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STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat cuprinde 250 pagini si este structurata in doua parti distincte: studiul documentar
prezentat in 58 pagini (8 figuri, 1 tabel) si studiul experimental care contine 192 pagini (117 figuri, 28
tabele, 9 relatii matematice).

Bibliografia contine 358 titluri din care 22 titluri pana in anul 2000, 165 titluri intre 2000-2004 si 171
titluri intre 2005-2011.

in rezumat sunt prezentate pe scurt obiectivele stiintifice, materialele si metodele de lucru,
rezultatele experimentale, concluziile finale si perspectivele de continuare a cercetarilor, precum si o lista
selectiva a titlurilor bibliografice.

INTRODUCERE: Importanta pe plan national a leguminoaselor ca alimente functionale

,An apple a day keeps the doctor away” (,,un mar pe zi poate tine doctorul la distantd”) o paradigma
ce poate fi considerata a fi fost prima reclama la alimentele functionale.

Alimentele functionale sunt cele care dau oportunitatea de a reduce riscul bolilor si de a promova
starea de bine a organismului, fara a solicita aportul vreunui specialist in mod explicit.

Un numar din ce in ce mai mare de consumatori au devenit mai informati si Tn acelasi timp au capatat
abilitatea de a-si controla sandtatea pe parcursul vietii prin Tmbunatatirea starii lor actuale de sanatate
si/sau luptand Tmpotriva imbatranirii sau a viitoarelor boli. Combindnd interesul consumatorilor cu
evolutiile tehnologiei, a dovezilor clinice referitoare la legatura dietd-boald, precum si evolutiile in
prevenirea bolilor, au oferit oportunitatea fara precedent de a imbunatati starea generald de sanatatea a
oamenilor.

incd din timpuri foarte vechi, in Orient oamenii dezvoltau tehnologiile de fermentare si/sau
germinare ale leguminoaselor pornind de la premiza utilizarii resurselor materiale pentru a-si produce
alimente cat mai aromate, mai gustoase, in functie de traditiile si obiceiurile specifice fiecarei zone si
culturi.

Boabele de soia sunt bogate in proteine de calitate superioara, glucide, uleiuri cu un continut ridicat
de acizi grasi nesaturati si compusi biologic activi, cu actiune benefica asupra starii generale de sanatate a
organismului, precum si asupra prevenirii unor boli degenerative grave, precum cancerul (de san, de col
uterin, de colon, de prostata), diabetul zaharat, boli cardiovasculare sau in prevenirea si reducerea
simptomelor asociate menopauzei.

Initial, interesul pentru produsele din soia a aparut datorita izoflavonelor si a potentialului lor efect
asupra activitatii estrogenice, precum si ca utilizare a produselor din soia Tn alimentatia animalelor in
vederea cresterii acestora (promotori ai cresterii). Izoflavonele s-au dovedit a fi estrogeni slabi, atat in
studiile efectuate in vitro, cat si in cele in vivo, manifestand 10°-10 din activitatea estrogenicd a 17 B-
estradiolului. n ciuda potentialului lor slab, izoflavonele exercit3 efecte fiziologice deoarece s-a observat la
persoanele care au consumat produse din soia concentratii ale izoflavonelor in sdnge de cateva ori mai mari
decat cele ale estrogenilor fiziologici. (Mora Escobedo, 2009).

Izoflavonele reduc oxidarea LDL-colesterolului care poate conduce la ateroscleroza, si Tngrosarea
sangelui care poate conduce la atacuri cerebrale si cardiace. Tn plus, izoflavonele pot preveni sau stopa
dezvoltarea cancerului de prostata la barbati. Ele pot preveni degradarea
ADN-ului si aparitia mutatiilor deoarece actioneaza ca antioxidanti, blocheaza cresterea vaselor sanguine
tumorale (factorii antiantigeni) si inhiba celulele tumorale (Paxton, 2000).

Izoflavonele intensifica activitatea izoenzimelor hepatice P450 si a prostaglandin sintetazei si reduc
metabolismul benzpirenului.

Studiile epidemiologice retrospective au atribuit izoflavonelor capacitatea de a reduce riscul
cancerului de san la grupurile de vegetarieni si asiatici cu un nivel ridicat al excretiei urinare de izoflavone.
Studiile pe animale au aratat o reducere de cel putin 50% a tumorilor de san si prostata, comparativ cu
incidenta acestora la grupul de control (care nu au consumat soia). Exista peste 200 de lucrari stiintifice
care au investigat efectul genisteinei asupra inhibitiei in vitro a celulelor canceroase mamare, de prostata,
colon, plaman, piele si leucemie.
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Studiile in vivo pe animale au aratat ca genisteina inhiba direct tumorile de piele si colon; ea este un
bun antioxidant, un inhibitor puternic al tirozinkinazei (concentratia tirozinkinazei in tesutul epitelial mamar
este un bun indicator al malignitatii); teoria pe care se bazeaza efectul antitumoral al genisteinei este aceea
ca, daca poti inhiba activitatea acestei enzime se poate stopa transformarea celulelor sanatoase in celule
canceroase.

Genisteina provoaca diferentierea celulelor tumorale si actioneaza ca un factor antiangiogeneza
incetinind cresterea tumorii si previne cresterea celulelor canceroase. In plus, genisteina influenteazd
ateroscleroza prin efectele ei antitrombina, iar calitatile sale antioxidante previn oxidarea LDL-
colesterolului. Prin addugarea izoflavonelor in dietd, nivelul colesterolului poate scadea cu pana la 35%. Un
studiu recent a aratat ca genisteina a inhibat dezvoltarea celulelor canceroase ale prostatei si este posibil sa
intarzie instalarea cancerului de prostata cu 15-20 de ani (Paxton, 2000).

n acelasi timp, fructooligozaharidele (FOS) din boabele de soia, desi au efecte nedorite de flatulent
datoritd fermentdrii lor in intestinul gros, proces care implica participarea microbiotei acestuia). In urma
acestui proces rezultd hidrogen, metan si dioxid de carbon, precum si acizi grasi cu catena scurta (acetat,
propionat, butirat), care sunt rapid absorbiti si metabolizati de organism: acetatul trece imediat in sange,
ajunge in ficat, muschi si alte tesuturi; butiratul este metabolizat de colonocite si se pare ca are rol in
reglarea cresterii celulare, induce diferentierea celulelor si moartea acestora (FAO, 2007).

Datorita scaderii pH-ului ca urmare a metabolizarii FOS de catre bifidobacterii, s-a inregistrat si o
scadere a numarului bacteriilor patogene (Clostridium) care au fost asociate cu sindromul mortii subite la
copii, diaree si producerea unor substante de putrefactie care contribuie la encefalopatie. Metabolizarea
FOS in acizi grasi cu lant scurt si scaderea pH-ului faciliteaza absorbtia calciului in intestinul gros marind
densitatea oaselor.

Prin adaugarea 1n dietd a FOS poate fi manipulatd balanta colesterolului. Cercetarile aratd ca
adaugarea FOS determina intensificarea eliminarii colesterolului prin inhibarea circulatiei enterohepatice a
acestuia. Acest fapt se poate datora inhibarii enzimelor bacteriene care convertesc acizii biliari in forme mai
usor de absorbit (Nadeau, 1999).

Exista dovezi considerabile care sugereaza faptul ca microbiota si pH-ul colonului joaca un rol
deosebit Tn riscul asociat cancerului de colon, iar consumul alimentelor cu FOS asigura protectie impotriva
leziunilor neoplazice ale colonului.

Exista Tnsa si alte aplicatii promitatoare ale FOS: colita ulceroasa se pare ca rezulta din “infometarea”
celulelor epiteliale ale colonului, iar acidul butiric rezultat din metabolizarea acestor compusi reprezinta
substratul preferat al acestor celule.

De asemenea, FOS pot proteja ficatul prin reducerea metabolitilor rezultati prin degradarea tirozinei,
cei care participa la encefalopatie. Tn bolile renale, modificarea nivelului de azot la nivelul colonului prin
modularea activitatii enzimelor bacteriene poate conduce la scaderea azotului uric in sange.

Simultan Tnsa exista si compusi care reduc valoarea nutritiva si senzoriald a boabelor de soia, precum
inhibitorii tripsinici (prin reducerea gradului de utilizare si digestibilitatea proteinelor), acidul fitic (care
determina reducerea biodisponibilitatii mineralelor).

Leguminoasele au fost astfel intens studiate pentru a justifica si fundamenta stiintific recomandarea
lor ca alimente functionale. Ele sunt o sursa excelentd de proteine, fibre alimentare, micronutrienti si
substante biologic active (soia este unica printre leguminoase deoarece reprezinta o sursa concentrata de
izoflavone) cu rol extrem de important Tn asigurarea unei stari optime de sanatate, precum si in prevenirea
sau reducerea riscului unor boli.

Si Tn tara noastra exista un consum important de leguminoase, in special mazare, fasole si soia si ca
urmare s-au dezvoltat tehnologii de prelucrare, in special cele de extrudare a soiei si de obtinere a
izolatelor sau concentratelor proteice din soia. Acestea sunt utilizate ca atare sau ca ingrediente in diferite
produse alimentare (in produse din lapte, carne, inghetata, biscuiti, pdine etc.).

Numeroase studii demonstreaza posibilitatea diversificarii alimentelor obtinute din leguminoase prin
diverse prelucrari biotehnologice. Astfel, sunt cunoscute o multitudine de produse rezultate in urma unor
procese fermentative. De o buna apreciere se bucurad in prezent si semintele germinate sau germenii
acestora care se consuma in salate.

“n
|
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Desi germinarea conduce la o crestere evidentd a valorii nutritive a boabelor de leguminoase si
obtinerea unor alimente bogate in compusi bioactivi, comercializarea lor in stare proaspata ridica probleme
privind conservarea chiar pe un timp limitat si Tn conditii optime. Procesele fiziologice declansate de
germinare genereaza compusi simpli care in conditiile umiditatii ridicate a boabelor devin medii ideale
pentru dezvoltarea microorganismelor de alterare. Tn acelasi timp, gustul si mirosul specific-neplacut nu
dispar in totalitate. Aceste inconveniente ar putea fi eliminate printr-o continuare a procesarii
biotehnologice folosind bacterii lactice.

Pornind de la aceste premize, lucrarea isi propune sa investigheze caracteristicile nutritionale si
senzoriale ale boabelor de soia fermentate lactic dupa o prealabila prelucrare biotehnologica prin
germinare.

3. STUDIU EXPERIMENTAL

3.1. Premize, obiective, scop
Desi germinarea conduce la o crestere evidenta a valorii nutritive a boabelor de leguminoase si
obtinerea unor alimente bogate in compusi bioactivi, comercializarea lor in stare proaspata ridica probleme
privind conservarea chiar pe un timp limitat si Tn conditii optime. Procesele fiziologice declansate de
germinare genereaza compusi simpli care in conditiile umiditatii ridicate a boabelor devin medii ideale
pentru dezvoltarea microorganismelor de alterare. Tn acelasi timp, gustul si mirosul specific-neplicut nu
dispar in totalitate. Aceste inconveniente ar putea fi eliminate printr-o continuare a procesarii
biotehnologice folosind bacterii lactice.
Pornind de la aceste premize, lucrarea a avut ca scop studiul influentei a douad procese
biotehnologice combinate asupra calitatii senzoriale si nutritionale ale boabelor de soia.
Pentru indeplinirea scopului propus, lucrarea a avut in vedere realizarea urmatoarelor obiective:
1. Realizarea simultana a celor doua procese biotehnologice respectiv germinarea si fermentatia
lactica a boabelor de soia;
2. Evaluarea modului in care aceste procesari biotehnologice contribuie la imbunatatirea calitatilor
senzoriale si a valorii nutritive a boabelor de soia. Aceasta s-a realizat prin:
e Studiul evolutiei principalilor compusi nutritivi ai boabelor de soia, respectiv extractul solubil,
glucidele solubile, azotul neproteic si aminic, vitaminele din grupul B, activitatea antioxidanta;
e Studiul evolutiei unor factori antinutritionali din boabele de soia in timpul prelucrarii
biotehnologice (glucidele de flatulenta, acidul fitic, inhibitorul tripsinic;
e Studiul gradului de biodisponibilizare a mineralelor (calciu, fier, magneziu, zinc si fosfor
anorganic) prin germinare urmata de fermentatie lactica;
e Studiul influentei procesarilor biotehnologice asupra caracteristicilor senzoriale ale boabelor de
soia.
3. Identificarea posibilitatilor de utilizare in alimentatie si recomandari de consum pentru boabele
de soia prelucrate biotehnologic prin germinare si fermentare lactica.

3.2. Materiale si metode de prelucrare

Boabele de soia ajunse la maturitate au fost supuse germinarii in conditii dirijate si apoi au fost
introduse intr-un mediu de fermentatie reprezentat de extract de tarate de grau fermentat lactic.

3.2.1. Germinarea boabelor de soia

Semintele au fost spalate cu apa de la robinet, clatite de doua ori cu apa distilata iar suprafata lor a
fost sterilizata prin imersie Tn solutie de hipoclorit de sodiu 1% timp de 10 minute. Dupa aceea, boabele au
fost clatite de trei ori cu apa distilata si zvantate intr-un termostat la 40°C.

S-au pastrat seminte in stare negerminatd, iar celelalte au fost inmuiate 12 ore in apa de la robinet in
proportie de 1:4 (v/v), apoi spalate si germinate pe hartie de filtru imbibatd cu apa, mentinerea umiditatii
facandu-se printr-un sistem de capilaritate.

Germinarea boabelor de soia a fost condusa in conditii controlate, timp de 4 zile la temperatura de
25°C (conditiile optime de germinare — din literatura de specialitate) (Oboh, 2000, 2006, Khalid, 2009).
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3.2.2. Mediul fermentativ
S-a utilizat un mediu fermentativ produs industrial de firma SC Alidan Serv SRL cu urmatoarele
caracteristici prevazute in certificatul de conformitate:
Proprietdti senzoriale:
- Aspect: lichid opalescent, fara sediment grosier, fara impuritati vizibile. Se admite un usor
sediment;
«  Culoare: galbuie, cu usoara nuanta cafenie;
- Gust: acrisor, placut, caracteristic, fara gust amar sau alt gust strain.
. Miros: placut, caracteristic.
Proprietdti fizico-chimice:
«  pH,max. 2,5
« substanta uscata solubila: min. 3%
Proprietdti microbiologice:
. bacterii lactice: min. 1x10’ UFC/ml
Mediul fermentativ a fost analizat sub aspectul pH-ului si al numarului de bacterii lactice.

3.2.3. Fermentarea boabelor de soia

Boabele de soia germinate 4 zile la 20°C au fost spalate cu apa de la robinet, apoi au fost introduse in
pahare Erlenmeyer de 500 ml si s-a addugat extractul de fermentare fin raport
boabe : extract = 1:3 (m/v).

Pentru a Tmbunatati procesul de fermentatie al boabelor de soia, in mediul fermentativ
s-a introdus zaharoza in procent de 1%, 3% si 5% (raportatd cantitatea de mediu fermentativ).

Boabele au fost fermentate timp de 24, 48, 72 si 96 ore la 35°C (temperatura optima a bacteriilor
lactice heterofermentative).

Dupa expirarea duratei de fermentare, pentru fiecare varianta de adaos de zaharoza
(de 1%, 3% si 5%) s-au scos probele de boabe de soia fermentate din mediul de fermentare, s-au spalat, s-
au scurs si zvantat intr-un termostat la 40°C/12h. Boabele uscate au fost ulterior macinate si pastrate sub
forma de faina la 4°C pana la efectuarea determinarilor. Singura determinare care s-a efectuat pe boabe de
soia umede germinate si fermentate a fost analiza senzoriala.

3.3. Metode de analiza

Calitatea nutritionala a boabelor de soia germinate si supuse apoi fermentatiei lactice a fost evaluata
experimental prin determinarea urmatorilor parametri biochimici: extractul solubil, glucidele solubile,
azotul solubil si aminic; activitatea ureazicd, fosforul anorganic; mineralele solubile, asimilabile (Ca*, Fe,
Mg*, Zn®*); vitamina By; activitatea antioxidantd.

De asemenea, a fost efectuata si o analiza senzoriald a boabelor de soia prelucrate pentru a evalua,
n special, caracteristicile de gust si miros care fac neplacut consumul boabelor de leguminoase netratate
termic.

3.3.1. Determinarea extractului solubil

a) Principiul metodei

n timpul germindrii si a fermentatiei lactice are loc o activare si intensificare a activititii enzimatice,
motiv pentru care macromoleculele sunt hidrolizate in compusi simpli, ceea ce determina cresterea
nivelului extractului solubil. Astfel, determinarea evolutiei extractului solubil este o modalitate de apreciere
a solubilizarii compusilor macromoleculari si indirect a cresterii gradului de utilizare a compusilor nutritivi
din boabele de soia prelucrate biotehnologic.

b) Tehnica de lucru

2 g faina din boabele de soia (martor sau prelucrate prin germinare si fermentare), cu dimensiuni ale
particulelor care sa treaca prin sita de 0.4mm s-au introdus intr-un pahar Erlenmeyer, si s-a adaugat 30 ml
apa distilata. S-a agitat si s-a |dsat apoi 8 ore pentru extractie. Dupa expirarea timpului, s-a amestecat

10
Universitatea Dundrea de Jos, Galati



Rezumatul tezei de doctorat

intens si s-a filtrat. S-au prelevat 10 ml de filtrat intr-o fiold de cantarire (cantarita si adusa la masa
constanta in prealabil) apoi s-a adus la sec pe o baie de apa. Fiola cu reziduul uscat s-a uscat in final in etuva
timp de 3 ore /105°C, dupa care s-a cantarit.

c¢) Calcul rezultatelor:

% extract solubil =M; m=M-M, (3.1)
102

unde: m —masa de reziduu extras cu apa si uscat la etuva

M — masa fiolei de cantarire cu reziduul uscat, g

M, — masa fiolei de cantarire uscate, goale, g

30 — volum final de solutie, ml; 10 — volum de proba luata in lucru

2 —masa de faina luata in analiza. Rezultatele au fost raportate a 100 g fdina de soia.

3.3.2. Determinarea pH-ului

Evaluarea pH-ului mediului fermentativ, in diferitele momente ale fermentatiei este necesara pentru
a monitoriza activitatea bacteriilor lactice, precum si de a urmari gradul de formare a acidului lactic.

Din mediul de fermentare s-au prelevat 10 ml proba intr-un pahar Berzelius si s-a determinat pH-ul cu
un pH-metru (model GRYF 464, Fisher Slovakia), calibrat fatd de apa bidistilata.

3.3.3. Determinarea aciditatii titrabile a mediului fermentativ

a) Principiul metodei

Metoda se bazeazd pe titrarea acizilor din mediul fermentativ cu NaOH 0,1N, in prezenta
fenolftaleinei ca indicator, pana la virajul culorii solutiei spre roz.

b) Tehnica de lucru

S-a prelevat din mediul de fermentare 10 ml intr-un pahar Erlenmeyer si apoi s-a titrat cu o solutie de
NaOH 0,1N 1in prezenta fenolftaleinei. S-a inregistrat volumul de NaOH 0,1N consumat la titrare.

c¢) Calcul rezultatelor

Aciditatea titrabila s-a exprimat in g acid lactic / 100 ml mediu fermentativ:

acid lactic (g / 100mI mediu fermentativ) = \/1_£)t 100 (3.2)

unde:

V —volumul de NaOH 0,1N consumat la titrare, ml

t — titrul acidului lactic in raport cu NaOH 0,1N, g / ml
100/10 — dilutia efectuata, ml.

3.3.4. Determinarea numarului total de bacterii lactice (Metoda culturala Koch prin inoculare in
masa mediului solidificat)

a) Principiul metodei

Extractul fermentativ este inoculat pe un mediu de cultura specific si dupa incubare sunt numarate
coloniile formate.

b) Tehnica de lucru

S-au efectuat dilutii zecimale ale mediului fermentativ lactic de abalizat in solutie salina (NaCl, 0.85%
w/v) cu peptond (0,1% w/v). 1 cm? din fiecare dilutie s-a transferat cu cate o pipeta sterild in plici Petri
sterile, iar peste suspensia din fiecare placi se repartizeaza cite o eprubetd cu 10-15 cm® mediu de culturd
MRSA (Man Rogosa Sharpe Agar) sterilizat in prealabil la 121°C/15 minute fluidificat si temperat.

