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’ Italia ¢ un forte produt-
I tore di grano duro (Triti-
cum durum Desf.) e tene-
ro (Triticum aestivum L.), grazie
a un’antica tradizione agraria e
al clima favorevole la coltivazione
del frumento comprende attual-
mente circa il 62% dei terreni
seminativi con una produzione
totale nel 2020 di quasi di 66 mi-
lioni di quintali di granella (Dati

ISTAT, 2020).
La cariosside del grano ¢ costi-
tuita principalmente da tre par-
ti: il pericarpo, corrispondente
agli strati pit esterni e da cui,
durante la molitura deriva la cru-
sca, I’endosperma, ossia la parte
amilacea, e il germe, costituito
dall’embrione che dara luogo
F E RM E NTAZ I O N E D E L G RA N O alla pianta. L’assunzione del ‘ger-
me di grano e della crusca favo-
risce la riduzione del livello di
CON PASTA M ADRE colesterolo cattivo nel sangue e
dell’ipertensione e, inoltre, puo
contribuire alla prevenzione di
artriti e patologie cutanee. I prin-
cipi attivi del grano favoriscono
Iattivita cellulare e coadiuvano
il fegato nell’eliminazione delle
La fermentagione dei cereali é utile per il rilascio e la bio- tossine. Le cariossidi contengo-
. . 2.8, 0 . no quindi composti di elevato
trasformasione di una quantita di molecole, come polife- . :
< ! ) . s . valore nutrizionale come carboi-
noli e altri antiossidanti, rispetto al prodotto di partensa. drati, proteine e grassi, anche la
Durante questo processo, la Componente miCTObica ha un preziosa vitamina E, coadiuvante
ruolo attivo perché se da una parte facilita il rilascio dei nella disintossicazione dalle sco-
fenoli legati ad altri composti rendendoli maggiormente rie, ¢ il complesso vitaminico B,
assorbibili, dall’altra sintetissa nuovi composti bioattivi che favorisce il metabolismo e la
R . . . ) crescita (1). Dal grano, attraverso
come gli acidi organici, non presenti nella farina, respon- processi di raffinazione, si arriva
sabili di promuovere un effetto benefico sulla composisio- alle farine (2); cid comporta la
ne batterica intestinale e sulla salute delle cellule del co- perdita degli strati pii1 esterni del
lon-retto. chicco di grano e di conseguenza

Per ottenere lisato di grano con
importanti proprieta nutraceutiche
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Triticum aestivum degli elementi che forniscono so-

stanze preziosissime per il nostro
organismo (3-4). L’eliminazio-
ne della crusca provoca, infatti,
un impoverimento in cellulosa e
sali minerali, mentre I’allonta-
namento dell’embrione riduce
al minimo il contenuto in lipidi;
si ha, inoltre, la perdita di fibre,
vitamine (A, E, F), oligoelemen-
ti quali Mn, Co, Cu, Zn, Se, Cr.
La farina risulta cosi impoverita
specialmente in micronutrienti,
ossia quegli elementi essenziali
per il funzionamento del nostro
organismo. Da qui I'importanza
di consumare alimenti meno raf-
finati e se ¢ possibile fermentati
(5-6). La fermentazione dei cere-
ali ¢ infatti utile per il rilascio e
la biotrasformazione di una mag-
giore quantita di molecole, come
polifenoli e altri antiossidanti,

16 % natural 1 dicembre 2020

rispetto al prodotto di partenza
(7-8). Durante il processo di fer-
mentazione, la componente mi-
crobica ha un ruolo attivo perché
se da una parte facilita il rilascio
dei fenoli legati ad altri compo-
sti rendendoli cosi pitt accessibili
all’assorbimento, dall’altra sin-
tetizza nuovi composti bioattivi
come acidi organici (non presenti
nella farina) responsabili di pro-
muovere un effetto benefico sulla
composizione batterica intestina-
le e sulla salute delle cellule del
colon-retto (9-11).

