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CAPITOLO 1 - INTRODUZIONE

La birra ¢ una bevanda alcolica fermentata dalle origini remote, la sua scoperta risale
all’incirca intorno al 4000 a.C. Il primo documento storico in cui viene menzionata
risale ai tempi dei Sumeri: si tratta di una serie di tavolette d’argilla ritrovate in
Mesopotamia ad Uruk e datate 3500 a.C. In queste tavolette, oltre ad essere narrata
I’epopea di Gilgamesh, un epico eroe babilonese che divenne il re dei Sumeri, e di
Enkidnu, il piu noto bevitore di birra del mondo antico, vengono illustrate in maniera
dettagliata i procedimenti per fare la birra, le differenti varieta prodotte e le cifre
relative alla sua vendita (Maureen Gallery Kovacs, 1990). Inoltre, ricordiamo che la
Mesopotamia, cio¢ la terra tra i due fiumi, era una zona estremamente fertile e fu
abitata dai Sumeri, popolazione che conosceva la coltivazione dei cereali e la
trasformazione successiva di questi in farine e, infine, in pane. La trasformazione dei
cereali in farine avveniva usando delle pietre d’appoggio. Con [’usura queste pietre si
incavavano e quando pioveva I’acqua che ristagnava si arricchiva dei rimasugli della
macinazione dei cereali. Quell’acqua giallastra possiamo considerala la prima birra,
che fu chiamata se-ber-bi-sang, cio¢ ‘“acqua che fa vedere chiaro”. Ai Sumeri
succedettero gli Assiro — Babilonesi ed in particolar modo all’interno del Codice di
Hammurabi (promulgato dal sovrano babilonese omonimo vissuto tra il XIX ed il
XVIII secolo A.C.) troviamo, tra le altre, una legge (la piu antica in tema di birra) che
va a disciplinare la produzione ed il commercio della bevanda con pene, per i
trasgressori, che potevano arrivare fino alla condanna a morte (Nilla Turri, 2008, p.8).
Tra gli Egiziani, invece, la birra si diffuse intorno al 3100 a.C. e veniva chiamata

henget. L’importanza che rivestiva questa bevanda nella cultura egiziana ¢



testimoniata dalla vastissima raccolta di reperti archeologici che raccontano di birra e
dei costumi birrari egiziani. La birra, quindi, era onnipresente nella vita degli egiziani,
la utilizzavano addirittura come cura, per guarire le malattie e curare le ferite. E proprio
nel periodo medioevale che si verifico da un lato, una forte fase di espansione e
dall’altro, un’evoluzione tecnologica del processo di produzione. Il punto centrale
intorno al quale ruotava la produzione della birra medioevale era rappresentato dal
monastero. Un luogo di culto e spirituale, nel quale i monaci sperimentavano le ricette
piu svariate allo scopo di ottenere una bevanda sempre piu buona e apprezzata. Inoltre,
si pensava che contribuisse anche ad essere meno predisposti a contrarre le malattie
dell’epoca, grazie ad una fase di bollitura con la quale si andavano ad eliminare tutti i
microrganismi patogeni eventualmente presenti nell’acqua. Per produrre la birra si
utilizzava come cereale maggiormente 1’orzo, poiché contiene una sufficiente quantita
di zucchero che agevola la gradazione alcolica della bevanda, oltre al fatto che I’orzo
con una semplice lavorazione si tramuta in malto, necessario appunto per la
produzione della birra (Aa.Vv, 2007). Come gia detto in precedenza, ¢ durante il
Medioevo che assistiamo ad una svolta epocale in ambito brassicolo dal momento che
¢ proprio in questa fase storica che avviene I’introduzione del luppolo nel processo
tecnologico; quest’ultimo venne introdotto in un primo momento come ingrediente
aromatizzante in grado di conferire al prodotto un sapere gradevole (Bottero et al.,
2009) ed in seguito, si riusci a dimostrare che grazie al luppolo la birra si conservava
piu a lungo e meglio (Nilla Turri, 2008). Dal Medioevo fino all’inizio dell’eta moderna
in Italia la produzione di birra avveniva quasi esclusivamente con metodi artigianali.
Le prime fabbriche sorsero a partire dalla seconda meta dell’800. In Italia con la legge
n. 1354 del 16/08/1962 e sue successive modifiche (leggi 329/74 e 141/89, D.L.

109/92, D.P.R. 272/98) si stabilisce la denominazione “birra” riservata a quel prodotto



ottenuto dalla fermentazione alcolica con ceppi di Saccharomyces carlsbergensis o di
Saccharomyces cerevisiae di un mosto preparato con malto, anche torrefatto, di orzo
o di frumento o di loro miscele ed acqua, amaricato con luppolo o suoi derivati o con
entrambi. Il malto di orzo o di frumento puo essere sostituito con altri cereali, come ad
esempio riso, mais, segale, avena ma in misura non superiore al 40%; ’orzo deve,
infatti, sempre predominare. La fermentazione alcolica del mosto puo essere integrata
con una fermentazione lattica, ed ¢ permesso 1’impiego di estratti di malto torrefatto e
di additivi alimentari consentiti dal Decreto del Ministro della Sanita n 209 del

27/02/1996.

La birra ¢ una bevanda molto complessa, con un moderato grado alcolico, che oscilla
tra 1 4-6% vol. nelle birre pitt comuni. Per produrla occorrono ingredienti come acqua,
cereali, lievito e luppolo. Il contenuto nutritivo di una birra normale ¢: carboidrati (40
g/1), alcool (= 38g/1), proteine (= 5g/1); contiene anche vitamine del gruppo B (B1, B6
e B9) e del gruppo C, alcuni sali minerali (ad esempio: Silicio, Calcio, Potassio,
Fosforo e un basso contenuto di Sodio) e fitonutrienti (polifenoli, fitoestrogeni), che
ne esaltano il valore salutistico (Devreux, 1986; De Stefano et al., 1996). Molti studi
scientifici hanno dimostrato diverse proprieta salutistiche connesse con un moderato
consumo di birra, in un regime alimentare equilibrato. Ad esempio, composti fenolici
di orzo e luppolo, presenti solamente nella birra, come pro-antocianidine e flavonoidi
(xanthohumol, isoxanthohumol e 8-prenylnaringenin) hanno un effetto antiossidante e
possiedono anche proprieta fitoestrogene in grado di contribuire alla chemio-
prevenzione dei tumori e all’osteo-protezione. Secondo le ultime evidenze
scientifiche, la birra, se assunta in quantitd moderate, puod fare bene al cuore e

principalmente ai vasi sanguigni. Infatti, lo studio indica che il consumo di 15-30 g di



alcol al giorno ¢ associato a un rischio relativo di mortalita per malattie cardiovascolari
inferiore del 25% rispetto agli astenuti. Dall’altra parte, il consumo di circa 24 g di
alcol al giorno pud abbassare il rischio relativo di diabete di tipo II fino al 30% e
migliorare il controllo glicemico nelle persone con diabete. Altri benefici connessi ad
un consumo moderato, ma costante, di birra possono essere: migliorare il sistema
immunitario, la salute delle ossa, delle articolazioni, aiutare a combattere alcuni tipi di
cancro, diminuire il rischio di demenza e avere effetti antinfiammatori. C'¢ una
convinzione diffusa che le bevande alcoliche, e la birra in particolare, portino ad un
aumento di peso, soprattutto intorno all'addome. Le bevande alcoliche contengono
certamente calorie, ma sembra che I'aumento di peso sia principalmente associato a
livelli di assunzione piu elevati. Il consumo moderato di alcol, in particolare nelle
donne, non sembra essere associato all'aumento di peso (siti web: beerandhealth.eu;

Barth-Haas Group, 2006).

Infine, un altro composto che rende la birra un alimento salutistico ¢ sicuramente
I’acido folico, una vitamina del gruppo B idrosolubile, molto importante per
I’organismo umano. Partecipa al metabolismo dell’acido ribonucleico (RNA) ed acido
desossiribonucleico (DNA), in particolar modo per la sintesi delle proteine, la
formazione del sangue e la trasmissione delle caratteristiche ereditarie; ¢ essenziale
per il mantenimento della vita cellulare, per la crescita e la formazione di nuovi tessuti.
La quantita di acido folico nella birra puo variare da 1 a 10 pg/100 ml, a seconda della
tipologia. L’assunzione giornaliera raccomandata varia tra i 180 e 1 200 pg al giorno,
pertanto un consumo moderato di birra copre tra il 10-15% il fabbisogno giornaliero
di questa vitamina. Inoltre, le vitamine B6 e BI12, insieme all’acido folico,

intervengono in reazioni biochimiche dell’organismo che portano alla formazione di



cisteina. La carenza di queste vitamine non permette il completamento di tali reazioni,
rilasciando nel sangue un intermedio, 1’omocisteina. Un eccesso di omocisteina nel

sangue risulta essere uno dei fattori di rischio cardiovascolare (Mayer et al., 2001).

1.1 LE MATERIE PRIME

La birra ¢ una bevanda alcolica che si ottiene mediante un processo di fermentazione,
grazie all’azione di lieviti responsabili della trasformazione degli zuccheri presenti nel
mosto di birra in etanolo, anidride carbonica e altri composti secondari, importanti

nella caratterizzazione del prodotto (Cabras et al., 2004).
Le materie prime utilizzate per la produzione di birra sono principalmente quattro:

» Acqua
» Orzo
» Luppolo

> Lievito

1.1.1 ACQUA

L’acqua in termini quantitativi rappresenta 1’ingrediente predominante (costituisce
circa il 90-95% del prodotto finito) e svolge un ruolo fondamentale nella
caratterizzazione della birra. La tipologia di acqua da utilizzare per la produzione di
birra dipende dalla natura della stessa, in relazione principalmente a quello che ¢ il
parametro piu importante nel processo tecnologico, ovvero la durezza. La durezza

dell’acqua ¢ in grado di influenzare fortemente le caratteristiche sensoriali del prodotto
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finito in quanto gli ioni in essa presenti andranno ad agire sul pH del mosto: gli ioni
calcio (Ca*") e magnesio (Mg*") provocano un decremento del pH mentre lo ione
bicarbonato (HCOs3 7) ne va a determinare un aumento. Il pH a sua volta interferisce
sull’attivita degli enzimi del malto (Buiatti, S. 2004). Se ¢ troppo basico ¢ necessaria
la filtrazione del mosto, con resa in estratto meno efficiente, piu lenta idrolisi di amido
e proteine, minore concentrazione di FAN (Free Amino Nitrogen) e azoto solubile.
Mentre, valori di pH elevati favoriscono 1’estrazione dei polifenoli dal malto, nello
specifico i tannini, con effetti negativi a livello organolettico. Il valore di pH ottimale
del mosto, consigliato durante I’ammostamento, ¢ di circa 5.2-5.4, in quanto un pH
basso fa aumentare la stabilita del prodotto e la sua resistenza a contaminazioni
microbiche. Durante la fermentazione tale valore tende a diminuire raggiungendo
valori intorno a 4.2-4.5. Se da un’analisi della durezza 1’acqua dovesse risultare non
idonea per il processo tecnologico, ¢ possibile sottoporre la stessa ad una serie di
trattamenti volti a modificarne la composizione (Briggs et al., 2004; Daniels, 2000;

Krottenthaler & Glas, 2009; Fajner, 2010; Gresser, 2010).
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1.1.2 ORZO

Figura 1 - Orzo distico per malto da birra

I cereali sono piante erbacee, appartenenti alla famiglia delle Graminacee, che,
partendo dall’acqua e dall’anidride carbonica presente nell’atmosfera, sono in grado
di sintetizzare amido, il quale viene stoccato all’interno delle cariossidi. I cereali sono
uno degli alimenti pit importanti, dal momento che forniscono il 50% del fabbisogno
giornaliero di carboidrati, il 30% delle proteine e il 50% della vitamina B, oltre a Sali
minerali e oligoelementi. Al giorno d’oggi, quelli piti comunemente coltivati sono
frumento, orzo, riso, mais, segale e sorgo. La composizione e le proprieta nutrizionali
dei cereali sono simili; sono composti principalmente da carboidrati (amido, zuccheri
semplici), fibre grezze (cellulosa ed emicellulosa), proteine (5-15%) e quantita minori
di grassi e polisaccaridi non amidacei. La fonte principale di carboidrati ¢ ovviamente
I’amido, a sua volta presente come amilosio (ca. 25% dell’amido totale) e amilopectina
(ca. 75%), che 1 lieviti utilizzano durante la fermentazione. Il cereale piu utilizzato per

la produzione della birra ¢ 1’orzo, in quanto molto ricco di amido, di enzimi e poiché
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dotato di glumella (scorza) che lo protegge durante la lavorazione. In ambito brassicolo
vengono utilizzate tre varieta di orzo: orzo distico, orzo tetrastico ed orzo esastico. La
scelta della tipologia da impiegare nella produzione della birra ¢ influenzata dal
contenuto proteico; piu proteine significa piu enzimi, migliore schiuma, miglior corpo,
migliore capacita di attacco dell’amido, aumentata efficienza del lievito.
Parallelamente a questi aspetti positivi bisogna dire, pero, che un eccessivo contenuto
di proteine potrebbe portare a problemi quali eccessiva torbidita, fenomeni di
imbrunimento ed instabilita del prodotto finale. Le proteine dell’orzo si suddividono
in 4 gruppi: prolamine (37%), gluteline (30%), globuline (15%) e albumine (11%). Le
prolamine sono degradate dagli enzimi durante la maltizzazione e 1’ammostamento,
trasformandosi in polipeptidi € amminoacidi liberi, utilizzati dai lieviti; le globuline
qualora solubilizzino sono responsabili di intorbidimenti, mentre le albumine, le piu
solubili, sono soggette anch’esse a degradazione enzimatica. Altri parametri qualitativi
che devono essere considerati per la scelta dell’orzo sono: calibro, omogeneita delle
cariossidi, resistenza alle fitopatie e rapido assorbimento dell’acqua. Molto importante
¢ I'umidita del seme, che puo variare dal 12% al 20% durante la raccolta, ma nello
stoccaggio non deve superare il 15% (Cabras et al., 2004). La varieta maggiormente
utilizzata ¢ rappresentata dall’orzo distico perché, oltre che un adeguato contenuto
proteico ed una maggiore produzione di a- e P-amilasi durante la germinazione
(Sunier, 1988), possedendo dimensioni maggiori garantiscono un maggior apporto di
amido e una minore probabilita di estrarre sostanze tanniche indesiderate con minor

astringenza e minor intorbidimento a livello del prodotto finito.
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1.1.3 LUPPOLO

Figura 2 - Humulus lupulus

11 luppolo (Humulus lupulus) € una pianta rampicante dioica appartenente alla famiglia
delle Cannabinacee. Nella maggior parte dei casi il luppolo viene coltivato in forma
di pianta femminile non fecondata dal momento che ¢ solo quest’ultima ad avere le
caratteristiche ideali per il processo di produzione della birra. Fiorisce tra giugno e
settembre e 1 coni di luppolo sono pronti ad essere raccolti quando iniziano ad
assumere un colore giallastro, consistenza cartacea, odore caratteristico e presentano
tracce di polvere gialla, la cosiddetta luppolina; quest’ultima contiene principalmente
resine, oli essenziali, tannini e terpeni, che fanno ottenere alla birra le sue proprieta
amaricanti ed aromatizzanti (Zavatti M. & Zanoli P., 2006). Al momento della raccolta
il luppolo si caratterizza per una elevata umidita (75-80% p/p) e per questo motivo ¢
necessario essiccarlo fino al raggiungimento di un valore di umidita di circa il 10%;
solo allora potra essere considerato idoneo per il processo brassicolo. Le resine

rappresentano la porzione piu importante dal momento che circa il 90% dell’amaro
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presente nella birra finita deriva proprio da questa componente ed in particolar modo
dagli a-acidi i quali, durante la bollitura del mosto, vanno incontro ad una reazione di
isomerizzazione con conseguente aumento del grado di solubilizzazione. Infatti, ¢
importante sottolineare come gli a-acidi che si trovano all’interno della luppolina siano
poco solubili nel mosto mentre i loro isomeri (iso a-acidi) lo sono molto di piu. Oltre
a questa componente abbiamo anche i B-acidi, per 1 quali puod essere fatto lo stesso
discorso dei primi; questi, tuttavia, contribuiscono in maniera molto limitata al
processo di conferimento della sensazione di amaro in quanto isomerizzano
regolarmente durante la bollitura ma, nonostante cio, si solubilizzano male nel mosto.
Le resine risultano essere importanti anche da un punto di vista tecnologico in quanto,
insieme ai tannini, sono responsabili della stabilita della schiuma (Blanco et al., 2006).
Se la birra viene esposta alla luce questa pud assumere un sapore sgradevole, detto
“gusto di luce” in quanto sono proprio gli iso a-acidi ad aggregarsi per fotosintesi ai
composti solforati che si formano durante la fermentazione causando questo
inconveniente. [ tannini sono responsabili, durante la fermentazione del mosto, della
precipitazione delle proteine, in particolare delle albumine e questo provoca la
chiarificazione naturale della birra (Zasio et al., 1997). Anche gli oli essenziali
rappresentano, nel luppolo, una componente molto importante: influenzano il gusto e
I’aroma; nello specifico ne sono stati individuati piu di trecento, la maggior parte dei
quali di natura volatile. Da un’analisi qualitativa ¢ emerso come questi composti
possono essere utilizzati per 1’identificazione delle differenti varieta di luppolo
(Kovacevic & Kac, 2002). E possibile distinguere le varie tipologie di luppolo in tre

principali varieta:
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» luppoli “da amaro”: caratterizzati da un elevato contenuto in a-acidi (superiore
al 8% del totale), vengono generalmente aggiunti durante le prime fasi della
bollitura per ottimizzare la resa della reazione di isomerizzazione;

» luppoli “da aroma’: il contenuto di a-acidi ¢ inferiore al 6% e vengono
utilizzati nelle ultime fasi della bollitura del mosto in maniera tale da preservare
la parte aromatica e volatile evitando perdite dovute ad un’eccessiva
esposizione a temperature di ebollizione;

» luppoli ambivalenti: il contenuto di a-acidi varia tra il 6-8%, per cui abbiamo
un buon compromesso in termini di potere amaricante e contenuto di oli

essenziali.
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1.1.4 LIEVITO

Figura 3 - Cellule di Saccharomyces cerevisiae
osservate al microscopio elettronico.