Mediul s-a omogenizat cu suspensia din placa prin miscari orizontale, circulare ale placii; dupa
solidificarea mediului, se termostateaza la 30°C timp de 48 ore si s-au format colonii (acest mod de
cultivare este cel mai favorabil pentru microorganismele facultativ anaerobe).
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Figura 3.1. Modul de realizare a dilutiilor si de cultivare a extractului fermentativ lactic

c) Citirea si interpretarea rezultatelor

Dupd termostatarea la 30°C timp de 48 ore, s-au format coloniile. n functie de numarul de colonii
evidentiate n placile din care s-a facut numararea n, se va calcula numarul de microorganisme pe gram sau
cm?® probé de analizg, cu formula:

n
N :—z k (3-3)
x, +0.10X,

unde: N — numirul de celule/cm? proba;

2 n—suma numarului coloniilor din placile din care se face numararea;

X, —numarul placilor din prima dilutie aleasa pentru numarare;

X, - numarul placilor din a doua dilutie aleasa pentru numarare;

k — coeficientul de dilutie corespunzator primei dilutii aleasa pentru numarare;

0,1 — coeficient care egaleaza dilutiile.

n cazul in care numarul de colonii pe plac este mare, in imposibilitatea repetirii analizei, pentru a
Tnlesni numararea fie se imparte placa in mai multe sectoare, se numara coloniile pe un sector si, in final, se
insumeaza coloniile pe intreaga placa, fie se delimiteaza pe reversul mediului o suprafata de 1 cm2, care
contine un numar mediu de microorganisme, se numara coloniile de pe aceasta suprafata si, in final, se
raporteaza la total suprafata mediul din placa.

3.3.5. Determinarea glucidelor prin metoda HPLC

Determinarea glucidelor s-a facut cu scopul de a investiga evolutia glucidelor prin tratamentele
biotehnologice de germinare si fermentatie lactica, precum si evolutia concomitenta a fructozei, glucozei si
zaharozei.

Determindrile au fost efectuate la Centrul de Cercetare pentru Studiul Calitatii Produselor
Agroalimentare din cadrul Universitatii de Stiinte Agronomice si Medicina Veterinara, Bucuresti.

b) Tehnica de lucru

Glucidele solubile (mono si oligoglucide) au fost extrase din boabele de soia printr-o procedura de
extractie tripla pornind de la 2g de faind de soia germinata si fermentata in conditiile prezentate anterior,
dupd metoda Badulescu modificatd (2003). Astfel, s-au realizat 3 extractii succesive cu cate 20 ml etanol
80%, etanol 50% si apa distilatd, la 80°C timp de 15 minute. Dupa fiecare extractie, probele au fost
centrifugate intr-o centrifuga tip Thermo Corporation IEC CL 30 la 4000 rot/min. (15 minute). Cele 3 fractii
de supernatant au fost reunite, iar extractul final a fost evaporat la sec sub vid (liofilizat) intr-un liofilizator
tip Christ Beta 2-8 LD la -91°C/0,140 mbar. Fiecare extract sec s-a reluat in 2 ml de apa distilata de puritate
HPLC, filtrat prin filtre cu porozitate de 0,2 Pm si apoi a fost supus analizei utilizand echipamentul HPLC
Agilent 1200 Series, cuplat cu detector cu indice de refractie (RID).
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Figura 3.3. Exemplu de
cromatograma a standardului pentru
determinarea glucidelor
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Conditii HPLC: Coloana Zorbax NH,, 250 mm x 4,6 mm, 5 um (cod Agilent 880952-708); faza mobila:
acetonitril HPLC:apa=80:20; viteza 1,5 ml/min; volumul de injectie:10 pl.
Detectia: Pe baza indicelui de refractie. Fructoza elueaza intre 5,3-5,8 minute, glucoza elueaza intre
6,3-7,2 minute, zaharoza intre 9,354-10 minute, rafinoza intre 20,03-24 minute si stahioza intre 50-60

minute, conform cromatogramei din figura 3.3.
¢) Calculul concentratiei de glucide se realizeaza utilizand o curba etalon pentru pe domeniul de

concentratie 0-10 mg/ml, iar rezultatele se exprima in g/100g s.u.
Exemplu raport de cromatografie pentru un etalon-amestec de glucoza, fructoza, zaharoza, stahioza,

rafinoza de concentratie 5 mg/ml.

%an?l Stahioza
o

8
8

3.3.6. Determinarea compusilor cu azot

Compusii cu azot investigati Tn aceasta lucrare sunt azotul solubil (neproteic) si azotul aminic ca
indicatori care evalueaza gradul de hidroliza a proteinelor din bobul de soia.

Azotul solubil reprezinta azotul neproteic existent in peptide si polipeptide si se determina dupa

precipitarea proteinelor si separarea lor.
Azotul aminic este un indicator care evalueaza gradul de hidroliza a proteinelor prin determinarea

nivelului total de aminoacizi .

3.3.6.1. Determinarea azotului solubil (neproteic)

a) Principiul metodei
Pentru determinarea azotului neproteic s-au separat proteinele de alte combinatii prin precipitare

cu acid tricloracetic, iar precipitatul a fost mineralizat cu H,SO, concentrat, in prezenta de catalizatori si s-a
determinat continutul de azot proteic dupa metoda Kjeldahl.

Filtratul rezultat dupa precipitarea proteinelor a fost investigat sub aspectul determinarii azotului
neproteic (solubil), urmand ca protocol de lucru tot metoda Kjeldahl.

b) Reactivi: acid tricloracetic 50%; acid tricloracetic 2%; reactivii utilizati la metoda Kjeldahl.

¢) Tehnica de lucru: s-au maruntit fin 5 g boabe de soia fin cu o rasnita electrica Phillips (pana la o
granulatie de 0,4 mm), s-au introdus intr-un pahar de 100 ml, s-au adaugat 25 ml apa distilata si s-a incalzit
amestecul pand la fierbere, agitand continutul paharului cu o baghetd de sticla. Apoi s-au precipitat
proteinele cu solutia de acid tricloracetic. S-au adaugat 5 ml solutie de acid tricloracetic 50% peste proba, s-
a lasat in repaus timp de 30-40 minute apoi continutul s-a filtrat prin hartia de filtru cantitativa; paharul si
precipitatul de pe filtru s-a spalat de cateva ori cu solutie de acid tricloracetic 2%. Dupa filtrare, filtratul s-a
uscat 2 ore la termostat la 50-60°C, s-a introdus intr-un balon Kjeldahl, peste care s-au addugat 5 ml H,SO,
concentrat si 1 g de amestec catalizator (format din K,SO, si CuSO, 3:1), apoi s-a mineralizat.

S-a determinat nivelul azotului neproteic urmand protocolul descris de metoda Kjeldahl.
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Reactivi: acid sulfuric d=1,84; acid sulfuric 0,1 N; hidroxid de sodiu 0,1 N; hidroxid de sodiu 33%;
sulfat de cupru - pulbere; sulfat de sodiu - pulbere; indicator rosu de Congo sau alt indicator.
d) Calculul azotului neproteic se face cu relatia:

azot, g/100ml filtrat = [¢/ 100, (3.4))

(V, —V,)[0,014
Vv

n care:

V;—ml H,SO, 0,1 N adaugati initial;

V, —ml de NaOH 0,1 N cu care se titreaza excesul de H,S0, 0,1N;
0,0014 — titrul H,S0, 0,1 N, in g/ml.

V —volumul de filtrat luat pentru analiza, in ml;

d — dilutiile efectuate

3.3.6.2. Determinarea azotului aminic (metoda cu formaldehida)

a) Principiul metodei

in solutii neutre de aminoacizi, grupdrile aminice ale acestora (-NH,) sunt blocate cu formol
formandu-se metilen-derivati cu reactie acida care se determina prin titrare cu hidroxid de sodiu.

b) Reactivi: formol, solutie 40% (neutralizatd in prezenta fenolftaleinei);hidroxid de sodiu, solutie 0,01
N; fenolftaleina, solutie alcoolica 1%

c¢) Tehnica de lucru

Se cantaresc 10 g produs de analizat, se mojareaza cu 20 ml apa distilata 40°C si se duce cantitativ
intr-un cilindru gradat de 100 ml. Se aduce la volum de 100 ml cu apa distilatd, se omogenizeaza bine si se
lasa timp de 10 minute pentru extractie, omogenizand de cateva ori in acest interval. Proba astfel pregatit3,
se filtreaza printr-un filtru cutat si uscat intr-un balon Erlenmeyer curat si uscat. Din filtratul obtinut se iau
20 ml intr-un balon Erlenmeyer, se neutralizeaza cu NaOH 0,1 n in prezenta fenolftaleinei pana la slab roz;
se adauga apoi 10 ml formol 40% si se titreaza cu NaOH 0,1 n pana la slab roz.

d) Calculul rezultatelor

Cantitatea de aminoacizi din proba analizata se exprima in procente de azot sau de glicocol, dupa
relatia:

%azotaminic(glicocol)zv—[t (100 Ld (3.5)
m

unde: t —titrul solutiei de NaOH 0,1N, Tn azot sau glicocol(E gjicoco= 75; E a0t =14), g/ml;

V —volumul de NaOH 0,01N utilizat la titrarea probei dupa ce s-a adaugat formolul, ml;

m — masa de produs analizat3, in g;

d —dilutia cu care s-a lucrat.

Rezultatul final s-a exprimat in g azot / 100 g s.u.

3.3.7. Determinarea inhibitorului tripsinic

a) Principiul metodei

Determinarea activitatii reziduale a ureazei in boabele de soia este utilizatd ca indicator pentru
prelucrarea corespunzatoare a boabelor de soia, din punct de vedere al inactivarii factorilor antinutritionali;
cu cat activitatea ureazicd este mai mare, cu atat nivelul factorilor antinutritivi, respectiv a inhibitorului
tripsinic este mai mare.

Deoarece ureaza catalizeazd descompunerea ureei Tn amoniac si dioxid de carbon, activitatea
ureazica a fost estimata prin cantitatea de azot amoniacal eliberata de 1g de produs per minut, la 30°C.

b) Reactivi: acid clorhidric 0,1 N, solutie de hidroxid de sodiu 0,1 N, solutie tampon de fosfati (se
dizolva 4,45g fosfat disodic, Na,HPO,:2H,0 si 3,40g fosfat monopotasic, KH,PO,-2H,0 in apa si se
completeazd cu apa la 1000ml), solutie de uree cu pH 6,9-7,0 (se dizolvd 30g uree in 1000 ml solutie
tampon de fosfat).
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c) Aparaturd: pH-metru de inalta sensibilitate (+0,02) cu agitator magnetic; baie de apa echipata cu
termostat stabilit la exact 30°C; eprubete de 150x18mm cu dop slefuit; sita cu dimensiunea ochiurilor de
0,2mm; moara de laborator, usor de curatat si care permite macinarea fara a provoca incalzirea produsului

d) Mod de lucru: 0,2g din boabe de soia maruntite la o finete de 0,2mm s-au introdus intr-un balon cu
dop rodat si s-au adaugat 10ml de solutie de uree. Dupa acoperirea imediata a balonului, acesta s-a agitat
intens si s-a introdus intr-o baie de apa, cu mentinere la 30°C si agitare continua timp de 30 minute.
Imediat dupa expirarea timpului s-au adaugat 10ml HCl 0,1N, s-a racit rapid la 20°C si s-a transvazat
cantitativ continutul Tntr-un balon de titrare, clatindu-se de doua ori cu 5ml de apa. S-a titrat imediat cu
solutie de hidroxid de sodiu 0,1 N pana la pH 4,7.

n paralel s-a efectuat o probd martor: s-au introdus 0,2g fdina de soia (0,2mm) intr-un balon cu dop
rodat de sticld, s-au adaugat 10ml de acid clorhidric 0,1N, 10ml solutie de uree, s-a racit imediat in apa cu
gheata si s-a lasat 30 de minute in repaus. S-a adus la 20°C, s-a transferat cantitativ intr-un Erlenmeyer si s-
a titrat imediat cu NaOH 0,1N pana la pH 4,7.

Activitatea ureazica s-a calculat cu formula:

1,41(v, -V,)

N roba in(30C 3.6.
300F gN/gp (3.6.)

activitatea ureazica =

unde: V, =volumul solutiei de hidroxid de sodiu 0,1 n folosit la titrarea probei de analizat, ml;
V;=volumul solutiei de hidroxid de sodiu 0,1N folosit la titrarea probei martor, ml;

1,4 = cantitatea de azot corespunzatoare unui ml, hidroxid de sodiu 0,1N;

30 — durata de hidroliza, minute.

3.3.8. Determinarea sarurilor minerale asimilabile

Soia este o buna sursa de minerale, dar biodisponibilitatea acestora este redusa datorita blocarii lor
in complexele cu acidul fitic, iar organismul uman nu le poate utiliza deoarece nu dispune in tracul
gastrointestinal de fitaza, enzima care hidrolizeaza acesti complecsi.

Prin germinare si fermentare se activeaza fitaza, creste gradul de hidroliza a fitatilor, ceea ce duce la
madrirea nivelului mineralelor biodisponibile, pe care organismul le poate utiliza in metabolism.

3.3.8.1. Determinarea fosforului anorganic

a) Consideratii generale

Acidul fitic reprezinta principala rezerva de fosfor a plantei; el este un puternic agent de chelare,
incarcat pozitiv, se leaga usor de minerale si proteine determinand reducerea biodisponibilitatii acestora
pentru organismul uman. Germinarea si fermentatia lactica determina hidroliza fitatilor din boabele de
soia, ceea ce conduce la acumularea de fosfor anorganic, cei doi parametrii fiind invers proportional
corelati (Chitra, 1993 . Duhan, 2002, Sinha, 2003)

b) Principiu: Metoda se bazeaza pe proprietatea pe care o are ionul fosfat de a forma cu acidul
molibdenic in prezenta unui reducator, un complex de culoare albastra.

¢) Reactivi: Hidrochinona 1%; Sulfit de sodiu 20%; Acid tricloracetic 10%; Molibdat de amoniu 2,5%;
Solutie etalon de fosfat: KH,PO, p.a. s-a uscat cateva zile in exicator, s-au cantarit 4,3866 g, s-au dizolvat in
putind apa, s-a adus la semn in balon cotat de 1000 ml cu apa distilata; peste aceasta solutie s-au adaugat
cateva picaturi de cloroform (conservant) - solutie contine 1 mg fosfor /1 ml.

d) Modul de lucru

S-a facut un extract apos 5% din proba cu agitare periodica timp de 25-30 minute, s-a centrifugat si
din supernatant s-au luat cate 5 ml in doua pahare Erlenmeyer si s-a dozat cantitatea de fosfor anorganic:
n fiecare pahar s-a addugat, in ordine, 1 ml molibdat de amoniu, 1 ml sulfit de sodiu, 1 ml hidrochinona si 2
ml apa bidistilata. Dupa 20 de minute de repaus s-a citit extinctia probei fata de martor laA =610 nm.

e) Calcul rezultatelor s-a facut prin citirea extinctiei probelor pe o curba de etalonare realizata astfel:
S-a diluat 50 de ori solutia etalon, astfel incat 1ml solutie contine 20 pg fosfor. S-au pipetat intr-o serie de
eprubete cate 0,5; 1; 2; 3; 4 si 5 ml din aceasta solutie standard, iar fiecarei probe i s-a addugat apa pana la
10 ml. Dupa amestecare, s-au prelevat cate 5 ml intr-o altd eprubeta, dupad care s-au adaugat 2 ml

15
Universitatea Dundrea de Jos, Galati



Rezumatul tezei de doctorat

molibdat de amoniu 2,5%, 1 ml hidrochinona si 2 ml sulfit de sodiu. Dupa 5 minute s-a citit extinctia si s-a
reprezentat grafic ludnd pe ordonata extinctia la A=610 nm Tn cuva de 1 cm, iar pe abscisa cantitatea de
fosfor in pg (adica 5, 10, 20, 30, 40, 50 ug) respectiv concentratia.

Rezultatele s-au exprimat in mg fosfor la 100 g s.u.

3.3.8.2. Determinarea ionilor metalici

Metoda de determinare a presupus doua etape de lucru: pregatirea probei si dozarea elementelor
minerale prin spectrofotometrie de absorbtie atomica.

a) Pregdtirea probei: La analiza probelor de alimente, datoritd compusilor organici continuti in proba,
pentru determinarea continutului de metale este necesarad pre-tratarea probei (mineralizare, extractie)
Tnainte de dozarea prin spectrofotometrie AAS.

Metalele biodisponibile s-au determinat prin gradul lor de extractibilitate intr-o solutie de HCI 0,03M
(concentratie similara cu cea din stomac) (Yagoub, 2008).

Tehnica de lucru: 1 g boabe de soia au fost maruntite astfel incat sa treaca prin sita cu diametrul de
0,4mm si s-au adaugat apoi 10 ml solutie de HCI 0,03N; s-a mentinut pe baie de apa la 37°C timp de 3 ore
sub agitare continud. Dupa extractia in HCl, s-a filtrat prin filtru Whatman 42, s-a uscat la etuva la 100°C
timp de 1 ord si apoi s-au calcinat 4 ore la 550°C. Probele calcinate au fost racite si solubilizate in 2 ml HCI
6N, dupa care au fost incalzite lent pe baie de nisip timp de 10 minute. Dupa racire, probele au fost diluate
la 100 ml cu apa dublu distilata, iar elementele minerale determinate apoi prin spectofotometrie de
absorbtie atomica utilizdnd un spectrofotometru de absorbtie atomica (FAAS) , Aanalyst 400” — Perkin
Elmer.

b) Analiza metalelor prin AAS

Din solutia probei mineralizate s-au determinat metalele: zinc, fier, calciu si magneziu, prin
spectrofotometrie de absorbtie atomica (concentratia ionului de analizat fiind in concentratii de ordinul
ppm.), folosind echipamentul ,Aanalyst 400” — Perkin Elmer.

Figura 3.5. Spectrometrul cu absorbtie atomica (FAAS) ,, Aanalyst 400” —Perkin Elmer.

Tntr-un sistem cu flacird, nebulizatorul si atomizatorul au rol determinant: nebulizatorul s3 aspire un
esantion lichid la cu un debit controlat, de a crea un aerosol fin si de a amesteca aerosolul cu gazul oxidant.
Prin atomizare in flacira se distruge orice complex si ionii de analitici sunt transformati in atomi ai
elementului de interes (forma elementard) sub forma de vapori, cum ar fi: Ca°, Mg°, Fe® si Zn°.

Flame -]
or furnace Monochromator — ///
~— Po P (— =
=g a =l &
+ { ‘) II
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Figura 3.6. Elementele componente ale spectrofotometrului F-AAS cu monofascicul
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Ny

Figura 3.7. Sursa luminoasa: lampi monoelement pentru fiecare element de interes: HCL (hollow
cathode lamp) Ca, Mg si Fe; EDL (electrodeless discharge lamp) pentru Zn.

Lungimile de unda recomandate pentru elementele determinate sunt:

Fe =248,3 nm; Zn=213,9 nm; Ca =422,7nm; Mg =282.5 nm.

Absorbanta fiecarui element se masoara in conditiile standard recomandate (lungime de und3,
dimensiuni optime ale fantei (Iatime, inaltime), zgomot relativ, concentratie caracteristica, concentratie
caracteristica corectata, zona de liniaritate aproximata).

Concentratia analitului corespunzadtoare acestei absorbante s-a determinat apoi, pentru fiecare
element, cu ajutorul curbei de etalonare: absorbanta = f (concentratie), realizatad cu ajutorul solutiilor de
etalonare respective. Mai jos sunt prezentate curbele de etalonare utilizate pentru calibrarea aparatului,
pentru toate cele 4 elemente.

c) Exprimarea rezultatelor au fost stabilite de soft-ul aparatului si au avut la baza curba de calibrare.