Da una particolare lavorazione
dei chicchi di grano (Triticum
aestioum) biologico nasce il Li-
sato di Grano, denominato Liso-
san G, disponibile in polvere e
in forma liquida. Lo sfarinato di
grano viene fatto fermentare alla
temperatura controllata di 35 °C
per non far degradare gli enzimi ¢
le altre molecole presenti, quindi
essiccato, e durante questa fase si
ottiene la parte acquosa chiama-
ta Lisosan Acqua G. Il processo di
asciugatura per mezzo di pompe
a vuoto permette a molecole piit
piccole ¢ volatili di passare nella
parte acquosa. Il Lisosan G pol-
vere ha mostrato un alto potere
antiossidante; infatti 100 grammi
di questo prodotto presentano un
valore ORAC (Oxigen Radical Ab-
sorbance Capacity) di 5500 unita
(12). L’alto valore di ORAC ¢ do-
vuto alla presenza nel Lisosan G
di vitamine, polifenoli, flavonoidi
¢ altre componenti antiossidanti.
Uno studio pubblicato qualche
anno fa ha evidenziato un suo effi-
cace ruolo nel difendere il fegato
dalle sostanze inquinanti e nella
sua incapacita di interferire con
gli enzimi del metabolismo dei
farmaci come i citocromi P450
e pertanto si possono esclude-
re interazioni con eventuali far-
maci assunti in contemporanca
(13). La letteratura internazio-
nale sostiene che i radicali liberi
sono la causa di diverse malattie
poiché svolgono una potente e
progressiva azione dannosa per
I'organismo. Diversi studi hanno

dimostrato che le lipoproteine
a bassa densita native (LDL), a
contatto con i radicali subiscono
ossidazione diventando uno dei
principali fattori di rischio per
I’aterosclerosi e il danno vasco-
lare. Una dieta con alimenti sa-
lubri e di qualita pud contribuire
a migliorare le difese del nostro
organismo apportando sostanze
antiossidanti capaci di neutraliz-
zare i radicali liberi. Uno studio
da noi pubblicato qualche anno
fa ha dimostrato la capacita del
Lisosan G di proteggere le cellule
endoteliali umane del microcir-
colo dal danno indotto dalle LDL
ossidate (14). Un altro studio ne
ha evidenziato la capacita di pro-
teggere dall’effetto tossico di far-
maci. In particolare, I'inserimen-
to del Lisosan G nella dieta ha
ridotto in maniera significativa il
danno provocato dal Cis-platino,
un agente chemioterapico larga-
mente utilizzato nella cura dei
tumori, ma con una tossicita ben
documentata (15). E stato inoltre
visto che l’alimentazione con il
Lisosan G migliora I’eliminazione
dei grassi accumulati nel fegato in
seguito a dieta iperlipidica (16).
Altri studi effettuati evidenziano i
meccanismi molecolari attraverso
cui il prodotto agisce sul sistema
di difesa antiossidante del nostro
organismo, costituito da enzimi e
molecole in grado di mantenere a
livelli fisiologici sostanze tossiche
come i radicali liberi, che si for-
mano all’interno dell’organismo.
Il sistema antiossidante ¢ control-
lato da un fattore di trascrizione
nucleare, chiamato Nrf2, che in
seguito ad attivazione trasloca
dal citoplasma al nucleo attivan-
do l’espressione di enzimi target.
I risultati sperimentali dimostra-
no la capacita del Lisosan G di
attivare Nrf2 e, di conseguenza,
indurre il sistema antiossidan-
te presente nell’organismo. In
aggiunta a questo meccanismo,
Lisosan G ¢ in grado di inibire
NFkB, un fattore di trascrizione
coinvolto nell’attivazione della ri-
sposta infiammatoria (17).



