di elettroni),
saccarosio, acido citrico e aminoacidi, per alcune specie; ii) intervalli di temperatura ¢ pH
ottimali per la crescita corrispondenti a quelli riscontrati nel lievito naturale durante il
processo; iii) meccanismi di risposta allo stress acido, iv) meccanismi di risposta alle alte e
basse temperature, v) meccanismi di risposta alla carenza di nutrienti, vi) meccanismi di
risposta all’ossidazione, vii) meccanismi di risposta alla pressione osmotica, viii) produzione
di composti antimicrobici (De Vuyst ef al., 2009).

Sebbene le specie del genere Lactobacillus possano essere molteplici e differenti negli
impasti acidi, in funzione dei diversi fattori di selezione, quelle piu frequentemente isolate
sono riportate in Tabella 1.1. Oltre ai lattobacilli, in diversi casi sono state ritrovate specie
del genere Weissella, Leuconostoc, Pediococcus. Sporadicamente, possono essere presenti
specie dei generi Enterococcus, Lactococcus e Streptococcus. In particolare, negli impasti
acidi di tipo I si ritrovano microrganismi che sviluppano bene a temperature tra 20-30 °C e
con pH intorno a 4. Negli impasti acidi di tipo II, invece, si trovano batteri in grado di
svilupparsi a temperature superiori a 30°C e con pH inferiori a 3,5. Infine, negli impasti acidi
di tipo III troviamo batteri lattici in grado sopravvivere ai trattamenti stabilizzanti, in
particolare all’essiccazione (De Vuyst & Neysens, 2005; Arendt et al., 2007; Corsetti &
Settanni, 2007).
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Tabella 1.1 Microflora caratteristica delle differenti tipologie di lievito naturale

Tipo I Tipo 11 Tipo IIT
LAB eterofermentanti L. sanfranciscensis L. brevis, L. brevis
obbligati L. brevis L. fermentum,

L. fructivorans L. pontis,

L. pontis, L. reuteri

L. fermentum L. frumenti,

L. reuteri L. panis

L. acidifarinae

L. rossiae

LAB eterofermentanti
facoltativi

L. plantarum

L. (para)alimentarius

L. casei

L. plantarum
P.
pentosaceus

LAB omofermentanti

L. acidophilus,
L. delbrueckii,
L. farciminis,

L. amylovorus

L. acidophilus
L. delbrueckii
L. amylovorus
L. farciminis

L. johnsonii

Altri BL W. cibaria, Leuc. citreum,
Lactococcus. lactis

Lieviti Candida humilis, Saccharomyces
exiguus, Pichia kudriavzevii, S.
cerevisiae.

Legenda: L., Lactobacillus; W., Weissella; Leuc., Lecuonostoc; P., Pediococcus; C., Candida; K.,
Kazachstania; S., Saccharomyces; P., Pichia.

1.2.2 Lieviti

I lieviti sono I’altro gruppo di microrganismi dominanti nell’impasto acido di tipo I,
seppur in carica inferiore rispetto ai LAB, in genere di circa 2 ordini di grandezza (10°-107
UFC/g). In particolare, in questo ecosistema troviamo pochi generi inclusi nelle famiglie
Saccharomycetaceae ¢ Pichiaceace; la specie caratteristica ¢ S. cerevisize. E un fungo
unicellulare, acido-tollerante, anaerobio facoltativo, che si riproduce per via asessuale
(gemmazione) o sessuale (sporulazione). Piu nel dettaglio, in condizioni aerobiche S.
cerevisiae ossida completamente gli zuccheri a CO, e acqua, producendo biomassa cellulare;
mentre in condizioni anaerobiche o in presenza di concentrazioni di zuccheri superiori allo
0,5-1% (effetto Crabtree), il lievito metabolizza gli zuccheri via EMP ad acido piruvico, il
quale viene poi ridotto ad etanolo con liberazione di CO; (fermentazione alcolica). I lieviti
producono anche glicerolo, acido succinico e altri acidi organici, oltre a numerose molecole
volatili; nel complesso, tali composti impattano sulle proprieta tecnologiche e sensoriali dei

PDF (De Vuyst et al., 2016; Guerzoni & Gianotti, 2010).
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Anche la selezione e la dominanza dei lieviti sono legate alla possibilita di utilizzare
diverse fonti di energia per il proprio metabolismo (di- € mono- saccaridi, esosi e pentosi,
inclusi maltosio, lattosio e saccarosio, per alcune specie, ma anche alcoli e acidi grassi), alla
tolleranza a pH acidi e alla presenza di meccanismi di risposta allo stress osmotico o da
freddo (De Vuyst et al., 2017). Le specie di lieviti piu frequentemente isolate dagli impasti
acidi di tipo I sono riportate in Tabella 1.1. E opportuno ricordare che, a causa dei bassi
valori di pH raggiunti, della lunga fermentazioni, dei trattamenti subiti e/o per 1’utilizzo di
colture starter di LAB, nell’impasto acido di tipo II e III i lieviti sono presenti in carica

estremamente bassa o nulla (De Vuyst & Neysens, 2005).

1.2.3 Associazioni

La dominanza dei LAB e dei lieviti e il loro equilibrio negli impasti acidi sono legati alle
interazioni metaboliche che si realizzano nella matrice stessa. Come introdotto, i consorzi
microbici del lievito naturale possono essere ampi, cio¢ coinvolgere diverse specie di LAB e
lieviti, oppure limitati e/o unici, costituiti da poche specie microbiche. In ogni caso, una
specie (0 un gruppo microbico) puod favorirne un’altra (commensalismo), oppure, entrambe
possono trarre vantaggio dalla co-presenza nella stessa matrice (proto-cooperazione).
Principalmente, le interazioni sono basate sul metabolismo dei carboidrati e dei composti
azotati, sulla produzione di CO; e di composti volatili e sull’attivita antimicrobica, e portano
all’instaurarsi di associazioni microbiche stabili nel tempo (Gobbetti, 1998).

Il consumo dei carboidrati solubili da parte dei LAB ¢ influenzato positivamente
dall’associazione con i lieviti; nello specifico, S. cerevisiae, Saccharomyces exiguus e
Candida humilis aumentano la produzione di acidi da parte di Lactobacillus sanfranciscensis
e Lactobacillus plantarum, perché idrolizzano il saccarosio in glucosio e fruttosio (mediante
invertasi), liberando quest’ultimo che ¢ utilizzato come accettore di elettroni dai lattobacilli,
per la produzione di acido acetico invece dell’etanolo (Minervini et al., 2014; Gobbetti,
2010). Inoltre, S. exiguus, cosi come C. humilis, ¢ maltosio-negativo e trae vantaggio dalla
co-presenza di L. sanfranciscensis, maltosio-positivo, il quale idrolizza il disaccaride
liberando glucosio nell’ambiente, favorendo i lieviti e i LAB maltosio-negativi, come ¢ stato
osservato nel pane di San Francisco e nel Panettone (Minervini et al., 2014). In tale contesto,
risulta fondamentale il rapporto tra i carboidrati solubili resi disponibili delle amilasi della
farina e quelli metabolizzati da parte dei microrganismi del lievito naturale; lo squilibrio, in
presenza di lieviti maltosio-positivi e a seguito dell’esaurimento di glucosio, porta ad una
competizione per i nutrienti che limita i LAB (De Vuyst & Neysens, 2005). Un’altra

interazione rilevante ¢ legata al fatto che i lieviti rilasciano nella matrice quantita variabili di
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peptidi, aminoacidi (es. prolina, valina, alanina) e vitamine del gruppo B, durante il loro
sviluppo e/o a seguito di lisi cellulare, che rappresentano fattori di crescita essenziali per i
LAB. Inoltre, ¢ stato osservato che in co-coltura i lieviti non competono con i LAB per le
fonti di azoto, utilizzando preferenzialmente azoto inorganico. Per tali motivi, S. cerevisiae e
S. exiguus stimolano la crescita dei lattobacilli (Gobbetti, 1998). I LAB influscono, invece,
sulla produzione di CO, da parte dei lieviti: 'interazione tra L. sanfranciscensis e S.
cerevisiae determina la riduzione del tempo necessario a produrre la massima quantita di
CO; da parte del lievito, mentre 1’associazione del lattobacillo con S. exiguus determina una
maggiore produzione del gas. L. plantarum e Lactobacillus brevis, invece, determinano un
aumento della CO, prodotta da S. cerevisiae, oltre a migliorare le capacita dell’impasto di
trattenere gas, permettendo un aumento di volume maggiore (Gobbetti, 2010). L’interazione
tra LAB e lieviti, inoltre, determina una maggiore formazione di composti volatili, rispetto
alla sola presenza dei LAB; cio concorre a definire il miglioramento del profilo sensoriale
dei PDF ottenuti con lievito naturale. Infine, i LAB producono composti antimicrobici, quali
batteriocine e acidi organici, che inibiscono selettivamente la microflora contaminante,
proteggendo anche i lieviti insensibili e acido-tolleranti; cid permette, inoltre, di mantenere
stabile la composizione microbica del lievito naturale (Gobbetti, 1998).

Oltre alle interazioni tra LAB e lieviti, spesso gli impasti acidi ospitano associazioni
stabili tra specie di LAB. Tra queste, ad esempio, si ricordano quelle tra L. sanfranciscensis e
L. plantarum o Lactobacillus alimentariu/paralimentariuss; ancora, quella tra L.
sanfranciscensis € Pediococcus pentosaceus, o tra L. sanfranciscensis e Leuconostoc citreum
(De Vuyst et al., 2017; Minervini et al., 2014; Corsetti & Settanni, 2007).

E necessario ricordare che le interazioni appena descritte dipendono dai substrati
microbici disponibili, oltre che dalle caratteristiche chimico-fisiche dell’impasto acido e dai

parametri di processo adottati.

1.2.4 Fattori caratterizzanti [’ecologia microbica

La selezione del microbiota tipico di un lievito naturale dipende dalle condizioni che i
microrganismi incontrano nella matrice, le quali possono essere ricondotte a parametri di
processo ¢ a fattori endogeni, che hanno ciascuno un proprio effetto ma interagiscono
contemporaneamente 1’uno con 1’altro (Minervini et al., 2014).

Uno dei parametri tecnologici principali ¢ la DY, espressione della quantita di acqua
aggiunta all’impasto. A seconda della tipologia, gli impasti acidi avranno una DY compresa
tra 140 e 250 e una conseguente a,, variabile tra 0,96 e 0,98, tale da permettere lo sviluppo di

lieviti e LAB. Tuttavia, con DY inferiore a 160 sono favoriti i lieviti, mentre un valore di DY

24



elevato, e lunghe fermentazioni (24-48 ore), determina la crescita preferenziale dei LAB. In
particolare, bassi valori di DY, in presenza di temperature inferiori ai 30 °C, favoriscono i
LAB eterofermentanti, con maggior produzione di acido acetico; vicevesa, con DY elevata e
temperature di 35-37 °C viene prodotto piu acido lattico (Decock & Cappelle, 2005). Un
altro parametro determinante per lo sviluppo microbico ¢ la temperatura di fermentazione:
tra 20-26 °C 1 lieviti saranno favoriti, mentre tra 26-37 °C cresceranno meglio i lattobacilli
(Minervini et al., 2014). Inoltre, la temperatura influira anche sul tempo di lievitazione, oltre
che sulla velocita delle reazioni enzimatiche. Pertanto, anche le fluttuazioni della
temperatura ambientale, giornaliere o stagionali, saranno determinanti (De Vuyst et al.,
2017). Un altro fattore che influenza il microbiota ¢ il potenziale redox (E;), determinato
principalmente dall’ossigeno (O) incorporato nella matrice durante 1’impastamento.
Quest’ultimo, infatti, puo essere utilizzato da alcune specie di lattobacilli eterofermentanti
come accettore esterno di elettroni, per la produzione di acido acetico e di energia,
determinando una maggiore acidificazione dell’impasto (Minervini et al., 2014) mentre pud
essere sfruttato nelle prime fasi dai lieviti per produrre biomassa cellulare, con metabolismo
respiratorio (Guerzoni & Gianotti, 2010). Un altro fattore di controllo dell’ecologia
microbica ¢ il pH, che allo stesso tempo ¢ influenzato e influenza I’attivita microbica. In
genere, il lievito madre di tipo I presenta un pH che favorisce lo sviluppo di lieviti e LAB di
interesse. Con valori di pH maggiori, i LAB autoctoni della farina possono prendere il
sopravvento sui lattobacilli (Minervini et al., 2014). Infine, il numero di rinfreschi, insieme
alla fequenza con cui vengono eseguiti ¢ la percentuale di inoculo, sono parametri
tecnologici determinanti per 1’ecologia microbica. In generale, all’aumentare del numero di
rinfreschi aumenta la selettivita delle condizioni ambientali, determinando il predominio di
un numero ridotto di specie, di solito eterofermentanti facoltativi (Minervini et al., 2014).
Inoltre, frequenze diverse di rinfreschi corrisponderanno a differenti valori di pH, di vitalita e
di carica dei microrganismi dell’impasto acido, in funzione del tempo di generazione e della
resistenza allo stress acido e nutritivo, influenzando il loro sviluppo una volta inoculati nella
nuova matrice, in funzione della percentuale utilizzata (Minervini et al., 2014; Corsetti et al.,
2010).

Oltre che dai parametri di processo, i cambiamenti del microbiota dipendono anche da
fattori endogeni, tra i piu importanti dei quali si individua la farina utilizzata nei rinfreschi.
In funzione della concentrazione e tipologia di carboidrati solubili, delle fonti di azoto, di
minerali, vitamine e altri fonti energetiche, diversi ceppi o specie microbiche saranno piu o

meno favoriti in base alle loro capacita metaboliche. Percio 1’utilizzo di lotti di farina
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differenti o, ancor piu, di sfarinati di cereali diversi risulta determinante, cosi come anche il
grado di raffinazione o il metodo di coltivazione dei cereali (De Vuyst et al., 2017; Kulp,
2003). A questo si aggiunge il fatto che, essendo un substrato non sterile, mediante la farina
possono essere introdotti microrganismi contaminanti non di interesse, i quali, possono
prendere il sopravvento. Un altro fattore endogeno ¢ il cosidetto microbiota domestico,
termine con cui si indicano i contaminanti dell’ambiente di lavorazione (aria, attrezzature,
operatori, ecc.). L’influenza di questo parametro ¢ stata dimostrata osservando le differenze
tra 1 lieviti naturali prodotti e propagati in laboratori di ricerca e quelli di aziende
panificatrici, in termini di specie di LAB e lieviti dominanti; tuttavia, il suo controllo risulta
di difficile attuazione, fatto salvo la pratica di accurati interventi di sanificazione quotidiani e
di adeguate procedure igieniche (Minervini et al., 2012). Infine, anche la presenza di virus e
batteriofagi puo determinare la scomparsa di una certa specie di lieviti o BL, alterando la
microflora caratteristica del lievito naturale (Lavermiocca et al., 2010).