Concentratia caracteristica, repetabilitatea metodei si limita de detectie se pot calcula pe baza
datelor din soft-ul aparatului.

Rezultatele finale au fost exprimate in ppm. (mg metal/ kg produs) si raportate la 100 g substanta
uscata.

Extractibilitatea se determina prin raportarea cantitatii de minerale extrase in HCl 0,03N la cantitatea
totala a lor.

3.3.9. Determinarea vitaminei B; prin HPLC

Determinarea vitaminelor s-a facut in doua etape: extractia si analiza HPLC propriu-zisa.

a) Principiul metodei

Procedura de extractie a vitaminelor B din probele analizate se bazeaza pe combinarea hidrolizei
acide cu cea enzimatica.

b) Tehnica de lucru

Se cantaresc 5 g de proba intr-un pahar Berzelius, peste care se adauga 60 ml HCI 0,1N care apoi se
autoclaveaza la temperatura de 121°C timp de 30 minute. Dupa racire se ajusteaza pH-ul la 4.0 cu acetat
de sodiu 2M si se adauga circa 500 mg takadiastaza. Probele se vor lasa 18 ore la 372C pentru realizarea
digestiei enzimatice.

Dupa racire probele se aduc la balon cotat de 100 ml si apoi se filtreaza. Extractele filtrate au fost
pastrate in frigider la 42C pana in momentul determinarii prin HPLC.

DAD1 A, Sig=234 4 Ref=off (2011 SEPT VIT BIVIT_B_TIAMINA 10PPM_29SEPT 2011-09-29 14-12-15\031-0101.D)
mAU 2

Figura 3.12. Exemplu de cromatograma
pentru standardul de tiamina
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Conditii HPLC: tip Agilent 1200 Series, coloana cromatografica cu faza inversa: Ascentis C18 (25 cm x
4,6mm, 5um); FM: A —tampon KH,PO, pH=7,0 B — Metanol; viteza 1,5 ml/min; volumul de injectare-10pLL.

Configuratie: degazor, pompa cuaternara pentru gradient de concentratie, autosampler,
compartiment termostatare coloana cromatografica (termostatare la 25°C), detector cu sir de diode DAD
cu lungime de unda programabila si detector cu fluorescenta.

Conditii de determinare HPLC-DAD-FLD: Lungimile de unda DAD: 234nm, 324nm, 282 nm
(caracteristice pentru tiamina, piridoxina si respectiv acid folic); pentru determinarea riboflavinei s-a lucrat
pe detectorul de fluorescenta cu excitatie 453 nm si emisie la 521 nm.

Un exemplu de cromatograma pentru standardul de tiamina este redat in figura 3.12.

Calculul concentratiei de vitamine se face utilizdnd o curba etalon pentru domeniul de concentratie
de 0-10mg/ml, iar rezultatele se exprima in mg/100 g s.u.

3.3.10. Determinarea activitatii antioxidante - metoda cu o-fenantrolina

a) Principiul metodei

Metoda se bazeazd pe capacitatea antioxidantilor de a reduce ionul Fe** la Fe*" si reactia acestora cu
o-fenantrolina cu aparitia unui compus colorat in rosu.

b) Reactivii necesari sunt: alaun feriamoniacal (NH4)Fe(SO,),#12H,0, solutie alcoolica 0,2%; sare
Mohr (NH,),Fe(SO,4),26H,0, pentru scara etalon; clorhidrat de hidroxilamina, 10%; acetat de sodiu, 10%; o-
fenantroling, solutie alcoolicd 0,15%; alcool etilic 90°%; acid clorhidric, d=1,19;

b) Mod de lucru

Pentru efectuarea determinarilor s-a stabilit mai intai o scard etalon: s-au cantarit cu precizie 0,7022
g sare Mobhr, s-a dizolvat in putina apa distilata, s-a trecut intr-un balon de 1000 mL. Sau adaugat adauga 20
ml HCI (1:1), s-a adus la semn cu apa distilata si s-a omogenizat (1 ml din aceasta solutie contine 0,1 mg
Fe®).

Din solutia etalon s-au pipetat in baloane cotate de 25m cate: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9;
1,0, 1,1, 1,2 ml peste care s-a adaugat 1 ml clorhidrat de hidroxilamina, 5 ml acetat de sodiu, 5 ml o-
fenantroling si s-a adus totul la semn cu alcool etilic si apoi se omogenizeazi bine. In paralel s-a efectuat o
proba martor in aceleasi conditii, dar fara solutia etalon. Toate probele au fost mentinute o ora la intuneric
apoi li s-a masurat extinctia la 510 nm, prin cuve de 1 cm, folosind ca fond proba martor. S-a trasat curba
etalon trecand pe abscisa cantitatea de Fe®" si pe ordonatd extinctia corespunzitoare.

Extractele hidroalcoolice de soia prelucratda biotehnologic (germinata si fermentata) au fost
obtinute dupa o metoda descrisa de Rashad s.a. (2011), modificata: 5 g boabe de soia au fost macinate
astfel Tncat sa treacad prin sita de 0,4mm, apoi extrase cu 25 ml metanol si mentinute sub amestecare
continua la 100 rot/min timp de 2 ore/ 55°C. Dupa expirarea timpului, solutia a fost filtrata prin filtru
Whatman nr. 1 si filtratele au fost concentrate in liofilizator (Christ Beta 2-8 LD la -86°C/ 0.160 mbari), pana
la un volum de 2 ml. Acest volum de 2 ml s-a pipetat intr-un balon cotat de 25 ml, s-au adaugat 5 ml alaun
feriamoniacal, 5 ml acetat de sodiu si 5 ml o-fenantrolina, s-a omogenizat bine.

in paralel s-a efectuat o probd martor, fira alaun feriamoniacal. Ambele probe au fost mentinute la
intuneric timp de o ora, dupa care li s-a citit extinctia fata de martor, in cuve de 1 cm, la 510 nm.Cu ajutorul
curbei etalon trasate (figura 3.14) s-a determinat cantitatea de Fe®* formata prin actiunea antioxidantului
prezent.

Calcul. Activitatea antioxidanta se exprima in mg Fe?* la 1g boabe de soia prelucrate.

3.3.11. Analiza senzoriala

Evaluarea senzoriala a boabelor de soia prelucrate biotehnologic a fost condusa prin analiza
descriptiva si testare afectiva utilizand metoda scarii hedonice de opt puncte.

Evaluarea senzoriala prin utilizarea scdrii hedonice s-a facut parcurgand etapele:

1. Selectarea evaluatorilor 3. Pregdtirea fisei de degustare

2. Pregdtirea probelor 4. Realizarea degustdrii
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Tabel 3.2. Fisa de apreciere pentru gustul boabelor de soia prelucrate biotehnologic

APRECIEREA GUSTULUI PROBELOR

Fisa de degustare nr. .....

Data degustarii:

Nume:
Informatii despre
. Prenume:
degustator:
Varsta:

Se va acorda pentru fiecare proba in parte punctajul care corespunde aprecierii facute de

Indicatii de degustare: N . .
dumneavoastra cu privire la gustul probelor analizate.

mi place mi mi mi mi mi Irmi
Aprecieri P place mi place . . displace | displace | Observatii
. extrem place displace displace ..
hedonice foarte moderat . . foarte extrem | Comentarii
de mult putin putin moderat
mult mult de mult
Punctaj 8 puncte | 7puncte | 6 puncte | 5puncte | 4puncte | 3 puncte | 2puncte | 1 punct
PROBA
1..13

5. Interpretarea statisticd a datelor obtinute.

Pentru toate datele cantitative s-au calculat valorile statistice standard: media, deviatia standard si
varianta.

Rezultatele evaluarii fiecarui atribut in parte au fost cuantificate prin reprezentarea valorilor
punctajelor medii obtinute pentru fiecare atribut in parte in grafice tip pdianjen sau radar. Apoi
interpretarile au fost facute in functie de durata de fermentare, dar si de cantitatea de zaharoza cu care a
fost suplimentat mediul fermentativ.

3.5. Rezultate si discutii

Calitatea nutritionald a boabelor de soia neprelucrate, germinate timp de 4 zile la 25°C si fermentate
lactic cu 1, 3, 5% zaharoza intr-un mediu fermentativ lactic timp de 24, 48, 72 si 96 ore, a fost evaluata prin
determinarea experimentala a unor parametri biochimici.

3.5.1. Influenta procesarii biotehnologice asupra compozitiei boabelor de soia
3.5.1.1. Extractul solubil

n timpul germindrii si a fermentatiei lactice are loc o activare si intensificare a activititii enzimatice,
motiv pentru care macromoleculele sunt hidrolizate Tn compusi simpli, ceea ce determinad cresterea
nivelului extractului solubil.

n lucrarea de fata s-a determinat extractul solubil al boabelor de soia germinate timp de 4 zile la
25°C si fermentate 24, 48, 72 si 96 ore in conditile unui adaos suplimentar de zaharoza in mediul
fermentativ de 1, 3 sau 5%.

Rezultatele sunt redate in tabelul 3.4 si grafic in functie de durata de fermentare, cat si de adaosul de
zaharoza in mediul de fermentare.
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Tabelul 3.4. Variatia extractului solubil al boabelor cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza
adaugata in mediu”

Extractul solubil, %
Soia fermentata
Durata de prelucrare ) . - — -

Soia germinata Concentratia de zaharoza in mediu, %

1 3 5

4 zile 9,83+0.049 - - -
24 ore - 10,05010,064 11,870,049 13,45+0,016
48 ore - 10,97+0,053 12,47140,048 14,989+0,055
72 ore - 15,471+0,057 17,971+0,059 19,826+0,047
96 ore - 15,14+0,053 16,670,062 18,131+0,06

=
Valorile reprezinta media a trei determinari + devierea standard

n figura 3.15 se poate observa c3 nivelul extractului solubil pentru toate duratele de fermentare
creste cu cantitatea de zaharoza adaugata. Astfel, dupa fermentarea boabelor de soia timp 24 de ore in
prezenta unui aport suplimentar de zaharoza de 1%, extractul solubil al acestora creste cu 2,24% fata de
soia germinata (SG) pentru a ajunge dupa 96 ore cu 54,01% superior martorului germinat.

Aceeasi tendinta crescatoare se poate observa si pentru boabele de soia fermentate cu
3 si respectiv 5%, cand nivelul maxim al extractului solubil creste cu 82,82% (pentru probele cu 3% zaharoza
in mediul fermentativ) si respectiv cu 101,69% (pentru 5% zaharoza) comparativ cu boabele de soia supuse
numai germinarii (figura 3.15 a, b, c), valori calculate dupa 72 ore, ca valori maxime.

Dupa analiza semnificatiei si a ecuatiilor de regresie a extractului solubil cu cantitatea de zaharoza
ad3ugats in mediul fermentativ, coeficientul de corelatie R? (p&tratul coeficientului Pearson) este mai mare
decat 0,83, ceea ce arata ca modelele sunt bine definite la un prag de semnificatie de 5% (p<0,5).

1% zaharoza in mediul fermentativ 3% zaharozain mediul fermentativ
18 1 20 -
16 1 y = L604x + 7.4808 181 y = L9778+ 7.8284 O ey
R’ =0829 ¢ 1547 ® 1514 R =08349 ® 1667
14 1 161
X
o ° 144
T2 =
3 3
210 S [
a 0% 1005 = 109
> 8 9.83
g g
= 6 = i
ai o6
4 A 44
2 2
0 : | 0 ! ! : :
G 2% 8 72 % G 2 48 72 %
Durata de fermentare, ore Durata de fermentare, ore
a) b)
5% zaharoza in mediul fermentativ
22 -
20 - y = 2.29509 + 8.3555| * 1082
181 R? = 08526 ¢ 1813
16
514+
=
812
510 - 983
% 10 .
5 81
x
w 6
4
2 .
0
G 24 48 72 96
Durata de fermentare, ore
c)

Figura 3.15. Evolutia extractului solubil cu durata de fermentare si zaharoza addugata: a) 1%, b) 3% c) 5%
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Valorile extractului solubil au atins maximul pentru probele fermentate in mediu cu 5% zaharoza
adaugata suplimentar pentru toate duratele de fermentare (figura 3.16). Astfel, extractul solubil a atins
valoarea de 13,45% (dupa 24 ore), 14,99% (dupa 48 ore), 19,82% dupd 72 ore si respectiv 18,13% dupa 96
ore de fermentare.

Aceasta evolutie se poate explica pe de o parte prin faptul ca mediul a fost suplimentat cu un nivel
mai mare de zaharoza (5% comparativ cu 3 si 1%), dar si datorita proceselor mai intense de hidroliza
datorate unei activitati mai intense a lactobacililor la aceastd concentratie suplimentara de zaharoza (vezi
subcapitolul 3.5.1.3).

De asemenea, se poate observa ca dupa 96 ore de fermentare, nivelul extractului solubil este mai mic
decat cel determinat in probele fermentate timp de 72 ore, evolutie inregistrata pentru toate variantele de
adaos de zaharoza in mediul de fermentare (figura 3.16).

22 1
20 | |m240re 1982
18] 48 ore 8.13
m72ore 16.67
16 1 |m9%ore 15.14 14.9
o\‘:’ 13.45
E‘ 14 1 12.4 :
% 12 100 11.87
— SG 10.05
g 10 A
s
% 87
|
6 4
4 -
2 4
0 T S
1% 3% 5%
Cantitatea de zaharoza din mediul fermentativ, %

Figura 3.16. Evolutia cantitatii de extract solubil cu concentratia de zaharoza adaugata in mediul
fermentativ

Explicatia acestei evolutii ar putea fi corelata cu consumul factorilor nutritivi, (substantele simple
solubile din boabele de soia), de catre bacteriile lactice in procesul fermentativ, consum foarte intens in
ultimele perioade de prelucrare (vezi evolutia numarului de lactobacili).

Boabele de soia germinate si fermentate timp de 72 ore cu 3% adaos suplimentar de zaharoza au
inregistrat o crestere procentuald de 82,81% a nivelului extractului solubil, comparativ cu probele
germinate, iar in cele cu 1% zaharoza suplimentara s-a determinat o valoare a extractului solubil cu 57,38%
mai mare decat a boabelor supuse doar germinarii.

De aici se poate concluziona ca prin germinarea urmata de fermentare lactica timp de 72 ore cu 5%
zaharoza se inregistreaza cresterea cea mai mare a valorii extractului solubil, pana la 28,12% (comparativ
cu boabele de soia germinate).

3.5.1.2. pH-ul si aciditatea titrabila

pH-ul si aciditatea titrabila sunt parametri importanti pentru descrierea proceselor ce au loc la
prelucrarea biotehnologica a boabelor de soia prin germinare si fermentare lactica. Astfel, se poate observa
evolutia procesului fermentativ prin formare de acid lactic, prin scaderea pH-ului si in acelasi timp, de
corelare a caracteristicilor biochimice-nutritionale si senzoriale cu nivelul aciditatii titrabile.

Valorile pH-ului extractelor de grau in care a avut loc fermentarea sunt redate in tabelul 3.5, dar si
grafic, in figura 3.21.
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Tabelul 3.5. Variatia pH-ului mediului de fermentare cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza

adéugaté*
Durata de pH-ul
fermentare, ore 1% zaharoza 3% zaharoza 5% zaharoza
24 4,52+0,021 4,44+0,03 4,18+0,047
48 3,94+0,538 3,86+0,053 3,35+0,059
72 4,02+0,059 3,98+0,045 3,33+0,036
96 4,11+0,039 4,14+0,046 3,31+0,056

*
Valorile reprezinta media a trei determinari + devierea standard

in figura 3.21 este redatd evolutia pH-ului si a acidititii cu durata de prelucrare, in functie de
cantitatea de zaharoza adaugata in mediul fermentativ.

Astfel, se poate constata ca dupa 24 de ore de fermentare valoarea pH-ului mediului fermentativ cu
adaos de 5% zaharoza la 4,18, scadere care reprezinta fata de mediul cu adaos de zaharoza 1% un procent
de 7,52%

Scaderea semnificativa a pH-ului se inregistreaza pana la 72 ore de fermentare, pentru ca apoi sa fie
nesemnificativa.
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Figura 3.21. Evolutia pH-ului si a aciditatii mediului de fermentare cu timpul de fermentare: a) 24 ore;
b) 48 ore; c) 72 ore; d) 96 ore.
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Tabelul 3.6. Variatia aciditatii totale a mediului de fermentare cu durata de fermentare si cantitatea de
zaharoza adéugaté*

Durata de Aciditatea, g acid lactic / 100 ml mediu fermentativ
fermentare, ore 1% zaharoza 3% zaharoza 5% zaharoza
24 1,28+0,040 1,34+0,0042 1,520,050
48 1,690,063 1,720,053 1,850,059
72 1,68+0,059 1,64+0,045 1,88+0,036
96 1,650,039 1,630,046 1,91+0,056

*Valorile reprezintd media a trei determindri + devierea standard

Cea mai mare valoare a aciditatii s-a inregistrat la probele fermentate 72 si 96 ore, cu un adaos de 5%
zaharoza, cand nivelul acidului lactic, ca echivalent, a ajuns la 1,88 g/100 g ml si respectiv 1,91 g/100 ml
mediu fermentativ (figura 3.21, c si d). Se constata, de asemenea o crestere semnificativa a aciditatii intre
probele fermentate cu 3% zaharoza si cele cu 5% zaharoza pentru toate duratele de fermentare.
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Figura 3.22. Evolutia pH-ului si a aciditatii
15 mediului fermentativ cu durata de fermentare si
T1 cantitatea de zaharoza adaugata

Aciditatea, g acid lactic/100 ml medic

Durata de fermentare, ore

Din figura 3.22 reiese ca dupa 48 ore de fermentare, indiferent de nivelul de zaharoza adaugat,
cresterea aciditatii este semnificativa; astfel, aciditatea mediului creste cu 32,03% pentru probele cu 1%
mediu fermentativ, cu 28,36% pentru cele cu 3% zaharoza si respectiv cu 21,71% in cazul probelor cu adaos
suplimentar de zaharoza 5% in mediul fermentativ.

Acest fapt arata ca dupa 3 zile de fermentare, indiferent de nivelul zaharozei din mediul fermentativ
creste semnificativ aciditatea mediului, proces datorat probabil intensificarii proceselor fermentative in
primele 48 de ore de fermentare. Valoarea pH-ului se stabilizeaza dupa 72 ore de fermentare, ramanand
aproape constant dupa 96 ore de fermentare, indiferent de nivelul de zaharoza adaugata (figura 3.22).
Explicatia acestei evolutii se poate explica prin Tncetinirea sau chiar oprirea fermentarii prin produsul de
reactie.

Tn mod similar evolutiei pH-ului si in cazul aciditatii titrabile se constat3 o stabilizare a valorii acesteia
dupd a treia zi de fermentare (figura 3.22) cand valorile aciditatii sunt cuprinse intre 1,63-1,68 g acid
lactic/100 ml mediu cu 1, respectiv 3% adaos de zaharoza si intre 1,88-1,91 g acid lactic/100 ml mediu cu
5% adaos de zaharoza.

Evolutia aciditatii mediului fermentativ se coreleaza bine si cu variatia cantitatii de glucide din
boabele de soia prelucrate, (tindnd cont insa si de nivelul zaharozei adaugate ih mediul fermentativ) si cu
durata de fermentare (vezi subcapitolul 3.5.1.4.).

Tn concluzie, analizind toate aspectele descrise anterior, se poate afirma cd cea mai eficienta
combinatie de parametri de fermentare pentru asigurarea unui pH si a unei aciditati care sa asigure
conservarea limitata, in stare proaspata a produselor procesate este adaugarea in mediul fermentativ a
zaharozei in proportie de 3% si fermentarea pentru o durata de 48-72 ore, cand si parametrii senzoriali
sunt cei mai apreciati.
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3.5.1.3. Evolutia numarului de bacterii lactice
Numarul bacteriilor lactice din mediul fermentativ a fost determinat experimental, pentru toate
probele investigate iar rezultatele sunt redate n tabelul 3.7.