Il lievito € un microrganismo eucariote unicellulare appartenente al regno dei funghi,
il quale ¢ in grado di respirare e/o fermentare a seconda delle proprie caratteristiche e
delle condizioni ambientali entro le quali si ritrova riproducendosi essenzialmente per
gemmazione. II compito principale del lievito ¢ quello di attivare il processo
fermentativo, ovvero una serie di reazioni chimiche che, partendo dal glucosio,
permettono di ottenere etanolo e anidride carbonica con il rilascio di una determinata
aliquota di energia (fermentazione alcolica). Naturalmente il substrato in cui avviene
questo processo ¢ rappresentato dal mosto di birra nel quale etanolo e anidride
carbonica sono 1 principali prodotti finali presenti; I’attivita metabolica del lievito,
inoltre, permette di ottenere una serie di metaboliti secondari, come ad esempio

chetoni, alcoli superiori, esteri e aldeidi, che andranno ad arricchire e a caratterizzare
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il profilo sensoriale della birra. Le specie di lievito impiegate nell’industria brassicola
sono S. cerevisiae € Saccharomyces pastorianus, per la produzione rispettivamente di
birra “Ale” e “Lager” (Tenge, 2009). S. cerevisiae (top yeast) ha uno sviluppo ottimale
trai 15-25 °C ed ¢ impiegato per la produzione di birre definite ad alta fermentazione.
Dopo aver esaurito la propria attivita metabolica tendera a finire sulla superficie grazie
alla capacita che questi lieviti hanno di dar luogo a strutture pitt 0 meno complesse
(costituite da piu cellule di lievito legate tra loro) che risalgono sotto I’impulso
dell’anidride carbonica formatasi. La bassa fermentazione si caratterizza invece per
I’impiego di S. pastorianus (bottom yeast) il cui optimum d’azione € compreso tra i 6-
10 °C. A differenza dei primi, questi lieviti al termine della fermentazione tendono a
flocculare sul fondo una volta esauritasi 1’attivita metabolica, ma anche durante tutte
le fasi del processo fermentativo stesso (Speers et al., 1992; Verstrepen et al., 2003).
Le differenze riguardanti questi due lieviti non sono solo legate alla temperatura di
fermentazione, ma anche al loro diverso comportamento metabolico. I lieviti lager, ad
esempio, possiedono delle permeasi che permettono I’assimilazione del maltotriosio,
che viene scisso poi in glucosio e metabolizzato. Alcuni lieviti ale, invece, possiedono
delle a-glucosidasi extracellulare che degradano il maltotriosio, permettendone il
metabolismo senza produrre etanolo, il che puo dar vita a delle caratteristiche non
desiderabili (Zheng, X. et al.,v1994). Un’altra differenza ¢ correlata alla produzione di
composti metabolici rilasciati nella birra. I lieviti lager producono come metabolita di
scarto il diacetile, un composto che conferisce alla birra un sapore sgradevole, tendente
al rancido. Per questo motivo, al termine della fermentazione si effettua il cosiddetto
diacetyl rest, un passaggio in cui la birra viene tenuta per alcune ore a temperature
poco piu alte (14-18°C) per permettere al lievito di riassorbire il diacetile

(Eliodorio KP, et al. 2019). Circa il 90% delle birre prodotte al mondo sono a bassa
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fermentazione, la restante parte sono ad alta fermentazione e, in maniera quasi
trascurabile, a fermentazione spontanea, ottenute con lieviti naturalmente presenti
nelle materie prime e nei luoghi di produzione (Lambic beer). Nella scelta della coltura
starter da utilizzare bisogna considerare una serie di parametri come: la modalita di
sviluppo (non flocculanti per S. cerevisiae o flocculanti per S. pastorianus), il potere
fermentativo (capacita di fermentare gli zuccheri), stabilita genetica, osmotolleranza,
tolleranza all’etanolo e produzione di alcoli superiori ed esteri (come abbiamo gia detto
importanti per le caratteristiche organolettiche del prodotto) (Comi G. & Manzano M.,

2008).

1.2 PROCESSO PRODUTTIVO

I1 processo produttivo della birra ¢ rimasto sostanzialmente immutato nel corso dei
secoli ma, ovviamente, alcuni aspetti sono mutati in relazione soprattutto alla natura
delle attrezzature disponibili (in passato in legno ed oggi in acciaio), alla migliore
termoregolazione di tini cottura/cantine ed a una maggiore attenzione alla
sanitizzazione. L’intera procedura di produzione consiste in quattro fasi: la
maltizzazione, basato sulla trasformazione dell’orzo, o di altri cereali eventualmente
utilizzati, in malto; I’ ammostamento, cio¢ estrazione e idrolisi dei componenti del
malto ed eventualmente di altri cereali, seguita da separazione dei componenti non
solubili e bollitura con luppolo o estratti di luppolo; la fermentazione, responsabile

della trasformazione degli zuccheri in etanolo, anidride carbonica e composti
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secondari; processi di downstream, (filtrazione, stabilizzazione, imbottigliamento,

ecc.) che terminano con il prodotto pronto per il consumo (Linko et al., 1998).
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Figura 4- Fasi processo di produzione della birra.

1.2.1 MALTIZZAZIONE

Il processo di maltizzazione comprende in linea generale tre fasi principali:
macerazione, germinazione ed essiccazione, grazie ai quali I’orzo viene trasformato in
malto. Lo scopo principale di tale processo ¢ essenzialmente di natura tecnologica: in
primo luogo abbiamo un arricchimento del patrimonio enzimatico della cariosside
soprattutto grazie alla produzione, nella stessa, di enzimi amilolitici (o — amilasi e f —
amilasi) necessari per la saccarificazione dell’amido e di enzimi proteolitici (peptidasi
e proteasi) grazie ai quali verranno poi processate le strutture proteiche. Inoltre, il
corredo enzimatico del cereale puo essere arricchito anche dalla presenza di enzimi

come destrinasi, xilanasi, eso/endo — f — glucanasi e, infine, lipasi (Pepe, 2010).
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Questo processo libera dall’amido gli zuccheri fermentescibili e altre sostanze, come
amminoacidi e acidi grassi, indispensabili per la crescita del lievito (Harrison MA,
2009). Innanzitutto, I’orzo viene sottoposto a pulitura e vagliatura per eliminare gli
eventuali corpi estranei. Segue la fase di macerazione: 1’orzo viene messo a bagno in
vasche cilindriche contenti acqua a pH alcalino mantenuta ad una temperatura di circa
12 °C per due/tre giorni e poi lasciato germinare per sei/dieci giorni a 20 °C (Sicheri,
1983). Durante questo intervallo di tempo prende avvio il vero processo di
germinazione, grazie al quale si assiste alla sintesi di ormoni di crescita, le gibberelline,
responsabili della biosintesi di enzimi idrolitici quali amilasi, endoglucanasi e proteasi.
Inizia quindi la degradazione enzimatica dell’amido, delle proteine e dei B-glucani. Il
tutto dura circa una settimana, tempo necessario affinché il germoglio raggiunga i %
della lunghezza del seme. (Cantoni, 1990). Alla fine della germinazione si esegue un
trattamento termico (essiccazione) per arrestare la germinazione e ridurre I’umidita del
seme. Una volta terminato questo step, le cariossidi vengono poi tostate e cioe
sottoposte ad un trattamento termico ad elevata temperatura, grazie al quale si possono
ottenere differenti profili in termini di colore e aroma. Tempo e temperatura sono
fondamentali per la tipologia di malto che si vuole preparare. In generale, per 1 malti
chiari e/o base si utilizzano range di temperatura compresi tra 60 — 80 °C, mentre per
1 malti scuri e/o caratterizzanti si utilizzano temperature che possono arrivare anche a
sfiorare 1 200 °C, in maniera tale da stimolare I’imbrunimento non enzimatico delle
cariossidi, le quali acquisiscono un colore piu scuro e profili aromatici piu decisivi
(Pirova, M. 1973). Inoltre, il contenuto proteico delle cariossidi, e nello specifico il
contenuto di albumina, influenza il colore del malto durante la torrefazione. Infatti, per
birre chiare si usano cereali con il 9-12% di albumine, mentre per le birre scure, cereali

con I’11-13% di albumine. Al termine dell’essiccazione, le cariossidi vengono liberate
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dalle radichette, che altrimenti impartirebbero sapori anomali e causerebbero
I’intorbidimento della birra. Il prodotto ottenuto costituisce il malto e contiene: 1,5-

3% di umidita, 50-60% di amido, 10-12% di cellulosa e pectine e 8-9% di proteine.

1.2.2 AMMOSTAMENTO

L’ammostamento ¢ un passaggio chiave nel processo di produzione della birra.
Durante 1’ammostamento avviene la degradazione enzimatica dei polisaccaridi
presenti nel malto. I carboidrati fermentescibili sono prodotti dalla degradazione
dell’amido polisaccaridico. Tali carboidrati vengono convertiti in alcol nella fase di
fermentazione. Anche 1 polisaccaridi non amidacei, B-glucani e arabinoxilani si
degradano durante ’ammostamento in carboidrati a catena piu piccola (GA Durand,
2009). Nella prima fase del processo di ammostamento si ha la macinazione del malto
per ottenere la frammentazione dell’orzo maltato ed eventualmente di altri cereali. In
tal modo si aumenta la superficie di contatto tra malto e acqua, favorendo la
reidratazione e facilitando [D’attacco da parte degli enzimi durante le fasi di
ammostamento che seguono (Pires et al., 2015). La procedura consiste nel riscaldare
la miscela fino a raggiungere temperature e pH ottimali per ’azione degli enzimi,
raggiunte le quali si eseguono delle soste in momenti opportuni in modo tale che queste
sostanze vengano idrolizzate (Montanari et al, 2005). Le classi di enzimi pit importanti
durante I’ammostamento sono essenzialmente due: enzimi proteolitici (peptidasi e
proteasi) ed enzimi diastatici (o — amilasi e B — amilasi). Ma, oltre agli enzimi sopra

citati, ¢ possibile individuarne ulteriori; esempi sono rappresentati da fitasi e [-
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glucanasi. Di seguito viene mostrata una tabella riassuntiva (Tabella 1) contenente le

caratteristiche fondamentali dei principali enzimi attivi durante il processo di

ammostamento.

Enzima
Fitasi

B-glucanasi
Peptidasi
Proteasi
b-amilasi

a-amilasi

Optimum T
30-52 °C

36-45 °C
46-57 °C
46-57 °C
62-65 °C

72-75 °C

Optimum pH
4.4-5-5

4.5-5.0

4.6-5.2

4.6-5.2
5.4-5.6

5.6-5.8

Funzione

Abbassa il pH del
mosto

Degradazione beta-
glucani

Produzione FAN

Degradazione
proteine
Degradazione amido
(zuccheri)
Degradazione amido
(destrine)

Tabella 1- Valori di pH e temperatura ottimali per la massima attivita enzimatica.

La prima sosta viene effettuata ad una temperatura di 37-45 °C. Tale temperatura sara

necessaria per degradare emicellulose e gomme. Nella seconda sosta la temperatura ¢

di 45-52 °C. In questo range gli enzimi proteolitici lavorano al massimo per idrolizzare

le proteine in peptidi a basso peso molecolare con successiva liberazione di

amminoacidi in singola forma, andando cosi ad influenzare da un lato la formazione

della schiuma e dall’altro Dattivita dei lieviti, 1 quali potranno sfruttare gli

amminoacidi per il loro metabolismo. La terza sosta (di circa 60-70 minuti) viene

effettuata ad una temperatura di 58-63 °C, ideale per I’azione delle B-amilasi, che

degradano I’amido a partire dall’estremita non riducente, staccando due unita di
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glucosio alla volta e dando origine al maltosio, lo zucchero piu abbondante nel mosto
di birra. Una quarta sosta avviene ad una temperatura di 68-73 °C, in cui si registra
una massima attivitad delle a-amilasi che degradano I’amido producendo soprattutto
destrine, carboidrati a medio/basso peso molecolare non fermentescibili dal lievito S.
cerevisiae, ma molto importanti per la corposita della birra. In conclusione, la
temperatura viene portata a 78 °C per inattivare I’attivita di tutti gli enzimi presenti. In
aggiunta, perd, possono essere effettuate delle soste a 36-45 °C per favorire 1’azione
delle fitasi e B-glucanasi. Le fitasi rompono la fitina (sale insolubile formato da fosfati
del malto legati all’acido fitico) in fosfato di calcio o di magnesio ed acido citrico,
favorendo 1’acidificazione del mosto; le B-glucanasi degradano i [-glucani,
responsabili di intorbidimenti e possono causare problemi di filtrazione per I’elevata

viscosita che conferiscono al mosto (Home, 1993; Narzil3, 1993; Bamforth, 1994).