Tutti questi fattori concorrono alla definizione del microbiota del lievito naturale, agendo
sulla selezione dei microrganismi naturalmente associati alle materie prime o contaminanti.
Inoltre, gli stessi influiscono sulla stabilita dell’equilibrio microbico nel tempo, soggetto
comunque a notevole variabilita. Infatti, alcuni lieviti naturali presentano un microbiota
stabile per anni e addirittura per decenni, mentre altri manifestano una relativa instabilita
anche nel giro di pochi mesi (De Vuyst & Neysens, 2005). Di conseguenza, la convenzione
di associare un’eta al lievito naturale, dal momento della sua preparazione, sembra trovare
solamente un parziale fondamento. Similmente, I’influenza dell’origine geografica del lievito
naturale sulla composizione del microbiota ad esso associato non ¢ stata dimostrata
univocamente (De Vuyst et al., 2017). Comunque, la costanza dei parametri tecnologici ¢ un
requisito imprescindibile per garantire la stabilita di un lievito naturale (Minervini et al.,

2014).

1.3 Cenni sui principali ruoli del lievito naturale

Come tutti gli alimenti fermentati, I’impiego e la diffusione del lievito naturale ¢ dovuto
all’acquisizione di caratteristiche nuove e desiderabili da parte dei prodotti nel quale ¢
utilizzato. Nello specifico, i PDF a lievitazione naturale assumono proprieta nutrizionali,
tecnologiche e sensoriali tipiche e differenti da quelle dei PDF con lievito compresso, sia per
la presenza di LAB sia per i lunghi tempi di fermentazione (Ganzle, 2014; De Vuyst et al.,
2009).
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Una delle proprieta caratterizzanti il lievito naturale di tipo I ¢ la capacita lievitante.
Questa ¢ dovuta principalmente all’attivita metabolica dei lieviti, con produzione di CO,
dagli zuccheri, ma anche alle specie di LAB eterofermentanti obbligati che producono CO,
in rapporto equimolare ad acido lattico e acido acetico e/o etanolo (fermentazione
eterolattica) (Corsetti & Settanni, 2007). Il gas trattenuto dall’impasto aumenta il volume del
prodotto, il quale, a seguito della cottura, risulta piu leggero e soffice.

Un altro effetto caratteristico del lievito naturale ¢ I’acidificazione dell’impasto finale al
quale viene aggiunto, raggiungendo valori di pH tra 4,7 ¢ 5,4, in funzione della quantita
inoculata (Corsetti et al., 2010). L’acidificazione ¢ dovuta alla produzione di acidi organici,
principalmente da parte dei LAB, e determina diversi effetti importanti. Uno di questi ¢ la
regolazione dell’attivita degli enzimi endogeni della farina, quali amilasi, per la produzione
di carboidrati fermentescibili e zuccheri riducenti, proteasi, con liberazione di peptidi e
aminoacidi che stimolano la crescita dei microrganismi e caratterizzano 1’aroma e il sapore
dei PDF e fitasi, che riducono il contenuto di composti antinutrizionali (Ganzle, 2014; De
Vuyst & Neysens, 2005). Inoltre, 1’abbassamento di pH determina un aumento del volume
dell’impasto, per la maggiore capacita del glutine di trattenere CO- e per la solubilizzazione
degli arabinoxilani che assorbono piu acqua (Corsetti ef al., 2010). L’acidificazione aumenta,
inoltre, la durata la shelf life del prodotto, proteggendolo dallo sviluppo di microrganismi
alterativi. Oltre che per gli acidi organici, in particolare acido acetico che ha effetto diretto
sulle muffe e sui bacilli sporigeni (come Bacillus subtilis, responsabile del difetto “pane
filante™), ’azione antimicrobica si esplica attraverso la produzione di altre molecole da parte
dei LAB, quali perossido di idrogeno, acido fenilattico, diacetile ma soprattutto batteriocine
(es. plantaricina da ceppi di L. plantarum) e antibiotici (es. reutericiclina da ceppi di L.
reuteri), che hanno mostrato effetto anche contro microrganismi patogeni (es.
Staphilococcus aureus, Listeria monocytogenes ¢ Bacillus cereus) e muffe produttrici di
micotossine (es. Aspergillus e Fusarium), aumentando la qualita igienico-sanitaria dei
lievitati (Pacularu-Burada et al., 2020; Gobbetti et al., 2010; Corsetti & Settanni, 2007).
Inoltre, il prolungamento della shelf life ¢ dovuto anche alla produzione di esopolisaccaridi
(EPS) da parte di alcune specie di LAB e alla solubilizzazione degli arabinoxilani, che
contribuiscono a ritardare il raffermamento (De Vuyst & Neysens, 2005; Decock &
Cappelle, 2005; Katina, 2006).

L’utilizzo di lievito naturale determina anche dei cambiamenti delle proprieta reologiche
dei lievitati. In particolare, la produzione degli EPS influenza la viscosita dell’impasto,

conferendo ai PDF maggiore sofficita, oltre a determinare un aumento di volume (Ganzle,
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2014; Gobbetti et al., 2010; Corsetti & Settanni, 2007). Inoltre, 1’acidificazione e [’attivita
proteolitica determinano la solubilizzazione e depolimerizzazione delle frazioni del glutine,
con conseguente diminuzione della consistenza dell’impasto che risulta piu estensibile. In
questo senso, anche la prevalenza di acido lattico (glutine piu elastico) rispetto all’acido
acetico (glutine piu rigido) o viceversa (quindi il QF) determina differenze nella fexture
dell’impasto (Ganzle, 2014; Arendt et al., 2007; Corsetti & Settanni, 2007; Katina, 2006;
Wehrle et al., 1977).

Un’altra proprieta caratterizzante il lievito naturale ¢ il miglioramento delle qualita
sensoriali, in particolare del sapore e dell’aroma, sia della crosta che della mollica.
L’attivazione delle proteasi endogene a seguito dell’acidificazione e 1’azione peptidasica dei
LAB determinano la liberazione di aminoacidi, i quali possono prendere parte alla reazione
di Maillard durante la cottura, insieme con zuccheri riducenti liberati dalle amilasi, a formare
molecole aromatiche (es. 2-acetil-pirolina, dall’arginina) e/o polimeri di colore bruno (es.
melanoidine), oppure essere convertiti dai lattobacilli in composti volatili quali alcoli, aldeidi
ed esteri, attraverso metabolismi secondari durante la fermentazione (Arendt et al., 2007).
Questi ultimi possono essere prodotti anche da parte dei lieviti, che in associazione ai LAB
determinano lo sviluppo di un aroma piu marcato (De Vuyst et al., 2016; Thiele et al., 2002;
Gobbetti, 1998). Tra i principali composti volatili, si ricordano acetaldeide, diacetile,
etilacetato, 1-propanolo, 2-metil-1-pentanolo, esanale, 3-metil-esanale (Gobbetti et al.,
2010).

Il lievito naturale, infine, svolge un ruolo tecnologico importante nel pane di segale.
Infatti, 1’acidificazione rallenta 1’attivita amilasica della farina, la quale, essendo
estremamente elevata, potrebbe determinare una completa degradazione dell’amido prima
della sua gelatinizzazione in cottura (Ganzle, 2014). Inoltre, la solubilizzazione degli
arabinoxilani, presenti in concentrazioni elevate, migliora il legame dell'acqua nell'impasto
(Arendt et al., 2007) e, insieme agli EPS prodotti, contribuisce alla formazione di una
struttura dell’impasto adeguata, fronteggiando al minor contenuto di glutenine (Decock &
Cappelle, 2005). Per tale motivo, frequentemente nel pane di segale si utilizza lievito

naturale liquido con una maggiore TTA e un pH piu basso (De Vuyst, ef al., 2017).
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Capitolo 2
RUOLI FUNZIONALI DEL LIEVITO NATURALE

Oltre che al miglioramento delle proprieta reologiche, dell’aroma, del sapore e della
conservazione, la riscoperta odierna del lievito naturale ¢ legata ai suoi aspetti nutrizionali e
funzionali. Il ruolo nutrizionale degli impasti acidi ¢ stato per lungo tempo associato
principalmente alla funzione dietetica dei PDF in generale. Infatti, il pane bianco fornisce
circa 270 kcal/100g, derivanti per il 70% da amido e per il 15% da proteine, seppur a basso
valore biologico, essendo la composizione amminoacidica povera di alcuni aminoacidi
essenziali (es. lisina e treonina). In aggiunta ai nutrienti energetici, il pane apporta anche
minerali (potassio, magnesio, fosforo, rame e zinco) e vitamine (tiamina, riboflavina,
niacina, piridossina e acido folico), che coprono circa il 10% del fabbisogno giornaliero
(CREA, 2018; Dewettinck et al., 2008). Tali valori nutrizionali differiscono notevolmente
nel caso di pane prodotto con farina integrale, in relazione alla diversa composizione chimica
e in particolare alla presenza di crusca ed eventualmente del germe. Seppur il valore
nutrizionale delle farine poco raffinate sia superiore, rispetto a quella raffinata, queste si
caratterizzano anche per la presenza di composti anti-nutrienti ed eventualmente
contaminanti, quali muffe micotossinogene e residui di fitofarmaci. Anche I'utilizzo di
sfarinati di altri cereali, pseudo-cereali o legumi, sempre in miscela con grano, determina
delle differenze compositive rilevanti. Ancor piu, i PDF lievitati, caratterizzati dall’aggiunta
di altri ingredienti, quali ad esempio grassi, sale in elevate quantita, avranno valori
nutrizionali molto diversi dal pane (Cannella, et al., 2010).

Per quanto sopra, nell’ambito di una dieta equilibrata, dove circa il 60% dell’energia
dovrebbe provenire dai carboidrati, i PDF lievitati sono utili a fornire i macro/micro-nutrienti
necessari per soddisfare le esigenze nutrizionali, quindi garantire lo sviluppo e la crescita
della persona. Tuttavia, oggigiorno il consumatore ricerca alimenti che non siano solo
nutritivi ma che mantengano anche un adeguato livello di salute e/o proteggano
dall’insorgenza di patologie. Da qui la spinta alla diffusione degli alimenti funzionali
(functional foods), definiti dalla Commissione Europea come «un alimento che ha effetto

benefico su una o piu funzioni metaboliche nel corpo, al di la degli effetti nutrizionali, in un
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modo che sia rilevante per il miglioramento dello stato di salute e benessere e/o per la
riduzione del rischio di malattia». In mancanza di un significato universalmente riconosciuto,
si inseriscono all’interno di tale definizione anche alimenti privati di un ingrediente dannoso,
addizionati di elementi naturali con proprieta benefiche (fibre, vitamine, ecc.), o che
presentino una maggiore biodisponibilita di un componente (Bigliardi & Galati, 2013). In tal
senso, anche il pane e i PDF a lievitazione naturale possono essere considerati alimenti
funzionali. Infatti, i LAB e lieviti degli impasti acidi possono limitare la presenza di anti-
nutrienti e contaminanti, aumentare la biodisponibilita della componenti positive degli
sfarinati e produrre metaboliti con effetti benefici per 1’organismo (Pacularu-Burada et al.,

2020; De Vuyst et al., 2017; Cannella et al., 2010).

2.1 Riduzione dell’indice glicemico

Il pane e i PDF contengono amido (carboidrato complesso), attivamente degradato dagli
enzimi idrolitici, amilasi e maltasi, ¢ zuccheri, mono- e di-saccaridi (carboidrati semplici),
che non richiedono I’intervento di enzimi idrolitici e sono gia disponibili all’assorbimento. In
relazione alla loro natura, la velocita di digestione dei carboidrati varia notevolmente,
risultando piu rapida nel caso dei carboidrati semplici rispetto a quella prevista per i
carboidrati complessi (Titta, 2016; Dewettinck et al., 2008). Per questo motivo, il consumo
di diverse tipologie di carboidrati influenza la concentrazione e la velocita di incremento di
glucosio nel sangue che, a loro volta, sono correlate allo stato di salute dell’organismo. In
particolare, I’iperglicemia, ovvero 1’elevato livello di glucosio ematico, € un noto fattore di
rischio per lo sviluppo di malattie croniche, metaboliche e non, come il diabete mellito, la
malattia coronarica e il cancro al seno (Barclay et al., 2008). Da qui I’importanza dell’Indice
Glicemico (Glycemic Index, GI), un parametro che permette di valutare I’aumento dei livelli
di glucosio nel sangue a seguito della digestione di un alimento. Nello specifico, il GI ¢
definito dal rapporto percentuale tra I’incremento glicemico indotto dall’ingestione di una
porzione di un alimento rispetto ad un altro di riferimento (glucosio o pane bianco) con una
pari quantita di carboidrati. Il GI tiene conto della tipologia dei carboidrati ma non della
quantita degli stessi. Percio, in ambito medico-nutrizionale, si definisce anche il Carico
Glicemico (Glycemic Load, GL), dato dal prodotto del GI di un alimento per la quantita (in
grammi) di carboidrati in esso contenuta, diviso cento (SID, 2010) (Cannella et al., 2010).
Una volta arrivato nel circolo sanguigno, il metabolismo del glucosio ¢ regolato dall’ormone

pancreatico insulina, ipoglicemizzante; per tale motivo, nell’analisi della risposta glicemica
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post-prandiale si valuta anche 1’Indice Insulinico (/nsulin Index, II), ovvero i livelli ematici
dell'insulina (Cariolo, 2014).

Numerosi studi sui PDF hanno dimostrato che la fermentazione con lievito naturale ¢ in
grado di determinare una diminuzione di GI, GL e II (Lappi et al., 2010), sia in vitro che in
vivo, su soggetti sani e diabetici (o intolleranti al glucosio). Infatti, I’abbassamento del pH a
seguito dell’attivita fermentativa riduce la digeribilita dell’amido e/o la velocita di
assorbimento (Poutanen et al., 2009); cio avviene mediante diversi meccanismi, correlati alla
sua struttura molecolare, all’attivita degli enzimi digestivi, alla viscosita del bolo alimentare
e alla velocita di svuotamento gastrico (Burton & Lightowler, 2006). In particolare, la
presenza di acido lattico inibisce gli enzimi amilolitici, riducendo I’idrolisi e quindi
rallentando ’assorbimento dell’amido (Liljeberg et al., 1995), mentre la presenza di acido
acetico rallenta la wvelocita di svuotamento gastrico, con conseguente ritardo
nell’assorbimento di tutti i principi nutritivi (Liljeberg & Bjorck, 1998). Contestualmente,
I’abbassamento di pH aumenta la viscosita del pane a livello del tubo digerente,
determinando in tal modo un ritardo nell’assorbimento dei nutrienti (Wiirsch & Pi-Sunyer,
1997).