Tabelul 3.7. Variatia numarului de bacterii lactice cu durata de fermentare si cantitatea de zaharozd’

Durata de Numar bacterii lactice, UFC / ml
fermentare, ore | Mediu martor’ 1% zaharoza 3% zaharoza 5% zaharoza
0 0,8x10° - - -
24 - 2,1x10° 2,2 x10° 2 x10°
48 - 2,4 x10° 6,8 x10° 3,7 x10°
72 - 4,6 x10° 8,2 x10° 4,5 x10®
96 - 3,2 x10° 6,9 x10° 4,2 x10®

X
Valoarea reprezintd numarul de bacterii lactice din certificatul de conformitate al SC Alidan Serv SRL, Braila

Evolutia numarului de lactobacili cu durata de fermentare si cu concentratia de zaharoza din mediul
fermentativ este reprezentata in figura 3.23.

Se observa ca dupa 48 ore de fermentare numarul bacteriilor lactice creste (cu 14,28% pentru 1%
zaharoza, cu 209,09% pentru 3% zaharoza si cu 85% pentru 5% zaharoza in mediul fermentativ).

Dupa 72 ore de proces fermentativ nivelul bacteriilor lactice ajunge valoarea maxima
corespunzatoare la 4,6x10% UFC/ml (in mediul de fermentare cu 1% zaharoz3), la 8,2x10% UFC/ml (pentru
mediul cu 3% zaharoz3) si la 4,5x10° UFC/ml (pentru mediul cu 5% zaharoza). Aceste variatii sunt cu mult
mai mari decat cele inregistrate Tn prima zi de fermentare: cu 119,05%, 272,73%, respectiv cu 125% mai
mari decat numarul de lactobacili din prima zi de fermentare, pentru probele de mediul de fermentare cu
1, 3 sau respectiv 5% zaharoza adaugata.

1% zaharoza adaugata 3% zaharoza adaugata
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Figura 3.23. Evolutia numarului de lactobacili cu durata de fermentare si concentratia de zaharoza: a)
1% zaharoza, b) 3% zaharoza; c) 5% zaharoza
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Aceasta crestere se poate datora cresterii cantitatii de glucide usor asimilabile ce sunt folosite de
lactobacili ca sursa de carbon. Simultan, ca urmare a intensificarii activitatii hidrolazelor, creste nivelul
azotului solubil si aminic, surse preferate de azot de catre lactobacili ceea ce duce la intensificarea cresterii
lor numerice (vezi subcapitolul 3.5.1.5).

Dupa 96 de ore de fermentare numarul lactobacililor incepe sa scada, numarul lor ajungand la valori
de 3,2x10% UFC /ml (pentru mediul cu 1% zaharoza), 4,4 x10® UFC/ml (pentru mediul cu 3% zaharoza) si
4,2x108UFC/ml (pentru cel cu 5% zaharoza).

Scaderea aceasta se poate datora consumului de glucide, ca substrat de fermentare.

—o— 1% zaharoza 8.2

8 | —%— 3% zaharoza
—a— 5% zaharoza

6.9

4.2

32

L actobadili, 10% UFC/ml

22

24 48 72 9%
Durata de fermentare, ore

Figura 3.26. Evolutia numarului de lactobacili cu durata de fermentare

Cumuland datele in graficul din figura 3.26, se poate observa clar ca faza de dezvoltare maxima a
lactobacililor din  mediul de fermentare este atinsa dupa 72 ore de fermentare
in mediul cu 3% zaharoza addugata; in aceste conditii numarul total al bacteriilor lactice este cu 78,26% mai
mare decat cel pentru probele cu 1 si 5%, pentru ca apoi s3 scad4 la 6,9x10® UFC/ml, dup3 96 ore.

3.5.1.4. Evolutia glucidelor solubile

Tn studiul de fatd ne-am axat pe urmdrirea influentei germindrii si a fermentatiei lactice asupra
glucidelor solubile simple (fructoza, zaharoza, glucoza), dar si al modificarilor cantitative ale stahiozei si
rafinozei, in functie de durata de germinare si fermentare, cat si de cantitatea de zaharoza adaugata
suplimentar in mediul fermentativ cu lactobacili.

3.5.1.4.1. Glucidele solubile dupa germinare

Modificarile cantitative ale nivelului glucidelor solubile din boabele de soia prelucrate prin germinare
sunt redate in tabelul 3.8.

Tabelul 3.8. Cantitatea de glucide solubile din boabele de soia germinate*

Cantitatea de glucide, g/100 g s.u.
Tipul procesarii
Zaharoza Fructoza Glucoza Stahioza Rafinoza
Soia negerminata (S) 4.19+0.008 0.41+0.007 0.257+0,008 | 4.198+0,055 | 1,780+0,010
Soia germinata (SG) 0.176+0.004 | 0.034+0.009 | 0,051+0,006 | 0,224+0,007 | 0,117+0,008
“Valorile reprezintd media a doua determindri + devierea standard
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Prin germinarea boabelor de soia timp de 4 zile la 25°C se poate observa o scadere a nivelului
zaharozei cu 95,79% de la 4,19 g/100 g s.u. in boabele neprelucrate la 0,176 g/100 g s.u. in cele germinate
(figura 3.29).
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}
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0.051 - 0.05
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} T— o

Neprelucrata Germinata — Zaharoza
= Fructoza
== Gucozi

Figura 3.29. Variatia glucidelor simple din boabele de soia prin germinare timp de 4 zile la 25°C.

Tipul de prelucrare a boabelor de soia

De asemenea, scade si nivelul celorlalte glucide simple din boabele de soia: cu 91,71% fructoza si cu
80,16% glucoza dupa 4 zile de germinare la 25°C.

in primele etape ale germinirii boabelor de soia au loc procese intense de hidrolizd a glucidelor
complexe cu formarea de glucoza, fructoza, maltoza, zaharoza, pentru ca apoi, incepand din a patra zi de
germinare sa intervina faza de sinteza a substantelor proprii noii plante, proces care determina antrenarea
glucidelor sub form& de glucoza in procesele de biosintezd. Tn acelasi timp, glucidele simple rezultate din
hidroliza poliglucidelor se consuma la germinare in procesele de respiratie si sunt utilizate pentru sinteza
zaharozei sau a amidonului, ca glucide de rezervd (Burzo, 1999). in acest fel se poate explica evolutia
descendenta a nivelului glucidelor solubile in timpul germinarii conduse la 25°C timp de 4 zile.

n ceea ce priveste evolutia cantititii de oligoglucide, acestea scad drastic dupd 4 zile de germinare a
boabelor de soia la 25°C. Astfel, din figura 4.31 se observa ca stahioza scade cu 94,66% iar rafinoza cu
93,43%. Aceastad scadere a stahiozei si rafinozei s-ar putea explica prin activarea in timpul germinarii a
enzimei B-galactozidaza care hidrolizeaza legaturile 1,6-B-glicozidice cu eliberarea glucidelor simple
(2zdunczyk, 2011). Astfel, se produce concomitent o scadere a efectelor negative produse de oligoglucide in
tractul gastrointestinal.
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Figura 3.31. Evolutia oligoglucidelor in timpul germinarii boabelor de soia 4 zile la 25°C
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in figurile 3.32 si 3.33 sunt redate cromatogramele probelor de soia seminte, neprelucratd si cele
pentru soia germinata, obtinute prin HPLC.
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Figura 3.32. Cromatograme pentru probele de soia: a) soia seminte (neprelucrata); b) soia germinata

3.5.1.4.2. Glucidele solubile din soia fermentata lactic dupa germinare

Boabele germinate de soia au fost supuse fermentatiei lactice prin imersarea lor intr-un extract din
tirate de grau fermentate (contindnd 0,8x10° UFC/ml Lactobacillus si avand un pH de 2.5). Mediul
fermentativ a fost suplimentat cu zaharoza in proportie de 1, 3 sau 5%, apoi au fost investigate sub aspectul
modificarii continutului glucidelor simple (zaharoza, fructoza, glucoza) si oligoglucide (stahioza si rafinoza) .

a) Evolutia zaharozei din bob in timpul fermentatiei lactice

Rezultatele experimentale cu privire la variatia cantitatii de zaharoza cu durata de fermentare si cu
nivelul zaharozei suplimentare sunt redate in tabelul 3.9.

Tabelul 3.9. Variatia cantitatii de zaharoza cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza
adéugaté*

Cantitatea de zaharoza in bob, g/100 g s.u.
Durata de
fermentare, ore 1% zaharoza in 3% zaharoza in 5% zaharoza in
mediu mediu mediu
24 0.472+0.007 1.043+0.011 5.798+0.006
48 0.172+0.008 0.735+0.004 2.242+0.010
72 0.109+0.004 0.135+0.003 1.569+0.012
96 0.084+0.003 0.048+0.006 0.074+0.005

=
Valorile reprezinta media a doua determinari + devierea standard

Facand o analizd a tendintei urmate de cantitatea de zaharoza acumulata in boabele de soia prin
fermentare, se constatd ca aceasta scade cu durata de fermentare, pentru toate nivelurile de adaos
suplimentar de zaharoza in mediul fermentativ (figura 3.34 a, b si ¢).

Se constata ca prin fermentarea intr-un mediu cu 1% zaharoza, in boabele de soia se inregistreaza o
scadere liniara a cantitatii de zaharoza de la 0,472 g/100 g s.u. (dupa 24 ore de fermentare) pana la un
minim de 0,084 g/100 g s.u. dupa 96 ore de fermentare, scadere de 5,62 ori fata de durata initiala de
fermentare de o zi.

Aceeasi tendinta descrescatoare s-a inregistrat si in cazul fermentarii boabelor de soia in mediu
fermentativ cu 3% zaharozd, scaderea facandu-se pana la 0,048 g zaharozd/100 g s.u. dupa 96 ore de
fermentare, cu 95,39% fata de fermentarea timp de 24 ore.
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Figura 3.34. Evolutia cantitatii de zaharoza din boabele de soia cu durata de fermentare si adaosul
suplimentar de zaharoza in mediul fermentativ: a) 1%, b) 3% si c) 5%

n cazul boabelor de soia fermentate intr-un extract cu lactobacili imbogatit cu 5% zaharoza, dupa 24
ore de fermentare nivelul zaharozei din bob a fost de 5,798 g/100 g s.u. si a scazut pana la 0,074 g/100 g
s.U., cu 98,72% dupa 96 ore de fermentatie lactica.

Scaderea semnificativa a zaharozei din boabele de soia germinate supuse fermentatiei lactice se
poate explica prin aceea ca bacteriile din genul Lactobacillus, prezente in mediul fermentativ, transforma
acest diglucid Tn acid lactic si CO,, procesul fiind intensificat de prezenta suplimentara a zaharozei in mediul
fermentativ. In acelasi timp, zaharoza este hidrolizatd enzimatic de invertaza microbiand a lactobacililor,
ceea ce duce la scaderea ei cantitativa in bob.

Indiferent de procentul de zaharoza adaugat suplimentar in mediul fermentativ (1, 3 sau 5%), nivelul
acesteia dupa 96 de ore de fermentare este subunitar, ajungand la valori de 0,084, 0,048 si respectiv 0,074
g/100 g s.u. dar aciditatea finald a probelor este diferita ca urmare a intensitatii cu care se desfasoara
fermentatia si a acumularii acidului lactic Tn bob.

Avand in vedere interdependenta dintre nivelul zaharozei consumate in timpul fermentatiei si
cantitatea de acid lactic formata ca efect al activitatii bacteriilor lactice am reprezentat in figura 3.35 (a, b si
c) corelatiile dintre acesti doi parametri.

Astfel, se poate vedea ca in primele 24 de ore de fermentare a boabelor intr-un mediu cu 1%
zaharoza, cantitatea de zaharoza din bob scade foarte mult, de 2,74 ori, ceea ce are ca efect cresterea
semnificativa a aciditatii mediului, cu 32,03%. Scaderea nivelului zaharozei din boabe continua accentuat
pana la 72 ore de fermentare, pentru ca in ultimele 24 ore de prelucrare scaderea este mai lent3, la un nivel
de 0,084g/100 g s.u. (timp in care si valoarea aciditatii se stabilizeaza).
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Figura 3.35. Corelatia evolutiei zaharozei cu aciditatea totala a mediului fermentativ:
a) 1%, b) 3% sic) 5%

Coeficientul de corelatie Pearson intre continutul de zaharoza si nivelul aciditatii mediului
fermentativ cu 1% zaharoza este -0.928, de unde rezultd cd cei doi parametrii se coreleaza invers
proportional foarte bine, valorile fiind apropiate de -1.

Aceeasi corelatie se poate observa si pentru celelalte douda variante de adaos suplimentar de
zaharoza: cantitatea de zaharoza din boabele de soia prelucrate scade brusc dupa 72 ore cu 87,06% si cu
72,94% pentru probele cu 3, respectiv 5% zaharoza suplimentard, pentru ca dupa inca 24 ore de
fermentare finala sd scada din nou cu 64,44% si 95,28% (pentru 3 respectiv 5%).

Continutul de zaharoza din boabele de soia germinate si fermentate si aciditatea totald a mediului
fermentativ se coreleazd negativ si pentru ultimele doua valori ale nivelului suplimentar de zaharoza,
coeficientul de corelatie Pearson intre cei doi parametri fiind de -0,954 (pentru 3%) si respectiv - 0.997
(pentru 5%).

b) Evolutia fructozei din bob in timpul fermentatiei lactice
Evolutia nivelul fructozei este de asemenea influentata de germinare, de durata de fermentare si de

nivelul adaosului exogen de zaharoza in mediul fermentativ, iar rezultatele determinarilor experimentale
sunt redate n tabelul 3.10.
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Tabelul 3.10. Variatia cantitatii de fructoza cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza adéugaté*

Durata de Cantitatea de fructoza in bob, g/100 g s.u.
1% zaharoza in 3% zaharoza in 5% zaharoza in
fermentare, ore . . .
mediu mediu mediu
24 0.307%0.010 2.126+0.011 2.568+0.005
48 0.28+0.007 0.239+0.010 0.721+0.006
72 0.168+0.014 0+0.002 0.114+0.003
96 0.104+0.002 0.015+0.005 0.074+0.012

=
Valorile reprezinta media a doua determinari + devierea standard

in acelasi timp, s-a reprezentat grafic evolutia cantittii de fructozd din boabele germinate si
fermentate timp de 24, 48, 72 si 96 ore intr-un mediu in care nivelul zaharozei a fost variat (1, 3 si 5%),
figura 3.36 a3, b si c.
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Figura 3.36. Evolutia cantitatii de fructoza din boabele de soia cu durata de fermentare si adaosul
suplimentar de zaharoza in mediul fermentativ: a) 1%, b) 3% si c) 5%

Asa cum reiese din analiza figurii 3.36 a, cantitatea de fructoza are o evolutie descendenta liniara cu
durata de fermentare. Astfel, dupa primele 24 ore de fermentare in mediu cu 1% zaharoza, cand cantitatea
de fructozd este de 0,307 g/100 g s.u., apoi scade de 1,83 ori, la 0,168 g/100g s.u. dupa 72 ore de
fermentare. In ultimele 24 ore de fermentare, cantitatea de fructozd scade cu 38,09%, ajungand la valori de
0,104g/100 g s.u.

30

Universitatea Dundrea de Jos, Galati



Rezumatul tezei de doctorat

Aceeasi evolutie se constata si pentru celelalte doud variante de fermentare, cu 3 respectiv cu 5%
(figura 3.36 b, c). Cantitatea de fructoza din boabele de soia scade brusc in primele 48 ore de 8,9 ori,
respectiv de 3,56 ori, pentru ca dupa 96 ore sa ajunga la valori foarte mici de 0,015 g/100 g s.u., respectiv
0,074 g /100g s.u.

Evolutia descendenta a fructozei in timpul fermentarii boabelor de soia, indiferent de suplimentarea
mediului cu zaharoza se poate explica prin aceea ca fructoza se poate metaboliza dupa izomerizarea ei in
glucoza, pe calea transformarii in acid lactic, sub actiunea echipamentului enzimatic specific bacteriilor din
genul Lactobacillus.

in figura 3.37 am reprezentat corelatia dintre cantitatea de fructozd a boabelor de soia germinate si
fermentate cu adaos suplimentar de zaharoza si aciditatea mediului de fermentare. Corelatia este de
negativa, cu cat scade cantitatea de fructoza, cu atat creste aciditatea mediului de fermentare, ca urmare a
formarii acidului lactic, indicator al actiunii lactobacililor.
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Figura 3.37. Corelatia evolutiei fructozei cu aciditatea totald a mediului fermentativ:
a) 1%, b)3%sic)5%
Coeficientul de corelatie Pearson intre continutul de fructoza si nivelul aciditatii mediului fermentativ
este 0,583, pentru 1% zaharoza, 0,939 (3%); 0,989 (5%), de unde rezulta ca cei doi parametri se coreleaza
proportional foarte bine.

c) Evolutia glucozei din bob in timpul fermentatiei lactice
Cantitatea de glucoza determinata pentru probele de soia germinate timp de 4 zile la 252C si apoi

fermentate timp de 24, 48, 72 si 96 ore intr-un mediu fermentativ cu Lactobacillus, cu 1,3 sau 5% adaos de
zaharoza sunt redate in tabelul 4.10.
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Tabelul 3.11. Variatia cantitatii de glucoza cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza adéugaté*

Durata de Cantitatea de glucoza in bob, g/100 g s.u.
fermentare, ore 1% zaharoza in mediu | 3% zaharoza in mediu | 5% zaharoza in mediu
24 0.419+0,009 3.510+0,010 6.351+0,012
48 0.172+0,014 0.266+0,011 0.527+0,008
72 0.076+0,011 0.052+0,002 0
96 0.055+0,003 0.037+0,006 0

¥
Valorile reprezinta media a doua determinari + devierea standard

Astfel pentru fermentarea boabelor de soia cu 1% zaharoza, nivelul glucozei in bob atinge in primele
24 ore valori de 0,419 g/100 g s.u. (figura 3.37). Aceasta valoare scade apoi continuu cu durata de
fermentare ajungand la 0,055 g/100 g s.u. dupa 96 de ore de fermentare, o scidere cu 86,87% fata de cea
inregistrata la inceputul fermentarii (figura 3.38 a).
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Figura 3.38. Evolutia cantitatii de glucoza din boabele de soia cu durata de fermentare si adaosul
suplimentar de zaharoza in mediul fermentativ: a) 1%, b) 3% si c) 5%

Si in cazul fermentarii intr-un mediu cu 3, respectiv 5% zaharoza a boabelor de soia germinate (figura
3.38 b, c) se observa scaderea cantitativa a glucozei dupd 96 ore de fermentare cu 98,95% pentru ca in
probele fermentate cu 5% adaos glucoza sa nu mai fie decelatd in boabele fermentate inca din a treia zi de
fermentare. Acest lucru se explica prin aceea ca glucoza este glucidul cel mai implicat in procesul de
fermentatie lactica.

Scaderea glucozei din soia germinata si fermentata cu durata de fermentare si particularitatile
mediului fermentativ este liniara. Luand in calcul semnificatiile si ecuatia de definitie a curbei, se poate
observa c& R? este mai mare de 0.8 pentru probele fermentate cu 1% zaharoza si mai mare de 0,65 pentru
cele cu 3, respectiv 5% zaharoza, ceea ce arata o buna definire a evolutiei cantitatii de glucoza de catre
ecuatia dreptei de regresie, la un nivel al semnificatiei de 5% (p<0,5).
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Glucoza este monoglucidul preferat de bacteriile din genul Lactobacillus ca sursa de carbon pentru
fermentatie. Asadar, a fost interesant de observat evolutia cantitativa a glucozei prin corelatie cu aciditatea
mediului fermentativ, ca efect al actiunii bacteriilor lactice (figura 3.39 a, b si c)

Asa cum se poate vedea in figura 3.39 a, o datd cu scaderea cantitatii de glucoza creste nivelul
aciditatii totale a mediului fermentativ. Scaderea este mai intensa in primele 72 ore, cand nivelul glucozei
ajunge cu 81,86% mai mic decat in prima zi de fermentare, pentru ca apoi sd scada mai lent cu 27,63% in
ultimele 24 ore ale fermentatiei lactice.