La caratterizzazione microbica
recentemente eseguita su Lisosan
G ha evidenziato tre principali
generi di batteri presenti: Lacto-
bacillus, Enterococcus e Pediococ-
cus che sono riconosciuti sicuri
e con alta capacita fermentativa.
Questi batteri possono contribui-
re al rilascio di composti bioattivi
capaci di modulare positivamen-
te il microbiota intestinale (18).
Inoltre, Lisosan G contribuisce
fino a 6 volte all’aumento di cre-
scita del Lactobacillus reuteri,
importante componente del mi-
crobiota intestinale sia dell’'uomo
che degli animali e largamente
utilizzato come probiotico per le
sue proprieta salutistiche (18).
L’azione positiva sulla crescita del
Lactobacillus reuteri lascia ipotiz-
zare che il Lisosan G abbia anche
importanti proprieta prebiotiche.
Meno studi sono riportati invece
sull’altra componente della fer-
mentazione denominata Lisosan
Acqua G; quest’ultima ha mostra-
to un potere antiossidante tota-
le con un valore di unita ORAC,
espresso come umol TE/100 mL
di Lisosan Acqua G, di 160. Li-
sosan Acqua G inoltre contiene
alcuni polifenoli come 'acido gal-
lico presente alla concentrazione
di 1 (ug/mg di peso secco) e la
genisteina alla concentrazione di
0,011 (wg/mg di peso secco).
Pertanto, alla luce di tali consi-
derazioni lobiettivo del seguente
studio ¢ stata la caratterizzazione
della componente degli acidi or-
ganici rilasciati in Lisosan Acqua
G e la valutazione dell’attivita
antibatterica e antibiofilm di tale
prodotto contro patogeni alimen-
tari; inoltre ¢ stato determinato
il contenuto totale di aminoaci-
di e piccoli peptidi che potreb-
bero contribuire al suo valore
nutrizionale. I risultati ottenuti,
comparati con quelli del Lisosan
G polvere e con lo sfarinato non
fermentato di frumento tenero
(FnF), permetteranno di valoriz-
zare ulteriormente le componenti
nutrizionali e nutraceutiche di Li-
sosan Acqua G e Lisosan G.

MATERIALI E METODI

Determinazione

degli acidi organici

FnF, Lisosan G polvere e Lisosan
Acqua G sono stati gentilmente
forniti da Agrisan SRL, Larciano,
Pistoia. 4 ¢ di ciascun campione
(Lisosan G e Triticum aestivum)
sono stati omogeneizzati per 90
s con 20 mL di acido solforico
0,013 N a 65 °C e centrifugati a
7.000 X g per 10 min; i surna-
tanti sono stati filtrati su filtri
centrifughi Amicon Ultra-4 con
membrana di taglio di peso mo-
lecolare da 3 kDa (Sartorius AG,
Gottingen, Germania) e centri-
fugati a 14.000 X g per 20 min
a 4 °C. Al contrario, Lisosan Ac-
qua G liofilizzato (2,5 mg) ¢ sta-
to risospeso in 300 uL di acido
solforico 0,013 N e filtrato come
descritto sopra. I campioni (25
nL) sono stati iniettati in HPLC
con una colonna Rezex ROA se-
condo il metodo riportato in Pin-
to et al. (19). 1l software JASCO
Chrome NAV (versione 1.19.03
Build 6) ¢ stato utilizzato per
I’acquisizione dei dati, 'integra-
zione dei picchi e la calibrazione
degli standard. Ciascun cam-
pione, analizzato, in triplicato
¢ stato quantificato, rispetto a
una curva di calibrazione di una
miscela di acidi organici.

Quantificazsione di aminoacidi li-
beri (FAA) e piccoli peptidi

Ciascun campione filtrato (cut-
off <3kDa) di Lisosan G, Triticum
aestivum e Lisosan Acqua G ¢ sta-
to analizzato per la determinazio-
ne della concentrazione totale di
amminoacidi liberi (FAA) ¢ pic-
coli peptidi seguendo il metodo
descritto da Church et al. (20).
Questi valori sono stati calibrati
rispetto a soluzioni di glicina a
diverse concentrazioni (da 0,001
mg/mL a 1,5 mg/mL) ed espressi
come concentrazione equivalen-
te di glicina (Gly). Ogni analisi ¢
stata eseguita in triplicato.

Attivita antimicrobica e antibio-

film di Lisosan Acqua G
L’estratto di Lisosan Acqua G &
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stato testato su tre ceppi batte-
rici gram negativi: Escherichia
coli (ATCC 25922), Salmonella
enterica ser. typhimurium (ATCC
14028), e Enterobacter aerogenes
(ATCC 13048) ¢ due ceppi batte-
rici Gram positivi: Enterococcus
Sfaecalis (ATCC 29212) e Staphylo-
coccus aureus (ATCC 25923). Le
colture sono state fatte crescere
in terreno liquido in presenza di
concentrazioni crescenti di Liso-
san Acqua G (0.25mg-1/mL) per
16 h a 37 °C in condizioni aerobi.
La densita ottica (OD) delle col-
ture & stata determinata alla fine
dell’incubazione. Colture di cia-
scun ceppo in terreno di crescita
senza Lisosan Acqua G sono stati
inclusi come controlli positivi del-
la crescita. L’attivita antibiofilm
¢ stata determinata su S. aureus
(ATCC 35556) come riportato in
Frassinetti et al. (21).