In particolare, da uno studio condotto da De Angelis et al. (2009) ¢ emerso un valore di
GI del pane bianco a lievitazione naturale pari a ca. 41%, notevolmente inferiore da quello
identificato per il pane bianco e il pane integrale prodotto con lievito compresso (GI medio
di ca. 71%) (Atkinson et al., 2008). Pertanto, in linea con le raccomandazioni della Harvard
Medical School, che classifica gli alimenti in base al loro GI (basso, inferiore a 55%; medio,
tra 56% e 69%; alto, superiore a 70%), il pane bianco a lievitazione naturale ¢ un alimento a
basso indice glicemico (D'Alessandro ¢ De Pergola, 2014). Tale peculiarita ¢ da attribuire
primariamente all’acidificazione dell’impasto, dovuta all’attivita metabolica dei LAB, che
favorendo I’interazione tra 1’amido e le proteine del glutine, determina la diminuzione del
grado di gelatinizzazione e quindi della disponibilita dell’amido (Burton & Lightowler,
2006; Ostman et al., 2002). Cid ¢ evidente anche dal confronto tra il GI di pane a
lievitazione naturale e quello di pane prodotto con lievito compresso; il primo, infatti,
presenta una risposta glicemica inferiore, sia in vitro che in vivo, sia su soggetti sani che su
soggetti intolleranti al glucosio (Rizzello et al., 2019; Scazzina, et al., 2009; Maioli et al.,
2008). Questo ruolo funzionale del lievito naturale ¢ enfatizzato dall’utilizzo di farina
integrale, in particolare macinata a pietra, che determina una maggiore riduzione della
risposta glicemica del pane grazie alla presenza del germe di grano, e al maggior contenuto

di fibra solubile (Figura 2.1) (Lappi et al., 2010; De Angelis et al., 2009).
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Pur supponendo gli stessi effetti, ad oggi non sono disponibili in letteratura studi
riguardanti ’impatto del lievito naturale sulla risposta glicemica dei PDF; questi ultimi,
infatti, presentano generalmente valori medi di IG superiori, specie se contenenti zuccheri
semplici (Foster-Powell et al., 2002), e la risposta glicemica sembra essere influenzata piu

dalla presenza di fibra.
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Figura 2.1: Risposta glicemica del pane con lievito di birra (diamante) e del pane con
lievito naturale (cerchio)
(adattata da De Angelis et al., 2009)

Sulla base degli studi finora realizzati e delle Linee guida per una sana alimentazione, le
quali prevedono che ca. il 50-55% di energia giornaliera sia fornito da carboidrati complessi,
il lievito naturale pud rappresentare un utile ausilio per soddisfare le raccomandazioni
nutrizionali riducendo il rischio di sviluppare malattie metaboliche in soggetti sani, o

controllando la risposta glicemica in soggetti diabetici.

2.2 Incremento di concentrazione di fibra alimentare e sintesi di esopolisaccaridi

Oltre ad amido e zuccheri, digeriti dal nostro organismo a scopi energetici, i cereali
contengono anche carboidrati non disponibili all’idrolisi enzimatica, che costituiscono la
fibra alimentare. In accordo con le diverse definizioni esistenti, questa puo essere descritta
come la componente commestibile degli alimenti non digeribile dallo stomaco e
dall’intestino tenue ma fermentata parzialmente o totalmente nell’intestino crasso (Lattimer
& Haum, 2010). Essa comprende un vasto gruppo di molecole, principalmente di natura
polisaccaridica, distinte convenzionalmente in: fibre insolubili, quali cellulose ed

emicellulose (xilani) ma anche lignina; fibre solubili, quali pectine, B-glucani ma anche
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galatto-oligosaccaridi (Galacto-oligosaccharides, GOS), inulina e frutto-oligosaccaridi
(Fructo-oligosaccharides, FOS). All’interno della fibra alimentare viene incluso 1’amido
resistente (Resistant Starch, RS), caratterizzato da particolari legami e/o riarrangiamenti
molecolari che lo rendono inattaccabile degli enzimi digestivi (Anderson et al., 2009).

Come riportato da Lattimer & Haum (2010) e da Anderson et al. (2009), numerosi studi
hanno correlato I’assunzione di fibra alimentare alla riduzione del rischio di sviluppo di
malattie cardiovascolari (Cardiovascular Disease, CVD), diabete, obesita ¢ alcune malattie
gastrointestinali. Infatti, il consumo di fibre, in particolari solubili: (i) abbassa la pressione
sanguigna ¢ i livelli di colesterolo nel sangue, (ii) rallenta 1’assorbimento di nutrienti e la
risposta glicemica post-prandiale, (iii) rafforza il sistema immunitario (Lattimer & Haum,
2010; Anderson et al., 2009). Nello specifico, quest’ultima funzionalita ¢ correlata all’azione
prebiotica di alcune fibre alimentari, che stimolano selettivamente la proliferazione e/o
I’attivita di specifici gruppi microbici del microbiota intestinale. In particolare, le fibre
alimentari sono fermentante lentamente nel colon e nel cieco da bifidobatteri e lattobacilli,
che producono acidi grassi a catena corta (Short Chain Fatty Acids, SCFA) proteggendo
dallo sviluppo di alcune patologie e rafforzando il sistema immunitario (Pacularu-Burada et
al., 2020; Carlson et al., 2018). La Societa Italiana di Nutrizione Umana (SINU) raccomanda
il consumo di 25-30 g di fibra al giorno, tuttavia, gli effetti fisiologici delle fibre variano in
base alle caratteristiche chimico-fisiche delle stesse, come ad esempio il grado di
polimerizzazione e reticolazione, dimensione delle particelle, la solubilitd e la capacita di
assorbire acqua (Guillon & Champ, 2000). Queste caratteristiche possono essere influenzate
dall’attivita microbica e in particolare dall’abbassamento di pH; in tal senso, la
fermentazione con lievito naturale pud incrementare il ruolo funzionale della fibra

alimentare nei PDF lievitati.

2.2.1 Solubilizzazione della fibra

L’acidificazione ad opera dei LAB attiva le endoxilanasi endogene della farina (pH
ottimale tra 3,5 e 5,5), le quali, insieme alle endoxilanasi microbiche associate alla
cariosside, idrolizzano gli arabinoxilani insolubili (4rabinoxylan, AX), presenti nel frumento
in concentrazione di ca. 1’1,5-3%. Cio determina un decremento del loro grado di
polimerizzazione e la liberazione di pentosani con azione prebiotica e oligomeri solubili,
come arabinosio e xilosio, che possono essere metabolizzati da LAB eterofermentanti
obbligati, come L. fermentum (Katina et al., 2012; Broekaert et al., 2011; Lappi et al., 2010;
Van Craeyveld et al., 2008). I LAB, inoltre, attraverso i propri enzimi, come ferulato

esterasi, determinano la liberazione nella matrice degli AX legati con composti fenolici,
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come I’acido ferulico (Ganzle, 2014). Nel complesso, aumenta 1’assorbimento di acqua da
parte della fibra e cio contribuisce anche al miglioramento della sofficita, dell’estensibilita e
del volume dell’impasto (Gobbetti er al., 2010). Gli effetti dell’incremento della
concentrazione delle fibre alimentari solubili, parallelamente ad un aumento di aminoacidi
liberi € composti bioattivi, sono stati osservati nei PDF realizzati con farina arricchita di
crusca e fermentati mediante ceppi selezionati di lattobacilli, rispetto a quelli con lievito di
birra (Rizzello et al., 2012) Inoltre, in uno studio condotto da Saa et al. (2018) ¢ stato
osservato che la fermentazione di un impasto con farina di KAMUT® o grano duro (DY
160) con ceppi selezionati di L. plantarum, L. sanfranciscensis, L. brevis € S. cerevisiae per
24 ore a 30 °C ha aumentato la solubilita degli AX, oltre ad un incremento di RS e FOS.

In considerazione del fatto che 1’assunzione media di fibra in Italia si attesta intorno a 18-
19 g/giorno (Giampaoli et al., 2015), al di sotto dei valori raccomandati, il pane ¢ i PDF
realizzati con lievito naturale e sfarinati integrali possono contribuire, tramite 1’apporto di
fibra e prebiotici, al mantenimento dello stato di salute e alla prevenzione dallo sviluppo di

malattie, assumendo un importante ruolo funzionale (Anderson et al., 2009).

2.2.2 Sintesi di esopolisaccaridi

Il ruolo funzionale dei PDF a lievitazione naturale ¢ legato anche alla produzione di
esopolisaccardi (Exopolysaccharides, EPS) da parte dei lattobacilli presenti negli impasti
acidi. Tale gruppo di molecole ¢ assimilabile alla fibra alimentare, perché non viene digerito
e assorbito nell’intestino tenue ma arriva nell’intestino crasso, dove puo stimolare la crescita
dei bifidobatteri, svolgendo azione prebiotica (Salazar et al., 2016; Caggianiello ef al.,
2016). Gli EPS vengono distinti sulla base della propria struttura in due classi: etero-
polisaccaridi (hetero-polysaccharides, HePS), costituiti da diversi monosaccaridi e
sintetizzati nel citoplasma per poi essere escreti; omo-polisaccaridi (homo-polysaccharides,
HoPS), costituiti unicamente da glucosio o fruttosio e sintetizzati nello spazio extra-cellulare
a partire dal saccarosio, mediante glicansucrasi. Cio ¢ importante perché la loro funzionalita
dipende dalla composizione, dal peso molecolare e dalla conformazione strutturale
(Rithmkorf et al., 2012). Diversi ceppi appartenenti ai generi di Pediococcus, Leuconostoc,
Weissella e Lactobacillus sono coinvolti nella biosintesi degli EPS, per metabolizzare il
saccarosio, proteggersi dagli stress ambientali e colonizzare 1’ambiente circostante formando
biofilm. In particolare, i lattobacilli isolati dagli impasti acidi, come ad es. L.
sanfranciscensis, L. frumenti e L. reuteri, producono principalmente HoPS, quali destrani

(es. destrano e reuterano) e fruttani (es. fruttano e levano), in concentrazione tra 0,5-2 ¢ 16

34



g/kg di farina. In linea generale, ¢ importante sottolineare che la quantita e la tipologia di
EPS prodotta ¢ strettamente correlata al ceppo microbico e alle caratteristiche della matrice,
quali, nello specifico, pH, temperatura e presenza di saccarosio (Torino et al., 2015; Schwab
et al., 2008; Di Cagno et al., 2006; Koraki et al., 2002). A causa della loro capacita di
assorbire acqua e rigonfiarsi, gli EPS migliorano il volume e la consistenza del pane e
rallentano il raffermamento; percio, 1’utilizzo di colture starter di LAB selezionati per la
produzione in situ di EPS rappresenta un’alternativa valida all’utilizzo di idrocolloidi come

additivi, specie nei prodotti senza glutine (Galle et al., 2012; Tieking & Ganzle, 2005).

2.3 Riduzione di composti associati alla sindrome dell’intestino irritabile

La sindrome dell'intestino irritabile (/rritable Bowel Syndrome, IBS) ¢ un disturbo
intestinale che interessa circa il 7-21% della popolazione mondiale, provocando gonfiore e
dolori addominali, diarrea e/o costipazione, e alterazioni del microbiota intestinale. Ad oggi,
i criteri diagnostici, I’eziologia e i meccanismi patogenetici della IBS non sono ancora del
tutto definiti e i sintomi sono sovrapponibili a quelli della sensibilita al glutine o al grano non
celiaca (Non-Celiac Gluten Sensitivity/Non-Celiac Wheat Sensitivity, NCGS/NCWS),
patologia scatenata dall’ingestione di glutine o grano in soggetti non celiaci e non allergici al
grano (Muir et al., 2019; De Giorgio et al., 2016; Chey et al., 2015). Nonostante non siano
stati identificati un alimento o una sostanza nutritiva determinanti della malattia, gli oligo-,
di- e monosaccaridi fermentabili e i polioli (Fermentable Oligosaccharides, Disaccharides,
Monosaccharides and Polyols, FODMAP), sembrano avere un ruolo determinate (Varju et
al., 2017). Tuttavia, anche altre molecole, quali glutine, inibitori dell'amilasi e della tripsina
(Amylase Trypsin Inhibitors, ATI) e lectine, sembrano indurre i sintomi della IBS (Rinninella
et al., 2019a; Roszkowska et al., 2019). Tutti i suddetti composti sono presenti negli sfarinati
dei cereali e di conseguenza nei PDF, ma allo stato attuale la fermentazione con lievito
naturale ¢ in grado di diminuire il contenuto di ATI, di FODMAP e di glutine nei PDF,
ponendosi come opzione nella gestione di IBS.

L’attivita metabolica dei LAB del lievito naturale pud determinare, in condizioni
specifiche, la degradazione delle proteine del glutine dei PDF (Rizzello et al., 2007) e alcuni
soggetti affetti da IBS manifestano miglioramenti seguendo una dieta senza glutine (Zannini
& Arendt, 2018). Infatti, a seguito della somministrazione per 6 settimane di pane e pasta di
frumento a lievitazione naturale con ridotto contenuto di glutine (meno del 50% dei prodotti

convenzionali) la gravita della IBS ¢ diminuita significativamente in tutti i soggetti; tuttavia,
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solo in meta di essi la diminuzione era superiore al 30%. Secondo gli autori, cio ¢ legato alla
contemporanea presenza di ATI e FODMARP, che nelle condizioni sperimentali adottate non
erano stati degradati (Calasso et al., 2018).

Oltre alla riduzione del contenuto in glutine, la fermentazione con lievito naturale ha
portato alla diminuzione della concentrazione di ATI, rispetto alla farina e al pane con lievito
di birra; cio ¢ dovuto all’attivazione delle proteasi endogene a bassi valori di pH, all’attivita
peptidasica dei LAB (Laatikainen et al., 2017) e all’azione glutatione reduttasica che riduce i
legami disolfuro delle proteine (Huang et al., 2020). Alcuni studi in vitro e su animali hanno
dimostrato che gli ATI hanno un effetto pro-infiammatorio sulle cellule epiteliali intestinali e
quindi potrebbero innescare sintomi gastrointestinali (Zevallos et al., 2017); per tanto, si
ritiene che la loro degradazione possa contribuire ad attenuare i sintomi della IBS. In effetti,
si & osservato che l'attivita inibitoria dell’amilasi dopo la fermentazione del lievito naturale ¢
diminuita significativamente, cosi come il rilascio di molecole pro-infiammatorie in una
linea cellulare monocitica umana (Huang et al., 2020).