Corelarea cantitatii de glucoza cu aciditatea mediului fermentativ cu 3, respectiv 5% zaharoza este
tot inversa (figura 3.39 b, c), astfel incat cresterea aciditatii totale a mediului cu durata de fermentare este
realizata pe baza scdderii glucozei din bob, ca urmare a consumului ei si a conversiei in acid lactic prin
fermentare. Tn ultima parte a fermentatiei, dupd 96 ore, datoritd inhibarii procesului prin produsul de
reactie (acidul lactic), nivelul aciditatii se stabilizeaza, iar cantitatea de glucoza scade mult mai lent, cu
28,85% (pentru probele fermentate cu 3% zaharoza) si ajunge la zero pentru cele cu 5% zaharoza.

Pentru redarea gradului de corelare a celor doi parametri, cantitatea de glucoza si aciditatea
mediului, s-a calculat coeficientul Pearson, R care este un indice adimensional cuprins intre -1,0 si 1,0
inclusiv si reflecta intinderea relatiei liniare dintre cele doua seturi de date.

in situatia de fatd, coeficientul Pearson este -0,928 pentru probele de mediu cu adaos de 1%
zaharoza, -0,954 pentru 3% si -0,997 pentru 5%, nivel al zaharozei din mediul fermentativ. Toti acesti indici
arata un bun grad de corelare invers proportional ai celor doi parametri investigati.
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Aceasta evolutie se poate datora consumului de glucoza in timpul fermentatiei, fie datorita utilizarii
ei de catre bacterii pentru crestere, fie este transformata in acid lactic, ca urmare a proceselor specifice
fermentatiei produse de Lactobacillus.

in figura 3.41 sunt redate pentru exemplificare cromatogramele obtinute in cazul probelor germinate
si fermentate 48 ore cu 1%, 3 si 5% adaos suplimentar de zaharoza.
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Figura 3.41. Cromatograme pentru soia germinata si fermentata 48 ore: a) 1% zaharoza si b) 3% zaharoza;

in concluzie, in timpul germinarii si al fermentatiei lactice au loc transforméri importante la nivelul
glucidelor simple din boabele de soia.

& Prin germinarea boabelor de soia timp de 4 zile la 25°C se poate observa din figura 2.15. o
scadere a nivelului zaharozei cu 95,79% a nivelului de zaharoza de la 4,19 g/100 g s.u. in boabele
neprelucrate la 0,176 g/100 g s.u. in cele germinate.

@ Fermentatia lactica a boabelor de soia supuse initial germinarii determina consumul de zaharoza,
glucoza si fructoza de bacteriile lactice din genul Lactobacillus si convertirea lor prin procesele biochimice
specifice Tn acid lactic.

@ Corelarea datelor referitoare la evolutia nivelului zaharozei, fructozei si glucozei arata o buna
corelatie a interdependentei celor trei glucide implicate in procesul fermentativ al boabelor de soia
germinate.

3.5.1.4.3. Oligoglucidele din soia germinata si fermentata lactic
n lucrarea de fatd a fost investigatd si evolutia factorilor de flatulenta (stahioza si rafinoza) cu durata
de fermentare si aportul suplimentar de zaharoza din mediul fermentativ. Rezultatele sunt redate tabelar

(tabelul 3.12) si grafic.

Tabelul 3.12. Variatia cantitatii de stahioza si rafinoza cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza

adiugats’
Tipul de boabe de soia Cantitatea de stahioza, Cantitatea de rafinoza, g/100 g
g/100 g s.u. s.u.

Soia cruda 4,198+0,055 1,780+0,010

Soia germinata 4 zile/25°C 0,224+0,007 0,117+0,008

Soia germinata si fermentata

Concentratia de 1% 0,103+0,006 0,097+0,011

zaharoza din mediul 3% 0 0

fermentativ 5% 0 0

=
Valorile reprezinta media a doua determinari + devierea standard
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Asa cum reiese din figura 3.46, atat rafinoza cat si stahioza scad evident prin germinare: dupa
germinarea timp de 4 zile la 25°C nivelul stahiozei scade cu 96,66% si al rafinozei cu 93,43% comparativ cu
boabele de soia negerminate.

Fermentarea in mediu cu 1% zaharoza timp de 24 ore determina o reducere a cantitatii de stahioza si
rafinoza cu 97,55%, respectiv 94,55% fata de soia negerminata.

Astfel, prin fermentare, ca procedeu suplimentar de prelucrare a boabelor de soia germinate se
inregistreaza o reducere a nivelului de stahioza si rafinoza cu inca 54,02%, respectiv 17,09%., comparativ cu
cel decelat in probele germinate.

in probele fermentate timp de 24 ore cu 3 sau 5% adaos suplimentar de zaharoz4, nici stahioza si nici
rafinoza nu au mai putut fi detectate, ceea ce inseamna ca din acest punct de vedere (al scaderii factorilor
de flatulentd), combinarea germinarii cu fermentarea timp de 24 ore duce la disparitia oligoglucidelor.
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Figura 3.46. Evolutia stahiozei si rafinozei prin germinare si fermentare functie de durata si cantitatea de
zaharoza adaugata

Explicatia reducerii si disparitiei din boabele de soia germinate si fermentate a rafinozei si stahiozei se
poate baza pe abilitatea microorganismelor din mediul fermentativ de a produce a-galactozidaza ce
hidrolizeaza legaturile a-1,6-glicozidice, cu formare de glucide simple care fie sunt folosite ca substrat de
fermentare, fie sunt utilizate ca sursa de carbon de catre lactobacili.

Tn concluzie, procesarea boabelor de soia (Glycine max.) prin germinarea timp de 4 zile la 25°C si
fermentatia lactica (prin imersarea intr-un extract fermentativ obtinut din tarate de grau cu un aport de
1, 3 sau 5% zaharoza timp de 24, 48, 72 si 96 ore) determina disparitia oligoglucidelor din boabe.

Aceasta modificare a oligoglucidelor conduce la o imbunatatire a calitatii nutritionale a boabelor
de soia, prin prisma reducerii efectelor digestive nedorite determinate de rafinoza si stahioza ceea ce
face consumul fara restrictii a acestei leguminoase, recomandand-o ca aliment functional, de introdus
intr-o dieta sanatoasa.

3.5.1.5. Evolutia cantitatii de azot

in timpul germinarii, compusii cu azot din boabele de soia suferd modificiri sensibile ca urmare a
hidrolizei proteinelor cu formarea peptidelor cu masa moleculara mica si a aminoacizilor. simultan, incep
procesele de sinteza a substantelor proteice specifice noii plante ce isi incepe dezvoltarea.

in timpul fermentatiei lactice au loc sub actiunea proteazelor din tiratele de grau (materia prima
pentru obtinerea mediului fermentativ) sau a celor microbiene (din lactobacili) modificari ale compusilor
macromoleculari cu azot.

n schimb, evolutia azotului solubil (neproteic) si aminic este interesant de urmdrit, deoarece acestea
sufera modificari semnificative (Egounlety, 2003, Khalil, 2006).
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3.5.1.5.1. Evolutia azotului solubil (neproteic)

Prin germinare si fermentatie lactica procesele de hidroliza a proteinelor sunt intense, asa incat sub
actiunea proteazelor, substantele proteice sunt degradate pana la compusi simpli cu azot, peptide,
aminoacizi si chiar amoniac.

Azotul solubil reprezinta partea neproteica din azotul boabelor de soia, rezultat dupa precipitarea
proteinelor cu acid tricloracetic si separarea lor.

Evaluarea cantitatii de azot neproteic reprezinta un indicator al gradului de hidroliza a proteinelor si
implicit al intensitatii proceselor biochimice ce au loc in timpul procesarii.

Rezultatele experimentelor efectuate pe boabele de soia prelucrate biotehnologic prin germinare si
fermentare lactica sunt redate in tabelul 3.14.

Tabelul 3.14. Variatia azotului neproteic cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoz3 addugat3”

Cantitatea de azot neproteic, g/100 g s.u.
Durata de Soia Soia fermentata
prelucrare Soia cruda L Concentratia de zaharoza, %
germinata
1% 3% 5%
0 0,208+0,003 - - - -
4 zile 0,456+0,008 - - -
24 ore - - 0,788+0,007 | 0,883+0,005 | 0,962+0,014
48 ore - - 0,858+0,003 | 0,896+0,015 | 0,974+0,004
72 ore - - 0,630+0,004 | 0,651+0,003 | 0,701+0,010
96 ore - - 0,428+0,005 | 0,410+0,003 | 0,406+0,006

=
Valorile reprezinta media a trei determinari * devierea standard

Analizand datele din tabelul 3.14, in boabele de soia germinate timp de 4 zile la 252C cantitatea de
azot solubil este de 0,456 g/100 g s.u., cu 119,23% mai mare decat in cel din boabele de soia ca atare,
neprelucrate.

in figura 3.47 se poate observa cresterea bruscd a cantititii de azot solubil in primele
24 ore comparativ cu cel din boabele de soia germinate timp de 4 zile la 25°C. Cantitatea de azot solubil
creste de la 0,456 g N/100 g s.u. (in boabele germinate) cu 72,81% in boabele fermentate cu 1% adaos
suplimentar de zaharoza, cu 93,64% in cele cu 3% zaharoza si cu 110,96% pentru cele fermentate in
prezenta unui mediu suplimentat cu 5% zaharoza.

Dupa nca 24 ore de fermentare, cantitatea de azot solubil din boabele de soia continua sa creasca
pana la valori de 0,858gN /100g s.u., la 0,896 gN/100g s.u. si respectiv 0,974g N/100g s.u., functie de
aportul suplimentar de zaharoza din mediu (1, 3 si respectiv 5%).
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Figura 3.47. Evolutia nivelului de azot solubil cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza
adaugata: a) 1%; b) 3%; c) 5%

Cresterea semnificativa a nivelului azotului solubil din boabele de soia germinate si fermentate se
poate explica prin intensificarea proceselor de hidroliza a proteinelor, sub actiunea proteazelor din bob in
timpul germinarii si al celor bacteriene la fermentatie. Ca urmare a proteolizei, rezulta compusi cu azot
solubili, usor asimilabili care sunt utilizati de lactobacili ca sursa de azot pentru crestere.

Continuarea procesului fermentativ timp de 72 ore determina scaderea cantitatii de azot solubil din
boabe, cu 26,57% , 27,35% si 28,03% pentru probele fermentate cu 1, 3 si respectiv 5% (valorile sunt
raportate la concentratia maxima corespunzatoare la 48 ore de fermentatie).

Aceasta scadere se poate datora consumului lor in timpul dezvoltarii lactobacililor, stiut fiind faptul
ca sursa de azot preferata a bacteriilor din genul Lactobacillus este azotul solubil (Dan, 1996).

n figurile 3.51 si 3.52 se observd cd cea mai bund variantd de fermentare, in vederea obtinerii unui
nivel maxim al gradului de solubilizare a proteinelor (prin evaluarea azotului solubil) este germinarea
urmata de fermentare timp de 48 ore, la concentratii ale zaharozei Tn mediul fermentativ de 5%.
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Figura 3.51. Evolutia nivelului de azot neproteic cu cantitatea de zaharoza adaugata (a) si durata de
fermentare (b)

Scaderea cantitatii de azot solubil in boabele de soia dupa 72, respectiv 96 ore de fermentare lactica
se poate explica prin aceea ca bacteriile lactice au nevoie de azotul neproteic ca factor de crestere; prin
urmare, cu cat numarul bacteriilor lactice creste, cu atat cantitatea de azot neproteic scade, chiar daca, per
global cantitativ nivelul total de azot neproteic este mai mare decat cel din probele germinate. Tn plus,
conform studiilor din literatura (Omafuvbe, 2007), in timpul fermentarii, activitatea proteazica creste intens
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in primele 48 ore, pentru ca apoi sa scada dupa aceasta perioada, determinand implicit o acumulare mai
lenta a azotului solubil in boabele fermentate.

Cumuland aceste corelatii, se poate justifica evolutia cantitatii de azot solubil in boabele de soia
prelucrate biotehnologic prin germinarea timp de 4 zile la 252C si fermentarea timp de 24, 48, 72 sau 96 ore
intr-un mediu fermentativ cu lactobacili, cu un nivel de zaharoza adaugat de 1, 3 sau 5%.

3.5.1.5.2. Evolutia azotului aminic

Aminoacizii reprezinta unitatile structurale de baza ale proteinelor, compusi macromoleculari a caror
moleculd este alcatuita din resturi de d-aminoacizi. Prin hidroliza enzimatica a proteinelor sub actiunea
proteazelor se obtine un amestec de a-aminoacizi.

Prin germinare si fermentatie lactica procesele de hidroliza a proteinelor sunt intense, asa incat sub
actiunea proteazelor, substantele proteice sunt degradate pana la compusi simpli cu azot, aminoacizi si
amoniac.

Evaluarea cantitatii de azot aminic reprezinta un indicator al gradului de hidroliza a proteinelor pana
la aminoacizi.

Rezultatele experimentelor efectuate pe boabele de soia prelucrate biotehnologic prin germinare si
fermentare lactica sunt redate in tabelul 3.15 in functie de durata de fermentare cat si de cantitatea de
zaharoza adaugata in mediul fermentativ.

Tabelul 3.15. Variatia azotului aminic cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza adéugaté*

Cantitatea de azot aminic, g/100 g s.u.
Durata de Soia Soia fermentata
prelucrare Soia cruda L Concentratia de zaharoza, %
germinata
1% 3% 5%
0 0.22740.013 - - - -
4 zile 1.486+0.012 - - -
24 ore - - 2.026+0.010 | 2.571+0.006 | 2.846+0.010
48 ore - - 3.073+£0.008 | 3.546+0.015 | 3.888+0.009
72 ore - - 3.822+0.006 | 4.235+0.005 | 5.041+0.005
96 ore - - 3.426+0.012 | 3.851+0.006 | 4.254+0.011

=
Valorile reprezinta media a trei determinari * devierea standard

Din tabelul 3.15 se poate observa ca in boabele de soia germinate timp de 4 zile la 259C cantitatea de
azot aminic este de 1,486 g/100 g s.u., de 6,55 ori mai mare decét cel din boabele crude de soia.

Prin germinare se activeaza proteazele din bobul de soia, ceea ce are ca efect intensificarea hidrolizei
proteinelor si cresterea nivelului aminoacizilor, a peptidelor simple si a altor compusi neproteici cu azot.

Combinarea procesului germinativ al boabelor de soia cu un proces de fermentatie lactica determina
cresterea sensibild a cantitatii de azot aminic cu durata de fermentare cat si cu cantitatea de zaharoza din
mediul fermentativ.

Astfel, in prima zi de fermentare a boabelor de soia cu 1% adaos de zaharoza, cantitatea de azot
aminic atinge valori de 2,026 g/100 g s.u., cu 36,34% mai mari decat cele inregistrate in probele supuse
doar germinarii. Cresterea concentratiei de aport suplimentar de zaharoza in mediul fermentativ, conduce
la intensificarea acumularii aminoacizilor, proces cuantificat prin cresterea nivelului azotului aminic la
2,571g/100 g s.u. si 2,846 g/100 g s.u. pentru mediul cu 3, respectiv 5% zaharoza addugata (figura 3.53 a).

Dupa 72 ore de fermentare, cantitatea de azot aminic determinata in boabele de soia fermentate cu
1% zaharoza suplimentara a fost de 3,822 g/100 g s.u., cu 157,21% mai mare decat cea a boabelor
germinate si a atins un maxim de 5,041 g/100 g s.u. in boabele fermentate aceeasi perioada dar cu 5%
zaharoza adaugata.

n ultimele 24 ore de fermentare lactica, cantitativ nivelul aminoacizilor scade, ajungand dup3 96 ore
de fermentare cu 5% zaharoza la valori de 4,254 g/100g s.u., desi nivelul acestora creste linear cu cantitatea
de zaharoza si in aceasta perioada.
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Cresterea cantitatii de azot aminic este liniara pentru toate perioadele de fermentare 24, 48, 72 si 96
ore astfel ca prin analiza ecuatiilor dreptelor de regresie (figura 3.53), se observa ca valoarea coeficientului
de corelatie R? (patratul coeficientului Pearson) este mai mare decat 0,84, ceea ce aratd cd modelul este
bine definit la un prag de semnificatie de 5% (p<0,5).

Cea mai mare crestere a azotului aminic a fost in boabele de soia fermentate cu un aport suplimentar
de zaharoza de 5%, pentru toate variantele de timp de fermentare din planul experimental.
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Figura 3.53. Evolutia nivelului de azot aminic cu cantitatea de zaharoza adaugata si durata de
fermentare: a) 24 ore; b) 48 ore; c) 72 ore; d) 96 ore

Cea mai mare crestere a nivelului azotului aminic a fost de 239,23% fata de martorul germinat, fiind
obtinuta prin combinarea germinarii cu fermentatia lactica timp de 72 ore cu 5% zaharoza. Si celelalte
durate de timp au determinat cresteri semnificative ale cantitatii de azot aminic, fata de germinare ca
proces singular de prelucrare: 91,52% dupa 24 ore si 161,64% dupa 48 ore.

Influenta adaosului de zaharoza este mai putin importanta fata de durata de fermentare, in sensul ca
se inregistreaza cresteri apropiate procentual, comparativ cu probele martor. Astfel, prin fermentarea timp
de 72 ore cu 1% zaharoza se obtine cresterea cantitatii de azot aminic cu 157,2% fata de martorul germinat,
cu inca 27,80% pentru 3% si in final o crestere de inca 54,24% pentru 5% adaos de zaharoza a nivelului
azotului aminic fata de boabele germinate.

Scaderea cantitatii de azot aminic Tn boabele de soia Tn a patra zi de fermentare lactica se poate
explica prin aceea ca bacteriile lactice au nevoie de azotul simplu, sub forma de aminoacizi ca factor de
crestere si cu cat numarul bacteriilor lactice este mai mare si activitatea lor este mai intensa, cu atat
cantitatea de azot aminic scade, chiar daca, in final nivelul azotul aminic este superior celui din probele
germinate.

Aceste transformari ale compusilor cu azot demonstreaza ca proteinele soiei prelucrate prin
germinare si fermentare lactica sunt mai usor utilizate de organismul uman, gradul de asimilare fiind net
imbunatatit .
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3.5.1.6. Evolutia inhibitorului tripsinic

Determinarea activitatii reziduale a ureazei in boabele de soia este utilizata ca indicator pentru gradul
de prelucrare a boabelor de soia, sub aspectul inactivarii factorilor antinutritionali (ureaza are o rata de
inactivare termica similara cu cea a inhibitorului tripsinic); cu cat activitatea ureazica este mai mare, cu atat
nivelul factorilor antinutritivi, respectiv a inhibitorului tripsinic este mai mare (Kricka, 2009).

n lucrarea de fatd s-a investigat efectul germindrii si al fermentatiei lactice asupra activitatii ureazei
(AU), ca metoda de evaluare a gradului de prelucrare a boabelor de soia.

Datele experimentale sunt redate sintetic in tabelul 3.16, in functie de durata de fermentare (24, 48,
72 5i 96 ore) si cantitatea de zaharoza adaugata suplimentar in mediul de fermentare (1, 3 si respectiv 5%).

Tabelul 3.16. Variatia activittii ureazice cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoz3 addugat3”

Activitatea ureazica, gN/g min. 30C
Durata de Soia Soia fermentata
prelucrare Soia cruda Ly Concentratia de zaharoza, %
germinata
1% 3% 5%
0 2,073+0,036 - - - -
4 zile 1,331+0,015 - - -
24 ore - - 1,107+0,012 | 1,086+0,010 | 1,007+0,066
48 ore - - 1,044+0,023 | 0,987+0,016 | 0,808+0,019
72 ore - - 0,546+0,009 | 0,518+0,016 | 0,386+0,006
96 ore - - 0,392+0,005 | 0,339+0,007 | 0,285+0,008

5
Valorile reprezinta media a trei determinari + devierea standard

Se poate constata ca germinarea boabelor de soia timp de 4 zile la 252C este un procedeu eficient de
reducere a inhibitorului tripsinic, valoarea activitatii ureazice scazand cu 35,79%, de la 2,073 g N/g.min.30C
la 1,331 g N/g.min.30C.