In seguito, si effettua una filtrazione, per separare la parte solida (le trebbie) da quella
liquida (il mosto). Le trebbie vengono essiccate e destinate ad altri usi (mangimi per
animali). Il mosto filtrato ¢ sottoposto a cottura in apposite caldaie, in rame, dove la
temperatura viene gradualmente innalzata fino al raggiungimento dell’ebollizione. Il
tempo di cottura varia da un’ora a due ore e mezza, a seconda del tipo di birra che si
vuole produrre (Manzoni, 2006). L’operazione fondamentale che viene condotta
durante la bollitura del mosto consiste nell’aggiunta del luppolo, un ingrediente dalle
capacita aromatizzanti, amaricanti e batteriostatiche. Il luppolo puo essere aggiunto a
dosaggi ed in momenti differenti, in funzione delle caratteristiche che si vogliono
ottenere nella birra finita. La quantita utilizzata puo variare dai 2 ai 5 g/L, mentre le
aggiunte vengono generalmente effettuate ad inizio bollitura, per conferire al prodotto

I’amaro e nelle fasi finali per imprimere alla birra un determinato sapore e/o aroma in
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funzione del tipo di luppolo utilizzato. Terminata la fase di cottura, si ha la separazione
dei cosiddetti “trub a caldo” (complessi insolubili dovuti alla reazione tra polifenoli
del malto e del luppolo e le proteine del malto) attraverso 1’uso di centrifughe e di
whirpool; a questo punto il mosto (ad una temperatura di 95 °C) viene inviato ad uno
scambiatore di calore per il raffreddamento. Quando la temperatura scende sotto i 60
°C si verifica un’ulteriore precipitazione, cio¢ il “trub a freddo”, derivante dalla
degradazione di proteine e polifenoli. Tra i due tipi di trub vengono eliminati solo
quelli a caldo in quanto 1’allontanamento dei trub a freddo provocherebbe una
attenuazione delle caratteristiche organolettiche della birra. A seconda del tipo di birra
da produrre, a bassa o ad alta fermentazione, la temperatura viene fatta scendere fino

a 10-20 °C (Cabras et al., 2004; Manzoni, 2006).

1.2.3 FERMENTAZIONE

Non appena il mosto viene trasferito all’interno del fermentatore, si procede con
I’inoculo del lievito; prima di cio, tuttavia, € necessario garantire un certo grado di
ossigenazione del mosto in quanto, sebbene la fermentazione alcolica avvenga in
anaerobiosi, il lievito necessita di una determinata quantita di ossigeno per sintetizzare
componenti della propria membrana cellulare, come steroli e acidi grassi insaturi
fondamentali per la loro crescita. La crescita ottimale dei lieviti richiede: apporto di
nutrienti, inoculo corretto, ossigeno disciolto e temperatura adeguata. Il lievito

utilizzato deve provenire da colture pure e selezionate, essere altamente vitale ed avere
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una buona resistenza all’alcool (Lodolo, et al., 2008). Il lievito viene aggiunto
direttamente nel fermentatore dopo essere stato opportunamente propagato (se in
forma liquida) o reidratato (se si utilizzano lieviti secchi attivi) con un tasso di inoculo

che puo raggiungere 10° — 107 cellule/ml.

La fermentazione del mosto di birra pud essere suddivisa in due fasi, quali
fermentazione primaria e fermentazione secondaria o maturazione. Nella
fermentazione primaria, dalla durata di circa due settimane, si assiste principalmente
alla metabolizzazione degli zuccheri con produzione di etanolo ed anidride carbonica;
parallelamente, grazie all’attivita del lievito, si avra la produzione di composti
secondari come alcoli superiori, esteri, acidi organici, aldeidi e chetoni. La
fermentazione secondaria ha come obiettivo quello di completare la fermentazione
degli zuccheri residui, rimuovere i composti indesiderati e affinare il gusto della birra
(Willaert, 2007). In questa fase si assiste ad un graduale abbattimento della
temperatura (fino a 0-2 °C per la bassa fermentazione e 7-10 °C per lalta
fermentazione), in maniera tale da migliorare la qualita del prodotto. Con la
maturazione a freddo, infatti, si ottengono la saturazione dell’anidride carbonica
(dovuta al metabolismo dei lieviti non allontanati al termine della fermentazione
primaria), la chiarificazione naturale della birra grazie alla precipitazione dei
complessi tanno-proteici e del lievito e il miglioramento del gusto dovuto
all’attenuazione dell’amaro del luppolo e all’armonizzazione dei composti aromatici
presenti (Cabras et al., 2004; Manzoni, 2006). I parametri che devono essere
mantenuti costanti durante la fase di fermentazione, affinché ci sia una adeguata
crescita dei lieviti, sono sicuramente la temperatura, 'umidita e il pH. Il pH deve

passare da un valore di 5.2-5.3 del mosto ad un valore di circa 4.1-4.2 a fermentazione
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ultimata. Tale acidificazione serve a preservare il prodotto finale e inibire la crescita

batterica (Harrison MA, 2009).

1.2.4 DOWNSTREAM

La birra, una volta maturata, pud essere sottoposta ad ulteriori step. In molte birre
vengono aggiunte, ad esempio, delle proteasi per evitare la comparsa di torbidita,
soprattutto se mantenuta in ambienti refrigerati. Inoltre, le birre possono subire anche
step di chiarificazione e filtrazione. Si pud aggiungere diossido di carbonio
direttamente al prodotto in modo tale che 1’anidride carbonica risulti intorno allo 0,45-
0,52%, oppure si pud aggiungere un lievito fresco in grado di condurre una naturale
fermentazione secondaria. Un’ulteriore processo a cui viene sottoposta la birra ¢ la
pastorizzazione, utile per inattivare gli enzimi e i microrganismi eventualmente
presenti, incrementando la sua stabilita. La pastorizzazione puo avvenire o per “flash”
(a 71-75°C per 15-30 secondi) attraverso 1’utilizzo di uno scambiatore di calore, 0 a
“freddo per non perdere il caratteristico flavour dovuto al calore stesso. In passato la
pastorizzazione veniva condotta “in tunnel” o al calore, dove ’acqua calda a pioggia
riscaldava le bottiglie e/o le lattine fino a raggiungere 1 62°C per 20 minuti. Tuttavia,

il surriscaldamento generato incideva negativamente sul flavour della birra.

Le birre pastorizzate hanno una shelf-life superiore ai tre mesi, mentre le birre non
pastorizzante hanno una shelf-life di circa un mese e devono essere mantenute

refrigerate per preservarne la massima qualita (Harrison MA, 2009).
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1.3 BIRRA ARTIGIANALE

In Italia lo sviluppo della birra artigianale ha avuto luogo a partire dalla meta degli
anni 90, grazie a diversi fattori quali le migliori tecnologie produttive, una maggiore
semplificazione normativa, ma in particolar modo anche un diverso approccio dei
consumatori, i quali richiedono un prodotto sempre piu differenziato. La nascita dei
micro-birrifici in Italia si fa risalire al 1996. Nel luglio 2016, dopo vent’anni di storia

di birra artigianale, quest’ultima viene definita dalla legge.

L.n°154/2016 articolo 35 modifica della legge 1354/192 introducendo all’articolo 2 il

comma 4 bis:

«Si definisce birra artigianale la birra prodotta da piccoli birrifici indipendenti e non
sottoposta, durante la fase di produzione, a processi di pastorizzazione e
microfiltrazione. Ai fini del presente comma si intende per piccolo birrificio
indipendente un birrificio che sia legalmente ed economicamente indipendente da
qualsiasi altro birrificio, che utilizzi impianti fisicamente distinti da quelli di qualsiasi
altro birrificio, che non operi sotto licenza e la cui produzione annua non superi i
200.000 ettolitri, includendo in questo quantitativo le quantita di prodotto per conto

terziy.

La produzione di birra artigianale ¢ contraddistinta da una serie di caratteristiche, quali
assenza di pastorizzazione e di filtrazione, nessun utilizzo di anidride carbonica
esogena, lieve carbonatazione in bottiglia, assenza di coloranti e conservanti. Sebbene

la filtrazione garantisca una migliore stabilitd chimico-fisica del prodotto e la
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pastorizzazione, invece, una stabilita biologica, garantendo una lunga conservazione,
questo va a scapito del sapore e dell’aroma della birra. Infatti, una birra artigianale non
pastorizzata (definita cruda) contiene lieviti al suo interno e, pertanto, ¢ un prodotto in
continua evoluzione, a differenza della birra industriale, il cui gusto non evolvera mai.
Le birre artigianali sono, inoltre, caratterizzate da una fase di rifermentazione in
bottiglia, che avviene dopo I’aggiunta di zucchero (5.5 g/L) e il re-inoculo del lievito
starter. E stato dimostrato che utilizzando specifici ceppi di S. cerevisiae il profilo
aromatico della birra viene considerevolmente influenzato. Infatti, in seguito al
processo di rifermentazione in bottiglia, si ¢ ottenuto un incremento dei composti
volativi responsabili del bioflavour distintivo delle birre artigianali (isoamil acetato,
etil ottanoato, etil dodecanoato, fenil etil acetato, beta-feniletanolo) (Vanderhaegen et

al., 2003; Canonico et al., 2014).

Il settore della birra artigianale in Italia € costantemente in ascesa, tanto che si ¢ passati
da circa 175 strutture nel 2007 (Unionbirrai, 2011) a 1857 attuali. Di queste ci risultano
con cessata produzione 317 imprese, quindi le aziende attive sarebbero 1540. Gli
impianti operativi (birrifici + brewpub) sarebbero 1006. Quindi, nonostante il difficile
anno 2020, il numero di aziende attive ¢ stato superiore a quello degli anni precedenti

(sito web: www.microbirrifici.org).
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1.4 LIEVITI NON-SACCHAROMYCES

La qualita della birra, come abbiamo detto in precedenza, dipende dall’attivita dei
lieviti in fermentazione, non solo per la loro efficienza/resa di fermentazione, ma anche
per la loro influenza sull’aroma della birra stessa. Infatti, la maggior parte dei composti

aromatici sono metaboliti intermedi e sottoprodotti del metabolismo del lievito.

Grazie ai molti progressi ottenuti nell’ambito della produzione di birra, piu sfide
sorgono ogni anno nella ricerca di nuovi approcci per lo sviluppo di bevande distinte.
I tentativi di ottenere prodotti con caratteristiche sensoriali piu complesse hanno
portato esperti e birrai alla ricerca di lieviti non-convenzionali, cio¢ non-
Saccharomyces, capaci di offrire una nuova prospettiva in termini di tecniche e
approcci (Basso et al., 2016). I lieviti non convenzionali hanno generalmente
prestazioni inferiori per la produzione di etanolo e sono associati a problemi di
torbidita, filtrabilita, viscosita, aromi fenolici (POF) e ad altri cambiamenti del profilo
aromatico della birra. Per tali ragioni vengono usati raramente come starter, ma piu
frequentemente in co-fermentazione con S. cerevisiae (Angela Capece et al., 2018) Le
principali specie di lieviti non-Saccharomyces studiate per una loro applicazione a
processi brassicoli sono: Torulaspora delbrueckii, Candida shehatae, Candida
tropicalis, Saccharomyces ludwigii, Zygosaccharomyces rouxii, Pichia kluyveri,
Cyberlindnera saturnus, Hanseniaspora uvarum, Wickerhamomyces subpelliculosus,
Wickerhamomyces anomalus. Tali specie si sono rivelate interessanti non solo per una
particolare impronta aromatica data al prodotto finito, ma anche per la produzione di
birre speciali, come birre a basso contenuto alcolico e/o nullo, a basso contenuto

calorico, gluten free e birre funzionali (Basso et al., 2016).
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1.5 PROBIOTICI

Negli ultimi anni un numero crescente di consumatori ha adottato il concetto di
“health/functional food” (Kim, J.Y et al, 2019), cio¢ utilizzare il cibo per gestire e
controllare la propria salute. Infatti, diverse industrie si stanno concentrando sulla
produzione di alimenti funzionali, tra cui quelli arricchiti con microrganismi
probiotici. Secondo FAO e OMS, i probiotici sono definiti come microrganismi vivi
che, se somministrati in quantitd adeguate, conferiscono un beneficio per la salute
dell’ospite (FAO/ WHO, 2002; Hill et al., 2014). Tra i vantaggi riguardanti i
microrganismi probiotici, la modulazione del microbiota intestinale si ¢ rilevata
fondamentale, poiché la disbiosi intestinale ¢ un fattore scatenante per numerose
malattie associate al microbioma e disordini metabolici. La maggior parte dei
microrganismi probiotici sono batteri, mentre S. cerevisiae var boulardii (sinonimo di
S. boulardii) ¢ I'unico lievito ampiamente utilizzato come probiotico € spesso
commercializzato come integratore alimentare (McFarland, 2010). S. cerevisiae var
boulardii possiede molte proprieta che lo rendono un potenziale agente probiotico,
ovvero la sopravvivenza alla temperatura corporea (37 °C), la resistenza agli acidi
dello stomaco e agli acidi biliari e la sopravvivenza all’ambiente competitivo del tratto
intestinale (Czerucka et al., 2007; McFarland, 2010; Kelesidis e Pothoulakis, 2012). Il
lievito rappresenta una buona alternativa ai batteri probiotici poiché ¢ immune
all’effetto antibiotico, riducendo cosi 1’uso di antibiotici e lo sviluppo di antibiotico-
resistenze. Queste ragioni hanno portato gli esperti a concentrare la loro attenzione
sulla ricerca di altri generi di lievito con tali caratteristiche probiotiche, come:

Torulaspora, Debaryomyces, Kluyveromyces, Candida, Kazachstania,
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Metschnikowia,  Pichia, = Hanseniaspora, Saccharomyces,  Rhodotorula,

Brettanomyces, e Lachancea.

Una novita assoluta in ambito brassicolo ¢ rappresentata dalla birra probiotica, un
esempio di health/fuctional food, ottenuta incorporando lieviti dalle caratteristiche
probiotiche. E stato dimostrato che alimenti e bevande con conteggi vivi di probiotici
siano piu efficienti nel fornire effetti benefici sulla salute rispetto ad altri con probiotici
inattivi. A tal fine, la birra artigianale costituisce un elemento innovativo, poiché non
essendo soggetta a pastorizzazione e filtrazione, permette la sopravvivenza degli

agenti probiotici (McFarland, 2010).

1.6 CARATTERISTICHE ORGANOLETTICHE DELLA BIRRA

La birra ¢ un prodotto estremamente complesso e il suo sapore ¢ una miscela di
componenti volatili e non volatili. Alcune di queste provengono dalle materie prime
(come orzo, luppolo, tostatura del malto e del mosto bollente), mentre altre componenti
aromatiche si formano durante il processo di fermentazione, come sottoprodotti del
metabolismo del lievito, dalle contaminazione microbiche e dagli effetti dell’ossigeno
e della luce solare durante la conservazione del prodotto (Kobayashi M. et al., 2008).
I composti volatili che sono stati identificati nelle birre appartengono a diversi gruppi
chimici quali: alcoli superiori, esteri, aldeidi, terpeni, monoterpeni, chetoni,
idrocarburi e acidi organici (Rossi et al., 2013). Di seguito un elenco dei gusti di birra

associati a vari composti (Tabella 2).
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Gruppi chimici Composti volatili Aroma/sapore Concentrazione (mg/L)
Propanolo Alcolico/solvente 600 mg/L
Alcoli superiori Alcol amilico Alcolico/solvente 50-70 mg/L
Alcol isoamilico Banana, dolciastro 50-65 mg/L
2-feniletanolo Fruttato, dolce 50-65 mg/L
Isobutanolo Solvente 100 mg/L
Etil acetato Solvente, fruttato 33mg/L
Isoamil acetato Banana 1,6mg/L
Esteri Fenietil acetato Rosa, mele, miele 3,8 mg/L
Etil esanoato Mele, anice 0,23mg/L
Etil ottanoato Mele 0,9mg/L
Acetaldeide Mela verde, burro 10 mg/L
Aldeidi e chetoni
Diacetile Burro 0,1-0,15mg/L
Acido acetico Aceto 175mg/L
Acido laurico Detergente 6,1 mg/L
Acido ossalico Ossidato, salato 500mg/L
Lo Acido citrico Acido, aspro 400mg/L
Acido lattico Acido, aspro 400mg/L
Acido piruvico Foraggio 300mg/L
4-vinil guaiacolo Garofano, amaro 0,3mg/L
Composti fenolici
4-vinil fenolo Affumicato 0,2mg/L
Linalolo Lavanda Sug/L
Alcoli
monoterpenici a-terpineOIO Lilla 2 l.,l,g/L
[-citronellolo Limone, lime 8 ug/L

Tabella 2- Principali composti volatili e loro valori soglia (Michel et al., 2016).
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1.6.1 ALCOLI SUPERIORI

Oltre al principale componente alcolico, I’etanolo, attraverso il metabolismo dei lieviti,
si producono anche alcoli superiori che contribuiscono in modo significativo al sapore
della birra. Gli alcoli superiori possono apportare aromi floreali, fruttati o erbacei a
seconda dei loro effetti sinergici con altri composti aromatici attivi. Gli alcoli superiori
piu importanti nella birra includono n-propanolo, isobutanolo, alcoli isoamilici (2-
metil butanolo e 3-metil butanolo) e 2-feniletanolo (Pires, E. et al., 2014). Questi
vengono prodotti in coincidenza con I’arresto della crescita cellulare. La loro
formazione pud avvenire per via catabolica degli aminoacidi dei mosti e/o per via
anabolica a partire dagli aminoacidi sintetizzati dai lieviti stessi. L’ n-propanolo,
derivante dal catabolismo della valina, ha un valore soglia di percezione di circa 600
mg/L e conferisce alla birra una nota di durezza. Anche I’isobutanolo deriva dal
metabolismo della valina e se presente in quantita superiore al 20% rispetto alla somma
di n-propanolo, alcoli isoamilici e isobutanolo, ha un effetto negativo sulla qualita della
birra (Kobayashi et al., 2006). Gli alcoli isoamilici e il 2-feniletanolo sono importanti
nel dare una nota fruttata alla birra; rispettivamente una nota di banana con una soglia
di percezione di 50-65 mg/L e una nota dolce e di rosa con una soglia di 40 mg/L
(Meilgaard, MC, 1975). Circa 1’80% di alcoli superiori si forma durante la
fermentazione primaria. La loro concentrazione ¢ ceppo specifica in quanto fortemente
influenzata dall’attivita delle permeasi, enzimi coinvolti nel regolare 1’assorbimento
degli aminoacidi. Di conseguenza anche la composizione aminoacidica del mosto in
fase di fermentazione influenza la sintesi di tali composti (Rossi et al., 2013). Inoltre,

altri fattori possono contribuire alla concentrazione finale di alcoli superiori e sono: la
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temperatura, il grado Plato del mosto (>13 °P), ’aerazione del sistema e la quantita di

lieviti inoculati.