Oltre al glutine e agli ATIL i sintomi della IBS sono indotti dai FODMAP, i quali, a causa
della carenza di enzimi digestivi e/o della limitata capacita di assorbimento e/o dell’elevata
quantita ingerita, passano nel colon e sono fermentati rapidamente dal microbiota
dell'intestino crasso, producendo gas ¢ aumentando il volume del lume per azione osmotica,
causando gonfiore e dolore addominale (Altobelli et al., 2017). I FODMAP piu diffusi nei
cereali, principalmente negli strati esterni della cariosside, sono fruttani (FOS), raffinosio
(GOS), fruttosio e sorbitolo e mannitolo (Biesiekierski et al., 2011). E stato confermato che
una dieta a basso contenuto di FODMAP (low-FODMAP diet) riduce i disturbi della IBS del
52-86% di pazienti (Liu et al., 2020). Alcuni studi hanno evidenziato che i lieviti, come
S.cerevisiae ¢ Kluyveromyces marxianus, sono in grado di ridurre il contenuto di FOS del
90% in pani con farina di frumento tenero e di farro di diverse cultivar, a seguito di una
fermentazione prolungata, grazie all’espressione degli enzimi invertasi e inulinasi
(fruttosidasi) (Laurent et al., 2020; Struyf et al., 2017; Ziegler et al., 2016). Anche la
fermentazione prolungata (piu di 12 ore) con lievito naturale ha diminuito il contenuto di
fruttani del 74 % nel pane di farina di grano tenero, sia per I’espressione di enzimi microbici
che per attivazione delle invertasi endogene a bassi valori di pH. Tuttavia, una volta che il
pane ¢ stato somministrato per 7 giorni a 26 pazienti con IBS, non sono state evidenziate
differenze significative nei marcatori infiammatori rispetto alla condizione iniziale o in
confronto al consumo di pane con lievito di birra da fermentazione rapida (meno di 2 ore)

(Laatikainen et al., 2017). Cio potrebbe essere legato alla presenza di fruttosio, non

36



degradato, e alla capacita dei LAB eterofermentanti di convertire il fruttosio in mannitolo
(Loponen & Génzle, 2018). Pertanto, uno studio recente ha analizzato un lievito naturale
prodotto con ceppi di LAB fruttofilici (Fructophilic Lactic Acid Bacteria, FLAB) che
metabolizzano preferenzialmente il fruttosio e il mannitolo. Questi sono stati utilizzati
insieme con enzimi commerciali con attivita B-glicosidasica in una fermentazione di 3 ore a
35 °C (DY 280) e in condizioni aerobiche, determinando una maggiore riduzione dei fruttani
e una diminuzione del fruttosio e del mannitolo, rispetto ai tradizionali lattobacilli del lievito
naturale (Albiac et al., 2020). In due studi clinici randomizzati, il consumo di pane di segale
prodotto con ceppi di Lactobacillus con attivita fruttanasica e ridotto accumulo di mannitolo,
ha determinato la riduzione di sintomi della IBS come flatulenza, dolore addominale, crampi
¢ brontolii allo stomaco (Pirkola et al., 2018; Laatikainen et al., 2016). Inoltre, Costabile et
al. (2014) hanno dimostrando che il consumo di pane con lievito naturale (15-24 ore di
fermentazione) riduce la produzione di gas e portando ad un miglioramento dello stato del
microbiota intestinale in soggetti affetti da IBS, rispetto al pane con lievito di birra. Infine, ¢
stato dimostrato che la somministrazione di croissant a lievitazione naturale rallenta lo
svuotamento gastrico e riduce la produzione gas-intestinale in maniera maggiore rispetto ai
croissant con lievito di birra, con una gravita complessiva dei sintomi postprandiali inferiore
del 36% (Polese et al., 2018).

In considerazione del fatto che ancora non ¢ possibile definire esattamente le molecole
responsabili dello sviluppo della patologia, e che una dieta a basso contenuto di FODMAP
esclude alimenti di base e riduce I’assunzione di fibre e prebiotici (FOS e GOS), il pane
prodotto con lievito naturale da ceppi selezionati e a seguito di una lunga fermentazione
sembra poter essere una buona strategia per apportare benefici ai soggetti affetti da IBS.
Tuttavia, sono necessari studi clinici prolungati e su larga scala per confermare

definitivamente tali ipotesi in vivo (Muir et al., 2019; Menezes et al., 2018).

2.4 Aumento della biodisponibilita di minerali

I cereali contengono circa 1’1,5-2,5 % di minerali, quali fosforo, calcio, potassio,
magnesio, ferro, zinco e selenio, localizzati soprattutto nei rivestimenti esterni (crusca) e nel
germe delle cariossidi (D'Egidio, 2004). Pertanto, i derivati degli sfarinati, in particolare di
quelli integrali, rappresentano una buona fonte di minerali, micronutrienti essenziali per il
corretto svolgimento di numerose funzioni fisiologiche dell’organismo (Dewettinck et al.,
2008). In tal senso, al di la della quantita totale presente nell’alimento, ¢ essenziale la

biodisponibilita dei minerali, ovvero la frazione ingerita di un nutriente che pud essere
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assorbita e introdotta nel flusso sanguigno per assolvere alla sua funzione (Parada &
Aguilera, 2007).

Nonostante il contenuto di minerali, la biodisponibilita di questi elementi nel pane e nei
PDF ¢ limitata dalla presenza di un composto anti-nutrizionale, 1’acido fitico (mio-inositolo
esafosfato, IPs), il quale forma complessi insolubili con gli ioni metallici (Ca®*, Mg**, Fe?*,
Zn*") impedendo il loro assorbimento a livello intestinale. Inoltre, a bassi valori di pH,
avviene la complessazione dei gruppi basici dei composti azotati, diminuendo la
disponibilita di proteine, peptidi e aminoacidi (Kumar et al., 2010). L’acido fitico ¢
contenuto in diversi tessuti vegetali, tra cui le cariossidi dei cereali (1-4% del peso secco),
dove assolve alla funzione di riserva di fosforo e fonte di inositolo (Corsetti & Settanni,
2007). Esso ¢ particolarmente presente nelle farine integrali (22 mg/g), perché localizzato in
elevata quantita nello strato aleuronico della cariosside, ma si ritrova anche nella farina
raffinata (3-4 mg/g nel grano tenero) (Garcia-Estepa et al., 1991).

In relazione alla varieta e all’epoca del raccolto, i cereali contengono enzimi specifici, le
fitasi, che hanno la capacita di idrolizzare 1’acido fitico in acido fosforico ed esteri fosforici
del mio-inositolo. Questi ultimi, al diminuire dei gruppi fosfato presentano una minore
capacita chelante o formano complessi piu solubili; di conseguenza, I’effetto antinutrizionale
si riduce. Tuttavia, le fitasi endogene sono considerate insufficienti per contrastare
efficacemente 1’azione dell’acido fitico, sia perché I’attivita nei cereali ¢ variabile sia perché
le condizioni di pH in cui si trovano non sono ottimali (Ganzle, 2014; Pozrl et al., 2007,
Cossa et al., 2000; Sandberg et al., 1999; Fretzdorff & Brummer, 1992). In questo senso, ¢
stato dimostrato che la produzione di PDF con lievito naturale ha un duplice effetto nel
ridurre il tenore di acido fitico e aumentare la biodisponibilita di minerali. In primis, infatti,
I’abbassamento di pH dell’impasto correlato alla fermentazione operata dai LAB determina
I’attivazione delle fitasi endogene della farina, le quali presentano una cinetica enzimatica
massima tra pH 3,5 e 5 (effetto indiretto) (Leenhardt et al., 2005; Turk et al., 1996).
Secondariamente, alcuni LAB del lievito naturale hanno una propria capacita di degradare
I’acido fitico, producendo fitasi a livello cellulare (effetto diretto). Sebbene I’attivita fitasica
dipenda dallo specifico ceppo e dalle condizioni che si instaurano nella matrice, in
particolare pH e temperatura, L. sanfranciscensis, L. plantarum, L. acidophilus, L.
fermentum, L. panis, Leuc. mesenterodies, Pediococcus pentosaceus e Weissella confusa
isolati da lievito naturale hanno ridotto la concentrazione di acido fitico dal 20 al 90% dopo
9-24 ore di fermentazione, quando inoculati come starter in impasti di farina integrale di

frumento tenero e segale (Figura 2.2) (Mohammadi-Kouchesfahani et al., 2019; Nuobariene
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et al., 2015; De Angelis et al., 2003; Lopez et al., 2000; Shirai et al., 1994). Tale effetto ¢
stato amplificato quando i LAB sono stati inoculati con S. cerevisiae (Karaman et al., 2018;
Chaoui et al., 2003). Infatti, anche i lieviti hanno dimostrato la capacita di degradare i fitati
(Nuobariene et al., 2011; Turk et al., 2000, 1996). Nonostante I’attivita fitasica di lieviti e
LAB sembra esser inferiore a quella degli enzimi endogeni della farina (Reale, et al., 2007,
Leenhardt et al., 2005), ¢ stato osservato che la fermentazione con lievito naturale ¢ piu
efficace nella riduzione di acido fitico nel pane rispetto alla lievitazione con lievito di birra
(Karaman et al., 2018; Chaoui et al., 2003; Lopez et al., 2001), portando ad un maggior
contenuto di minerali liberi.

Sebbene 1’assunzione di acido fitico non sia correlata ad alcuna patologia, la sua
defosforilazione permette una maggiore assimilazione di alcune sostanze nutritive contenute
negli alimenti, ovvero minerali ma anche proteine, peptidi ¢ aminoacidi (Kies et al., 2006).
Inoltre, alcuni derivati dell’acido fitico, in basse concentrazioni, hanno mostrato effetti sulla
protezione delle coronarie ¢ contro disturbi arterioscletorici ¢ malattie dei tessuti neurali

(Nissar et al., 2017).
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Figura 2.2: Riduzione di acido fitico in impasto in presenza (cerchio nero) o in assenza
(quadrato bianco) di LAB
(adattata da Lopez ef al., 2000)

2.5 Diminuzione delle proprieta allergeniche e aumento della tolleranza del grano

Dopo I’amido, le componenti piu rappresentative dei cereali sono le proteine, in
particolare prolamine e gluteline, che costituiscono il 75-80 % delle proteine della cariosside

e nel frumento tenero sono chiamate rispettivamente gliadine e glutenine. Le prime sono
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monomeriche e sferiche, classificate in quattro gruppi in funzione della mobilita
elettroforetica (a, B, ¥, ®); le seconde, invece, sono polimeriche e ramificate, con subunita
separate su gel di poliacrilamide in alto o basso peso molecolare; entrambe sono insolubili in
acqua e caratterizzate dalla presenza di sequenze amminoacidiche ripetute. Dal punto di vista
tecnologico, gliadine e glutenine sono fondamentali perché, durante 1’impastamento,
formano legami disolfuro e legami idrogeno, dando origine al glutine (D'Egidio, 2004).
Pertanto, la quantita e la qualita di gliadine e glutenine sono determinanti nella definizione
dell’attitudine tecnologica di uno sfarinato. Tuttavia, tali proteine sono importanti anche dal
punto di vista nutrizionale. Infatti, la loro ingestione pud causare reazioni avverse in soggetti
della popolazione geneticamente predisposti: allergia al grano e celiachia. Ad oggi, si stima
che I’incidenza nella popolazione mondiale di tale patologie sia rispettivamente dell’1%
(Scherf et al., 2016), pertanto il ruolo funzionale del lievito naturale nella riduzione della
risposta alle proteine del grano assume un’elevata importanza salutistica (Rizzello et al.,

2014a; Tomassini et al., 2011)

2.5.1 Allergia al grano

L’allergia al grano (Wheat Allergy, WA), in particolare di tipo alimentare, ¢
un’ipersensibilita mediata da Immunoglobuline E (IgE), ovvero una reazione del sistema
immunitario scatenata dall’esposizione alle subunita delle proteine del frumento (o loro
derivati della digestione gastrointestinale), le quali presentano frammenti amminoacidici
(epitopi) non digeribili che assumono funzionalita antigenica (allergeni). Oltre alle gliadine e
alle glutenine del frumento (in particolare quelle ad alto peso molecolare), sembrano essere
coinvolte nella risposta allergenica anche albumine e globuline, proteine solubili che
costituiscono ca. il 20-30% delle proteine della cariosside. Inoltre, anche le proteine
dell’orzo, della segale e dell’avena possono determinare la stessa patologia (Curioni &
Giannattasio, 2010).

Ad oggi, non esiste una terapia per la WA se non ’esclusione totale e continuativa dalla
dieta delle proteine immunogeniche. Tuttavia, sono in corso sperimentazioni di processi
biotecnologici per ridurre 1’allergenicita del grano, prima o durante la lavorazione; tra questi,
rientra il pre-trattamento microbiologico della farina. Infatti, ¢ stato dimostrato che i LAB
sono in grado di ridurre le potenzialita allergeniche del grano (Fu et al., 2020; Leszczynska
et al., 2009). Ad esempio, alcuni ceppi isolati da lievito naturale hanno idrolizzato
parzialmente albumine, globuline e gliadine della farina di grano e segale, contenenti epitopi
in grado di legare le IgE dei pazienti allergici, lasciando pressoché inalterate le glutenine,

essenziali per le proprieta tecnologiche della materia prima (Curioni & Giannattasio, 2010).
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In particolare, in uno studio condotto da Rizzello et al. (2006) le specie L. alimentarius, L.
brevis, L. sanfranciscensis e Lactobacillus hilgardii sono state inoculate in acqua e farina per
creare un impasto acido semi-liquido (DY 340), fermentato per 24 ore a 37 °C, liofilizzato e
successivamente utilizzato per produrre pane. L’immunofissazione con sieri di pazienti
allergici ha dimostrato che, a seguito della simulazione in vitro del processo digestivo con
pepsina, tripsina e pancreatina, le proteine estratte dal suddetto impasto acido e dal pane con
esso prodotto non sono state piu in grado di legare le IgE, differentemente da quanto
accaduto in un impasto acidificato chimicamente o fermentato con lievito di birra per tempi
brevi. In uno studio condotto da De Angelis ef al. (2007) con una metodologia sperimentale
simile, un preparato commerciale di lattobacilli e bifidobatteri probiotici ¢ stato utilizzato
come starter per la produzione di pane, evidenziando come [’attivita fermentativa prolungata
abbia permesso di ottenere una farina con epitopi IgE reattivi, degradabili dagli enzimi
digestivi dell’organismo umano e con caratteristiche tecnologiche adeguate.

Nonostante il processo di cottura possa determinare la formazione di nuovi antigeni e
’attivita proteolitica dei batteri non elimini tutte le frazioni allergeniche, la fermentazione ad
opera di LAB selezionati permette di ottenere epitopi degradabili dagli enzimi digestivi,

dando luogo a un pane tollerato da pazienti con allergia alimentare al grano.