Germinarea imbunatateste calitatea nutritionala a proteinelor din soia prin reducerea inhibitorului
tripsinic datorita activitatii proteolitice. Activitatea proteazica a boabelor de soia este intensificata in timpul
germinarii, si determina hidroliza inhibitorului tripsinic deblocand tripsina, astfel incat proteinele pot fi
digerate si utilizate de organism.

in experimentele efectuate am continuat germinarea cu fermentatia lacticd a boabelor de soia, iar
prelucrarea aceasta suplimentara a condus la scaderea in continuare a activitatii ureazice (figura3.59 a, b, ¢
si d). S-a constatat ca in primele 24 de ore de fermentare lactica, activitatea ureazica a avut o evolutie
liniara descendenta pentru toate probele fermentate. Astfel, pentru boabele fermentate, comparativ cu
cele germinate, scaderea activitatii ureazice a fost de 16,83% (pentru 1% zaharoza suplimentara in mediul
fermentativ), 18,41% (pentru 3%) si 24,34% (pentru 5% aport suplimentar de zaharoza).

Continuarea fermentarii timp de 48 ore duce la scaderea liniara a activitatii ureazice la valori de
0,808g N/g.min.30C, o reducere cu 39,29% comparativ cu cea a boabelor de soia germinate (figura 3.59 b).
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Figura 3.59. Evolutia activitatii ureazice cu cantitatea de zaharoza adaugata, functie de durata de
fermentate: a) 24 ore, b) 48 ore, c) 72 ore, d) 96 ore

Tendinta se mentine descrescatoare si prin prelungirea fermentatiei timp de 72 ore, cand scaderea
activitatii ureazice atinge valori de 0,546 g N/g.min.30C, cu 50,51% fata de martorul germinat pentru a
atinge la finalul celor 96 ore de fermentare la o valoare de 0,392 g N/g.min.30C (figura 3.59 c, d).

Analizand ecuatiile dreptelor de regresie ale evolutiei activitatii ureazice cu durata de fermentare se
poate observa ca valorile coeficientilor R’ sunt mai mari de 0,68, ceea ce denotd o buni definire a
modelului, la un nivel de semnificatie de 5% (p<0,5).

Pentru acelasi nivel al aportului de zaharoza (1%) activitatea ureazica scade cu cresterea duratei de
fermentare: dupa 24 ore scaderea a fost de 17,45% fata de boabele supuse doar germinarii, dupa 48 ore a
fost o scadere cu inca 4,7%, iar continuarea fermentatiei lactice pentru 72 si 96 ore a dus la cresterea
diferentei procentuale fata de 24 ore, cu 33,06%, respectiv 53,32%.

in figura 3.63 sunt reprezentate valorile activitdtii ureazei in functie de durata de fermentare,
respectiv cantitatea de zaharoza adaugata in mediul de fermentare lactic.
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Figura 3.63. Evolutia activitatii ureazice: a) cu durata de fermentare, b) cu cantitatea de zaharoza adaugata
in mediul fermentativ

Prin germinare se inregistreaza o reducere semnificativd a activitatii ureazice (35,79%) comparativ cu
martorul, iar completarea acesteia cu fermentatia lactica determina scaderea nivelului activitatii ureazice
cu 78,58% fata de probele germinate si cu un total de 86,25% fata de probele neprelucrate prin nici un
procedeu.

Reducerea inhibitorului tripsinic prin germinare urmata de fermentatie lactica se poate explica prin
cresterea activitatii proteazelor proprii boabelor de soia, ale taratelor de grau din care s-a obtinut mediul

41
Universitatea Dundrea de Jos, Galati



Rezumatul tezei de doctorat

fermentativ, precum si cele proprii bacteriilor lactice din genul Lactobacillus. Proteazele determina hidroliza
inhibitorului tripsinic care nu mai poate bloca tripsina, ce devine libera si apta de a hidroliza proteinele,
ceea ce duce in mod consecutiv la imbunatatirea digestibilitatii proteinelor.

Concluzii partiale:

@ Germinarea boabelor de soia timp de 24 ore la 25°C determina o buna reducere a activitatii
ureazei (35,79%), care este Tnsa mai mica decat reducerea de 85% obtinuta prin tratamente termice de
procesare (Dikshit, 2003).

@ Modificarea nivelului de zaharoza din mediul de fermentatie lactica nu influenteaza in mare
masurd activitatea ureazicd a boabelor de soia germinate si fermentate, dar cresterea duratei de
fermentare este mai eficienta pentru imbunatatirea calitatilor nutritionale ale boabelor de soia.

@ Tncercarea noastrd de a combina germinarea cu fermentarea lacticd pentru a obtine o reducere
mai buna a activitatii ureazice a fost eficienta; rezultatele au aratat ca procesarea biotehnologica dubla a
determinat scaderea activitatii ureazice fata de boabele neprelucrate cu pana la 86,26% (dupa 72 si 96 ore
de fermentare), valori similare celor obtinute prin procesarile termice;

@ Avantajul utilizarii acestor doua metode combinate pentru reducerea activitatii inhibitorului
tripsinic este acela ca sunt protectoare fata de ceilalti compusi bioactivi ai boabelor de soia (vitamine,
factori antioxidanti, minerale solubile).

3.5.1.7.Evolutia nivelului de fosfor anorganic

in timpul dezvoltdrii plantei, fosforul este depozitat in boabele de soia sub forma acidului fitic,
principala rezerva de fosfor a acesteia. Acidul fitic este un agent puternic de chelare, incarcat pozitiv, se
leagd usor de minerale si proteine determinand reducerea biodisponibilitatii acestora pentru organismul
uman; fitatii reprezinta circa 65-85% din fosforul total al boabelor de soia (Coelho, 2007).

Germinarea conduce la scaderea drastica a nivelului fitatilor din boabele de soia (cu 38,85%), iar
fermentarea determina o scadere de 32,3% a cantitatii de fitati (Chitra, 1993).

Hidroliza fitatilor determind acumularea de fosfor anorganic in boabele de soia, cei doi parametri
fiind invers proportional corelati.

n lucrarea de fatd s-a investigat nivelul cantitatii de fosfor anorganic al boabelor de soia germinate
timp de 4 zile la 25°C si evolutia acestui parametru pe parcursul fermentarii lor lactice timp de 24, 48, 72 si
96 ore intr-un mediu cu 1, 3, respectiv 5% zaharoza adaugata suplimentar; rezultatele experimentelor
conduse sunt redate in tabelul 3.17.

Tabelul. 3.16. Variatia nivelului de fosfor anorganic cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza

adéugaté*
Cantitatea de fosfor anorganic, mg/100 g s.u.
Durata de ) Soia fermentata
prelucrare Soia cruda Soﬁna - Concentratia de zaharoza, %
germinata
1% 3% 5%
0 563,79+3,04 - - - -
4 zile 763,16%4,39 - - -
24 ore - - 785,1+3,61 | 793,64%3,72 | 824,7218,55
48 ore - - 831,28+3,80 | 861,12%3,61 | 875,23%4,49
72 ore - - 866,36+3,81 | 882,16+4,52 | 889,8918,37
96 ore - - 884,13+4,39 | 886,76%5,29 | 904,4816,13

¥
Valorile reprezinta media a trei determinari + devierea standard

Pentru o observare mai bund a evolutiei cantitatii de fosfor anorganic in urma procesarilor
biotehnologice, au fost reprezentate datele grafic, cu durata de fermentare si cu cantitatea de zaharoza
adaugata suplimentar in mediul fermentativ cu bacterii lactice.
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Din figura 3.65 se poate observa ca germinarea, ca proces unic de prelucrare a boabelor de soia
determina o crestere substantiala a nivelului fosforului anorganic din bob.

Astfel, dupa 4 zile de germinare la 252C, cantitatea de fosfor anorganic creste de la 563,79 mg/100 g
s.u. in boabele neprelucrate la 763,16 mg/100 g s.u. in boabele germinate, o crestere procentuala de
35,36%.
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Figura 3.65. Evolutia nivelului de fosfor anorganic cu cantitatea de zaharoza addugata si durata de
fermentare: a) 24 ore; b) 48 ore; c) 72 ore; d) 96 ore

Cantitatea de fosfor din boabele fermentate cu 5% zaharoza suplimentar, creste liniar de la 824,72
mg/100 g s.u. pentru probele fermentate 24 ore, la pand la 904,48 mg/100 g s.u. dupa 96 ore de
fermentare 1n aceleasi conditii (figura 3.65)

Cresterile procentuale de la o zi la alta de fermentare nu sunt mai mari de 2,2%, ceea ce aratd ca
fermentarea nu aduce un surplus semnificativ de fosfor anorganic in boabele de soia. Acest fapt se poate
datora unei activitati mai reduse a fitazei din mediul fermentativ, comparativ cu cea activata la germinare,
unde cresterea cantitatii de fosfor anorganic a fost importanta. Este posibil si un consum al fosforului
eliberat determinat de multiplicarea celulara a bacteriilor.

Analizand ecuatiile dreptelor de regresie ale evolutiei fosforului anorganic cu durata de fermentare
se poate observa ci valorile coeficientilor R? sunt mai mari de 0,7, ceea ce denotd o buni definire a
modelului, la un nivel de semnificatie de 5% (p<0,5).

Fermentatia lactica determina o crestere suplimentara a nivelului de fosfor anorganic, dar masura in
care acesta creste este mai redusa fata de cea indusa de germinare.
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3.5.1.8. Continutul mineralelor usor asimilabile

Biodisponibilitatea mineralelor din soia este redusa de prezenta simultana a acidului fitic cu care
formeaza fitati, compusi insolubili in tractul gastrointestinal. Fitatii complexeaza ionii de calciu, magneziu,
fier, zinc, micsorand in acest fel posibilitatea organismului de a beneficia de aportul lor in dietele pe baza de
soia.

Germinarea determina activarea fitazei, determinand indirect cresterea gradul de biodisponibilizare a
mineralelor. Este posibila si o influenta a bacteriilor lactice asupra biodisponibilitatii mineralelor.

Exista studii care au aratat ca nivelul de minerale totale nu difera semnificativ prin germinare si
fermentare, ci doar gradul in care se solubilizeazad acestea prin prelucrarile biotehnologice (Khalid, 2009,
Duhan, 2002, Yagoub, 2008, Oboh, 2006 si 2000).

Pornind de la aceasta afirmatie demonstrata de studiile experimentale din literatura de specialitate,
in lucrarea de fata s-a determinat nivelul mineralelor totale din boabele crude, iar rezultatele sunt redate in
tabelul 3.18.

Tabelul 3.18. Cantitatea de minerale totale din boabele de soia crude si germinate’
Cantitatea de minerale totale, mg/100 g s.u.

Tipul de boabe
Calciu Fier Magneziu Zinc

Soia cruda 341,26%0,012 8,41+0,003 238,15+0,038 2,185+0,004

"Valorile reprezinta media a trei determindri + devierea standard
3.5.1.8.1. Calciul solubil (Ca*)

n tabelul 3.19 sunt redate valorile nivelului de calciu solubil in functie de durata de fermentare si de
cantitatea de zaharoza adaugata in mediul fermentativ.

Tabelul 3.19. Variatia Ca solubil cu durata de fermentare si cantitatea de zaharozi ad3ugat3’

Cantitatea de Ca solubil, mg/100 g s.u.
Durata de ) Soia fermentata
prelucrare Soia cruda Sco.la o Concentratia de zaharoza, %
germinata
1% 3% 5%
0 116,01+0,457 - - - -
4 zile 172,58+0,450 - - -
24 ore - - 210,01+0,526 | 219,08+0,296 | 239,32+0,397
48 ore - - 247,54+0,476 | 253,17+1,925 | 264,74+1,591
72 ore - - 249,5910,27 266,51+1,01 277,53%1,42
96 ore - - 257,5+0,691 | 295,24+1,469 | 307,63%1,180

¥
Valorile reprezinta media a trei determinari + devierea standard

Rezultatele sunt prezentate si grafic, prin ilustrarea evolutiei cantitative a nivelului de Ca solubil, cat
si al extractibilitatii Ca in HCI (ca procent al Ca solubil din Ca total), considerand cantitatea de calciu total
din tabelul 3.18.

Cantitatea de calciu solubil din boabele de soia neprelucrate este de 116,01mg/100g s.u., ceea
corespunde unui grad de extractibilitate de 34%. Prin germinarea timp de 4 zile la 25°C, nivelul Ca solubil
ajunge la 172,58mg/100 g s.u., cu 48,76% mai mare fata de cel inregistrat in boabele negerminate, iar
extractibilitatea in HCl atinge valoarea de 50,58% (figura 3.69).
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Figura 3.69. Evolutia nivelului de calciu solubil cu cantitatea de zaharoza adaugata si durata de
fermentare: a) 24 ore; b) 48 ore; c) 72 ore; d) 96 ore

Fermentarea boabelor de soia germinate cu un adaos suplimentar de zaharoza de 1% in mediul de
fermentare conduce la cresterea nivelului de calciu solubil, in functie de durata de fermentare. Astfel, dupa
24 ore cresterea Ca”* este cu 21,69% (figura 3.69 a), dupa 48 ore cu 43,43% (figura 3.69 b), dupa 72 ore cu
44,62% (figura 3.69 c), iar dupa 4 zile de fermentare, cresterea e cu 49,21% (figura 3.69 d), fata de probele
martor (germinate 4 zile la 25°C).

Extractibilitatea calciului in HCl este definitd ca procentul din Ca total care se solubilizeaza in HCl
0,03N si este utilizatda pentru a estima gradul de biodisponibilizare a acestui mineral prin cele doua
procedee biotehnologice de prelucrare. Aceasta biodisponibilizare creste o data cu durata de fermentare;
dupa 24 ore de fermentare, se extrage 70,14% din nivelul total de calciu, dupa 48 ore 77,59% din Ca trece
in solutia de HCI, pentru ca dupa 96 ore gradul de extractibilitate si implicit de biodisponibilizare a Ca sa
ajunga la 90,16% (toate aceste valori fiind inregistrate pentru probele fermentate cu 5% adaos exogen de
zaharoza in mediul de fermentare) (figura 3.69).

Cea mai mare crestere a gradului de biodisponibilizare a fost Tnregistrata pentru probele germinate si
fermentate 96 ore cu 5% zaharoza cand nivelul Ca solubil in HCl a crescut cu 78,25% comparativ cu
martorul (boabele germinate).

Se poate conchide analizand datele cd adaugarea unei cantitdti de zaharoza de 3% respectiv 5% in
mediul fermentativ duce la identificarea unor cantitati mari de calciu solubil in probele prelucrate, pentru
toate duratele de fermentare la care au fost mentinute boabele de soia; prin aceasta combinare a
parametrilor de fermentare, se ajunge dupa 96 ore de fermentare la un nivel maxim al Ca solubil de
307,63mg/100 g s.u., cu 78,25% mai mare decat cel determinat pentru probele supuse doar germinarii.
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3.5.1.8.2. Fierul absorbabil (Fe**)

in lucrarea de fatd am investigat influenta germinarii si a fermentatiei lactice asupra gradului de
biodisponibilizare a fierului.

Rezultatele sunt redate tabelat (tabelul 3.20) si grafic prin analiza evolutiei cantitatii de fier solubil cat
si a extractibilitatii lui in HCI 0,03N in functie de durata de fermentare (24, 48, 72 si 96 ore) si nivelul de
zaharoza adaugat in mediul fermentativ (1, 3, 5%).

Tabelul 3.20. Variatia Fe solubil cu durata de fermentare si cantitatea de zaharozi adjugat3”

Cantitatea de Fe solubil, mg/100 g s.u..
Durata de ] Soia fermentata
. o Soia - =
prelucrare Soia cruda .y Concentratia de zaharoza, %
germinata
1% 3% 5%
0 3,72+0,006 - - - -

4 zile 4,55+0,036 - - -

24 ore - - 6,89+0,075 6,94+0,062 7,10£0,072

48 ore - - 6,43+0,044 6,95+0,084 7,15+0,047

72 ore - - 6,83+0,045 6,98+0,079 7,2610,073

96 ore - - 6,68+0,059 7,26+0,074 7,32+0,075

*Valorile reprezinta media a trei determinari + devierea standard

Cantitatea de fier solubil din boabele de soia neprelucrate este de 3,72 mg/100 g s.u., ceea reprezinta
un grad de extractibilitate de 44,26% (luand raportat la fierul total de 8,41 mg/100 g s.u., din tabelul 3.18).

Prelucrarea boabelor de soia prin germinare (4 zile/25°C), conduce la cresterea nivelului Fe solubil
pana la 4,55 mg/100 g s.u., cu 22,31% mai mult decat in boabele negerminate; extractibilitatea Fe in HCI
atinge valoarea de 54,12% (figura 3.75) (Bahaciu, 2003).
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Figura 3.75. Evolutia nivelului de fier solubil cu cantitatea de zaharoza addugata si durata de
fermentare: a) 24 ore; b) 48 ore; ¢) 72 ore; d) 96 ore
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Completarea germinarii ca proces biotehnologic cu fermentarea boabelor de soia si utilizarea unui
adaos suplimentar de zaharoza in mediul de fermentare conduce la cresterea nivelului de fier solubil din
boabe. Cea mai mare crestere a fierului solubil se inregistreaza pentru primele 24 ore de fermentare, cand
modificarile au fost cu 51,43% mai mari pentru probele cu 1% zaharoza addugata suplimentar si cu 52,53%
si 56,04% pentru 3 si respectiv 5% zaharoza adaugata in mediul fermentativ (figurii 3.75).

Cresterea duratei de fermentare nu aduce modificari mari in cantitatea de fier solubil a boabelor de
soia prelucrate, aceasta ajungand la valori de 7,32 mg/100 g s.u. pentru probele germinate si fermentate 96
ore, ceea ce reprezintd cu 60,88% mai mult decat cea din proba martor, germinata.

Este interesant de observat ca valoarea cantitatii de fier solubil din boabele de soia germinate si
fermentate 72 ore cu 5% zaharoza este egald cu cea a probelor fermentate cu 3% zaharoza timp de 96 ore.

Asadar, cresterea nivelului de zaharoza din mediul fermentativ cu 2% reduce durata de fermentare
cu 24 ore, in sensul obtinerii aceleiasi cantitati de fier absorbabil, respectiv 7,26 mg/100 g s.u.

n ceea ce priveste biodisponibilizarea fierului, exprimata ca raportul dintre cantitatea de fier extrasa
in HCI 0,03N si cantitatea de fier total (tabelul 3.18) din boabe, aceasta are de asemenea o evolutie
ascendenta, de la 84,51% pentru boabele germinate si fermentate 24 ore cu 5% zaharoza la 87,15 % pentru
cele germinate si fermentate 96 ore cu 5% (figura 3.75).

Nu existda o mare diferenta intre durata si cantitatea de zaharoza adaugata la fermentare, sub
aspectul cresterii procentuale a biodisponibilizarii fierului, comparativ cu martorul (boabe de soia supuse
doar germinarii). Astfel, cresterile variaza de la valori mai mari decat martorul cu 56,04% (pentru probele
F24-5) pana la valori mai mari cu 60,88% (pentru probele F96-5).

Marirea procentului de zaharoza din mediul fermentativ nu determina o crestere importanta a
biodisponibilizarii fierului in boabele de soia, nivelul maxim al valorii fierului solubil este de 7,32mg/100 g
s.u., cu doar 0,82% mai mare decat valoarea aceluiasi parametru determinat in boabele de soia germinate
si fermentate 72 ore cu 5% zaharoza.