1.6.2 ESTERI

Durante la fermentazione alcolica, una notevole quantita di esteri puo essere prodotta
a seguito del metabolismo dei lieviti. Gli esteri sono uno dei composti piu volatili nella
birra, per cui hanno un grande impatto sul suo aroma. In quantita moderate, possono
aggiungere un carattere piacevole e corposo alla birra, riconducibili genericamente alla
frutta. Tuttavia, quando sono presenti in eccesso, conferiscono un aroma alla birra
eccessivamente fruttato, considerata indefinibile dalla maggior parte dei consumatori.
La produzione di esteri viene stimolata dalle alte temperature di fermentazione, in
particolare durante i primi giorni di crescita esponenziale delle cellule di lievito,
quando I’attivita metabolica ¢ al picco. Esistono due gruppi principali di esteri volatili
nelle bevande fermentate: esteri acetati ed esteri etilici di acidi grassi a catena media.
Gli esteri dell’acetato sono sintetizzati da alcoli superiori (o etanolo) con acido acetico
e hanno la piu alta concentrazione di esteri attivi nella birra. I piu importanti di questi
esteri sono ’acetato di etile (aroma di solvente con una soglia di 33 mg/L), ’acetato
di isoamile (aroma di banana con una soglia di 1.6 mg/L), I’acetato di isobutile (aroma
fruttato e dolce con una soglia di 1.6 mg/L) e, infine, feniletil acetato (aroma di rosa,
mela e miele con una soglia di 3.8 mg/L). Si ritiene che gli esteri dell’acetato siano
sintetizzati da un enzima chiamato alcol acetil trasferasi (AAT) che utilizza come
substrati un alcol e il coenzima A. Tuttavia, gli esteri possono essere sintetizzati anche
dagli enzimi esterasi, che lavorano in senso inverso (Peddie, H. A. B., 1990). Il

secondo gruppo ¢ rappresentato, come abbiamo detto in precedenza, da esteri etilici

35



(in cui il gruppo alcolico ¢ I’etanolo e il gruppo acido ¢ un acido grasso a catena media)
e comprende etil esanoato, che produce un aroma di semi di anice € mela con una
soglia di 0.23 mg/L ed etil ottanoato che produce, invece, un aroma di mela acida con
una soglia di 0.9 mg/L (Michel et al., 2016; Pires et al., 2014). Quando queste
concentrazioni superano il loro valore soglia, conferiscono alla birra un sapore
indesiderato. Pertanto, ¢ importante mantenere la concentrazione di esteri volatili nel

prodotto finale al di sotto della loro soglia di gusto.

I1 ruolo della produzione di esteri nel metabolismo del lievito non ¢ chiaro, ma sono
state suggerite diverse ipotesi. Alcuni ricercatori hanno suggerito che gli esteri
potrebbero essere formati per rimuovere gli acidi grassi tossici dalla cellula del lievito
(Nordsstrom K. Et al., 1964), mentre altri sostengono che gli esteri potrebbero essere
semplicemente prodotti di fuoriuscita dal metabolismo dello zucchero del lievito
durante la fermentazione e non essere di alcun vantaggio per il lievito stesso (Peddie,

H. A. B., 1990).

1.6.3 COMPOSTI CARBONILICI

Le categorie di composti carbonilici presenti nella birra sono aldeidi e chetoni.
L’acetaldeide ¢ la principale aldeide della birra, a causa della sua importanza come
intermedio nella formazione di etanolo e acetato (Kobayashi, 2008). Le aldeidi si
formano durante la preparazione del mosto (ebollizione), da processi come le reazione
di Maillard, 1’ossidazione dei lipidi e in funzione delle vie anaboliche e cataboliche

per una maggiore formazione di alcol durante il processo di fermentazione.
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L’acetaldeide conferisce alla birra un sapore erbaceo o di mela verde per lo piu

indesiderabile, con una soglia di concentrazione di 10 mg/L. (Meilgaard, MC, 1975).

I chetoni svolgono un ruolo molto importante nel sapore della birra. Tra i chetoni,
particolare attenzione va posta al dichetone vicinale 2,3 butanedione o diacetile. E un
sottoprodotto dell’anabolismo degli aminoacidi della valina, formato durante una
reazione in quattro fasi dal glucosio. Il diacetile aggiunge un sapore burroso alla birra
se si trova al di sopra della sua soglia di 0.1-0.15 mg/L. Il diacetile viene in seguito
ripreso dal lievito durante la maturazione e ridotto a 2,3-butandiolo, che non ha un

sapore indesiderato (Krogerus, K. 2013).

1.6.4 ACIDI ORGANICI

Gli acidi organici sono composti che possono influenzare notevolmente il sapore della
birra e ’acidita totale finale (cioe il pH); derivano dal mosto e dal metabolismo
microbico. Gli acidi organici possono essere suddivisi in due classi principali, che
includono acidi volatili e non volatili (Rodrigues et al., 2010). Gli acidi organici a corta
catena di carbonio derivano sia dall’incompleto ciclo degli acidi tricarbossilici sia dal
catabolismo degli aminoacidi. Tali acidi (piruvato, acetato, lattico, succinato, citrato,
malato) sono coinvolti nella riduzione del pH durante la fermentazione e conferiscono
un sapore acido alla birra. Gli acidi grassi a catena media, liberati dall’anabolismo
degli acidi grassi a lunga catena e dalla lisi cellulare, risultano tossici per i lieviti.
Infine, gli acidi a lunga catena provengono essenzialmente dal mosto e sono
considerati indesiderati per il sapore della birra e per la stabilitd della schiuma. I

principali acidi organici volatili presenti nella birra sono 1’acido acetico, propionico,
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isobutirrico, butirrico, isovalerico, valerico, caproico, caprilico, caprico e laurico. Se
sono presenti in concentrazioni elevate contribuiscono ad un sapore amaro e salato alla
birra, con un preoccupante off-flavour di formaggio e sudore. Quantitativamente, gli
acidi volatili che influiscono maggiormente sul sapore sono acetico, caproico, laurico
e caprico (Montanari et al., 1999). L’acido acetico, la molecola predominante
nell’aceto, ha una soglia di 175 mg/L, mentre 1’acido caprilico ha una soglia molto piu
bassa (<15 mg/L) ed ¢ descritto come caprino. L’acido caprico ¢ descritto come ceroso
ad una soglia di 6,1 mg/L. Tali acidi se presenti in concentrazioni superiori a 6 mg/L
possono conferire alla birra sapori di formaggio o di vecchio (Smogrovicova et al.,

1999).

1.6.5 FENOLI

La maggior parte degli aromi che derivano dai fenoli prodotti dal lievito sono indicati
come “aromi fenolici”. Tuttavia, in alcune tipologie di birre questi sapori sono molto
desiderati. Gli odori pit comuni provenienti da queste sostanze includono aromi di
chiodi di garofano, di affumicati, speziati e di bruciato (Thurston, P. 1986). La sintesi
di tali composti dipende dalla specie di lievito e dalla presenza di precursori nel mosto.
I precursori includono acidi fenolici con un’elevata soglia aromatica, come 1’acido
ferulico, cumarico e cinnamico, che provengono dal malto (Vanbeneden et al., 2008).
I piu comuni fenoli prodotti nelle birre fermentate con S. cerevisiae sono il 4-vinil
guaiacolo e il 4-vinil fenolo, poiché possono eseguire solo la decarbossilazione degli

acidi fenolici.
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1.6.6 ALCOLI MONOTERPENI

Queste sostanze, che derivano dalle piante, contribuiscono al sapore della birra, vino
e succhi con aromi altamente floreali. Nello specifico caso della birra questi composti
derivano dal luppolo e cinque di queste sostanze sono presenti in concentrazioni
notevoli. Gli alcoli monoterpeni fondamentali per il sapore della birra sono: linalolo
(lavanda), a-terpineolo (lilld), B-citronellolo (limone, lime) geraniolo (rosa) € nerolo

(agrumi e rosa) (Takoi, et al., 2010; Meilgaard, MC. 1975).

1.6.7 COMPOSTI SOLFORICI

I principali composti solforici prodotti dal lievito durante la fermentazione della birra
includono anidride solforosa e acido solridico (Nagami et al., 1980). L’anidride
solforosa svolge un ruolo molto importante nella stabilita del sapore, principalmente
agendo come antiossidante nella birra finita per aumentare notevolmente la durata di
conservazione. In confronto, I’acido solfidrico ¢ un composto indesiderato perché
riesce a mascherare molti altri aromi positivi della birra e puo essere responsabile di

un caratteristico odore di uova marce (Anderson, et al., 1974).
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1.7 ALIMENTI PROTEICI SOSTITUTIVI

I legumi, come ceci, lenticchie e soia, rivestono un particolare interesse per la dieta
mediterranea in quanto sono una fonte significativa di energia, proteine, fibre
alimentari, vitamine, minerali e sostanze fitochimiche (isoflavoni) (Morteza, 2016). Il
contenuto proteico nei chicchi di legumi varia dal 17 al 40%, in contrasto con il 7-13%
dei cereali (Genovese e Lajolo, 2001). Le proteine dominanti presenti sono 1’albumina
e le globuline; circa il 70% delle proteine dei legumi ¢ rappresentato dalle globuline

(Tosh, S.M. et al., 2010).

Utilizzare fonti di amido (mais, orzo, grano e avena) in combinazione con fonti di
proteine (ad esempio legumi, con una percentuale non superiore al 40%) si pensa che
possa aumentare la qualita nutrizionale ed organolettica di prodotti quali dolciumi,
bevande, condimenti e prodotti a base di carne. Le bevande ibride, contenenti proteine
di cereali e di legumi, promettono una composizione amminoacidica bilanciata e un

valore nutritivo potenziato di entrambe le fonti proteiche.

11 cece (Cicerum arietinum) ¢ la terza leguminosa per produzione mondiale, dopo la
soia e il fagiolo. I suoi semi sono usati nell’alimentazione umana come ottima fonte
proteica. La coltivazione avviene principalmente in India e Australia. In Italia, invece,
la coltivazione non ¢ molto diffusa a causa delle basse rese e della scarsa richiesta.
Questa pianta trova le sue condizioni ottimali di crescita in ambienti semiaridi. Anche
la lenticchia (Lens culinaris medik) rappresenta un’importante fonte di proteine (25-
30%). Viene coltivata principalmente in India, Canada e Turchia ed ¢ relativamente

tollerante alla siccita. L’Italia non ¢ uno dei maggior paesi produttori in termini di
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quantita, ma, nonostante cio, vanta di una varieta di lenticchie eccellenti, come la
lenticchia di Castelluccio di Norcia, di Colfiorito e di Altamura (Micioni Di

Bonaventura et al., 2017).
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CAPITOLO 2 - SCOPO DELLA TESI

Negli ultimi anni il mercato ¢ sempre piu orientato al consumo di prodotti orientati al
benessere della salute. Anche il mercato delle birre artigianali sta ponendo grande
attenzione alla richiesta dei consumatori, orientandosi verso lo sviluppo di prodotti
innovativi e salutari come birre a basso contenuto calorico, a basso contenuto alcolico
o analcoliche, gluten free e birre con proprieta benefiche per la salute umana (birre
funzionali e/o probiotiche). La produzione di tali birre permetterebbe il consumo anche
ad una fetta di popolazione che, per motivi sociali, etici o religiosi, non potrebbe o
vorrebbe assumere alcolici. L'utilizzo di ceppi di lievito non-Saccharomyces risulta
essere uno dei metodi pit promettenti per la produzione di birre funzionali artigianali.
Infatti, la birra artigianale non essendo pastorizzata ne filtrata, permette di avere al suo
interno lieviti vitali fino al tempo medio di conservazione (TMC), garantendo, da un
lato, un prodotto finale di qualita e conferendo, dall’altro, la possibilita di usare lieviti
con proprieta funzionali e/o probiotiche al consumatore. Il seguente lavoro di tesi,
quindi, ha I’obiettivo di selezionare diversi ceppi di lievito non-convenzionali, con
potenziali proprieta funzionali e/o probiotiche, al fine di produrre una birra artigianale
con basso contenuto alcolico e nutriente. Inoltre, come ulteriore fonte di proteine sono

stati aggiunti al mosto 1’idrolizzato di lenticchia rossa e 1’idrolizzato di cece.
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CAPITOLO 3 - MATERIALI E METODI

3.1 CEPPI DI LIEVITO UTILIZZATI

I ceppi di lievito impiegati in questo studio sono stati precedentemente valutati per le

loro caratteristiche probiotiche e funzionali, a seguito di tale valutazione sono stati

utilizzati 1 ceppi con le migliori caratteristiche in ambito fermentativo (Tabella 3)

(Agarbati et al., 2020).

Identificazione Provenienza Ceppi

Saccharomyces  cerevisiae | Commerciale Codex

var. boulardii

Saccharomyces cerevisiae Commerciale US05

Kazachstania unispora Cantina Verdicchio M3-B3

Saccharomyces  cerevisiae | Muschio su tronco di B6

/Saccharomyces paradoxus o quercia

Saccharomyces Bayanus

Saccharomyces cerevisiae Cantina Verdicchio 10C

Lachancea thermotolerans | Muschio su tronco di B13
quercia

Saccharomyces cerevisiae Foglie di papaya 2PV
(Cameroon)

Torulaspora delbrueckii Succo di canna da C74
zucchero (Cameroon)

Torulaspora delbrueckii Cantina Verdicchio 1.1 2

Saccharomyces cerevisiae Cantina Verdicchio M1-3

Saccharomyces cerevisiae /| Cantina Verdicchio M1-7

Saccharomyces Bayanus

Saccharomyces cerevisiae Cantina Verdicchio 7

Saccharomyces cerevisiae Cantina Verdicchio M2-3

Saccharomyces cerevisiae Cantina Verdicchio 6

Saccharomyces cerevisiae Cantina Verdicchio 1PV

Tabella 3- Elenco ceppi di lievito impiegati nello studio.
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I ceppi sono stati rinfrescati su terreno YPD agar, composto da estratto di lievito (10
g/L), agar (18 g/L), glucosio (20 g/L) e peptone (20 g/L). I ceppi sono stati, poi,
conservati alla temperatura di 4 °C. Per la conservazione a lungo termine, invece, i
ceppi sono stati crioconservati in terreno contenente glicerolo (80%) ad una

temperatura di -80 °C.