2.5.2 Celiachia

La CD (Celiac Desease, CD) o intolleranza al glutine, invece, ¢ un’enteropatia immuno-
mediata, ovvero una reazione inflammatoria cronica a carico dell’intestino tenue, scatenata
dall’assunzione di alimenti contenenti glutine in soggetti geneticamente predisposti ed
esposti a molteplici fattori ambientali. La CD pud manifestarsi in eta pediatrica o adulta, e
causa diversi sintomi tra cui l’alterazione della mucosa intestinale e la sindrome da
malassorbimento. Una volta ingerito, il glutine ¢ idrolizzato solo parzialmente dalle proteasi
gastro-intestinali, originando peptidi con epitopi dall’attivita immunogenetica,
principalmente frammenti di o-gliadina ma anche di y-gliadina e glutenina. Come per la
WA, la CD ¢ causata dal glutine di grano, segale, orzo e varieta correlate, nonché dall’avena
o altri cereali, se contaminate durante le lavorazioni (Catassi & Francavilla, 2010).

Al momento, anche per la CD non esiste una terapia al di fuori dell’esclusione totale e
continuativa dalla dieta di tutti gli alimenti contenenti glutine (Gluten Free Diet, GFD). Tra
le terapie alternative alla GFD in fase di sperimentazione, si sta valutando il pre-trattamento
della farina mediante fermentazione con lievito naturale. Infatti, seppure in condizioni
biotecnologiche estreme, 1’uso combinato di batteri lattici e di enzimi proteolitici fungini ha

degradato completamente le proteine del glutine. In particolare, 10 ceppi di LAB
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appartenenti alle specie L. alimentarius, L. brevis, L. hilgardii e L. sanfranciscensis isolati da
lievito naturale e selezionati per I’attivita peptidasica a carico del glutine sono stati utilizzati
per la produzione di un impasto acido semi-liquido (DY 500), insieme con due proteasi di
origine fungina (Aspergillus oryzae e Aseprgillus niger). A seguito di un processo
fermentativo di 48 ore a 37 °C, ’impasto ¢ stato essiccato e unito ad acqua, lievito di birra e
idrocolloidi (DY 150) per la produzione di pane; I’aggiunta di additivi si ¢ resa necessaria
per sopperire alla degradazione del glutine. In questo modo, oltre ad avere caratteristiche
organolettiche confrontabili con i prodotti realizzati con lievito di birra e farina non trattata,
il pane ottenuto ha mostrato la degradazione totale degli epitopi tossici in vitro su colture
cellulari umane; al termine del processo, si € raggiunto un contenuto in glutine inferiore a 10
ppm, tale da far rientrare il pane ottenuto nella definizione legislativa di alimento “senza
glutine” (< 20ppm) (Reg. (UE) N. 828/2014) (Rizzello et al., 2007). La stessa tecnologia ¢
stata applicata anche per la produzione di pasta, sia con frumento tenero (Curiel et al., 2014)
che duro (De Angelis et al., 2010), di pane con frumento duro (Rizzello et al., 2016a) nonché
di prodotti da forno dolci (Greco et al., 2011). In quest’ultimo caso, la farina pre-trattrata con
lattobacilli e proteasi fungine ¢ stata aggiunta a burro, zucchero e acqua per la realizzazione
di biscotti e torte, con i quali sono stati realizzati due studi in vivo che hanno confermato
I’assenza di tossicita (Greco et al., 2011; Di Cagno et al., 2010). I PDF dolci sono stati
somministrati a pazienti celiaci in remissione, in dose pari a 200 g al giorno (ca. 8 g di
glutine equivalente) per un periodo di 60 giorni, al termine del quale nessuno ha mostrato
disturbi clinici, sviluppo di anticorpi o modificazione della mucosa intestinale, sia gli adulti
(Greco et al., 2011) che i giovani (Di Cagno et al., 2010). Test in vivo relativi alla tolleranza
della farina di grano idrolizzata per soggetti celiaci sono stati effettuati anche sul pane, con i
medesimi risultati (Mandile et al., 2017); inoltre, a seguito di brevetto (Giuliani ef al., 2014),
tale metodo ¢ stato utilizzato su scala industriale per la produzione del prodotto “Bonta di

pane” della Giuliani s.p.a., commercializzato nel mercato italiano del senza glutine dal 2016.

2.5.3 Meccanismi di azione dei batteri lattici e prospettive

L’azione dei LAB nella diminuzione delle proprieta allergeniche e nella tolleranza del
frumento in soggetti sensibili si esplica attraverso diversi meccanismi. In primis,
I’abbassamento di pH determinato dalla fermentazione lattica attiva le proteasi endogene dei
cereali, che hanno attivita ottimale a valori di pH intorno a 4,0. Inoltre, I’attivita glutatione
reduttasica dei lattobacilli eterofermentanti causa la riduzione dei ponti disolfuro del glutine,
depolimerizzandolo. Infine, I’attivita endopeptidasica intracellulare determina la

degradazione dei polipeptidi rilasciati dagli enzimi endogeni della farina in oligopeptidi e
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amminoacidi (Gobbetti, 2010; Cabrera-Chavez & Calderon de la Barca, 2010). Tuttavia, nel
caso della CD, I’attivita proteolitica dei LAB sembra non essere in grado di degradare
completamente il glutine della farina di frumento (sia tenero che duro) o di segale (De
Angelis et al., 2006; Di Cagno et al., 2004, 2002). Pertanto, si rende necessaria I’aggiunta di
proteasi fungine esogene che idrolizzano le proteine in polipeptidi, sussessivamente
degradati dai LAB (De Angelis ef al., 2010). In ogni caso, la riduzione degli epitopi tossici
da parte dei LAB puo essere sfruttata per la rimozione dei contaminanti nei prodotti senza
glutine o senza proteine del grano (De Angelis et al., 2006, 2007; Di Cagno et al., 2004),
mediante un processo fermentativo con DY, temperature e tempo di fermentazione inferiori,
e ottenendo un pane con caratteristiche organolettiche accettabili senza aggiunta di additivi
(Rizzello et al., 2014a; Gerez et al., 2008).

Considerando (i) il costo dei prodotti senza glutine o con farine alternative, (ii) gli aspetti
nutrizionali e psicologici dell’esclusione dalla dieta dei PDF lievitati convenzionali e (iii) la
presenza di altre patologie associate al glutine/grano (IBS e NCGS/NCWS), la degradazione
completa delle proteine degli sfarinati pud rappresentare un’alternativa vantaggiosa, sia dal

punto di vista nutrizionale che sensoriale, per i soggetti celiaci o allergici al grano (Gobbetti

etal., 2018).

2.6 Aumento del contenuto di composti bioattivi

I composti bioattivi (Bioactive Compound, BC) sono molecole non nutrienti che, una
volta assunte con gli alimenti, esplicano un effetto fisiologico sull’organismo. Tra questi, nei
PDF troviamo alcuni composti fitochimici (phytochemicals), come acidi fenolici, tocoli,
tannini, lignani e steroli, derivanti dagli sfarinati, insieme con anti-nutrienti, come 1’acido
fitico, gli inibitori degli enzimi digestivi e le lectine (proteine emo-agglutinanti) (Cannella et
al., 2010; Dewettinck et al., 2008). Inoltre, tra i BC rientrano anche vitamine, peptidi e
derivati amminoacidici (Hassani et al., 2015). Come descritto per l’acido fitico, la
concentrazione ¢ la biodisponibilita di tali composti sono influenzate dalle trasformazioni a
cui le farine vanno incontro. Oltre alla riduzione degli anti-nutrienti, la fermentazione con

lievito naturale ha dimostrato di determinare 1’incremento di alcuni BC (Tabella 2.1).
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Tabella 2.1: Composti bioattivi liberati durante la fermentazione con lievito naturale

BP

Effetto

Fitochimici

Acido ferulico, acido
cumarico, acido caffeico, 4-
etilguaiacolo, 4-etilfenolo, 1,3-

Prevenzione sviluppo malattie
croniche per azione
antiossidante

benzoxazol-2-one, N-2-
idrossimetil-acetamide, acido
gallico, quercitina, catechina

Antiossidanti, ACE inibitori,
antitumorali, aumento valore
nutrizionale, precursori di
aromi, antipertensivi

BP, lunasina, lisina, metionina,
triptofano, GABA

Peptidi, aminoacidi e derivati

Folati, riboflavina, tiamina,
piridossina

Essenziali per funzioni
fisiologiche come cofattori
enzimatici

Vitamine

2.6.1 Composti fitochimici

Alcune molecole appartenenti al gruppo dei composti fitochimici sono note per i propri
ruoli funzionali. In particolare, ai composti fenolici sono stati attribuiti numerosi benefici
(Van Hung, 2016). Diversi studi hanno dimostrato che i LAB del lievito raturale sono in
grado di aumentare il contenuto dei fenoli liberi e 1’attivita antiossidante dei PDF (Adebo &
Medina-Meza, 2020), grazie a metabolismi secondari complessi attuati per proteggersi
dall’effetto antimicrobico dei suddetti. Mediante I’espressione ceppo-dipendente di enzimi
specifici, i LAB liberano acidi fenolici quali acido ferulico, cumarico o caffeico e agliconi
flavonoidi, producendo derivati fenolici o vinilici. Inoltre, alcuni lattobacilli sono in grado di
degradare i tannini, che conferiscono un sapore amaro ai PDF e inibiscono gli enzimi
digestivi (Ganzle, 2014). L’attivita tannasica determina anche la liberazione di altri BC, quali
acido gallico, quercitina e catechina (Adebo et al., 2018).

Uno studio condotto da Liukkonen et al. (2003) su pane prodotto con farina di segale
fermentato con colture starter di lattobacilli ha mostrato un incremento della concentrazione
di composti fenolici liberi, con un aumento dell’attivita antiossidante complessiva del
prodotto. Altri studi hanno ottenuto i medesimi risultati su pane di segale (Martinez-
Villaluenga et al., 2009; Michalska et al., 2007) e di grano tenero (Rizzello et al., 2012),
nonché con LAB in associazione a S. cerevisiae su miscugli di chicci macinati di segale,
frumento duro, grano saraceno, frumento tenero e acqua (Pordevic et al., 2010). Inoltre,
Hole et al. 2012 hanno dimostrato che alcuni ceppi di L. acidophilus, L. reuteri e L.
Jjohnsonii, utilizzati come starter, sono in grado di liberare acido ferulico reticolato con

arabinoxilani, determinando 1I’aumento del contenuto di acidi fenolici liberi in pane di avena
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o orzo. Infine, la fermentazione con lievito naturale per la produzione di pane di segale e di
grano duro ha determinato la liberazione dei benzoxazinoidi coniugati e la loro conseguente
conversione in metaboliti (Dihm et al., 2017), 1 quali hanno mostrato effetti benefici per la
salute (Adhikari et al., 2015) e i cui ulteriori prodotti di degradazione sono stati trovati nel
plasma dei soggetti in uno studio in vivo (Hanhineva et al., 2014).

L’aumento della capacita antiossidante dei prodotti cerealicoli ¢ influenzato anche dai
lieviti, che incrementano la disponibilita di composti fenolici liberi grazia alla propria attivita
enzimatica (Wang et al., 2014); tale aspetto ¢ stato osservato, ad esempio, nella crosta di

pizza prodotta da una lunga fermentazione con lievito compresso (Moore et al., 2009).

2.6.2 Peptidi, aminoacidi e derivati

I peptidi bioattivi (Bioactive peptides, BP) sono frammenti proteici che, introdotti con gli
alimenti, possono resistere agli enzimi digestivi e svolgere un ruolo positivo per la salute
umana, grazie alle proprieta antiossidanti e antiinflammatorie (Cicero et al., 2017; Gobbetti
et al., 2010). I BP possono formarsi dalle proteine dei cereali, sia durante la digestione ad
opera delle proteasi gastrointestinali, sia nel corso della lavorazione di PDF lievitati, grazie
all’azione degli enzimi proteolitici endogeni della farina e delle peptidasi microbiche
(Magaluti et al., 2012). In tal senso, ¢ stato dimostrato che la fermentazione ad opera dei
LAB del lievito naturale ¢ in grado di aumentare il contenuto di BP.

In particolare, un impasto acido semi-liquido (DY 330) di acqua e farina di grano tenero
integrale o altri cereali (grano duro, segale, farro, ecc.) ¢ stato inoculato con un pool di
lattobacilli e lasciato fermentare 24 ore a 37 ©°C. Rispetto all’impasto acidificato
chimicamente, ¢ stata riscontrata una maggiore concentrazione di BP (37 frazioni), i quali
hanno mostrato resistenza agli enzimi digestivi in vitro e attivita antiossidante ex vivo su
cellule del tessuto connettivo di topo a seguito di stress ossidativo indotto (Coda et al.,
2012). Risultati simili sono stati ottenuti valutando 1’attivita metabolica di LAB isolati da
lievito naturale e selezionati per 1’attivita proteolitica e peptidasica (L. brevis, L. farciminis,
L. plantarum, L. rossiae e L. sanfranciscensis), inoculati in un impasto di farina di grano
tenero: 1 peptidi prodotti hanno mostrato proprieta antiossidanti in vitro, anche su cellule
intestinali umane (Galli et al., 2018). Uno studio successivo ha confermato la maggiore
concentrazione dei BP antiossidanti anche a seguito di cottura, nel pane con lievito naturale
prodotto da ceppi selezionati delle specie L. farciminis, L. sanfranciscensis e S. cerevisiae,
rispetto al controllo acidificato chimicamente (Luti et al., 2020). Tra i BP piu studiati per le
loro proprieta funzionali ci sono gli inibitori dell’enzima convertitore dell’angiotensina

(Angiotensin-converting enzyme, ACE), che hanno capacita ipotensive (Izzo & Weir, 2011),
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e la lunasina, con proprieta antitumorali (Fernandez-Tomé & Hernandez-Ledesma, 2019). La
fermentazione operata da un pool di lattobacilli isolati da lievito naturale su impasto semi-
liquido (DY 330) di farina di grano tenero (bianco o integrale) o segale ha determinato
un’attivita ACE inibitoria in vitro del 82-95%, nettamente superiore a quella dell’impasto
acidificato chimicamente (Rizzello et al., 2008). Successivamente, € stato osservato che, pur
subendo modificazioni, la concentrazione di peptidi ACE inibitori prodotti dall’attivita
metabolica dei LAB rimane elevata (60 pmol/kg) anche nel pane, a seguito di cottura (Zhao
et al., 2013). La fermentazione di un impasto (DY 160) di farina integrale di grano tenero
(ma anche soia, orzo, amaranto e segale) inoculato con ceppi di lattobacilli selezionati per
I’attivita proteolitica ha aumentato fino a 2-4 volte la concentrazione del peptide lunasina
rispetto all’impasto aggiunto di acido lattico e acido acetico (Rizzello ef al., 2011).