Risultati

Nella tabella 1 sono stati messi
a confronto il Lisosan G polvere
con il Lisosan Acqua G e compa-
rati con quelli dello sfarinato non
fermentato di frumento tenero
(FnF).

Il processo di fermentazione por-
ta a una comparsa di molte mo-
lecole non presenti nel Triticum
aestivum prima della fermenta-

Acidi organici Lisosan Acqua G Lisosan G
ug/mg dm
Acido ossalico n.d. n.d.
Acido fumarico n.d. n.d.
Acido succinico n.d. n.d.
Acido lattico 0.354+0.034 0.399+0.029
Acido acetico 0.010+ 0.004 0.001+ 0.00
Acido propionico 0.109+ 0.027 0.023+£0.012
Acido butirrico 0.226% 0.042 n.d.
Acido isobutirrico n.d. 0.083+0.016
Acido isovalerico 0.178+ 0.057 0.202+ 0.043
Acido fenillattico 0.764+ 0.102 0.388+0.089
Acido valerico 0.023+0.011 0.001+ 0.00

FnF

0.129 +0.005
0.642 £ 0.015
0.003+ 0.001

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

Tabella 1. Concentrazione degli acidi organici (ug/mg peso
secco) di Lisosan Acqua G, Lisosan G polvere e farina non
fermentata di frumento tenero (FnF). | valori sono la media

di tre ripetizioni + SD.

J.
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Campioni Peptidi e FAA (ug Gly equiv/mg, ss)
Lisosan Acqua G 99,05 + 10,81

Lisosan G 328,31 + 25,27

FnF 16,77 £ 1,09

Tabella 2. Peptidi e aminoacidi liberi (AA)

zione. Inoltre, € molto interessan-
te la presenza dell’acido butirrico
nell’acqua e non nella polvere.
Esso ¢ conosciuto per avere un’a-
zione prebiotica molto impor-
tante per lintestino. In tabella 1
sono riportate le concentrazioni
(espresse come ug glicina (Gly)
equivalente/mg di peso secco) di
peptidi e aminoacidi liberi (FAA).
I valori sono la media di tre ripeti-
zioni = SD (N = 3).

Rispetto al prodotto non fermen-
tato nei prodotti dopo fermenta-
zione ¢ stata registrata un’elevata
quantita di peptidi ¢ aminoacidi
liberi, dovuta presumibilmente
alleffetto della fermentazione.
Inoltre ¢ interessante notare come
il Lisosan Acqua G sia ricco in mo-
lecole funzionali-nutraceutiche.

In figura 1 & riportata Dattivita
antibatterica del Lisosan Acqua
G su tre ceppi batterici Gram-ne-
gativi: Escherichia coli (ATCC
25922), Salmonella typhimurium
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(ATCC 14028), Enterobacter ae-
rogenes (ATCC 13048) e due cep-
pi batterici Gram positivi: Ente-
rococcus faecalis (ATCC 29212)
e Staphylococcus aureus (ATCC
25923). Si puo notare una signi-
ficativa inibizione su tutti i ceppi
batterici studiati alle concentra-
zioni tra 0,25 e¢ 1 mg/mL di pro-
dotto.

La Figura 2 riporta Dattivita an-
tibiofilm contro S. aureus ATCC
35556 da parte di Lisosan Acqua
G che alla concentrazione di 0,5

mg/mL causa un’inibizione del
biofilm batterico di oltre 1’80%.
La vancomicina ¢ stata utilizza-
ta come controllo positivo dato
che la sua attivita antibiofilm &
ampiamente nota. Il biofilm rap-
presenta una comunita batterica
circondata da una matrice di eso-
polisaccaridi che favorisce la dif-
fusione dei nutrienti, lo protegge
dall’ambiente circostante e ne fa-
vorisce la resistenza ad antibiotici
(22); sostanze naturali possono
impedire la formazione o favorire
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Figura 1. Attivita antibatterica da parte dl Lisosan Acqua G su Escherichia coli, Salmonella typhimu-
rium, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus
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la disgregazione del biofilm, per-
ché sono in grado di interrompere
i segnali inviati fra i batteri, evi-
tando quindi la formazione della
famigerata pellicola.