Germinarea este un proces caracterizat de o serie importanta de modificari biochimice dintre care
activarea fitazei este unul important pentru cd determina scindarea legaturilor create intre acidul fitic si
mineralele. Ca urmare a actiunii acestei enzime creste nivelul mineralelor solubile si scade cel al fitatilor
(Bau, 2000).

. . 2.
3.5.1.8.3. Magneziul solubil (Mg*")
Magneziul este activator a numeroase sisteme enzimatice, in special al celor care transfera resturile
de acid fosforic, in particular in contractia musculara, fiind un modulator al excitabilitatii neuromusculare.
Magneziul joaca un rol important in reglarea sintezei acizilor nucleici si a unor procese anabolice si

catabolice din organism (Segal, 2006).

Tabelul 3.21. Variatia Mg solubil cu durata de fermentare si zaharoza ad3ugat3’

Cantitatea de Mg solubil, mg/100 g s.u.
Durata de Soia Soia fermentata
prelucrare Soia cruda . L Concentratia de zaharoza, %
germinata
1% 3% 5%
0 119,22+0,450 - - - -
4 zile 138,02+0,658 - - -
24 ore - - 154,27+0,146 | 169,11+0,255 | 177,47+0,798
48 ore - - 187,09+0,516 | 193,31+0,500 | 196,070,923
72 ore - - 193,76+0,750 | 197,93+0,688 | 201,74+0,636
96 ore - - 197,64+0,411 | 195,64+0,748 | 205,17+1,281

¥
Valorile reprezinta media a trei determinari + devierea standard

Din datele obtinute experimental si redate in figura 3.81, in boabele de soia cantitatea de magneziu
solubil este de 119,22 mg/100 g s.u., iar gradul sau de extractibilitate in HCl 0,03N (implicit
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biodisponibilitatea) este de 50,06%. Aceasta a fost exprimata prin raportarea la nivelul de magneziu total,
238,15mg/100 g s.u. (tabelul 3.18).

Prin germinarea timp de 4 zile la 25°C, extractibilitatea in HCl a magneziului creste la 57,96%. Gradul
de biodisponibilizare a magneziului este imbunatatit prin continuarea germinarii cu fermentatia lactica, in
conditiile adaosului suplimentar de zaharoza de 1, 3 sau 5% timp de 24, 48, 72 si 96 ore.
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Figura 3.81. Evolutia nivelului de magneziu solubil cu cantitatea de zaharoza adaugata si durata de
fermentare: a) 24 ore; b) 48 ore; c) 72 ore; d) 96 ore

in primele 24 de ore ale fermentatiei, evolutia extractibilitdtii in HCl a magneziului este ascendents,
crescand o data cu cantitatea de zaharoza adaugata in mediul de fermentare de la 64,78% pentru boabele
de soia germinate si fermentate cu 1%, la 70,01% pentru cele cu adaos de 3% si in final la 74,52% pentru
cele In care mediul fermentativ a fost suplimentat cu 5% zaharoza (figura 3.81 a). Valoarea cantitatii de
magneziu variaza de la 154,27 mg/100 g s.u. in boabele fermentate cu 1% zaharoza pana la 177,47mg/100 g
s.u, in probele fermentate cu 5% aport de zaharoza.

Dupa 48 de ore de fermentare, extractibilitatea magneziului in HCI ajunge la 82,33% pentru probele
fermentate cu 5% adaos zaharoza, pentru ca in finalul experimentului, dupa 96 ore de fermentare gradul de
biodisponibilizare a magneziului sa fie de 74,57%, 82,15% si respectiv 85,15% in cazul fermentarii cu adaos
de zaharoza de 1, 3, respectiv 5%.

Nivelul Mg solubil din boabele de soia fermentate timp de 48 ore variaza de la 187,09 mg/100 g s.u.
la 196,07mg/100 g s.u. in probele cu 3, respectiv 5% adaos suplimentar de zaharoza.

Datele din figura 3.81 redau faptul ca cele mai bune conditii de prelucrare biotehnologica complexa a
boabelor de soia germinate timp de 4 zile la 25°C cu scopul imbunatatirii gradului de extractibilitate a
magneziului este fermentatia lactica timp de 72 ore cu 3% sau 5% adaos zahar fermentescibil, conditii in
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care biodisponibilitatea magneziului este de 83,11, respectiv 84,71%. Marirea duratei de fermentare nu mai
modifica semnificativ cantitatea de magneziu solubil din boabele de soia.

Pentru un adaos de 5% zaharoza nivelul Mg solubil creste mai mult pentru probele fermentate 96 ore
(cu 42,06% mai mult fata de martorul germinat) decat cele fermentate 72 ore, cu acelasi adaos (crestere cu
40,06% fata de boabele germinate).

Germinarea si fermentatia lacticd sunt procese biotehnologice prin care este activata fitaza (fie
proprie boabelor de soia, fie din taratele utilizate pentru extractul fermentativ, sau chiar proprii bacteriilor
lactice). Astfel ar putea fi explicata cresterea semnificativa a gradului de solubilizare si biodisponibilizare a
mineralelor din boabele de soia, prin combinarea celor doua procedee biotehnologice de prelucrare
(Eltayeb, 2008, Odumodu, 2010).

3.5.1.8.4.

Nivelul de zinc solubil (zn*)

Zincul este prezent intr-o serie de metalenzime, fiind implicat in digestie, metabolism si are un rol
specific in metabolismul acizilor grasi esentiali. Deprivarea de zinc are consecinte asupra digestibilitatii
hranei si Tn special influenteaza negativ absorbtia si metabolismul protidic, sinteza ADN-ului, a colagenului,
avand efect negativ asupra parametrilor imunologici si a dezvoltarii oaselor.

Zincul influenteaza capacitatea de fnvatare si comportamentul individului, este implicat in
dezvoltarea sexuala; statutul zincului are relatii multiple cu diferiti hormoni influentand si concentratia de
colesterol (Segal, 2006). Cantitatea de Zn determinata experimental este redata in tabelul 3.22.

Tabelul 3.22. Variatia Zn solubil cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza adéugaté*

Cantitatea de Zn solubil, mg/100 g s.u.
Durata de Soia Soia fermentata
prelucrare Soia cruda .y Concentratia de zaharoza, %
germinata
1% 3% 5%
0 1,07+0,007 - - - -
4 zile - 1,37+0,003 - - -
24 ore - - 1,56+0,038 1,59+0,010 1,68+0,013
48 ore - - 1,58+0,007 1,62+0,014 1,70+0,005
72 ore - - 1,78+0,011 1,86+0,012 1,93+0,005
96 ore - - 1,74+0,009 1,93+0,006 2,070,008

=
Valorile reprezinta media a trei determinari + devierea standard

Boabele mature de soia contin 1,07 mg Zn solubil / 100 g s.u. (tabelul 4.20) si 2,185mg/100 g s.u. zinc
total (tabelul 3.18), ceea ce reprezinta o extractibilitate de 48,92% (Zn extras in HCI 0,03N) (figura 3.87).

Prin germinarea la 25°C timp de 4 zile, cantitatea de Zn solubil creste cu 28,04%, de la 1,07 mg/100 g
s.u. in boabele mature la 1,37 mg/100 g s.u.

Completarea procesului de germinare a boabelor timp de 4 zile la temperaturi de 25°C cu
fermentatia lactica intr-un mediu cu lactobacili, timp de 24, 48 72 sau 96 zile cu variatia aportului
suplimentar de zaharoza din mediul fermentativ determina o imbunatatire semnificativa a gradului de
biodisponibilizare a zincului, evaluat ca procent din total extras in HCI (figura 3.87).

n probele cu 3% adaos de zaharozd, in primele dou3 zile de fermentare nivelul zincului solubil creste
cu 1,88% de la 1,59 mg/100 g s.u. la 1,62 mg/100 g s.u. (figura 3.87). De asemenea, cantitatea de Zn solubil
pentru probele cu 3% zaharoza fermentate timp de 72 ore este identic cu cel al boabelor de soia
fermentate tot cu 3%, dar timp de 96 ore. Cea mai mare cantitate de Zn solubil a fost identificata pentru
probele fermentate 96 de ore cu 5% zaharoza, dar nivelul acestui microelement este cu doar 7,25% mai
mare decat cel anterior, cantitativ.
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Figura 3.87. Evolutia nivelului de zinc solubil cu cantitatea de zaharoza addugata si durata de
fermentare: a) 24 ore; b) 48 ore; c) 72 ore; d) 96 ore

Analizand extractibilitatea in HCl a zincului se constata ca aceasta creste pana la un maxim de 90,16%
in cazul probelor fermentate cu 5% adaos de zaharoza timp de 96 ore si ca valoarea imediat urmatoare este
cea corespunzatoare probelor F72-5 si F96-3, respectiv 88,47%. Prin urmare, continuarea fermentarii cu
inca 24 ore duce la o crestere a biodisponibilizarii zincului cu doar 1,69%.

Cresterea procentuala a extractibilitatii in HCl a zincului dupa prima zi de fermentare, comparativ cu
probele germinate, a fost cu maxim 38,67% mai mare fatd de martor si a fost inregistrata pentru boabele
de soia fermentate ntr-un mediu cu adaos de 5% zaharoza suplimentar.

Intensificarea actiunii fitazei prin germinare si fermentare lactica poate constitui o explicatie pentru
cresterea gradului de biodisponibilizarea a mineralelor din boabele de soia astfel prelucrate. Concomitent
cu cresterea nivelului mineralelor solubile se nregistreaza o scadere semnificativa a cantitatii de fitati
(Khalis, 2009, Oboh, 2003).

Procesarea complexa, germinare si fermentare lactica determina cresterea cantitatii de minerale
biodisponibile. Astfel, este suficienta o fermentare timp de 72 ore cu 3% zaharoza pentru a obtine o
crestere a biodisponibilitatii calciului cu 129,74%, a Fe** cu 87,63% , Mg** cu 66,02% si a Zn>* cu 73,83%,
fata de boabele de soia crude.
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3.5.1.9. Evolutia vitaminei B;

Vitamina B, (tiamina) are un rol central in metabolismul glucidic, insuficienta aportului afectand cu
prioritate si predominant activitatea sistemului nervos central si a celui periferic. Se gaseste in special in
drojdia de bere, ficat, carne rosie, iar nivelul ei in legume sau leguminoase este destul de redus; in soia,
cantitatea de tiamina depinde de soi, de conditiile de cultivare si variaza intre 0,94-1,7 mg/100g s.u. (Burzo,
1999).

in lucrarea de fatd s-a studiat evolutia nivelului de tiamind din boabele de soia prelucrate prin
germinare timp de 4 zile la 25°C urmata de fermentare lactica la 35°C timp de 24, 48, 72, 96 ore in prezenta
adaosurilor diferite de zaharoza in mediul fermentativ (1, 3 sau 5%), iar rezultatele sunt redate in tabelul
3.23, fiind interpretate si grafic.

Tabelul 3.23. Variatia nivelului de tiamina cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoza adéugaté*

Cantitatea de tiamina, mg/100 g s.u.
Durata de Soia Soia fermentata
prelucrare Soia cruda . Concentratia de zaharoza, %
germinata
1% 3% 5%
0 1,65610,005 - - - -
4 zile - 3,021+0,006 - - -
24 ore - - 2,353+0,004 | 2,606+0,005 | 2,799+0,010
48 ore - - 2,434+0,011 | 2,448+0,008 | 2,516%0,003
72 ore - - 2,124+0,007 | 1,943+0,012 1,742+0,008
96 ore - - 1,597+0,004 | 1,333+0,004 1,091+0,009

=
Valorile reprezinta media a doua determinari + devierea standard

Germinarea la 25°C pentru 4 zile reprezintd un proces biotehnologic prin care nivelul de tiamina din
boabele de soia creste de la 1,656 mg/100g s.u. in cele neprelucrate la 3,021 mg/100g s.u. din cele
germinate, ceea ce reprezinta o crestere cu 82,43% (figura 3.93). (Bahaciu, 2008).
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Figura 3.93. Evolutia nivelului de tiamina n timpul germinarii

Cresterea semnificativa a cantitatii de tiamina prin germinare se poate explica prin necesitatea de
sinteza a cofactorilor enzimatici, tiaminpirofosfat (TPP), implicat Tn ciclul lui Krebs si in catena de respiratie
cu fosforilarea oxidativa (Segal, 2006).
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Figura 3.94. Cromatograme obtinute pentru analiza boabelor de soia:
a) cruda, b) germinata

Fermentarea lactica a boabelor de soia germinate determina modificarea cantitatii de tiamina in mod
diferit, functie de durata de fermentare si de nivelul de zaharoza din mediul fermentativ (figura 3.96).

Astfel, in primele 24 ore de fermentare nivelul tiaminei creste functie de cantitatea de zaharoza
adaugata, cu 10,75% si 18,96% in probele cu 3, respectiv 5% zaharoza suplimentara, comparativ cu cele in
care aportul de zaharoza din mediu a fost de numai 1% (figura 3.96 a).

Aceeasi evolutie se Tnregistreaza si pentru urmatoarele 24 ore de fermentare, numai ca nivelul de
crestere este de doar 0,571% respectiv 3,37% pentru probele cu 3, respectiv 5% zaharoza fata de cele cu 1%
zaharoza in mediul fermentativ (figura 3.96 b).

in ultimele doud zile de fermentare (dupa 72-96 ore), cantitatea de tiamind scade pentru toate
variantele de adaos de zaharozad in mediul fermentativ ajungand la 1,742 mg/100g s.u., respectiv 1,091
mg/100g s.u. (figura 3.96 c si d).

Se poate observa astfel ca dupa 72 ore de fermentare lactica, cantitatea de tiamina din boabele de
soia prelucrate biotehnologic ramane superioara celei din boabele crude de soia (1,656 mg/100g s.u), dar
ultima varianta de fermentare, dupa 96 ore conduce la niveluri ale tiaminei cu 34,12% mai mici decat cele
din boabele neprelucrate.
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Figura 3.96. Evolutia nivelului de tiamina cu cantitatea de zaharoza adaugata si durata de
fermentare: a) 24 ore; b) 48 ore; c) 72 ore; d) 96 ore

Scaderea nivelului de tiamina prin fermentarea lactica a boabelor timp de 72, respectiv 96 ore se
poate explica prin aceea ca lactobacilii din mediul fermentativ necesita pentru crestere vitamine din grupul
B (Dan, 1999), asa ca probabil utilizeazd din resursele de vitamina B, bobului de soia prelucrat prin
germinare.

Aceste date se coreleaza si cu cele referitoare la dinamica dezvoltarii bacteriilor lactice; maximul de
dezvoltare si inmultire a lactobacililor s-a inregistrat dupa 72 ore de fermentare lacticd, proces ce necesita
niveluri ridicate de tiamina, motiv pentru care cantitativ, aceasta scade in boabele prelucrate prin
fermentare.

Este interesant de subliniat ca introducerea boabelor de soia germinate in mediul fermentativ cu
bacterii lactice determina o scadere a nivelului tiaminei inca din primele 24 ore de fermentare (figura 3.96).
Astfel, scaderea cantitativa a tiaminei in boabele fermentate, comparativ cu cele germinate este cu 7,35%,
13,74% si 22,11% pentru probele cu 5, 3 sau respectiv 1% zaharozad addugata in mediul fermentativ.

Aceeasi evolutie descendenta se inregistreaza pentru toate duratele de fermentare, ajungandu-se la
scaderi maxime cu pana la 63,89% dupa fermentarea timp de 96 ore cu un adaos de 5% zaharoza in mediul
fermentativ (figura 3.100 d).

Concluzii partiale:

@ Germinarea este un proces eficient de crestere a nivelului de tiamina din boabele de soia,
nivelul acesteia crescand in boabele germinate cu 82,43%;

@ Continuarea procesarii prin fermentare lactica in medii cu 1, 3 sau 5% zaharoza adaugata
suplimentar determina scaderea cantitatii de tiamina comparativ cu cel din boabele germinate; acesta
se mentine Tnsa superior celor din boabele neprelucrate, cu exceptia probelor fermentate 96 ore. Desi
fermentatia lactica determina per global o reducere a nivelului de tiamina comparativ cu cel din
boabele de soia germinate, probabil datorita consumului ei de catre bacteriile lactice, acest procedeu
este recomandat a fi utilizat cu scopul ameliorarii calitatilor senzoriale ale boabelor de soia;

@ Cea mai eficientd combinare a procedeelor biotehnologice de prelucrare cu scopul de a
Tmbogati continutul de tiamina din boabele de soia este reprezentatd de germinarea timp de 4 zile la
25°C urmata de fermentarea cu 5% zaharoza timp de 48 ore; in aceasta situatie nivelul tiaminei atinge
valori de 2,516 mg/100g s.u., cu 51,93% mai mari decat cele din boabele mature de soia neprelucrate;

& Boabele de soia prelucrate biotehnologic prin germinare si fermentatie lactica pot fi
utilizate cu succes n salate, sau preparate crude pe baza de legume, intr-o alimentatie sanatoasa cu un
aport important de vitamina B;.
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3.5.1.10. Evolutia activitatii antioxidante a boabelor de soia
Din tabelul 3.24 reiese ca boabele de soia ca atare, negerminate si nefermentate prezinta o putere
reducitoare de 0,186 mg Fe?* / g s.u., care creste de 2,89 ori, ajungand la valori de 0,537 mg Fe** / g s.u,

doar prin germinarea timp de 4 zile la 25°C.

Tabelul 3.24. Variatia activititii antioxidante cu durata de fermentare si cantitatea de zaharoz3 addugat3’

Activitatea antioxidanta, mg Fez+/ gs.u.
Durata de . Soia fermentata
prelucrare Soia cruda 50-|a . Concentratia de zaharoza, %
germinata
1% 3% 5%
0 0,186%0,006 - - - -
4 zile - 0,537+0,024 - - -
24 ore - - 0,773+0,009 | 0,809+0,011 | 0,821+0,009
48 ore - - 0,858+0,006 | 0,878+0,006 | 0,901+0,011
72 ore - - 0,877+0,006 | 0,912+0,011 | 0,929+0,022
96 ore - - 0,851+0,010 | 0,864+0,006 | 0,897+0,003

¥
Valorile reprezinta media a trei determinari + devierea standard

Posibilul mecanism pentru imbunatatirea activitatii antioxidante a boabelor de soia poate fi corelata
cu modificarile cantitatii izoflavonelor si al glicozidelor lor prin germinare. Astfel, activitatea B-glicozidazei
creste prin germinare si implicit determina hidroliza izoflavonelor cu eliberarea agliconilor (daidzeina si
genisteina). Aceste forme sunt agenti antioxidanti mai puternici si determina protejarea celulelor la oxidare
sau ntreruperea lantului de peroxidare (Lee, 2005). Tn plus, cresterea nivelului total al fenolilor din soia prin
germinare determina cresterea proprietatilor antioxidante ale boabelor germinate (Lin, 2006).

Completarea germinarii cu fermentatia lactica determina o crestere a puterii reducatoare cu durata
de fermentare si cu cantitatea de zaharoza cu care este suplimenta mediul fermentativ (figura 3.103).

Din figura 3.103 a se poate observa ca fermentarea boabelor de soia intr-un mediu cu 1% zaharoza,
determin3 cresterea liniara a puterii reducatoare de la 0,773 mg Fe**/g s.u in primele 24 ore de fermentare
pana la 0,877 mg Fe**/g s.u. dupd 72 ore de fermentare.

Ultimele 24 de ore de fermentare sunt caracterizate de o usoara scadere a puterii reducatoare a
boabelor de soia fermentate in prezenta a 1% zaharoza pana la 0,851 mg Fe®'/g s.u (-2,96% comparativ cu
cele fermentate 72 ore).

Aceeasi evolutie a fost observata pentru probele fermentate cu 3 si 5% zaharoza in mediul de
fermentare (figura 3.103 b si c). Nivelul maxim al puterii reducatoare atinge Tn aceste cazuri valori de 0,912
mg Fe®*/g s.u pentru probele cu 3% zaharoz3 si 0,929 mg Fe**/g s.u pentru cele cu 5% zaharoz3.