Oltre ai peptidi, dalla proteolisi primaria, operata dagli enzimi endogeni della farina
attivati dai bassi valori di pH, e secondaria, operata dalle peptidasi batteriche, si originano
anche amminoacidi, che possono essere rilasciati nell’impasto o metabolizzati ulteriormente
dai LAB (Gobbetti, 2010). A tal proposito, il valore nutrizionale degli alimenti fermentati,
come i PDF a lievitazione naturale, pud aumentare grazie alla maggiore concentrazione di
amminoacidi essenziali determinata da alcuni ceppi di lattobacilli, in particolare della lisina,
di cui gli sfarinati di cereali sono carenti (Rizzello et al., 2019; Gobbetti et al., 2010). Cio ¢
stato osservato, in particolare, in alcuni cereali senza glutine, come mais, avena, riso ¢
miglio, dove la fermentazione con lievito naturale ha aumentato il contenuto di lisina,
metionina e triptofano disponibili (Gobbetti et al., 2018). In alternativa, gli amminoacidi
liberi possono essere utilizzati dai LAB per il proprio metabolismo energetico e convertiti in
precursori di composti aromatici o molecole funzionali. E il caso dell’acido y-ammino
butirrico (y—Amino Butyric Acid, GABA), un aminoacido non proteico prodotto dalla
deaminazione e decarbossilazione della glutamina (via glutamato), con funzioni di
neurotrasmettitore, antipertensivo, diuretico e di prevenzione dell'ansia, del dolore e del
diabete (Sarasa ef al., 2020). La fermentazione operata da un pool di lattobacilli isolati da
lievito naturale insieme a ceppi selezionati di L. plantarum o Lactococcus lactis subsp. lactis
su impasto di farina di grano tenero integrale (DY 160) ha determinato la produzione di
GABA (258,71 mg/Kg) in concentrazione notevolmente maggiore rispetto all’impasto
acidificato chimicamente (55,24 mg/Kg). Lo stesso risultato ¢ stato ottenuto per farina di
grano raffinata e farina di segale, anche con DY 330 (Diana et al., 2014; Rizzello, et al.,

2008).
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2.6.3 Vitamine

Gli sfarinati, specie quelli integrali, contengono discrete quantita di vitamine,
precisamente del gruppo B (tiamina, riboflavina, niacina, piridossina e folati), cofattori
enzimatici essenziali per assicurare le funzioni fisiologiche dell’organismo, mentre sono
poveri di vitamine liposolubili, sebbene contengano tracce di carotenoidi e tocoli, precursori
delle vitamine A ed E, rispettivamente (Dewettinck et al., 2008). La fermentazione con
lievito naturale ha dimostrato la possibilita di aumentare la concentrazione di diverse
vitamine, pur essendo questa legata alle condizioni di processo, in particolare alla cottura.

Due diversi studi hanno osservato un notevole incremento del contenuto di folati (vit. Bo),
importante per la sintesi di acidi nucleici e globuli rossi, sia in impasti con farina di grano e
segale fermentati con lievito naturale (Katina et al., 2007a), sia nel pane, a seguito di
cottura, seppur in modo meno marcato (25%) (Kariluoto et al., 2004). Sebbene alcuni LAB
(es. Lact. lactis, L. plantarum e Leuconostoc spp.) posseggano tale capacita biosintetica
(Sybesma, et al., 2003), sembra che i principali responsabili dell’aumento dei folati siano
alcuni ceppi di lieviti, in particolare di S. cerevisiae (24,5-35,2 ng di folati/g di sostanza
secca) (Hjortmo et al., 2008; Kariluoto et al., 2006).

In confronto alla panificazione diretta con lievito compresso, la fermentazione della
farina di grano tenero (raffinata o integrale) con lievito naturale di tipo I da colture starter
commerciali ha determinato 1’incremento del contenuto di tiamina (vit. By), piridossina (vit
Bs) e riboflavina (B:), nonostante la cottura abbia determinato un leggero decremento del
contenuto di tali vitamine (Batifoulier et al., 2005). Inoltre, in uno studio condotto da
Capozzi et al. (2011) ¢ stato dimostrato I’incremento della concentrazione di vitamina B; in
un impasto di acqua e farina inoculato con S. cerevisiae e ceppi di L. plantarum isolati da
lievito naturale e selezionati per la produzione della vitamina.

D’altra parte, la fermentazione con colture starter di lattobacilli ha mostrato un
decremento della concentrazione di tocoferoli, tocotrienoli e vitamina E nell’impasto e nel
pane di farina di segale e grano, probabilmente a causa della loro ossidazione (Liukkonen et
al., 2003; Wannermark & Jagerstad, 1992). Al contrario, il pane a lievitazione naturale
prodotto con farina di farro inoculata con ceppi selezionati delle specie L. plantarum, L.
sanfranciscensis € L. brevis e lievito di birra ha mostrato una stabilita della concentrazione di
carotenoidi, luteina e zeaxantina, generalmente persi per ossidazione a seguito
dell’impastamento e della cottura. Tali molecole, a seguito della digestione simulata in vitro,

hanno dimostrato un effetto antinflammatorio su cellule Caco-2 (Antognogni et al., 2017).
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Per quanto sopra, la fermentazione con lievito naturale ¢ in grado di determinare
I’incremento di composti bioattivi associati a proprieta benefiche per 1’'uomo, ponendosi
come possibile alternativa agli alimenti fortificati con i suddetti nell’ambito di una dieta

integrativa di molecole funzionali.

2.7 Abbassamento del contenuto di sale e controllo dell’ipertensione

Ad oggi, il pane e i PDF sono considerati tra gli alimenti piu ricchi di sale (NaCl) assunti
comunemente nella dieta (Quilez & Salas-Salvado, 2012); infatti, salvo rare eccezioni, come
il Pane Toscano DOP o alcuni lievitati dolci, il sale viene sempre aggiunto per il
miglioramento del sapore, del volume, della conservabilita e per il controllo della
fermentazione (Pagani et al., 2010). In Europa, il contenuto medio di sale nel pane varia tra
1,08 e 1,82 %, tale da rappresentare fino al 25% dell’apporto totale della dieta (Quilez &
Salas-Salvado, 2012). Come riportato nella review di He & MacGregor (2009), numerosi
studi hanno evidenziato che il consumo eccessivo di sale (ca. 10 g/giorno), in particolare del
sodio in esso contenuto (ca. il 39%), & responsabile dell’aumento della pressione arteriosa, la
quale ¢ il principale fattore di rischio per lo sviluppo di CVD, causa di morte e disabilita in
tutto il mondo. Inoltre, una dieta ricca di sale puo direttamente aumentare il rischio di ictus e
indirettamente favorire l'obesita (He & MacGregor, 2009). Pertanto, la riduzione del
consumo di sale si pone tra gli obiettivi di tutte le principali organizzazioni mediche
internazionali, per il miglioramento della salute pubblica. Accanto alla riduzione o alla
sostituzione di NaCl con sale iposodico (contenente cloruro di potassio), all’aggiunta di
esaltatori di sapidita o agenti amaricanti, la fermentazione con lievito naturale ¢ tra le
opzioni piu promettenti per ridurre il contenuto di sale nei PDF lievitati, con 1’obiettivo di
mantenere caratteristiche sensoriali e tecnologiche adeguate (Silow et al., 2016). Cio ¢
possibile in quanto la fermentazione con lievito naturale mostra un triplice ruolo: i)
compensamento della riduzione di sale grazie alla produzione di numerosi composti
aromatici e gustativi; ii) produzione di composti bioattivi con attivitd ipotensiva; iii)
miglioramento della funzionalita del microbiota intestinale.

Nello specifico, la sapidita determinata dai composti prodotti durante la fermentazione
e/o la cottura puod compensare in parte la riduzione di sale aggiunto, mantenendo comunque
I’accettabilita sensoriale da parte del consumatore. In tal senso, un ruolo importante & svolto
dal glutamato, aminoacido esaltatore del gusto prodotto a partire dalla glutamina dai LAB
che esprimono una glutaminasi specifica (Vermeulen et al., 2007). Ad esempio, in uno

studio condotto da Zhao et al. (2015) il pane prodotto con lievito naurale di malto di segale
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da ceppi selezionati di L. reuteri ha mostrato una maggiore intensita di gusto acido e umani
rispetto al pane con solo lievito di birra e pari quantita di sale. Inoltre, quando il sale ¢ stato
ridotto allo 0,5 % (sulla farina) non sono state evidenziate differenze significative del gusto
salato, della consistenza e del volume del pane. In due studi successivi, gli stessi autori
hanno confermato tali aspetti, evidenziando che anche alcuni tripeptidi e dipeptidi -
glutamilici prodotti da alcuni ceppi di lattobacilli possono contribuire al gusto umami e
all’esaltazione del sapore del pane (composti kokumi) (Zhao et al., 2016; Zhao & Ganzle,
2016).

Inoltre, come discusso in precedenza, alcuni ceppi selezionati di LAB e lieviti sono in
grado rilasciare nell’impasto quantita relativamente elevate di GABA (Lamberts et al., 2012;
Rizzello et al., 2008). Come riportato da Ngo & Vo (2019), diversi studi hanno dimostrato
che GABA ha un effetto anti-ipertensivo, principalmente perché presenta attivita ACE
inibitoria; tale effetto € stato confermato in vivo, mostrando una diminuzione della pressione
sanguigna su adulti ipertesi (Ngo & Vo, 2019). Inoltre, un pool di lattobacilli selezionati
possono produrre negli impasti di farine di cereali ulteriori peptidi con attivitd di inibitori
ACE (Rizzello et al., 2008), impedendo la formazione dell’angiotensina II, potente
vasocostrittore (Heran et al., 2008). Inoltre, gli stessi peptidi potenziano 1’azione della
bradichinina, neurotrasmettitore peptidico con effetto vasodilatatorio (Tom et al., 2003).
L’utilizzo del 21% di lievito naturale di farina integrale (prodotto con L. brevis e proteasi
fungine) ha determinato 1’aumento di GABA e dei peptidi con incremento dell’attivita ACE
inibitoria nel pane (Pefias et al., 2015). Pertanto, i suddetti peptidi bioattivi sintetizzati
durante la fermentazione con lievito naturale permettono, a parita di contenuto di sale, di
limitare I’effetto ipertensivo dei PDF lievitati.

Infine, come riportato da Jose & Raj (2005), diversi studi hanno evidenziato che la
pressione sanguigna ¢ influenzata dal microbiota intestinale, principalmente per la
produzione di SCFA ma anche per I’attivita antiinflammatoria e immunostimolante. L'effetto
del pane a lievitazione naturale sul miglioramento della funzionalita del microbiota
intestinale € stato dimostrato in vitro, mentre un’efficacia in vivo deve ancora essere
confermata (Dimidi et al., 2019). Tuttavia, il pane di frumento a lievitazione naturale ¢ stato
testato su campioni di feci aumentando significativamente i bifidobatteri e diminuendo J-
Proteobacteria ¢ Gemmatimonadetes rispetto a un pane non fermentato (Costabile et al.,
2014). In ogni caso, il potenziale effetto prebiotico degli EPS prodotti dai lattobacilli del
lievito naturale e della fibra puo influenzare positivamente il microbiota e quindi la

regolazione della pressione sanguigna.
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Uno studio condotto da Becerra-Tomas et al. (2015) ha testato D’effetto della
somministrazione, su pazienti ipertesi, di 120 g al giorno di pane con lievito naturale a basso
contenuto di sodio e arricchito di GABA e ACE inibitori, per un periodo di 6 mesi: la
pressione arteriosa (in particolare quella diastolica) ha mostrato una riduzione, seppur non
significativa, rispetto al pane standard. Uno studio successivo ha verificato 1’effetto di 6 mesi
di somministrazione di Pane di Altamura a lievitazione naturale e a ridotto contenuto di
sodio (280 mg Na/100 g), associato ad una dieta iposodica (2300 mg Na al giorno): rispetto
ad una dieta normale con pane standard ma anche in confronto ad una dieta iposodica con
pane standard, si ¢ osservata la riduzione del sodio urinario e della pressione (sistolica e
diastolica) (Cosola et al., 2017).

In considerazione delle indicazioni dell’Organizzazione Mondiale della Sanita, che
raccomanda un consumo di sale giornaliero inferiore ai 5 g (ca. 2 g di sodio), e delle
difficolta di ottenere prodotti con caratteristiche organolettiche e tecnologiche accettabili con
altre strategie, la riduzione del contenuto di sale nei PDF lievitati mediante fermentazione
con lievito naturale pud contribuire alla prevenzione dei CDV, assumendo un importante

ruolo funzionale.
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Capitolo 3
PRODOTTI DA FORNO FUNZIONALI CON
INGREDIENTI ALTERNATIVI E LIEVITO NATURALE

La crescente attenzione verso gli aspetti nutrizionali e funzionali dei PDF e le patologie
associate al consumo di cereali hanno spinto la ricerca ad approfondire la possibilita
dell’utilizzo di ingredienti alternativi agli sfarinati tradizionali, quali ad esempio i
sottoprodotti della molitura, i legumi e gli pseudo-cereali.

I sottoprodotti della molitura sono la crusca e il germe di grano, che vengono
parzialmente o totalmente allontanati dall’endosperma durante 1’abburattamento successivo
alla macinazione durante il processo di produzione della farina raffinata; ad oggi, destinati
prevalentemente all’alimentazione animale. Con il termine pseudo-cereali, invece, si
indicano specie vegetali appartenenti a famiglie botaniche diverse i cui frutti e semi
presentano caratteristiche e utilizzi assimilabili alle cariossidi dei cereali, ad esempio quinoa
(Chenopodiaceae), grano saraceno (Polygonaceae) o amaranto (Amaranthaceae). I legumi,
infine, sono i semi commestibili delle piante appartenenti alla famiglia delle Fabaceae
(Leguminose), come cece (Cicer arietinum L.), soia (Glycine max), lenticchia (Lens
culinaris), pisello (Pisum sativum L.), fagiolo (Phaseolus vulgaris L.) e fava (Vicia faba L.).

Pseudo-cereali, legumi, crusca e germe presentano caratteristiche nutrizionali tali da poter
complementare lo sbilanciamento dei cereali, poveri di lipidi e di proteine ad elevato valore
biologico, e/o da poter essere tollerati da individui allergici al grano o celiaci. Pertanto, una
volta sottoposti a macinazione, possono essere impiegati per la produzione dei PDF lievitati.
Tuttavia, tali ingredienti possono anche dar luogo ad inconvenienti di natura tecnologica,
portando a PDF con caratteristiche sensoriali non comparabili ai corrispettivi realizzati con i
cereali. Accanto all’utilizzo di additivi, enzimi o processi tecnologici, la fermentazione con
lievito naturale puo essere sfruttata per migliorare, da un lato le caratteristiche tecnologiche,
dall’altro il valore nutrizionale e funzionale di crusca, germe, farine di pseudo-cereali e
legumi, nonché il profilo sensoriale dei PDF da essi derivati (Naqash et al., 2017; Coda et
al., 2015a).
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3.1 Sottoprodotti della molitura
3.1.1 Crusca

La crusca ¢ la frazione dei tegumenti esterni, pericarpo ¢ strato aleuronico, che
rappresenta 1’11-15% della cariosside. E costituita da fibre, prevalentemente insolubili, sali
minerali e BC, in particolare vitamine del gruppo B. Per tanto, i PDF a lievitazione naturale
con farina integrale si inseriscono perfettamente all’interno di un regime alimentare
completo ed equilibrato. Tuttavia, a causa delle minori proprieta sensoriali rispetto ai PDF
con farina raffinata, il loro consumo tra la popolazione resta piuttosto basso (Lang & Jebb,
2003). Inoltre, almeno nella panificazione con lievito di birra, la crusca ostacola la
formazione della maglia glutinica, riducendo I’elasticita dell’impasto e il volume del pane,
oltre ad apportare anti-nutrienti e, potenzialmente, contaminanti (Carrai, 2010). Per questi
motivi, ¢ stato studiato il pre-trattamento della crusca con lievito naturale con I’obiettivo di
migliorare le caratteristiche tecnologiche degli impasti e le proprieta sensoriali e nutrizionali
dei PDF lievitati, aumentandone I’accettabilita e il consumo da parte della popolazione.