3.2 MOSTO PILS

Il mosto PILS utilizzato in questo studio ¢ stato prodotto presso Birra Dell’Eremo
(Assisi, Italia) in un batch da 1500L. Il mosto ¢ stato preparato con 100% malto PILS,
luppolo Cascade, secondo il seguente schema: 53°C per 10 minuti, 67°C per 70 minuti,
76°C per 10 minuti e bollitura per 60 minuti. I caratteri analitici del mosto sono: pH

5.5, densita 12.3 °P ¢ 20 IBU.

3.3 IDROLIZZATI DI LEGUMI

Sono stati preparati, per la prima prova, gli idrolizzati di due differenti substrati: cece
e lenticchia rossa. In seguito, per la seconda prova, ¢ stato preparato solo I’idrolizzato

di lenticchia rossa.

Per ’ammostamento delle due farine ¢ stato utilizzato lo stesso procedimento e gli

enzimi impiegati sono i seguenti:

e Hitempase STXL, un’a-amilasi stabile al calore (Bacillus lichenformis) (Kerry
Group, Tealee, Irlanda) che idrolizza in modo casuale i legami a-1,4-glicosidici

nell’amilosio e nell’amilopectina determinando la produzione di destrine.
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e Ondea Pro (Novozymes, Danimarca), una miscela multi-enzimatica formulata
per la degradazione proteica, la riduzione della torbidita ed assicurare una
corretta viscosita.

e Bioferm (Kerry Group, Tralee, Irlanda), un’a-amilasi che produce destrine e

maltosio.

Il tutto rappresenta un sistema enzimatico complesso, derivato da ceppi microbici
selezionati e da specie vegetali. La miscela (composta da 700 ml di acqua per 300gr di
farina) ¢ stata riscaldata fino ad una temperatura di 45 °C, poi sono stati aggiunti 1,3
g/L di cloruro di calcio, 0,5 g/L di Hitempase e 0,5 g/L di Ondea Pro e messa ad
incubare a 75 °C per un’ora. Successivamente ¢ stato aggiunto I’enzima Bioferm (0,5
g/L) alla miscela, poi nuovamente incubata ad una temperatura piu bassa (62 °C) per
circa 3 ore. Infine, la sospensione ¢ stata autoclavata e centrifugata, ottenendo cosi il

mosto.

Figura 5- Idrolizzato di lenticchia rossa
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3.4 ALLESTIMENTO DELLE FERMENTAZIONI

3.4.1 FERMENTAZIONE MOSTO PILS E MOSTO PILS ADDIZIONATO DI

IDROLIZZATO DI CECE E LENTICCHIA ROSSA

Al fine di selezionare il substrato migliore, sono state allestite micro-fermentazioni a
18-20°C in beute da 250 ml con mosto pils € 100 ml di mosto pils addizionato con
20% idrolizzati di cece e lenticchia, provviste di valvole Miiller contenenti acido
solforico, cosi da permettere la fuoriuscita di CO> evitando la contaminazione del
sistema. Le pre-colture sono state allestite in estratto di malto al 10% e lasciate
incubare a 20°C per 48 ore. Le cellule, poi, sono state raccolte per centrifugazione
(4000 rpm per 5 minuti), risospese in acqua sterile (1 ml) e si € proceduto all’inoculo

del mosto con 10° cell/ml (Figura 6 e 7).

Figura 6- Micro-fermentazioni mosto pils
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Figura 7- Micro-fermentazioni mosto pils addizionato di idrolizzato di cece e idrolizzato di lenticchia
rossa.

La cinetica di fermentazione ¢ stata monitorata misurando la perdita di peso delle beute
dovuta all’evoluzione di CO2, che ¢ stata seguita fino alla fine della fermentazione

(peso costante per almeno 3 giorni consecutivi).

3.4.2 FERMENTAZIONE MOSTO PILS E MOSTO PILS ADDIZIONATO DI

IDROLIZZATO DI LENTICCHIA ROSSA

Il substrato migliore ed 1 ceppi che hanno mostrato le migliori performance
fermentative sono stati selezionati per allestire fementazioni a 18-20 °C in beute da
500 ml (Figura 8). Le pre-colture e il monitoraggio delle fermentazioni sono stati

eseguiti come riportato nel paragrafo precedente.
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Figura 8- Micro-fermentazioni su mosto pils e su mosto
pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa

Al termine del periodo di sosta a 4°C le birre sono state sottoposte a rifermentazione
in bottiglia ad opera dei lieviti residui ed ancora vitali. Cid ¢ stato possibile
aggiungendo alla birra 5g/L di saccarosio durante la fase di imbottigliamento della
stessa. Le bottiglie, opportunamente sigillate con tappi a corona, sono state mantenute
a 18-20°C per 7-10 giorni e infine stoccate a 4°C. La birra risultante ¢ stata

successivamente analizzata mediante analisi sensoriale.
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Figura 9- Fase di imbottigliamento della birra

3.5 ANALISI MICROBIOLOGICHE

3.5.1 MONITORAGGIO DELLE FERMENTAZIONI

Il monitoraggio delle fermentazioni ¢ stato eseguito per via gravimetrica, valutando
giorno per giorno la perdita di peso, espressa come grammi di CO; svolta, fino al
termine della fermentazione. La quantita di CO; prodotta ¢ stata utilizzata per valutare

I’attivita fermentativa.
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3.5.2 TERRENI DI COLTURA

Terreno di coltura utilizzato per il mantenimento e la conservazione dei lieviti ¢:

e YPD agar ( Yeast extract- Peptone- Dextrose), costituito da:
- Estratto di lievito (1%)
- Peptone (2%)
- Glucosio (2%)

- Agar (1,8%)

3.6 ANALISI CHIMICHE

3.6.1 DETERMINAZIONE DEGLI ZUCCHERI

Per determinare la quantita degli zuccheri residui presenti nella birra a fine
fermentazione, cio¢ maltosio, saccarosio e glucosio, ¢ stato utilizzato il kit Megazyme.

11 kit contiene:

Bottiglia 1 — Buffer (25 ml, pH 7.6), sodio azide (0.02 % w/v)

Bottiglia 2 — NADP + ATP (Disciogliere in 12 ml di acqua distillata)

Bottiglia 3 — Esochinasi + glucosio-6-fostato deidrogenasi

Bottiglia 4 — B-fruttosidasi in buffer di sodio citrato (pH 4.6) (Disciogliere in 14 ml

di acqua distillata)

Bottiglia 5 — a-glucosidasi in buffer di sodio citrato (pH 6.6) (Disciogliere in 14 ml

di acqua distillata)
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Bottiglia 6 — Soluzione standard D-glucosio (5ml, 0.4 mg/ml).

Una volta preparate le soluzioni, si effettua ’analisi seguendo il protocollo sottostante

(Tabella 4).

Tabella 4 — Protocollo determinazione zuccheri residui

Pipettare in cuvetta Bianco Campione Bianco Campione
Saccarosio | Saccarosio + | D-Glucosio | D-glucosio
+ D-Glucosio
D-
Glucosio
Soluzione 4 0,20 ml 0,20 ml - -
(B-fruttosidasi)
Campione - 0,10 ml - 0,10 ml
Incubare per 20
minuti.
Poi aggiungere:
Acqua distillata 2,10 ml 2,00 ml 2,30 ml 2,30 ml
Soluzione 1 (buffer) 0,20 ml 0,20 ml 0,20 ml 0,20 ml
Soluzione 20,10 ml 0,10 ml 0,10 ml 0,10 ml
(NADP/ATP)

aggiungere:

Leggere I’assorbanza (A1) delle soluzione a 340 nm dopo circa 3 minuti e

Sospensione 3
(HK/G6PDH)

0,02 ml

0,02 ml

0,02 ml

0,02 ml

Leggere I’assorbanza (A2) delle soluzione a 340 nm dopo 5 minuti
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Per la determinazione del maltosio + saccarosio + D-glucosio si segue lo stesso
protocollo riportato sopra in tabella, occorre pero far uso della soluzione 5 contenente

I’enzima a-glucosidasi.

Il maltosio viene idrolizzato dall’ a-glucosidasi a pH 6.6 in due molecole di D-
glucosio. Lo stesso enzima cosi come l’enzima B-fruttosidasi puo idrolizzare il

saccarosio in D-glucosio e D-fruttosio.

Lo D-glucosio viene, invece, fosforilato , a pH 7.6, dall’enzima esochinasi, in presenza
di ATP, in glucosio-6-fosfato che, a sua volta, viene deidrogenato dall’enzima

glucosio-6-fosfato deidrogenasi in gluconato-6-fosfato.

In seguito alla misurazione dell’assorbanza occorre eseguire 1 calcoli riportati sotto per

poter determinare la concentrazione dei tre zuccheri.

AA = (Az'Al) campione — (AZ'AI) bianco

Determinazione del saccarosio:

AA saccarosio = (AA saccarosio T AA D-glucosio)'(AA D-glucosio)

Determinazione del maltosio:

AA maltosio = ((AA maltosio + saccarosio + D-glucosio)' AA D-glucosio))' AA saccarosio

Concentrazione glucosio = 0,7492 x AA p-glucosio

Concentrazione saccarosio = 1,4234 x AA saccarosio

Concentrazione maltosio = 0,7118 x AA maltosio
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3.6.2 DETERMINAZIONE DELLE PROTEINE

Per la determinazione della concentrazione proteica presente nei campioni di birra, ¢
stato utilizzato un saggio colorimetrico, il metodo di Lowry, il quale prevede 1’utilizzo
di due soluzioni: Lowry A e Lowry B. Si usa BSA come standard, costruendo un
grafico della concentrazione in funzione dell’assorbanza e per mezzo del grafico si

risale alla concentrazione dell’estratto proteico di interesse.

LOWRY A

e 13,5 ml di acqua distillata
e 100 ul CuSOs4 10%

e 2.5mlNa,COs3 20%

e 250 pl NazK tartrato 8%
e 1 ml NaOH 4N

e 2.5mlSDS 20%

LOWRY B — REATTIVO DI FOLING-CIOCALTEU

e 10 ml di acqua distillata
e 2 ml di Folin-Ciocélteu (miscela di sodio tungstato, molibdato e

fosfato).

Una volta preparare le due miscele, 500 pl di campione vengono poste in una cuvetta
di metil acrilato in cui si aggiungono 500 pl della soluzione di Lowry A e si attende
10 minuti. Dopodiché, vengono addizionati 250 pl di reattivo di Folin-Ciocalteu e si

resta in attesa per altri 30 minuti. Si sviluppera una colorazione blu/porpora, 1’intensita
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del colore salira all’aumentare del contenuto proteico. A seguire si effettua una
misurazione dell’assorbanza allo spettrofotometro Shimadzu UV-1800 ad una

lunghezza d’onda di 750 nm.

3.6.3 ALCOLI SUPERIORI

La preparazione dei campioni per la valutazione degli alcoli superiori prevede la
filtrazione di una piccola aliquota di fermentato (10ml) con un filtro cut-off 0.2 um, a
cui si aggiunge uno standard interno, 1’ 1-pentanolo ad una concentrazione di 162
mg/L. A questo punto si procede all’analisi mediante gas-cromatografo (GC): 1 pl di
campione viene iniettato direttamente nel gas-cromatografo Shimadzu GC-2014 con
detector a ionizzazione di fiamma, utilizzando la colonna capillare Zebron ZB-WAX

Plus, secondo il protocollo seguente:

e Temperatura dell’iniettore a 150 °C;

e Colonna Zebron ZB-WAX Plus in polietilenglicole (30 metri x 0.32
mm x 0.25 pm);

e Iniettore: split 10:2; iniettato 1 pl;

e Temperatura: T iniziale 35°C per 4 minuti, poi un gradiente di 5°C/min
fino a 200°C e isotermia di 200°C per 1 minuto;

e (as vettore: Azoto.

Ogni composto contenuto nel campione fornisce un segnale (picco) che permette la

sua identificazione sulla base del tempo impiegato per arrivare al rilevatore.
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3.6.4 ETANOLO

Per la valutazione del contenuto di etanolo, i campioni devono essere preparati

secondo la stessa procedura per 1’analisi degli alcoli superiori, sostituendo pero all’1-

pentanolo il 3-metil-2-butanolo alla concentrazione di 10 mg/L. All’interno dello

stesso gascromatografo utilizzato in precedenza, viene iniettato 1 pl di campione

utilizzando la colonna capillare Zebron ZB-WAX Plus, secondo il seguente protocollo:

Temperatura dell’iniettore: 150°C;

Colonna Zebron ZB-WAX Plus in polietilenglicole (30 metri x 0.32 mm x 0.25
pl);

Iniettore: split 10:2; iniettato 1pl;

Temperatura 40°C per 5 minuti, poi un gradiente di 5°C/min fino a 200°C e
isotermia a 200°C per 1 minuto;

QGas vettore: Azoto.

3.6.5 COMPONENTE VOLATILE

Per la valutazione della componente volatile, ¢ stata utilizzata la tecnica di micro-

estrazione in fase solida (SPME). La SPME ¢ una tecnica che puo essere eseguita

secondo due tipologie: ad immersione diretta SPME (DI-SPME) o in spazio di testa

SPME (HS-SPME). In questo studio 1’analisi ¢ stata eseguita secondo la tipologia della
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tecnica SPME in spazio di testa (HS-SPME) utilizzando la fibra a tripla fase

divinilbenzene(DVB)/carboxen (CAR)/polidimetilsilossano (PDMS) (Figura 10).

Figura 10 - Fibra a tripla fase divinilbenzene
(DVB)/carboxen (CAR)/polimetilsilossano (PDMS)

Una piccola aliquota di fermentato (5 ml) viene degassato per mezzo di un agitatore
meccanico, successivamente il campione viene posto in una vial con tappo di teflon,
dove viene aggiunto 1,5 g di NaCl e posta in termostato a 50°C per 10 minuti. In

seguito si aggiunge lo standard interno, che per la rilevazione della componente
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volatile ¢ il 3-ottanolo. Poi viene inserita la siringa attraverso il tappo e spinta la fibra.

L’intero sistema viene posto il termostato a 50°C per 30 minuti.

Una volta preparata la fibra, ¢ stata eseguita I’analisi mediante gascromatogratia (GC).
L’ago ¢ stato inserito nella porta dell’iniettore del gascromatografo sempre con la fibra
retratta; ¢ stato premuto lo stantuffo, esponendo la fibra nella zona riscaldata
dell’iniettore per desorbire gli analiti sulla colonna. Il tempo di esposizione della fibra
nell’iniettore ¢ di circa 5 minuti, per far in modo che tutti gli analiti avessero il tempo
di essere desorbiti. Infine, la fibra ¢ stata retratta in ago e ’ago rimosso. Le operazioni

operative sono state le seguenti:

e Temperatura dell’iniettore/rilevatore: 250°C;

e Colonna capillare Superlcowax 10 (30 m, 0,25 mm id);

o Iniettore: spitless 60 sec.;

e Temperatura del forno: T iniziale 50°C per 5 minuti, poi un gradiente di
3°C/min e isotermia di 220°C per 20 minuti;

e (Gas vettore: Azoto.

3.7 ANALISI SENSORIALE

Concluso il periodo di rifermentazione in bottiglia, le birre sono state sottoposte ad
un’analisi sensoriale (metodo ANALYTICA-EBC 13.10/1997). Questa analisi
prevede differenti fasi: I’esame visivo, che permette di valutare differenti aspetti della
birra, quali il colore, la limpidezza e la schiuma. L’esame olfattivo consente di valutare
1 differenti aromi della birra, che possono essere aromi fruttati, floreali, tostati,

agrumati, con note dolci o affumicate. Inoltre, questa analisi permette anche di
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riconoscere eventuali difetti del prodotto, come aromi solforosi, burrosi o acetici.
Infine, I’esame gustativo al fine di determinare 1’acidita, la dolcezza, I’amaro,

I’astringenza, la corposita e la resistenza olfattiva.