1% zaharoza in mediul fermentativ 3% zaharoza in mediul fermentativ
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y =0.1266x+0.2373 ¥ =0131x+ 02393
14 R= . 14
5 =0.7519 S R =07301

@ 09 2 09-
=2 0.851 =

Kﬂi 0.8 1 ‘\f)l_ 0.8 1

2 07 2 07+

g 061 2 06
o

% 05 - § 057

g 041 3 04

§ 031 § 031

T 02 & o021
T g

& 014 0.1

0 0
M SG 24 48 72 9% SM SG 24 48 72 9%
Durata de fermentare, ore Durata de fermentare, ore
a) b)

54
Universitatea Dundrea de Jos, Galati



Rezumatul tezei de doctorat

5% zaharoza in mediul fermentativ
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c)
Figura 3.103. Puterea reducatoare a boabelor de soia germinate si fermentate cu adaos de zaharoza:
a) 1% ; b) 3%; c) 5%

Prin analiza semnificatiilor si a coeficientilor de corelatie, R” a puterii reducitoare a boabelor de soia
cu durata si particularitatile mediului fermentativ, se poate observa ca modelul este bine definit la un nivel
de semnificatie de 5% (p<0,5).

Cea mai mare imbunatatire a activitatii antioxidante a boabelor de soia se inregistreaza pentru
varianta de adaos a 5% zaharoza in mediul fermentativ, insa diferentele intre concentratii nu sunt mai mari
de 4,3%.

Dupa 24 de ore de fermentare, valoarea puterii reducatoare a boabelor de soia germinate si
fermentate intr-un mediu cu 1% zaharoza a fost cu 43,95% mai mare decat cel al boabelor germinate si a
atins valori de 0,821 mg Fe®*/g s.u. pentru cele fermentate cu 5% zaharoza.

Aceeasi tendinta crescdtoare s-a inregistrat si pentru activitatea antioxidantd a boabelor de soia
fermentate la toate duratele experimentale. Nivelul maxim al puterii reducitoare a fost 0,901 mg Fe**/g s.u
dupd 48 ore, 0,929 mg Fe®*/g s.u in a treia zi de fermentatie si a ajuns la 0,897 mg Fe?*/g s.u. la sfarsitul
experimentelor, dupa 96 ore.

Scaderea puterii reducatoare a boabelor de soia fermentate mai mult de 72 ore se poate explica prin
incetinirea activitatii lactobacililor cu reducerea consecutiva a nivelului fenolilor, precum si cu scaderea
cantitatii de aminoacizi din soia ca urmare a consumului lor de catre bacteriile lactice, ca sursa preferentiala
de azot (Chaiyavat, 2001).

Valoarea puterii reducatoare atinge maximul dupa 72 ore de fermentare si este cu 69,83% mai mare
decat cea a martorului germinat.

Tn urma determindrilor experimentale, s-a demonstrat ci varianta de fermentare cu 3% zaharoza
nu difera mult fata de maxim, putand fi de asemenea folosita ca metoda de imbunatatire a
caracteristicilor nutritionale ale boabelor de soia (Bahaciu, 2011b).

Concluzii partiale:

@ Prelucrarea biotehnologica complexda a boabelor de soia reprezintd o cale de amplificare a
potentialului lor antioxidant.

@ O buna combinatie de parametri ce se poate utiliza pentru a obtine un maxim al intensitatii
puterii reducatoare a boabelor de soia fermentate dupa germinare este fermentare lactica timp de 72 ore
cu adaos de 5% zaharoza suplimentar in mediul fermentativ.

@ Prin urmare, procesarile biotehnologice studiate pot conduce la obtinerea unor produse cu un
nivel ridicat al actiunii antioxidante care vin in intdmpinarea nevoii consumatorilor catre o alimentatia
sanatoasa, cu rol benefic asupra sanatatii.
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4.5.2. Evaluarea senzoriala a boabelor de soia procesate biotehnologic

imbuné&tatirea parametrilor senzoriali ai boabelor de soia doar prin germinare nu este evidents,
acestea pastrandu-si din pacate mirosul si gustul caracteristic de leguminos. Din aceste considerente, ne-
am propus sa vedem daca o interventie biotehnologica suplimentara (fermentarea) rezolva aceste aspecte
ale calitatii soiei. Rezultatele au confirmat asteptarile.

Analiza senzoriala este o determinare foarte importanta deoarece arata gradul de acceptabilitate a
produselor de soia investigate (boabe de soia martor — germinate 4 zile / 25°C, fermentate cu adaos de 1, 3
sau 5% zaharoza, timp de 24, 48, 72 si 96 ore) de catre consumatori.

Astfel, utilizdnd aceastd metoda de evaluare am putut observa efectele procesarilor aplicate asupra
aspectului, gustului, mirosului si texturii boabelor de soia.

Referitor la aspectul boabelor de soia se constata din analiza figurii 3.110 ca proba martor (soia
germinata) a fost punctata de evaluatori cu un scor mediu de 6,165 (imi place moderat). Aspectul boabelor
de soia martor a fost descris de degustatori ca fiind galben-gri, cu usoare tente verzui, placut in general.

Din figura 3.110 se poate vedea cad cel mai mare scor al aspectului (7,561 — imi place mult) a fost
obtinut de boabele de soia fermentate 72 ore cu adaos de 3% zaharoza, boabele avand un aspect placut,
ferme, cu o culoare galben pai, stralucitoare, foarte apreciate de degustatori.

Prin urmare, nu existd diferente foarte mari in ceea ce priveste aspectul in cazul boabelor de soia
fermentate timp de 24, 48 si 72 de ore, indiferent de adaosul de zaharoza, toate scorurile fiind peste 7.
Singura exceptie o fac boabele de soia fermentate 96 ore, cand punctajele scad sub 6 (cel mai mare fiind de
5,796 — imi place putin spre moderat). Explicatia ar fi aceea ca prin prelungirea germinarii cu inca 24 ore,
respectiv pana la 4 zile culoarea boabelor capata tente gri si nu mai este stralucitoare, nemaifiind la fel de
apreciata de consumatori (figura 3.110).

Figura 3.110. Curba de profil senzorial pentru aspectul boabelor de soia prelucrate biotehnologic

Gustul boabelor de soia germinate sau germinate si fermentate cu 1, 3 sau 5% adaos de zaharoza in
mediul fermentativ, timp de 24, 48, 72 si 96 ore a fost a doua caracteristica senzoriald investigata in acest
studiu de echipa de degustatori.

Datele de punctaj ale gustului sunt cumulate in tabelul 3.26.

Gustul probei martor nu a fost agreat de degustatori, care |-au apreciat ca neplacut, usor amarui si
specific de leguminos, punctajul fiind de 3,537 (imi displace moderat spre putin). Pe masura ce probele au
fermentat, gustul acestora s-a ameliorat, s-a dezvoltat si aprecierile au fost pozitive: gust placut, dulce-
acrisor, fara senzatie de amareala.

Pentru o imagine de ansamblu a efectului pe care l-au exercitat procesarile biotehnologice de
germinare (timp de 4 zile la 252C) si fermentatie lactica asupra gustului boabelor de soia, am reprezentat in
figura 3.112 curba de profil senzorial pentru gustul boabelor de soia simultan functie de durata de
fermentare si de cantitatea de zaharoza adaugata suplimentar in mediul fermentativ.
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Figura 3.112. Curba de profil senzorial pentru gustul boabelor de soia prelucrate biotehnologic

Astfel, probele analizate a inregistrat valori diferite ale scorurilor pentru gust, pornind de la un minim
de 3,537 pentru proba martor (germinata), pana la un maxim de 7,598 (pentru soia fermentata 72 ore cu
adaos de 3% zaharoza).

Se poate observa ca cele mai apreciate din punct de vedere al gustului, au fost probele fermentate
timp de 48, respectiv 72 ore cand aprecierile au depasit scorul 7 (imi place mult).

Probele fermentate 96 ore au fost apreciate mai bine decat cele fermentate 24 ore, dar mai slab
decat celelalte doua variante. Gustul lor a fost apreciat ca fiind prea acru si a fost punctat cu un maxim de
6,159 (iImi place moderat).

Evaluarea mirosului probelor de soia analizate aratd cd germinarea urmatda de fermentare
imbunatateste net aceasta caracteristica senzoriald, iar valorile de punctaj sunt redate in figura 3.114.

De aici se poate observa ca mirosul probelor fermentate 96 ore a fost usor depreciat prin cresterea
senzatiei de acru, dar punctajul a fost totusi bun, incadrandu-se usor peste ,imi place moderat” (6,073).

Evolutia mirosului la fermentare este in corelatie cu cea a gustului si aromei, cele mai apreciate
probe, cu punctaj mai mare decat 7 au fost F48-5 si F72-3, cu scoruri de 7,549 si 7,622 respectiv (ambele cu
semnificatia ,,imi place mult”).

Figura 3.114. Curba de profil senzorial pentru mirosul boabelor de soia prelucrate biotehnologic

Un parametru cu o evolutie interesanta a fost textura boabelor de soia prelucrate biotehnologic.

Aceasta a fost foarte apreciata chiar si in probele supuse doar germinarii si s-a deteriorat pe parcursul
prelucrarii prin fermentare lactica, atunci cand valorile de punctaj obtinute au fost scazute.

Acest indicator a inregistrat scorurile cele mai ridicate obtinute de boabele de soia martor-germinate,
4,567 (imi place putin), textura boabelor fiind descrisa de degustatori ca fibroasa, masticabild, usor casanta
(figura 3.116). Astfel se poate constata ca fermentarea timp de 24 ore cu adaos de 5% zaharoza a avut
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efectul cel mai bun asupra texturii pentru durata aceasta de fermentare; scorul obtinut a fost de 6,457 (imi
place moderat spre mult).

Figura 3.116. Curba de profil senzorial pentru textura boabelor de soia prelucrate biotehnologic

Textura cea mai apreciata a fost cea corespunzatoare boabelor de soia fermentate timp de 48 ore cu
adaos de 5% zaharoza; punctajul obtinut a fost de 7,238 (imi place mult).

Pe masura cresterii duratei de fermentare, textura se deterioreaza, se inmoaie, boabele nu mai sunt
asa crocante si ferme, devin usor lipicioase si gumoase. Astfel, prin fermentarea timp de 96 de ore cu adaos
de 1% zaharoza s-a acordat pentru textura un punctaj de 5,317, imi place moderat (Bahaciu, 2009 a si b).

Concluzii partiale:

@ Germinarea boabelor de soia ca metoda singularda de prelucrare nu este suficienta pentru
imbunatatirea calitatilor senzoriale ale acestora, singurele caracteristici apreciate fiind textura si aspectul.

& Prin prelucrarea prin fermentare a semintelor de soia germinate se obtine o imbunatatire
evidenta a calitatilor senzoriale, asa cum reiese din analiza senzoriala.

& Aspectul boabelor de soia germinate si fermentate este foarte apreciat, total schimbat in bine,
comparativ cu cel al boabelor germinate (figura 3.117).

&Y 4
ﬂ‘

Figura 3.117. Aspectul boabelor de soia germinate si fermentate lactic

& Cele mai apreciate probe din punct de vedere al mirosului, gustului si aspectului au fost F72-3 si
FA8-5 (germinate si fermentate 72 ore cu 3% adaos de zaharoza, respectiv 48 ore cu 5% zaharoza).

@ Textura cea mai buna, conform scorurilor acordate de echipa de degustatori a fost inregistrata
pentru probele F48-5 (germinate si fermentate 48 ore cu 5% zaharoza), urmate de F72-3 si F24-5
(fermentate 72 ore cu 3% zaharoza si 24 ore cu 5% zaharoza respectiv).

@ Prin caracteristicile lor senzoriale, boabele de soia germinate si fermentate lactic sunt
componente placute intr-o salata de cruditati, iar prin natura si calitatea compusilor ce-i contin, produse
valoroase 1n alimentatie.
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CONCLUZII FINALE

1. Analizadnd sub aspectul gradului de solubilizare a compusilor macromoleculari si a extractului
solubil, se recomanda procesarea boabelor de soia prin germinare la 25°C timp de 4 zile urmata de
fermentarea lactica timp de 72 ore cu 5% zaharoza.

2. Pentru atingerea unui nivel al aciditdtii care sa asigure o conservare temporara, corelat cu calitati
senzoriale optime ale boabelor de soia prelucrate biotehnologic, se recomanda prelucrarea lor prin
germinare urmata de fermentarea lactica timp de 48 ore cu 5% sau 72 ore cu un adaos de 3% zaharoza.

3. Evolutia si dezvoltarea bacteriilor lactice in mediul fermentativ reprezentat de extractul de tarate
de grau, suplimentat cu zaharoza, in care s-au imersat boabe de soia germinate s-au inscris in liniile
specifice stadiilor de dezvoltare a bacteriilor:

4. Imersarea boabelor de soia germinate intr-un mediu de fermentare lactica (extract din tarate de
grau), suplimentat cu 3 sau 5% zaharoza asigura premisele dezvoltarii optime a lactobacililor (prin
asigurarea factorilor nutritivi, glucide simple, fermentescibile si azot neproteic si aminic, ca sursa
preferentiala de azot).

5. Germinarea boabelor de soia timp de 4 zile la 25°C determina o scadere a nivelului tuturor
glucidelor solubile: zaharoza scade cu 95,81%, fructoza cu 91,71%, iar glucoza cu 80,16% comparativ cu
cantitatile corespunzatoare din boabele negerminate.

6. Completarea germinarii cu fermentatia lactica determina scaderea cantitativa a tuturor glucidelor,
indiferent de procentul de zaharoza adaugat suplimentar in mediul fermentativ (1, 3 sau 5%): zaharoza
ajunge la valori subunitare; fructoza scade de 1,83 ori, dupa 72 ore de fermentare, iar glucoza scade de
asemenea liniar cu durata de fermentare lactica, pentru toate cantitatile de zaharoza cu care s-a
suplimentat mediul fermentativ

7. Datele referitoare la evolutia nivelului zaharozei, fructozei si glucozei se coreleaza foarte bine intre
ele, ceea ce aratd o buna interdependenta a evolutiei lor in timpul procesarilor biotehnologice prin
germinare si fermentatie lactica.

8. Oligoglucidele de flatulentd dispar din boabele de soia dupa prelucrarea lor prin germinare la 25°C
timp de 4 zile urmata de fermentatia lactica timp de 24 ore cu 1% zaharoza in mediul fermentativ.

9. Germinarea si fermentatia lactica asigura imbunatatirea valorii nutritive a semintelor de soia prin
cresterea cantitativa a azotului neproteic, solubil, mai usor de asimilat de organism si a cresterii in acest fel
a gradului de digestibilitate a proteinelor din boabele de soia. Cea mai intensa hidroliza a proteinelor are
loc prin germinarea boabelor de soia la 25°C timp de 4 zile urmata de fermentatie lactica timp de 48 ore cu
3 sau 5% zaharoza.

10. Azotul aminic creste spectaculos prin germinare, ajungand ca in boabele germinate 4 zile la
25°C sa fie de 3,55 ori mai mare decat in cele neprelucrate. O prelucrare a boabelor de soia prin germinare
timp de 4 zile urmata de fermentarea intr-un mediu cu 3% zaharoza timp de 48 sau maxim 72 ore poate
conduce la cresteri semnificative ale cantitdtii de azot aminic, cu efecte benefice asupra gradului de
digestibilitate a proteinelor.

11. Germinarea boabelor de soia timp de 4 zile la 25°C determind o bund reducere a activitdtii
ureazei (35,79%), care este insd mai mica decat reducerea de 85% obtinuta prin tratamente termice de
procesare.

12. Combinarea germinarii cu fermentarea lactica pentru a obtine o reducere mai buna a activitatii
ureazice a fost eficienta; rezultatele au aratat ca procesarea biotehnologica dubla a determinat scaderea
activitatii ureazice fata de boabele neprelucrate cu pana la 86,26% (dupa 72 si 96 ore de fermentare), valori
similare celor obtinute prin procesarile termice. Avantajul utilizarii acestor douda metode combinate pentru
reducerea activitatii inhibitorului tripsinic este acela ca sunt protectoare fata de ceilalti compusi bioactivi ai
boabelor de soia (vitamine, factori antioxidanti, minerale solubile).

13. Prelucrarea boabelor de soia prin germinare timp de 4 zile urmata de fermentatie lactica timp de
48 ore cu adaos de 3 sau 5% zaharoza se recomanda pentru a se inregistra cresteri importante ale nivelului
fosforului anorganic (maximum 57,84% comparativ cu probele crude, neprocesate).Combinarea acestor
procedee biotehnologice determina cresterea cantitativd a fosforului anorganic si scaderea estimata
indirect a nivelului fitatilor din boabele de soia, cu efecte benefice asupra calitatii nutritionale ale acestei
leguminoase.
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14. Procesarea complexa, germinare si fermentare lactica determina cresterea cantitatii de minerale
biodisponibile. Astfel, este suficienta o fermentare timp de 72 ore cu 3% zaharoza pentru a obtine o
crestere a biodisponibilitatii calciului cu 129,74%, a Fe** cu 87,63% , Mg** cu 66,02% si a Zn*" cu 73,83%,
fata de boabele de soia crude.

15. Germinarea este un proces eficient de crestere a nivelului de tiamina din boabele de soia, nivelul
acesteia crescand in boabele germinate cu 82,43%, iar cel mai eficient procedeu biotehnologic de
prelucrare este germinarea timp de 4 zile la 25°C urmata de fermentarea cu 5% zaharoza timp de 48 ore,
cand nivelul tiaminei atinge valori cu 51,93% mai mari decat cele din boabele mature de soia neprelucrate.

16. Cea mai buna combinatie de parametri ce se poate utiliza pentru a obtine un maxim al intensitatii
puterii reducatoare a boabelor de soia fermentate dupa germinare este fermentare lactica timp de 72 ore
cu adaos de 5% zaharoza suplimentar in mediul fermentativ.

17. Germinarea boabelor de soia ca metoda singulara de prelucrare nu este suficienta pentru
Tmbunatatirea calitatilor senzoriale ale acestora, singurele caracteristici apreciate fiind textura si aspectul.
Prin prelucrarea suplimentara prin fermentare se obtine o Tmbunatatire evidenta a calitatilor senzoriale,
asa cum reiese din analiza senzoriald. Cele mai apreciate probe din punct de vedere al mirosului, gustului si
aspectului au fost cele germinate si fermentate 72 ore cu 3% adaos de zaharoza, respectiv 48 ore cu 5%
zaharoza, iar cea mai buna textura a fost inregistrata pentru probele germinate si fermentate 48 ore cu 5%
zaharoza, urmate de fermentate 72 ore cu 3% zaharoza.

18. Boabele de soia prelucrate biotehnologic prin germinare si fermentatie lactica pot fi utilizate cu
succes in salate, sau preparate crude pe baza de legume, intr-o alimentatie sanatoasa cu un aport
important de vitamina B, comparabil ca nivel cu cea din germenii de grau sau a carnii rosii slabe.

Prin urmare, procesarea biotehnologica a boabelor de soia prin germinare urmata de fermentare
lactica intr-un mediu cu adaos de zahar fermentescibil reprezinta solutii tehnologice interesante pentru
imbunatatirea valorii alimentare a acestei leguminoase:

& Se fmbunatateste valoarea nutritiva prin cresterea nivelului extractului solubil, a gradului de
solubilizare a proteinelor (exprimat ca o crestere a azotului neproteic si aminic), a gradului de
biodisponibilizare a mineralelor, a reducerii factorilor antinutritivi (inhibitorul tripsinic si factorii de
flatulentd), precum si cresterea nivelului vitaminelor solubile si a activitatii antioxidante;

& Are loc o imbunatatire a calitdtii senzoriale prin reducerea gustului si mirosului de leguminos si
a altor caracteristici importante;

& Inocuitatea boabelor de soia creste prin prelucrarea biotehnologica de fermentare lactica prin
asigurarea unui mediu acid datorita formarii acidului lactic, precum si datorita prezentei lactobacililor
care conduc la inhibarea dezvoltarii microbiotei de alterare si patogene.
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