In particolare, uno studio condotto da Hassan e collaboratori (2008) ha dimostrato che la
fermentazione della crusca di frumento con lievito di birra per 4 ore a 30 °C riduce la
concentrazione di acido fitico e tannini condensati, aumentando il contenuto di calcio e ferro.
Contestualmente, la fermentazione con lievito di birra a 35 °C per 20 ore ha permesso lo
sviluppo dei LAB autoctoni, determinando anche un incremento dei livelli di folati, fenoli
totali, acido ferulico e fibra solubile, e una diminuzione del contenuto di alchilresorcinoli
(Katina et al., 2007b). Dal punto di vista sensoriale, Salmenkallio-Marttila et al. (2001)
hanno verificato che ’associazione del lievito di birra con una coltura pura di L. brevis nella
fermentazione di crusca di frumento permette di ottenere, una volta aggiunta ad acqua,
farina, sale, zucchero, burro e lievito, un pane con maggior sapore, struttura della mollica e
conservabilita, rispetto a quello aggiunto di crusca tal quale. Contestualmente, uno studio
condotto da Lioger et al. (2007) ha dimostrato che la fermentazione a 25 °C per 8 ore di un
impasto semi-liquido di crusca di frumento operata da lievito naturale di tipo I diminuisce
del 90% il contenuto di fitati e incrementa la concentrazione di calcio e magnesio. Risultati
simili sono stati ottenuti da Lopez e collaboratori (2001), fermentando la crusca di frumento
tenero per 4 ore a 30 °C con ceppi selezionati di L. plantarum e Leuc. mesenteroides, isolati
da impasto acido di segale. In particolare, dallo studio ¢ emerso che, sia rispetto alla crusca
che alla farina integrale fermentate con lievito di birra, la crusca fermentata con lievito
naturale mostra una riduzione del contenuto dei fitati pari al 90% ed un aumento della

solubilita di magnesio e fosforo. Infine, uno studio condotto da Coda et al. (2014) ha
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osservato che la fermentazione della frazione fine della crusca con una coltura starter di L.
brevis e S. exiguus determina 1’incremento dell'attivita antiossidante, dell’attivita fitasica, del
contenuto di peptidi ¢ aminoacidi liberi e della digeribilita delle proteine in vitro, sia in
presenza che in assenza di enzimi (xilanasi, endoglucanasi, B-glucanasi e a-amilasi), rispetto

alla crusca non fermentata (Figura 3.1).
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Figura 3.1: Digeribilita proteica in vitro delle diverse frazioni di crusca (50-750 um), non

fermentata (t0) e fermentata (senza enzimi (t24) o con enzimi (t24E))
(adattata da Coda et al., 2014)

Uno studio in vivo condotto da Hanhineva et al. (2014) su plasma di soggetti sani
alimentati con pane bianco arricchito con crusca di segale pre-fermentata, ha mostrato un
incremento dei livelli di N-2-idrossifenil-acetamide e idrossi-n-(2-idrossifenil)-acetamide,
metaboliti dei benzoxazinoidi a cui sono associati numerosi effetti benefici, rispetto ai valori
riscontrati in soggetti alimentati con pane senza crusca, anche quando prodotto con lievito
naturale. In un altro studio condotto nel 2013, 1’analisi delle urine di soggetti sani alimentati
con pane bianco prodotto con crusca pre-fermentata con enzimi cellulosolitici e lievito di
birra ha permesso di evidenziare un maggior tenore di acido ferulico libero rispetto a quello
identificato in urine di soggetti sani alimentati con pane aggiunto di crusca nativa o pane di
segale integrale, indicando in tal modo un maggiore assorbimento a livello dell’intestino
tenue (Lappi et al., 2013). Similmente, Anson e collaboratori (2010) hanno osservato che la
somministrazione di 300g di pane integrale contenente crusca pre-fermentata ha determinato
I’incremento della biodisponibilita di acidi fenolici e la capacita antiossidante equivalente nel

plasma, rispetto al consumo di pane arricchito con crusca nativa (Anson et al., 2010).
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Nonostante I’aggiunta (5-20%) di crusca nativa determini I’incremento delle proprieta
nutrizionali del pane a lievitazione naturale (Zalan et al., 2015; Rizzello et al., 2012), il
valore aggiunto dell’utilizzo della crusca pre-fermentata ¢ legato alla possibilita di
raggiungere elevata idratazione e lunghi tempi di fermentazione, condizioni che favoriscono
le reazioni chimico-enzimatiche alla base dei benefici funzionali e che non sono compatibili
con i processi produttivi industriali. Inoltre, 1 bassi valori di pH e la competizione con il
microbiota del lievito naturale possono limitare lo sviluppo di microrganismi patogeni o
alterativi eventualmente associati alla crusca (Katina et al., 2007b). Pertanto, la crusca pre-
fermentata da lievito naturale permette di ottenere un prodotto che, in linea con la
legislazione Europea in materia di indicazioni nutrizionali e salutistiche, puo essere definito
“ad alto contenuto di fibre” (Reg. (CE) n. 1924/2006) ma con caratteristiche sensoriali

valutate positivamente dal consumatore.

3.1.2 Germe

Il germe ¢ la parte basale interna della cariosside, di cui ne rappresenta ca. il 3%, ed ¢
costituito da proteine ad alto valore biologico, vitamine, in particolare vitamine del gruppo B
e vitamina E, zuccheri solubili, sali minerali, fitochimici e lipidi, tra cui acidi grassi insaturi,
principalmente acidi oleico, linoleico e a-linoleico (D'Egidio, 2004). Nonostante 1’elevato
valore nutrizionale, il germe viene eliminato durante la molitura, perché i trigliceridi e le
vitamine liposolubili in esso contenuti sono soggetti all’azione di lipasi e lipossigenasi
endogene, determinando in tal modo la formazione di composti dall’odore e sapore
sgradevole (irrancidimento) e alla diminuzione del valore nutrizionale. Inoltre, il germe
contiene raffinosio, agglutinine e acido fitico, anti-nutrienti. (Rizzello et al., 2010a;
Lafiandra & D'Egidio, 2010). Negli ultimi decenni, ¢ stato studiato il ruolo della pre-
fermentazione del germe con lievito naturale per risolvere le problematiche di
conservazione, eliminazione degli anti-nutrienti e per permettere il miglior sfruttamento delle
sue qualita nutrizionali.

Dal punto di vista tecnologico, Rizzello e collaboratori (2010a) hanno osservato che la
fermentazione del germe di grano tenero per 24 ore a 30 °C con ceppi selezionati di L.
plantarum e Lactobacillus rossiae, isolati dalla stessa materia prima, ha determinato
I’inattivazione delle lipasi e la riduzione dei composti volatili derivati dall’ossidazione dopo
40 giorni di conservazione a temperatura ambiente, rispetto al germe nativo non fermentato.
Dal punto di vista nutrizionale, invece, lo stesso studio ha dimostrato che la fermentazione

del germe determina un aumento della concentrazione degli aminoacidi liberi, tra cui lisina e
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GABA, e della digeribilita delle proteine in vitro. Inoltre, ¢ stato osservato un aumento
dell’attivita antiossidante e della disponibilita di minerali, mentre ¢ diminuito il tenore di
raffinosio (Rizzello ef al., 2010a). Successivamente, lo stesso gruppo di ricerca ha impiegato
il germe di grano tenero pre-fermentato per la produzione di pane con farina di grano tenero
(DY 160) e lievito di birra, riscontrando i medesimi miglioramenti delle caratteristiche
nutrizionali-funzionali, oltre ad un maggiore volume, un aroma piu acido e un gusto piu
salato rispetto al pane con germe non fermentato o senza germe (Rizzello et al., 2010b). In
uno studio successivo, Rizzello e collaboratori (2013) hanno applicato il medesimo
protocollo di fermentazione del germe e osservato la liberazione di 2-metossi benzochinone
e 2,6-dimetossibenzochinone, chinoni con proprieta anti-tumorali, normalmente presenti nel
germe in forma glicosilata e quindi non fisiologicamente attiva. Inoltre, testando il germe di
grano fermentato ex vivo su cellule del carcinoma ovarico e del colon-retto, ¢ stata
confermata un’elevata attivita anti-proliferativa, che risulta totalmente assente nel germe
nativo (Rizzello et al., 2013).

Per quanto sopra, e considerando che I’attivita metabolica dei lattobacilli determina anche
la diminuzione del contento di agglutinine (Tovar, 2020), il germe di grano fermentato puo
essere definito un ingrediente funzionale utile ad esaltare le proprieta nutrizionali, sensoriali

e tecnologiche dei PDF lievitati in cui € impiegato.

3.2 Legumi

I legumi sono alimenti costituiti principalmente da proteine che presentano anche
carboidrati e fibre alimentari nonché livelli rilevanti di grassi insaturi, vitamine del gruppo B,
minerali, in particolare calcio e ferro, e composti fenolici. Il loro consumo ¢ associato alla
riduzione del rischio di sviluppo di varie malattie croniche, come diabete ¢ CVD (Titta,
2016). Pertanto, nonostante essi contengano anche lectine, ATI ¢ ACE, o carboidrati non
digeribili (FODMAP), le Linee guida per una sana alimentazione italiana ne raccomandano il
consumo di almeno 3 porzioni (150g freschi, 50g secchi) a settimana, inserendoli tra gli
alimenti cardini della Dieta Mediterranea, insieme ai cereali integrali. Infatti, I’associazione
legumi-cereali permette di complementare la composizione amminoacidica del pasto,
essendo le proteine del grano povere di lisina e treonina, di cui i legumi sono ricchi, ma
ricche di metionina e cisteina, di cui i legumi sono carenti (CREA, 2018). Ciononostante, il
consumo di legumi in Italia negli ultimi decenni si ¢ ridotto di ca. il 50%, scendendo al di
sotto delle raccomandazioni nutrizionali (Giampaoli et al., 2015), in linea con ’andamento

mondiale (McCrory et al., 2010). Pertanto, 1’utilizzo di farina di legumi per la produzione di
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PDF lievitati puo essere un’alternativa al consumo diretto aumentando 1’apporto dietetico
nella popolazione; in tale contesto, la fermentazione con lievito naturale delle farine di
legumi pud apportare ulteriori vantaggi, dal punto di vista nutrizionale, tecnologico e
sensoriale.

In particolare, uno studio condotto da Curiel et al. (2015) utilizzando ceppi selezionati di
L. plantarum e L. brevis come starter per la fermentazione di farine di ceci, piselli, lenticchie
e fagioli, a 30°C per 24 ore, ha permesso di osservare un aumento delle concentrazioni di
amminoacidi liberi, incluso GABA, fibre solubili ¢ fenoli totali nei lieviti naturali prodotti
con ciascuna tipologia di sfarinato, rispetto agli sfarinati non fermentati. Contestualmente,
negli sfarinati fermentati ¢ stata osservata una riduzione del 64% di mannosio, una riduzione
di tannini condensati ed un incremento dell’attivita fitasica (Curiel et al., 2015). Sempre
riguardo gli anti-nutrienti, Granito e collaboratori (2002) hanno dimostrato una riduzione del
contenuto di GOS e ATI fermentando spontaneamente la farina di fagioli. Riguardo la
produzione di pane, I’impiego di lievito naturale di tipo I, prodotto con una miscela di
sfarinati di legumi (ceci, lenticchie e fagioli) e farina di frumento, ha permesso di
evidenziare un incremento del contenuto di aminoacidi liberi, dell’attivita antiossidante e
fitasica e della digeribilita delle proteine in vitro, e una diminuzione dell’indice di idrolisi
dell’amido, rispetto al pane prodotto con lievito di birra o con lievito naturale di solo
frumento. Inoltre, il pane prodotto con lievito naturale di grano e legumi ¢ stato valutato
positivamente da un panel di assaggiatori (Rizzello et al., 2014b). Il miglioramento delle
caratteristiche nutrizionali a seguito della fermentazione con lievito naturale ¢ stato
osservato anche per le farine di fagioli dell’occhio (Vigna sinensis L) (Duenas et al., 2005),
fagioli azuki (Vigna angularis L) (Liao et al., 2013), fagioli rossi (Limon et al., 2015) ¢
lenticchie (Torino et al., 2013), come riportato in Tabella 3.1. Infine, in uno studio condotto
da Rizzello et al. (2015) ¢ stato osservato che la fermentazione a lievitazione naturale con
ceppi selezionati di L. plantarum e L. brevis ha determinato la liberazione di BP simili alla
lunasina in diciannove legumi tradizionali italiani. I BP sono stati valutati ex vivo su cellule

Caco-2 del carcinoma umano, mostrando una marcata attivita anti-proliferativa.

Tabella 3.1: Effetti della fermentazione con lievito naturale su diverse farine di legumi

Legumi Tipo di fermentazione Effetti Riferimento
Fagioli Fermentazione spontanea o Miglioramento attivita ~ Duenas ef al., 2005
dell’occhio con ceppi selezionati di L. antiossidante

plantarum
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Fagioli azuki Ceppi selezionati di L. Incremento di GABA Liao et al., 2013
rhamnosus e Lact. lactis

Fagioli rossi Fermentazione spontanea Incremento GABA e Limon efal., 2015
attivita ACE-inibitoria
Lenticchie Ceppo selezionati di L. Incremento GABA, Torino et al., 2013
plantarum ACE-inibitori ¢ attivita
antiossidante

Una menzione a parte merita la fava (Vicia faba L.), contenente due glicosidi
pirimidinici, vicina e convicina, i cui metaboliti sono correlati all’insorgenza dei sintomi del
favismo, una patologia caratterizzata da crisi emolitica conseguente al consumo di fave. Due
diversi studi hanno evidenziato che la fermentazione di farina di fave con lattobacilli
selezionati determina la riduzione del contenuto di vicine e convicine di oltre il 91%, grazie
all’attivita B-glucosidasica dei LAB. Parallelamente, ¢ stato osservato un decremento di ATI
e tannini condensati, una riduzione dell’indice di idrolisi dell’amido e un aumento della
digeribilita delle proteine in vitro (Coda et al., 2017; Coda et al., 2015b). L’assenza di
tossicita della fava fermentata, ¢ stata confermata da saggi ex vivo su sangue umano
(Rizzello et al., 2016b).