Ad un gruppo di sei assaggiatori ¢ stato chiesto di esprimere un giudizio su ogni
categoria sensoriale, utilizzando una scala da 1 a 10. I risultati sono stati poi sottoposti
ad analisi statistica. I dati cosi elaborati sono stati utilizzati per costruire dei grafici che
forniscono informazioni sia sul contributo di ciascun descrittore sulla qualita
organolettica complessiva delle birre, sia sulle differenze significative tra le birre in

relazione ad ogni descrittore.
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CAPITOLO 4 - RISULTATI

4.1 FERMENTAZIONE MOSTO PILS E MOSTO PILS ADDIZIONATO DI

IDROLIZZATO DI CECE E LENTICCHIA ROSSA

I ceppi di lievito selezionati per questo studio sono stati valutati per le loro
caratteristiche fermentative, funzionali e/o probiotiche (Agarbati et al., 2020) in
fermentazione pura su mosto di birra pils e mosto pils addizionato con il 20% di

idrolizzato di lenticchia rossa e cece.

4.1.1 MOSTO PILS

-VALUTAZIONE CINETICA FERMENTATIVA

La cinetica fermentativa delle prove testate su mosto pils, espressa come anidride

carbonica liberata, ¢ riportata in figura 11.

L’andamento fermentativo dei ceppi testati ha mostrato delle variazioni all’interno
delle specie. Tra i1 ceppi non-Saccharomyces, T. delbrueckii (C7.4 e 1.1t2) e K.
unispora (M3B3) sono gli unici ceppi che hanno mostrato un andamento fermentativo
piu lento rispetto a tutte le altre prove, raggiungendo un quantitativo di CO> finale
svolta molto basso, rispettivamente di 1.53 g, 1.68 g e 0.65 g. D’altra parte, tutti i ceppi
S. cerevisiae testati hanno evidenziato un aumento significativo della velocita della
cinetica di fermentazione su mosto pils. Infatti, la fermentazione che ha svolto il piu
alto quantitativo di CO: finale ¢ quella condotta con S. cerevisiae 10C, con un valore

pari a 6.025g, paragonabile all’andamento dello starter commerciale S. cerevisiae
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USO05. 1l massimo valore di CO> svolta, in tutte le prove di fermentazione, ¢ stata

raggiunta intorno all’undicesimo giorno di fermentazione.

Cinetica fermentativa mosto pils —@— codex
S.c
=@=US 05
S.c
6 @@= m3b3 K.

u
—@=— b6 S.C

(6]

—=@=10cS. c
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w BO%
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Figura 11- Cinetica fermentativa su mosto pils

- PROFILO ANALITICO DELLA BIRRA

I risultati relativi al contenuto di zuccheri residui, proteine ed etanolo delle prove

ottenute su mosto pils sono riportati in tabella 5.

Dai risultati ottenuti emerge che tutte le fermentazioni hanno consumato tutto il
glucosio e il saccarosio presente nel mosto, ’'unica differenza riguarda il maltosio
residuo. Infatti, tra i ceppi non-Saccharomyces, K. unispora (M3B3) ¢ stato 1’unico

ceppo che ha mostrato una limitata capacita di metabolizzare il substrato, come
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dimostrato dall’alto residuo di maltosio (44.7 g/L), ascrivibile al basso potere

fermentativo esibito.

Come atteso, tutti 1 ceppi S. cerevisiae su mosto pils hanno mostrato un residuo di

maltosio residuo inferiore.

Per il contenuto di proteine, il valore piu alto ¢ stato registrato dal ceppo S. cerevisiae
1PV (44.7 g/L), mentre nelle altre prove i valori risultano essere varabili tra 8-25 g/L,

come mostrato in tabella 1.

Per quanto riguarda I’etanolo, tutte le fermentazioni mostrano valori inferiori 4% v/v,
quindi a basso contenuto alcolico. Le tre fermentazioni che mostrano valori inferiori
sono i ceppi di lievito che hanno esibito un basso potere fermentativo (7. delbrueckii:

C7.4 ¢ 1.1t2 e K. unispora).
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CEPPI ZUCCHERI residui PROTEINE | ETANOLO
(g/L) (g/L) % vIv
Saccarosio | Glucosio Maltosio
S. boulardii | 0.001£0.00 0.011+0.005 3.63+0.077 22.842.02 3.30+0.33
(CODEX)
S. cerevisiae | 0.022+0.016 0.010+0.005 6.97+0.16 11.29+1.24 3.97+0.02
(US05)
K. unispora 3.59+0.09 0.092+0.065 44.77+1.09 25.99+2.21 0.33 +0.36
(M3B3)
S, cerevisiae/ | 0.009+0.001 0.011£0.008 3.84+0.07 21.37+£1.26 3.36+0.15
S. paradoxus o
S. bayanus
(B6)
S. cerevisiae 0.001£0.00 0.012+0.008 1.56+0.22 18.46%0.99 3.37+0.66
(10C)
L. 0.017+0.009 0.005+0.002 11.67+0.50 19.7+£0.25 3.14+0.58
thermotolerans
(B13)
S. cerevisiae 0.001+0.00 0.104+0.008 4.98+0.64 8.69+0.98 3.10+0.09
(2PV)
T. delbrueckii 0.00+0.00 0.011£0.004 16.30£0.74 19.07£0.23 2.83+0.02
(C7.4)
T. delbrueckii 0.00+0.00 0.020+£0.016 9.03+0.84 17.05+1.43 0.94+0.00
(1.1¢12)
S. cerevisiae 0.041£0.010 0.010£0.008 0.14+0.16 25.994+2.14 3.25+0.03
(MI-3)
S cerevisiae/S. | 0.015+£0.009 | 0.014+0.009 2.34+1.01 16.76+1.24 3.34+0.32
bayanus
(MI1-7)
S. cerevisiae 0.028+0.008 0.007£0.004 0+0 17.34+0.21 3.27+0.13
(7)
S. cerevisiae 0.005+0.002 0.005+0.002 6.61+0.87 21.09+0.85 3.32+0.09
(M2-3)
S. cerevisiae 0.004+0.003 0.010£0.008 3.98+0.20 15.61+b 3.08+0.09
(6)
S. cerevisiae 0.018+0.009 0.011+0.008 11.31+0.73 44.72+0.96 3.71+0.12
(1PV)

Tabella 5- Zuccheri residui, proteine ed etanolo delle prove condotte su mosto pils.

Zuccheri iniziali e proteine mosto

maltosio (55.73 g/L); proteine (10.42 g/L).

pils: saccarosio (6.4 g/L); glucosio (7.5 g/L);
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4.1.2 MOSTO PILS ADDIZIONATO DI IDROLIZZATO DI CECE E

LENTICCHIA ROSSA

-VALUTAZIONE CINETICA FERMENTATIVA

L’andamento fermentativo su mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa
¢ riportato in figura 12; quello su mosto pils addizionato di idrolizzato di cece ¢

riportato in figura 13.

L. thermotolerans (B13) e T. delbrueckii (C7.4 e 1.1t2) hanno mostrato un aumento
significativo delle prestazioni fermentative su mosto pils addizionato di idrolizzato di
lenticchia rossa, rispetto al mosto addizionato di idrolizzato di cece. Tutti i ceppi S.
cerevisiae, invece, hanno esibito una ridotta performance fermentativa nei mosti

addizionati di idrolizzato di legumi, rispetto al solo mosto pils.

K. unispora (M3B3) ¢ I’unica prova fermentativa ad aver mostrato, in tutti i mosti, una

cinetica molto bassa, con un quantitativo di COz svolta inferiore a 1g.

In generale, tra 1 mosti arricchiti di legumi, 1l mosto addizionato di idrolizzato di cece

mostra un tasso di fermentazione e una capacita di fermentazione inferiori.
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cinetica fermentativa pils addizionato di idrolizzato di
lenticchia rossa
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Figura 12- Cinetica fermentativa su mosto pils addizionato di idrolizzato di
lenticchia rossa.

cinetica fermentativa pils addizionato di idrolizzato di cece
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Figura 13- Cinetica fermentativa su mosto pils addizionato di idrolizzato di cece
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-PROFILO ANALITICO DELLA BIRRA

I risultati relativi al contenuto di zuccheri residui, proteine ed etanolo delle prove
ottenute su mosto pils addizionato di idrolizzato di cece e di lenticchia rossa sono

riportati in tabella 6 ¢ 7.

K. unispora (M3B3) ha mostrato, come atteso, una limitata capacita di metabolizzare
il substrato, registrando il piu alto contenuto di maltosio residuo: 58.6g/L su mosto pils
addizionato di lenticchia rossa e 60g/L su mosto pils addizionato di cece. D’altra parte,
tutti i ceppi di S. cerevisiae hanno mostrato un maltosio residuo inferiore in tutti i

substrati rispetto alle specie non-Saccharomyces.

I risultati relativi al contenuto di proteine condotto su mosto pils addizionato di
idrolizzato di lenticchia rossa e di cece mostrano valori leggermente piu alti rispetto
alle birre ottenute dal solo mosto pils. Questo risultato ¢ ascrivibile all’incremento
della quota proteica totale, dovuto al fatto che sia la lenticchia sia il cece apportano di
per s€ un quantitativo di proteine che si ¢ addizionato a quello del mosto e a quello

liberato dal lievito durante la fermentazione.

L. thermotolerans (B13) ha mostrato un aumento significativo del contenuto proteico

su mosto pils addizionato di lenticchia rossa rispetto agli altri due substrati testati.

I due ceppi T. delbrueckii (C7.4 e 1.1t2) hanno mostrato tassi di fermentazione simili,
tuttavia la birra ottenuta da 7. delbrueckii C7.4 ha esibito un maggiore contenuto
proteico con il mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa rispetto a 7.

delbrueckii 1.112.

Per quanto riguarda 1’etanolo, in tutte le prove sono stati registrati valori tra il 3-4.5%

v/v, di poco superiore rispetto alle birre ottenute con il solo mosto pils.
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CEPPI ZUCCHERI residui (g/L) PROTEINE | ETANOLO
(g/L) % viv
Saccarosio | Glucosio Maltosio

T. delbrueckii | 0.00+0.00 0.073+0.044 33.02+3.25 51.93+0.87 3.02+0.32

C74

T. delbrueckii | 0.001+0.00 0.064+0.04 21.03+1.58 34.35+1.25 2.06+0.11

1.1t2

S, cerevisiae | 0.002+0.001 0.035+0.022 14.30+2.36 49.33+1.25 3.44+0.14

10C

K. unispora | 4.29+1.59 0.086+0.050 63.21+2.14 29.73+£2.36 0.52+0.06

M3B3

S, cerevisiae | 0.008+0.004 0.042+0.022 10.67+£2.01 19.93+1.28 4.4440.19

M2-3

S.  cerevisiae/ | 0.00£0.00 0.044+0.019 5.19+1.06 27.72+2.33 3.9+0.36

S. bayanus

MIi-7

S.  cerevisiae | 0.002+0.001 0.003+0.001 4.48+1.00 40.441.98 3.6+0.14

2PV

L. 0.028+0.012 0.030+£0.015 13.02+£2.01 38.38+0.30 3.72+0.14

thermotolerans

BI3

S. boulardii | 0.017+£0.009 0.038+0.021 10.24+0.99 28.58+1.25 0.5+£0.09

CODEX

S.  cerevisiae | 0.005+0.002 0.038+0.016 5.97+1.36 25.73+1.52 3.59+0.21

US05

Tabella 6 — Zuccheri residui, proteine ed etanolo delle prove condotte su mosto pils

addizionato di idrolizzato di cece. Zuccheri iniziali e proteine mosto pils addizionato
di idrolizzato di cece: Saccarosio (24.19 g/L); Glucosio (1.49 g/L); Maltosio (71.18
g/L); Proteine (22.24 g/L).
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CEPPI ZUCCHERI residui (g/L) PROTEINE | ETANOLO
(g/L) % v/v
Saccarosio Glucosio Maltosio

T. delbrueckii | 0.00+0.00 0.086+0.04 24.23+2.4 54.81+0.59 3.89+0.26

C7.4

T. delbrueckii | 0.012+0.008 0.077+0.04 23.06+1.58 | 41.84+1.98 2.61+0.21

1.1t2

S, cerevisiae | 0.00£0.00 0,095+0.060 | 3.77+0.69 46.16£1.78 4.2240.36

10C

K. unispora | 4.83+0.59 0.004+0.002 | 58.65+£1.75 | 39.53+2.25 0.7+£0.02

M3B3

S.  cerevisiae | 0.00+0.00 0.051+0.025 | 7.04+1.03 67.49+2.01 4.1240.17

M2-3

S.  cerevisiae/ | 0.022+0.011 0.059+0.026 | 6.69+1.22 42.13+1.39 3.4+0.14

S. bayanus

MI1-7

S.  cerevisiae | 0.00£0.00 0.070+£0.035 10.46+1.98 | 41.84+2.04 3.84+0.32

2PV

L. 0.007£0.003 0.045+0.022 | 9.89+1.89 41.50+0.51 3.05+£0.23

thermotolerans

Bi3

S. boulardii | 0.014+£0.007 0.061+£0.028 | 4.62+0.87 42.42+3.24 4.05+0.28

CODEX

S.  cerevisiae | 0.039£0.023 0.068+0.051 11.17+£1.25 | 67.7842.36 3.9+0.31

US05

Tabella 7 — Zuccheri residui, proteine ed etanolo delle prove condotte su mosto pils

addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa. Zuccheri iniziali e proteine mosto pils

addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa: Saccarosio (34.82 g/L); Glucosio (11.24

g/L); Maltosio (88.26 g/L); Proteine (37.23 g/L).
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4.1.3 ANALISI SENSORIALE

Le birre ottenute dai ceppi in coltura pura sia su mosto pils sia su mosto pils
addizionato di idrolizzato di cece e idrolizzato di lenticchia rossa sono state sottoposte

ad analisi sensoriale gusto-olfattiva, per quanto riguarda i principali descrittori.

In seguito all’analisi sensoriale ¢ stato possibile selezionare come substrato migliore
I’idrolizzato di lenticchia rossa, poiché il mosto di ceci ha influenzato negativamente
le prestazioni di fermentazione dei ceppi testati e il profilo sensoriale dei prodotti

finali.

La birra prodotta in coltura pura con K. unispora (M3B3) su mosto pils addizionato di
idrolizzato di lenticchia rossa mostra una nota solforata, mentre con il solo mosto pils
sono presenti note di mosto e cereale. S. cerevisiae (10C) su mosto pils addizionato di
idrolizzato di lenticchia rossa ha prodotto una birra con una nota dolce, d’altra parte
su mosto pils una nota citrica. S. cerevisiae (2PV), invece, ha prodotto delle birre con
una forte presenza di schiuma e con un aroma piu acido con entrambi i mosti. La birra
ottenuta da 7. delbrueckii (C7.4) su mosto pils addizionato presenta una nota
fruttata/floreale. Infine, la birra prodotta con L. tehrmotolerans (B13) mostra un profilo
gusto-olfattivo su mosto pils piu caratterizzato. Infatti, la birra ottenuta ha una forte

nota dolce, di miele all’olfatto e un gusto piu aspro.

Al termine di questa prova sono stati selezionati i ceppi di lievito che hanno mostrato
le migliori performance fermentative, considerando anche i loro tratti funzionali e

probiotici precedentemente valutati (Agarbati et al., 2020).
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4.2 FERMENTAZIONE MOSTO PILS E MOSTO PILS ADDIZIONATO DI

IDROLIZZATO DI LENTICCHIA ROSSA

I ceppi di lievito selezionati sono stati valutati come in precedenza, sia su mosto pils

sia su mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa.

4.2.1 VALUTAZIONE DELLA CINETICA FERMENTATIIVA

I dati della cinetica fermentativa sono stati riportati in figura 14.