CONCLUSIONI

Durante la fermentazione con-
trollata gli alimenti subiscono
profonde trasformazioni che
hanno effetto sulle loro caratte-
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ristiche fisico-chimiche, meccani-
che e qualitative-organolettiche.
Grazie all’attivita metabolica dei
microrganismi coinvolti, molti
costituenti degli alimenti sono
sottoposti a processi di idrolisi o
bioconversione determinando un
sensibile arricchimento in com-
posti a elevato valore nutriziona-
le come vitamine del gruppo B,
E, acido lipoico, polifenoli, acidi
grassi polinsaturi e microelemen-
ti come il calcio, selenio e ferro. Il
Lisosan Acqua G si contraddistin-
gue per un elevato quantitativo
di acido lattico la cui assunzione
migliora ’assorbimento e la bio-
disponibilita del ferro. A differen-
za del grano di partenza (Triticum
aestivum) e del Lisosan G polvere
I’acqua G contiene acido butirri-
co, che si forma durante il proces-
so fermentativo e in virtit del suo
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Un campo
di grano
nello Stato
del Montana
(USA)

basso peso molecolare, durante
il processo di asciugatura, passa
nell’acqua di fermentazione. Esso
sotto forma di butirrato rappre-
senta una fonte energetica mol-
to importante per le cellule della
mucosa intestinale (23-24). L’aci-
do butirrico sembra avere ottime
proprieta antinfiammatorie grazie
alla capacita di inibire I'attivita di
alcune proteine che scatenano
I'infiammazione in quanto contri-
buisce al controllo della risposta
immunitaria regolando Dattivita
dei linfociti T; si ipotizza, pertan-
to, un suo ruolo per eventuali ap-
plicazioni nel trattare patologie
inflammatorie e autoimmuni. La
fermentazione come si puo notare
nei risultati sopra descritti porta
alla formazione di acidi organici
come lattico, acetico, propionico,
butirrico, isobutirrico isovalerico,
fenillattico e valerico che si con-
centrano nel Lisosan G polvere. 1l
Lisosan acqua G contiene cirea il
doppio di acido fenillattico rispet-
to al Lisosan G polvere. L’acido
fenillattico vanta proprieta anti-
microbiche ad ampio spettro ed &
in grado di inibire microrganismi
patogeni causa di malattie di ori-
gine alimentare ed ¢ in grado di
bloccare le contaminazioni fun-
gine (25). Esso si forma durante
i processi di fermentazione spon-
tanea condotta da microrganismi
non selezionati e naturalmente
presenti nella pasta madre. Nel
Lisosan Acqua G troviamo an-
che peptidi ¢ aminoacidi liberi; i
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peptidi sono piccole sequenze di
aminoacidi, che derivano dall’i-
drolisi delle proteine in seguito
al processo fermentativo ed essi
potrebbero giocare un ruolo be-
nefico sulla salute che va oltre il
loro valore nutrizionale (26). 11
Lisosan Acqua G ha dimostrato
una buona attivita antibatterica
contro i ceppi saggiati e antibio-
film contro S. aureus; esiste una
stretta relazione tra la capacita
di formare biofilm di molti bat-
teri patogeni e la relativa anti-
biotico-resistenza e per questo si
puo ipotizzare che I’assunzione di
Lisosan Acqua G possa avere un
ruolo importante nell’impedire la
formazione di biofilm.

Pertanto alla luce dei risultati
ottenuti in questo lavoro si puo
concludere che Lisosan Acqua G,
ottenuto durante il processo di
essiccazione di Lisosan G, conser-
va alcune componenti con poten-
zialitd nutraceutiche, quali Paci-
do butirrico, nonché una spiccata
attivitd antimicrobica e antibio-
film contro patogeni. Sebbene
ulteriori studi sono necessari,
tali risultati potrebbero, tuttavia,
contribuire alla valorizzazione di
Lisosan Acqua G nell’ambito della
produzione di formulati a elevato
valore nutrizionale e proprieta
nutraceutiche.
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