Tutte le suddette proprietd nutrizionali e funzionali, inoltre, potrebbero essere
ulteriormente incrementate combinando la fermentazione con lievito naturale alla pre-
germinazione dei legumi, la quale determina 1’attivazione dei processi chimici-enzimatici
liberando composti a basso peso molecolare tra i quali numerosi BC (Montemurro ef al.,
2019).

Per quanto sopra, le farine di legumi sottoposte a fermentazione con lievito naturale
possono essere utilizzate in miscela con i cereali per fortificare i prodotti tradizionali, o da
sole per realizzare prodotti senza glutine (Melini et al., 2017), migliorando le caratteristiche

nutrizionali e funzionali dei PDF lievitati.

3.3 Pseudo-cereali

Negli ultimi decenni, 1’utilizzo di pseudo-cereali per la produzione dei PDF lievitati ¢
cresciuto notevolmente, sia in ambito domestico che industriale, soprattutto a causa delle
loro caratteristiche nutrizionali e funzionali. Infatti, rispetto ai cereali, contengono proteine
ad alto valore biologico e un maggior contenuto di lipidi, oltre ad elevate quantita di
vitamine e minerali. Tuttavia, gli pseudo-cereali possono contenere composti anti-nutrienti e

mostrare caratteri sensoriali inferiori, a causa della mancanza delle proteine del glutine (Muir

57



et al., 2019). Come riportato di seguito, studi recenti hanno dimostrato che la fermentazione
delle farine di pseudo-cereali con lattobacilli isolati da lievito naturale pud migliorare le
caratteristiche tecnologiche, sensoriali e nutrizionali dei PDF lievitati derivati.

La farina di quinoa, ad esempio, contiene ca. il 16% (sostanza secca, ss) di fibra, proteine
ricche di lisina, treonina e metionina, grassi insaturi, vitamina E ed acidi fenolici. Tuttavia,
contiene anche saponine, che possono limitare I'assorbimento intestinale di alcuni nutrienti
oltre a generare un sapore amaro (Mir et al., 2018; Stikic et al., 2012). In uno studio
condotto da Rizzello et al. (2016¢) su lievito naturale di tipo I (DY 160) prodotto con farina
di quinoa e ceppi selezionati di lattobacilli & stato riscontrato un aumento del tenore di
amminoacidi liberi, fibre solubili e fenoli totali, rispetto alla farina di quinoa non fermentata,
insieme ad un aumento dell’attivita fitasica e di quella antiossidante e ad una riduzione della

concentrazione di tannini condensati (Tabella 3.2).

Tabella 3.2: Confronto proprieta nutrizionali della farina di quinoa fermentata (QF) o
non (QONF) con LAB
(adattata da Rizzello et al., 2016¢)

QNF QF
Aminoacidi liberi (mg/kg) 5403 £75 22650 + 239
Fenoli totali (mmol/kg) 8,17+0.23 16.19£1.12
Attivita antiossidante 41,7+£2.3 71.8+2.8
Attivita fitasica (U) 1,73 £0.72 4.76 + 0.55
Tannini condensati (mg/kg) 457+ 11 85+ 23
Digeribilita delle proteine in vitro (%) 53.36+2.23 78.17+£3.01

In particolare, tali caratteristiche nutrizionali-funzionali sono state riscontrate anche nel
pane, il quale ha mostrato un tasso di idrolisi dell’amido e una digeribilita delle proteine in
vitro maggiori, rispetto a quello prodotto senza lievito naturale, con o senza farina di quinoa.
Infine, il volume specifico non ha evidenziato differenze rispetto al controllo, mentre il
maggior gusto acidulo e salato sono stati valutati positivamente da un panel di assaggiatori
(Rizzello et al., 2016c). In uno studio successivo condotto dagli stessi autori, i BP rilasciati a
seguito della fermentazione di farina di quinoa con ceppi selezionati di lattobacilli hanno
mostrato un’attivita antiossidante significativamente superiore a quella della farina non
fermentata. A seguito di digestione enzimatica in vitro, I’attivita antiossidante ¢ stata verifica
ex vivo su cellule epiteliali umane sottoposte artificialmente a stress ossidativo (Rizzello et

al., 2017).
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Similmente a quella di quinoa, anche la farina di amaranto risulta ricca in proteine ad alto
valore biologico, con lisina ¢ metionina, fibre e lipidi (6% ss), insieme a discrete quantita di
calcio, magnesio, riboflavina, acido folico e vitamina E (Mir et al., 2018). In relazione al suo
contenuto di BC, il consumo di amaranto € stato associato alla diminuzione dei livelli di
colesterolo e glicemia, alla riduzione dell’ipertensione e alla stimolazione del sistema
immunitario (Caselato & Amaya-Farfan, 2012). Il lievito naturale di tipo I maturo prodotto
con farina di amaranto, dopol0 giorni di rinfreschi secondo il metodo tradizionale, ha
mostrato caratteristiche chimiche simili ai lieviti naturali con farine di cereali, con valori pH
compresi tra 3,9 e 4,0 e valori di TTA compresi tra 25,5 e 33,1 (Jekle et al., 2010; Sterr et
al., 2009). Uno studio condotto da Houben et al., (2010) ha dimostrato che 1’abbassamento
di pH dovuto al lievito naturale di amaranto permette di ottenere una viscosita ed
un’elasticita dell’impasto in cui ¢ aggiunto simili a quelle degli impasti di farine di grano,
aspetto questo importante per la produzione di PDF senza glutine. Infatti, Rozylo e
collaboratori (2014) hanno dimostrato che le caratteristiche sensoriali di un pane prodotto
con farina di mais e riso con aggiunta del 10% di lievito naturale di amaranto, fresco o
liofilizzato, sono state valutate positivamente da un panel di assaggiatori. Relativamente alle
proprieta funzionali dei lattobacilli del lievito naturale, Amare e collaboratori (2015) hanno
dimostrato che la fermentazione operata dalla microflora autoctona dell’amaranto determina
I’aumento degli aminoacidi liberi e della digeribilita delle proteine in vitro. Inoltre, uno
studio condotto da Coda et al. (2010) ha dimostrato che la fermentazione a 30 °C per 24 ore
di un impasto (DY 160) di farina di amaranto con ceppi di L. plantarum e Lact. lactis ha
aumento del 76% gli aminoacidi liberi totali, determinando il rilascio di concentrazioni
elevate di GABA (ca. 816 mg/kg), nettamente superiori rispetto a quanto osservato negli
impasti acidificati chimicamente. Infine, Rizzello e collaboratori (2011a) hanno osservato il
raddoppio della concentrazione del peptide lunasina nell’impasto di farina di amaranto (DY
160) fermentato con ceppi di lattobacilli per 16 ore a 30 °C, rispetto all’impasto aggiunto di
acido lattico e acido acetico.

In linea con gli altri pseudo-cereali, la farina di grano saraceno, il cui consumo ¢ stato
associato ad effetti ipocolesteromizzanti e prebiotici, contiene percentuali elevate di proteine,
fibre, lipidi, vitamina B, e B, € minerali, rutina e quercetina, composti fitochimici con
proprieta antiossidanti e antiinfiammatorie (Mir et al., 2018; Alvarez-Jubete et al., 2010;
Prestamo et al., 2003). Dal punto di vista tecnologico, Moroni et al. (2012) hanno dimostrato
che I’aggiunta di lievito naturale di grano saraceno (10%) in un impasto di grano tenero e

lievito di birra rafforza il reticolo glutinico e riduce I'elasticita dell'impasto, producendo un
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pane con volume specifico elevato, una mollica piu morbida e una maggiore shelf life
rispetto al pane prodotto senza lievito naturale. Per quanto riguarda gli aspetti nutrizonali,
invece, lo stesso studio ha dimostrato che la fermentazione della farina di grano saraceno con
lievito naturale aumenta il livello di fenoli solubili e di fibre alimentari, diminuendo
contestualmente il contenuto di acido fitico e tannini e migliorando l'attivita antiossidante,
rispetto allo sfarinato non fermentato (Moroni et al., 2012). Inoltre, analogamente a quanto
osservato per quinoa e amaranto, Coda e collaboratori (2010) hanno dimostrato che la
fermentazione della farina di grano saraceno con ceppi selezionati di lattobacilli determina
I’aumento del rilascio di aminoacidi liberi ¢ GABA rispetto all’impasto chimicamente
acidificato. Infine, uno studio condotto da Zielinski et al. (2017) su muffin prodotti con
farina di grano saraceno fermentata con una coltura pura di L. plantarum ha evidenziato un
piu alto contenuto di potassio, magnesio, zinco e manganese rispetto al contenuto riscontrato
in muffin prodotti con farina non fermentata. Per quanto riguarda gli effetti in vivo, la farina
di grano saraceno fermentata con ceppi selezionati di lattobacilli ha mostrato proprieta anti-
ipertensive in ratti ipertesi, diminuendo la pressione sanguigna grazie all’attivita ACE
initoria e ai BC vasorilassatori (Nakamura et al., 2013).

Come i legumi, anche gli pseudo-cereali possono completare il profilo nutrizionale dei
cereali ed essere utilizzati in miscela con questi ultimi per ottenere PDF lievitati funzionali.
In alternativa, 1’utilizzo in associazione con altri sfarinati senza glutine permette di
complementare 1’assenza di aminoacidi essenziali, vitamine, minerali e fibre che possono
verificarsi nei prodotti gluten free convenzionali. Ad esempio, la fermentazione del lievito
naturale prodotto con una miscela di farine di grano saraceno, amaranto, ceci € quinoa
(rapporto 1:1:5,3:1) e ceppi selezionati di L. plantarum e Lact. Lactis ha mostrato una
concentrazione maggiore di aminoacidi liberi e GABA rispetto alla stessa miscela fermentata
con lievito di birra. Inoltre, quando il lievito naturale ¢ stato utilizzato per la produzione di
pane, insieme a grano tenero e lievito di birra, il tenore di GABA si ¢ mantenuto elevato,
superando la dose giornaliera necessaria per mostrare l'effetto fisiologico (504 + 8 mg/kg),
mentre I’attivita antiossidante e il GI previsto sono risultati migliori rispetto a quelli registrati
nel pane senza lievito naturale. Infine, ad eccezione della dolcezza, il pane con lievito
naturale di farina di legumi e pseudo-cereali ha ottenuto punteggi migliori in tutti i parametri
sensoriali (Coda et al., 2010). Tale studio, quindi, ha confermato le possibilita tecnologiche,

nutrizionali e sensoriali del lievito naturale preparato con farine di legumi e pseudo-cereali.
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CONCLUSIONI

La letteratura scientifica raccoglie numerosi studi sulle diverse proprieta funzionali dei
prodotti da forno a lievitazione naturale. Alcune, come il controllo della risposta glicemica e
I’assenza di risposta immunitaria in soggetti sensibili, sono state dimostrate, sia in vifro che
in vivo. Altre, come 1’aumento della frazione di fibre solubili, la produzione di composti
bioattivi e I’incremento della biodisponibilita di minerali, sono correlate positivamente al
miglioramento dello stato di salute. Mentre, alcune, come il controllo dell’ipertensione o dei
sintomi associati alla sindrome dell’intestino irritabile, necessitano di ulteriori studi di
conferma. L’utilizzo del lievito naturale in ingredienti non convenzionali, come crusca,
germe, legumi e pseudo-cereali, ha dimostrato essere un’opzione valida per migliorare le
caratteristiche nutrizionali nonché la lavorabilita e ’appetibilita dei lievitati tradizionali e dei
prodotti senza glutine. Nel complesso, tali prodotti potrebbero far fronte al sempre piu
frequente sbilanciamento dei regimi alimentari e alle conseguenti carenze di elementi
nutritivi importanti, soddisfacendo le raccomandazioni dietetiche ufficiali riassunte nella
Piramide Alimentare della Dieta Mediterranea (Giampaoli et al., 2015) (CREA, 2018).

Tuttavia, occorre sottolineare anche alcuni limiti; infatti, sebbene la maggior parte dei
meccanismi alla base degli effetti nutrizionali-funzionali sopra descritti sono correlati
all’abbassamento di pH durante la fermentazione naturale, altri meccanismi dipendono da
metaboliti secondari prodotti da lieviti e batteri lattici in maniera dipendente dalle condizioni
della matrice e dal tipo di microrganismo. In particolare, molti dei benefici dimostrati sono
associati a ceppi selezionati di LAB e non agli impasti acidi tradizionali, oggigiorno ancora
molto utilizzati, specie nei panifici artigianali. Diversamente, ¢ necessario ricordare che gli
impasti acidi di tipo I possono essere soggetti a notevole variabilita. Un’altra possibile
criticita ¢ rappresentata dalle condizioni adottate in ambito sperimentale, in particolare
tempi, temperature o idratazioni degli impasti, le quali non sono sempre applicabili
direttamente ad una produzione su larga scala. Inoltre, diversi studi sono incentrati sugli
impasti lievitati e hanno verificato le caratteristiche funzionali solamente in vitro, € non su
prodotti cotti o a seguito di osservazioni in vivo. Infine, sono disponibili ancora poche

informazioni riguardanti le proprieta nutrizionali e funzionali dei PDF a lievitazione naturale
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diversi dal pane, siano essi dolci o salati, nei quali I’impasto acido ¢ impiegato insieme ad
altri ingredienti, principalmente grassi e zuccheri, oltre ad acqua, farina e sale.

Per tanto, la ricerca scientifica ha difronte a sé compiti importanti: i) la selezione di
lattobacilli le cui attivita metaboliche massimizzino le proprieta nutrizionali e funzionali dei
PDF, ii) la messa appunto di colture starter o impasti acidi di tipo III facilmente impiegabili e
che garantiscano il miglioramento delle proprieta di interesse nelle condizioni operative, iii)
I’approfondimento dell’efficacia funzionale mediante studi di lunga durata e su larga scala.
Cio concretizzerebbe ancora di piu la possibilita di produrre PDF a lievitazione naturale
specifici, in funzione delle necessita di vari gruppi di soggetti e delle caratteristiche
funzionali-nutrizionali richieste.

In conclusione, la fermentazione con lievito naturale pud rappresentare una biotecnologia
efficace per rispondere ad un gruppo sempre pit ampio di consumatori alla ricerca di lievitati
funzionali clean label, ovvero con etichetta breve, chiara e senza additivi, rallentando la
decrescita dei consumi dei PDF e contribuendo al miglioramento dello stato di salute della

popolazione nell’ambito di una dieta varia ed equilibrata.
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