I risultati hanno mostrato un diverso comportamento fermentativo tra i ceppi di lievito
testati, significativamente influenzato dai substrati. Su mosto pils S. cerevisiae (M1-7)
e S. cerevisiae 2PV (Figura 14-A) hanno mostrato una produzione di CO> comparabile
al ceppo starter S. cerevisiae USO5, ma una cinetica fermentativa piu lenta (i valori
sono rispettivamente: 12.34g, 11.73g e 13.31g). Su mosto pils addizionato di
idrolizzato di lenticchia rossa tutti i ceppi S. cerevisiae hanno mostrato un aumento

della velocita di fermentazione.

I ceppi non-Saccharomyces, L. thermotolerans (B13), T. delbrueckii (C7.4) e K.
unispora ( M3B3), invece, hanno mostrato una performance di fermentazione
inferiore rispetto agli altri ceppi, indicando che non hanno raggiunto la completa
attenuazione del mosto. La stessa tendenza ¢ stata mostrata anche su mosto di pils

addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa (Figura 14-B) con un totale di CO2
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rilasciato piu alto rispetto al mosto pils, principalmente a causa di un maggiore

contenuto di zucchero iniziale fornito dall’aggiunta del mosto di lenticchia.
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Figura 14- Cinetica fermentativa su mosto pils (A) e su mosto pils addizionato di idrolizzato di
lenticchia rossa (B).

4.2.2 PROFILO ANALITICO DELLA BIRRA

Il riassunto dei risultati relativi al profilo analitico delle prove ottenute su mosto pils

sono riportati nella tabella 8.

Dai risultati delle prove condotte su mosto pils emerge che tutte le fermentazioni hanno
consumato tutto il glucosio e il saccarosio presente nel mosto, I’unica differenza, come
gia detto in precedenza, ¢ associata al maltosio residuo. Come atteso, K. unispora
(M3B3), T. delbrueckii (C7.4) e L. thermotolerans (B13) su mosto pils rappresentano
le prove con il piu alto contenuto di maltosio residuo, ascrivibile al basso potere

fermentativo esibito.
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Per quanto riguarda il contenuto di proteine, 1 ceppi di lievito che hanno mostrato i

valori piu alti sono S. cerevisiae B6 e S. cerevisiae M1-7, rispettivamente di 63.04g/L

e 64.04 g/L.

Tutte le prove di fermentazione effettuate su mosto pils associate a un livello di

zuccheri residui piu elevato hanno mostrato un contenuto di etanolo

significativamente inferiore. In generale, il valore medio di etanolo su mosto pils ¢ al

di sotto di 3% v/v.

CEPPI ZUCCHERI residui PROTEINE | ETANOLO
(g/L) (g/L) % viv
Saccarosio | Glucosio Maltosio

T. delbrueckii | 0.00+0.00 0.013+0.008 | 38.04+0.74 32.33+0.81 0.84+0.00

C7.4

K. unispora | 0.011+0.008 | 0.008+0.004 | 43.66+0.55 46.16+14.67 0.10+0.00

M3B3

S.  cerevisiae/ | 0.00+£0.00 0.011+0.008 | 25.18+3.08 63.04+4.07 2.934+0.00

S. paradoxus o

S. bayanus

B6

S, cerevisiae/ | 0.007£0.005 | 0.0020.00 28.29+3.27 64.04+4.07 2.87+0.00

S. bayanus

MI-7

S.  cerevisiae | 0.00+0.00 0.013+0.008 | 14.93+20.85 | 33.19+3.26 2.86+0.00

2PV

L. 0.00+0.00 0.011+0.006 | 57.05+4.12 46.04+4.67 2.80+0.00

thermotolerans

B3

S. boulardii | 0.014+0.01 0.008+0.004 | 36.26+0.55 28.72+2.64 1.42+0.00

CODEX

S. cerevisiae | 0.00+0.00 0.012+0.008 | 14.05+1.45 22.67£5.50 2.994+0.00

US05

Tabella 8- Zuccheri residui, proteine ed etanolo delle prove condotte su mosto pils.

Zuccheri iniziali e proteine mosto pils: saccarosio (5.34 g/L); glucosio (6.5 g/L);

maltosio (56.96 g/L); proteine (9.56 g/L).
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I1 riassunto dei risultati relativi al profilo analitico delle prove ottenute su mosto pils

addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa sono riportati nella tabella 9.

T. delbrueckii (C7.4) e K. unispora (M3B3), come atteso dal basso potere
fermentativo esibito, hanno mostrato una limitata capacita di metabolizzare il
substrato, registrando il piu alto contenuto di maltosio residuo, rispettivamente 97.83

g/L e 84.27 g/L.

Per quanto riguarda il contenuto di proteine, le fermentazioni L. thermotolerans (B13),
K.unispora (M3B3) e S. cerevisiae (2PV) hanno mostrato un aumento significativo e
pari circa al 50% del contenuto proteico finale su mosto pils, probabilmente dovuto ai

peptidi o aminoacidi liberi ottenuti dopo il trattamento enzimatico.

Il contenuto di etanolo € risultato basso in tutte le fermentazioni, ma ha mostrato un

aumento significativo rispetto alle birre ottenute dal solo mosto pils.

73



CEPPI ZUCCHERI residui PROTEINE | ETANOLO
(g/L) (g/L) % VIV
Saccarosio | Glucosio Maltosio

T. delbrueckii | 0.00£0.00 0,016+0.08 97.83+8.10 | 77.29+9.37 1.634+0.00
C74
K. unispora | 0.001+0.00 0.00+£0.00 84.27+8.10 | 97.18+1.22 0.534+0.00
M3B3
S cerevisiae/ | 0.00+0.00 0.002+0.00 2.06+1.71 82.37+3.46 5.11£0.02
S. paradoxus o
S. bayanus

B6

S. cerevisiae/S. | 0.00+0.00 0.002+0.00 4.05+1.40 86.37+3.46 4.754+0.00
bayanus
MI1-7
S cerevisiae | 0.00+£0.00 0.002+0.00 6.02+4 .47 83.92+3.66 4.71+£0.00
2PV
L. 0.021£0.15 0.008+0.004 | 31.10+£1.23 | 71.23£0.40 3.514+0.00
thermotolerans
Bi3

S. boulardii | 0.00+0.00 0.104+0.08 7.294+0.05 73.84+6.93 4.26+0.00
CODEX
S cerevisiae | 0.00+£0.00 0.00+0.00 1.31+0.45 54.09+7.94 4.64+0.00
US05

Tabella 9- Zuccheri residui, proteine ed etanolo delle prove condotte su mosto pils
addizionato di idrolizzato di lenticchie rosse. Zuccheri iniziali e proteine mosto pils
addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa: saccarosio (29.63 g/L); glucosio (10.28

g/L); maltosio (82.16 g/L); proteine (35.29 g/L).

4.2.3 PRINCIPALI COMPOSTI SECONDARI

I principali composti secondari delle birre ottenute dalla fermentazione su mosto pils
sono riportati in tabella 10. I risultati hanno evidenziato una differenza significativa
quando 1 ceppi di lievito sono stati testati sui due substrati.

Riguardo al contenuto di acetaldeide (aroma di mela verde, erba tagliata), la prova che
ha raggiunto il valore piu alto ¢ 7. delbrueckii (C7.4), con 44.37mg/L. D’altra parte, il

valore piu basso ¢ stato prodotto da K. unispora (M3B3) (5.79 mg/L).
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Per quanto riguarda 1’etilacetato, responsabile delle note di frutta, il suo contenuto ¢
paragonabile in tutte le prove, fatta eccezione per S. cerevisiae (2PV) che ha registrato
un valore molto basso, intorno allo 0.38 mg/L.

La prova che ha prodotto piu propanolo (alcol, nota di durezza) ¢ la fermentazione S.
cerevisiae (2PV) (circa 19 mg/L).

Per il contenuto di isobutanolo (nota alcolica, solvente), lo starter commerciale S.
boulardii (CODEX) ha mostrato un valore pari a zero e K. unispora (M3B3), invece,
non ha registrato alcun valore (ND).

Per quanto riguarda 1’alcol amilico attivo (alcol, nota fruttata), la fermentazione che
ha esibito il valore piu alto ¢ il ceppo S. cerevisiae (2PV), mentre ancora una volta K.
unispora (M3B3) ha mostrato il quantitativo piu basso ( 1.33 mg/L).

Per il contenuto di alcol isoamilico (responsabile di una nota fruttata, alcolica), tutti i
ceppi di lievito hanno evidenziato valori simili, ad eccezione di S. cerevisiae (2PV),
che ha mostrato il valore piu alto, di circa 41.52 mg/L, e K. unispora (M3B3), che ha
mostrato quello piu basso, di 9.36 mg/L.

Infine, un altro importante alcol superiore ¢ il B-fenil etanolo (responsabile di un aroma
di rosa) che ha mostrato valori piu alti su mosto pils fermentato con 7. delbrueckii
(C7.4) e S. cerevisiae (B6).

I composti secondari delle birre prodotte su mosto pils addizionato di idrolizzato di
lenticchia rossa (Tabella 11) hanno mostrato in generale valori piu alti rispetto a quelli
delle birre prodotte con il solo mosto pils. Il contenuto di acetaldeide, ad esempio, ha
mostrato un aumento significativo in tutte le prove di fermentazione su mosto pils
addizionato di lenticchia rossa, anche se il suo contenuto era sotto il valore soglia. I
ceppo T. delbrueckii (C7.4), invece, ha mostrato una tendenza opposta, cioe¢ € I’unico

su mosto pils addizionato di lenticchia rossa a decrescere significativamente.
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I1 contenuto di etilacetato su mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa ¢
aumentato notevolmente solo in S. cerevisiae B6, 2PV e M1-7 e L. thermotolerans
B13. K. unispora (M3B3) e T. delbrueckii (C7.4) non hanno mostrato differenze

significative nei due substrati testati.

Per quanto riguarda gli alcoli superiori n-propanolo, isobutanolo, alcol isoamilico e
alcol amilico ¢ stato osservato un aumento generale per tutti i ceppi, con una tendenza
diversa per ogni ceppo testato su mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia
rossa, con la sola eccezione di 7. delbrueckii C7.4, che non ha mostrato differenze

significative.

Infine, il B-fenil etanolo ha mostrato un aumento significativo in S. cerevisiae M1-7,
2PV e K. unispora (M3B3). Una tendenza opposta, invece, ¢ stata esibita da 7.

delbrueckii (C7.4) e S. cerevisiae (B6).
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AMILICO ALCOL B-FENIL-
ACETALDEIDE ETILACETATO PROPANOLO ISOBUTANOLO ATTIVO ISOAMILICO ETANOLO
CEPPI (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
K. unispora
M3B3 5.79+0.35 2.83+1.32 10.88+0.12 ND 1.33+0.62 9.36+1.12 0.78+0.4
S. cerevisiae
2PV 26.33+1.48 0.38+0.54 18.90+1.01 9.70+0.55 7.16+£0.93 41.52+4.27 | 39.02+5.98
S. cerevisiae/ S.
paradoxus o S.
bayanus
Bé6 11.24+0.73 3.11+1.16 16.16+1.62 8.61+0.89 6.65+0.91 28.27+4.52 | 15.61+1.13
T. delbrueckii
C7.4 4437+17.14 3.05+0.58 11.41+0.25 5.45+1.32 3.74+1.17 22.49+7.29 6.21+£3.42
L.
thermotolerans
BI3 7.37+1.22 1.47+0.90 12.62+0.49 5.35+0.08 2.92+0.66 23.27+0.85 17.97+1.74
S. cerevisiae/S.
bayanus
MI1-7 22.61+0.01 1.98+0.03 13.40+0.66 7.08+0.35 5.58+0.31 29.44+0.00 3.79+0.35
S. cerevisiae
US05 13.49+0.59 2.43+0.41 14.93+1.25 6.81+0.09 6.13+0.73 26.50+1.27 | 10.40+1.62
S. boulardii
CODEX 14.09+1.91 2.68+0.088 11.90+0.29 0.00+0.00 2.47+0.89 12.864+2.34 2.41£1.20

Tabella 10 — Principali composti secondari birre prodotte dal mosto pils

77



CEPPI ACETALDEIDE | ETILACETATO PROPANOLO ISOBUTANOLO AMILICO ALCOL B- FENIL
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) ATTIVO ISOAMILICO ETANOLO
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
K. unispora
M3B3 12.93£1.40 2.80+1.65 21.284+0.41 4.90+0.27 2.66+0.27 16.85+1.87 5.44+0.4
S. cerevisiae
2PV 59.63+2.54 10.94+1.02 26.29+0.46 11.68+0.50 9.40+0.17 53.26+0.17 10.30+1.90
S. cerevisiae/ S.
paradoxus o S.
bayanus
B6 60.48+3.08 14.74+1.41 34.30+2.33 16.51+0.84 6.52+0.64 45.50+6.55 0.10+0.05
T. delbrueckii
C74 26.59+12.94 3.19+0.06 11.80+0.07 5.81+0.07 1.15+0.98 18.91£1.10 0.16+0.06
L.
thermotolerans
BI13 27.87+1.2 8.55+0.02 14.48+0.87 9.82+0.12 6.32+0.87 37.8+2.36 2.53+0.15
S. cerevisiae
MI1-7 113.20+6.58 17.94+0.68 16.41+2.09 15.11+0.56 14.64+0.67 51.54+1.80 11.16+1.53
S. cerevisiae
US05 76.63+£16.86 9.93+2.61 19.91+2.64 13.71+1.16 12.73+1.87 43.3249 .41 10.06+1.32
S. boulardii
CODEX 55.43+4.35 11.1840.98 31.11+0.74 14.09+0.28 10.7842.33 41.9542.60 4.00+0.36

Tabella 11 — Principali composti secondari birre prodotte dal mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa.
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4.2.4 PRINCIPALI COMPOSTI VOLATILI

I principali composti volatili saggiati a fine fermentazione nelle birre ottenute sul
mosto pils dai ceppi selezionati sono riportati in tabella 12.

La fermentazione che ha evidenziato una concentrazione piu alta di etilbutirrato
(aroma di ananas, mela) ¢ 7. delbrueckii (C7.4), con un valore di 0,21 mg/L, simile al
valore registrato dallo starter commerciale S. cerevisiae US0S5.

Il contenuto di acetato di isoamile (aroma di banana) ha mostrato nella fermentazione
S. cerevisiae (M1-7) il valore piu alto, circa 2,79 mg/L.

Per quanto riguarda il contenuto dell’etilesanoato (esteri fruttati associati al sapore di
mela), il valore piu basso ¢ stato evidenziato dalla prova S. cerevisiae M1-7 (0.03
mg/L).

I1 contenuto di linalolo (aroma floreale, lavanda) ha un andamento costante in tutte le

prove, con valori intorno a 0,1 mg/L.
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Composti S. L. S. S. T. S. K S.
volatili boulardii | thermotolerans | cerevisiae | cerevisiae | delbrueckii | cerevisiae/ | unispora cerevisiae/
(mg/L) CODEX | BI3 USos5 2PV C7.4 S. bayanus | M3B3 S.
MI1-7 paradoxus
0 S.
bayanus
Bé6
Etilbutirrato | 0.00+0.00 | 0.01+0.01 0.20+0.11 | 0.04+0.01 | 0.21+0.07 | 0.08+£0.04 | 0.15+0.03 | 0.03+0.01
Acetato di 0.38+b 1.04+0.01 0.88+0.36 | 0.71+£0.01 | 0.30+0.08 | 2.79+£0.83 | 0.41+0.06 | 1.05+0.14
isoamile
Etilesanoato 0.27+0.10 | 0.32+0.01 0.012+0.01 | 0.21£0.01 | 0.17+£0.01 | 0.03£0.04 | 0.13+0.02 | 0.10+0.11
Linalolo 0.08+0.01 | 0.09+0.03 0.19+0.15 | 0.12+0.02 | 0.11+0.013 | 0.06+0.02 | 0.07+0.09 | 0.07+0.01
Dietilsuccinato | ND 0.037+0.05 0.024+0.00 | ND ND ND 0.002+0.00 | ND

Tabella 12- Principali composti volatili della birra ottenuta su mosto pils
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I volatili saggiati a fine fermentazione nelle birre ottenute su mosto pils addizionato di
idrolizzato di lenticchia rossa dai ceppi selezionati sono riportati in tabella 13.

Per quanto riguarda la concentrazione di etil butirrato, non ha mostrato significative
differenze rispetto ai valori mostrati su mosto pils, fatta eccezione per S. cerevisiae
B6.

I1 contenuto di acetato di isoamile ha registrato un aumento significativo su mosto pils
addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa nelle fermentazioni S. cerevisiae 2PV,
M1-7 e K. unispora M3B3.

Il contenuto di etilesanoato ha mostrato una diminuzione in S. cerevisiae 2PV, T.
delbrueckii C7.4 e K. unispora M3B3 su mosto pils arricchito di lenticchia rossa.

I contenuti di linalolo e dietilsuccinato, nei ceppi di lievito testati su mosto pils
addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa, non hanno mostrato differenze importanti

tra 1 due substrati di fermentazione.
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Composti S. L. S. S. T. S. K. S.
volatili boulardii | thermotolerans | cerevisiae | cerevisiae delbrueckii | cerevisiae/ | unispora cerevisiae/
(mg/L) (CODEX) | (B13) (US05) (2PV ) (C7.4) S. bayanus | (M3B3) S.
(M1-7) paradoxus
0 S.
bayanus
(B6)
Etilbutirrato 0.024£0.01 | 0.25+0.21 0.10£0.00 | 0.14+0.05 0.17+0.11 0.00£0.00 | 0.07+0.03 | 0.15+0.02
Acetato di | 1.24+a 0.5240.03 3.20£0.14 | 3.50+1.13 0.81+£0.24 | 6.97+0.11 | 1.54+0.22 | 1.84+0.0
isoamile
Etilesanoato 0.16+0.03 | 0.25+0.07 0.02+0.00 | 0.05+£0.00 | 0.03£0.02 0.08+0.02 | 0.04+0.01 | 0.034+0.01
Linalolo 0.074£0.01 | 0.099+0.02 0.10£0.01 | 0.05£0.06 | 0.10+0.03 0.11£0.01 | 0.21£0.01 | 0.08+0.00
Dietilsuccinato | 0.57+0.01 | 0.003+0.00 ND 0.016+0.00 | 0.004+0.00 | ND ND 0.05+0.01

Tabella 13- Principali composti volatili della birra ottenuta su mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa.
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4.2.5 ANALISI SENSORIALE

Le birre prodotte su mosto pils e su mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia
rossa sono state sottoposte ad analisi sensoriale gusto/olfattiva per quanto riguarda i
principali descrittori. I dati hanno mostrato che all’interno di ogni ceppo le birre su
mosto pils erano significativamente diverse da quelle prodotte su mosto pils

addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa.
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Figura 15 A- Profilo gusto-olfattivo birra ottenuta in fermentazione
pura con T. delbrueckii sia su mosto pils sia su mosto pils addizionato
di lenticchia rossa

La birra prodotta in coltura pura di 7. delbrueckii (C7.4) (Figura 15A) su mosto pils

mostra differenze tra quella prodotta con mosto pils addizionato di idrolizzato di
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lenticchia rossa, soprattutto per quanto riguarda un lieve aroma di malto e cereale. La
birra prodotta da mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa ¢
caratterizzata, invece, da una maggiore persistenza e astringenza, da una forte nota
acida e mostra anche una nota di alcolico/solvente e di ossidativo. Questa birra inoltre
ha evidenziato come carattere negativo una elevata percezione di DMS (dimetil

solfuro), che richiama I’odore di vegetale cotto.
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{2 il

acido 0 DMS piis
amaro <:/ \’ cereale S. cerevisiae/S.
‘ bayanus mosto

dolce malto pils+lent
ossida.. aram...

; C
solfor...  tostato

Figura 15 B- Profilo gusto-olfattivo birra ottenuta in fermentazione
pura di S. cerevisiae/S. bayanus sia su mosto pils sia su mosto pils
addizionato di lenticchia rossa.

S. cerevisiae (M1-7) (Figura 15B) su mosto pils ha prodotto una birra con alta
persistenza, con una forte nota di amaro, luppolata e anche con una nota di solforato e
di fruttato/citrico. Su mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa, invece,
il S. cerevisiae ha prodotto una birra caratterizzata da un forte aroma di malto e cereale,

da note di fruttato/esteri , ma con forte note di alcolico/solvente.
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Figura 15 C- Profilo gusto-olfattivo birra prodotta da S. boulardii
sia su msoto pils sia su mosto pils addizionato di lenticchia rossa.

S. boulardii (CODEX) (Figura 15C) su mosto pils mostra un profilo gusto-olfattivo
caratterizzato da note di amaro, di dolce e un aroma di cereale, mentre su mosto pils
addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa mostra una nota di solforato, piu

persistenza e leggermente luppolata. In questa birra pero ¢ presente una nota negativa

di DMS.
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fruttato/est...
persistenza 8 alcolico/solv...
corpo fruttato/citr...
astringente luppolo =L
thermotolerans
acido DMS mosto pils
amaro cereale L
dolce malto thermotF)Ierans
msoto pils +
ossidativo/i... caramello lent

solforato tostato

Figura 15 D - Profilo gusto-olfatto birra ottenuta con L.
thermotolerans sia su mosto pils sia su mosto pils addizionato di
lenticchia rossa.

L. thermotolerans (B13) (Figura 15D) su mosto pils addizionato di idrolizzato di
lenticchia rossa ha prodotto una birra con una nota di fruttato/estere, piu persistente,
dolce, con un carattere di acidita e astringenza, enfatizzato probabilmente dall’acido

lattico che ¢ un prodotto caratteristico di questo ceppo di lievito.

fruttato/...

persiste...8 alcolico/... =@=="S. cerevisiae
corpo fruttato/... US05 mosto

astringe... luppolo pils
acido DMS
amaro cereale ==@=S. cerevisiae
USO5 mosto
dolce malto pils +lent

ossidativ... caramello
solforato tostato

Figura 15 E - Profilo gusto-olfattivo birra prodotta con S. cerevisiae
sia su mosto pils sia su mosto pils addizionato di lenticchia rossa.
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La birra prodotta con S. cerevisiae (US05) (Figura 15E) su mosto pils ¢ caratterizzata
da una maggiore persistenza, una nota amara, luppolata e mostra una nota di
fruttato/citrico. Mentre, su mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa S.
cerevisiae ha prodotto una birra da un aroma tostato, con una nota di alcolico/solvente

€ con maggiore astringenza.

fruttato/...
persiste...8 alcolico/...
corpo fruttato/... .
=@==S. cerevisiae
astringe... \\ luppolo 2PV mosto
ils
acido P -
S. cerevisiae
amaro cereale 2PV mosto
pils + lent
dolce malto
ossidativ... caramello
solforato tostato

Figura 15 F - Profilo gusto-olfattivo birra prodotta da S. cerevisiae sia su
mosto pils sia su mosto pils addizionato di lenticchia rossa.

La birra prodotta in coltura pura di S. cerevisiae (2PV) (Figura 15F) su mosto pils
mostra differenze soprattutto per quanto riguarda la persistenza, la forte nota amara,
luppolata e con una nota di ossidativo/solforato. Su mosto pils addizionato di
idrolizzato di lenticchia rossa, invece, le birre sono caratterizzate da note di
fruttato/esteri, di alcolico/solvente e di malto e cereali. [ DMS ¢ presente e conferisce

un carattere negativo alla birra.
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fruttato... =S .
persiste...6 Icolico... cerevisiae/s.
corpo fruttato... paradoxus
mosto pils
astringe... luppolo
acido DMS o5,
cerevisiae/S.
amar cereale
paradoxus
dolce malto mosto pils +
SN lent
ossidati... caramello

solforato tostato

Figura 15 G - Profilo gusto-olfattivo birra prodotta da S. cerevisiae/
S. paradoxus sia su mosto pils sia su mosto pils addizionato di
lenticchia rossa.

La birra prodotta in coltura pura di S. cerevisiae/ S. paradoxus o S. bayanus (B6)
(Figura 15G) su mosto pils mostra una forte nota di amaro, di solforato e aroma di
luppolo. Su mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa, invece, mostra
una nota di fruttato/esteri, di alcolico/solvente e di cereale. E evidente come carattere

negativo una elevata percezione di DMS.
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fruttato/e...
persistenza 8 alcolico/s...
corpo 6 fruttato/ci...
=@=K. unispora
astringente luppolo mosto pils
acido DMS
==@==K. unispora
amaro cereale mosto pils+lent
dolce malto
ossidativo... caramello
solforato tostato

Figura 15 H - Profilo gusto-olfattivo birra prodotta da K. unispora sia
su mosto pils sia su mosto pils addizionato di lenticchia rossa.

K. unispora (M3B3) (Figura 15H) mostra un profilo gusto-olfattivo su mosto pils piu
caratterizzato. Su mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa, invece, ha
prodotto birre caratterizzate da note aromatiche allegate al mosto (DMS e solfuro),
associate ad una bassa attitudine fermentativa di tale ceppo.

In generale, attraverso I’analisi sensoriale ¢ stato possibile evidenziare come ogni birra
testata abbia mostrato un profilo aromatico differente rispetto ai prodotti ottenuti con

il ceppo starter S. cerevisiae US0S.
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CAPITOLO 5 — DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Negli ultimi anni, il consumo di cibi o bevande fermentate ¢ aumentato
sostanzialmente in tutto il mondo, in quanto giocano un ruolo centrale nella dieta
quotidiana di diverse culture grazie ai loro molteplici benefici per la salute, come le
attivita  antimicrobiche, antidiabetiche, antiaterosclerostiche, antiossidanti e
antinflammatorie (Sanlier et al., 2019). Per tali ragioni, i microrganismi fermentanti,
il processo fermentativo stesso € i loro prodotti hanno attirato 1’interesse della
comunita scientifica nel campo della microbiologia applicata. Al giorno d’oggi, diversi
ingredienti, come mais, riso e frutta, sono stati testati nella produzione di birra, per
migliorare 1 profili fenolici di diversi prodotti commercializzati, con lo scopo finale di

ottenere una bevanda funzionale (Ambra et al., 2021).

Dr’altra parte, ’uso di legumi per alimenti fortificati sono stati gia ampiamente testati
su prodotti di panificazione, ma non sono mai stati proposti per la combinazione per
la produzione di birra funzionale. In questo contesto, lo scopo di questo studio ¢ stato
quello di valutare le prestazioni di lieviti non-convenzionali con potenziale attitudine
probiotica, precedentemente caratterizzati da Agarbati et al., 2020, per la produzione
di birra artigianale con proprieta nutrizionali aggiuntive e un profilo sensoriale

rafforzato.

Sebbene la maggior parte delle ricerche pubblicate sui probiotici si siano concentrate
sui batteri, in particolar modo sui batteri lattici utilizzati negli alimenti e nelle bevande
a base di latte, negli ultimi anni i potenziali lieviti probiotici e 1 loro prodotti fermentati

hanno raccolto un elevato interesse scientifico ¢ commerciale (Shakibazadeh, S.,
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2011). In parallelo, con ’aumento del vegetarismo e del veganismo, c’¢ anche un
aumento della domanda di prodotti probiotici fermentati non caseari. A questo
proposito, stanno emergendo studi scientifici incentrati sui lieviti come potenziali
probiotici, grazie alle loro eccellenti prestazioni fermentative sia negli alimenti che
nelle bevande. Infatti, i trattamenti benefici dei lieviti sono legati al miglioramento
della biodisponibilita dei minerali attraverso 1’idrolisi dei fitati, 1’effetto
antinflammatorio e la capacita di produrre antiossidanti naturali come carotenoidi,
acido citrico, acido ascorbico, glutatione che migliorano la salute dell’ospite,

ritardando la degenerazione ossidativa dei lipidi.

Mentre 1’aggiunta di idrolizzato di cece compromette 1 tratti aromatici, I’aggiunta del
20% di idrolizzato di lenticchia rossa ha mostrato una promettente composizione
analitica e sensoriale delle birre finali. La lenticchia (Lens culinaris), un legume
coltivato principalmente in Turchia e in Canada, rappresenta un’importante fonte di
proteine (25-30%). Anche se I’Italia non € uno dei maggiori paesi produttori in termini
di quantita, alcune varieta di lenticchie sono un prodotto eccellente come la lenticchia
di Colfiorito e Castelluccio di Norcia, una piccola area del Centro Italia con un

microclima ideale (Micioni Di Bonaventura et al. 2017).

Anche se in passato la birra era considerata una bevanda formulata per sostituire altre
bevande alcoliche piu costose, al giorno d’oggi la birra artigianale non filtrata e non
pastorizzata ha dimostrato una qualita superiore alle analoghe industriali e I'uso di
lieviti non-Saccharomyces nel processo di produzione della birra ¢ stato ampiamente
studiato per il loro contributo a migliorare il gusto aromatico (Canonico et al., 2016;

Canonico et al., 2020; Canonico et al., 2019) e le proprieta funzionali.
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Nella presente ricerca, L. thermotolerans, precedentemente isolata in un ambiente
naturale non antropizzato (muschio su tronco di quercia), ha mostrato un’efficace nota
acida e un carattere fruttato/estere e un aumento delle note aromatiche. Inoltre, il basso
contenuto di etanolo esibito dalle colture pure di L. thermotolerans era anche rilevante

per produrre birra a basso contenuto alcolico.

Il ceppo S. cerevisiae 2PV con caratteristiche probiotiche dimostrate (isolato da una
cantina dove non vengono utilizzate colture starter commerciali) ha mostrato un
comportamento fermentativo comparabile a quello esibito dal ceppo starter di S.

cerevisiae US05, conferendo alle birre un profilo aromatico favorevole.

K. unispora, gia Saccharomyces unisporus, isolato dal lievito madre artigianale, ha
esibito un valido e peculiare potenziale aromatico, sebbene la sua velocita di
fermentazione sia molto bassa. Questa tendenza potrebbe essere utile per ottenere una
birra artigianale caratterizzata da un basso contenuto di etanolo e allo stesso tempo con

note aromatiche distintive.

Un altro aspetto rilevante ¢ 1’aumento delle prestazioni fermentative dei lieviti su
mosto pils addizionato di idrolizzato di lenticchia rossa, dove la lenticchia agisce come
un “supplemento nutrizionale” determinando da un lato un incremento di alcuni
composti volatili come gli alcoli superiori e permettendo, dall’altro lato, 1’aumento

dell’attivita enzimatica nel mosto.

La promettente capacita di fermentazione di un piccolo numero di ceppi di lievito
selezionati, con attitudine probiotica precedentemente definita, e 1’'uso del mosto di

lenticchie, ricco di proteine, potrebbe essere un valido approccio biotecnologico per
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produrre una birra innovativa a basso contenuto alcolico con maggiore valore

nutrizionale.

In conclusione, in questo studio i ceppi di lievito selezionati hanno mostrato una
migliore capacita di fermentazione rispetto ai ceppi commerciali convenzionali di S.
cerevisiae. Questi ceppi potrebbero essere un’alternativa efficace all’unico lievito
probiotico commercialmente disponibile, S. cerevisiae var. boulardii, durante la
produzione di birra artigianale fortificata. Inoltre, i lieviti non-Saccharomyces qui
selezionati potrebbero essere una strategia adatta a gestire una fermentazione di birra
artigianale premium con un promettente profilo sensoriale con la prospettiva futura di
introdurre nel mercato un prodotto migliorato. Le sostanze fitochimiche (isoflavoni,
saponine, alcaloidi) nei legumi sono state segnalate per avere un potenziale benefico
nella salute umana. E stato riportato che gli isoflavoni sono in gran parte isolati dalla
famiglia delle Fabaceae (Leguminosaea). Gli isoflavoni hanno dimostrato di avere
diverse attivita biologiche tra cui la riduzione dell’ osteoporosi, la prevenzione di alcuni

tipi di cancro e delle malattie cardiovascolari.

Anche se questi risultati sono promettenti, ulteriori indagini sono necessarie per testare
I’efficacia della bevanda durante la produzione su scala pilota e per condurre
un’indagine tra i consumatori in cui il prodotto finale deve essere esaminato per

verificare il grado di accettabilita.
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