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Introducere

Fermentatia lacticd este cunoscuta din cele mai vechi timpuri ca
metoda de conservare, dar si de crestere a palatabilitatii vegetalelor si nu
numai. Cu impact direct asupra microbiomului uman, fermentatia lactica atat
sub forma ei traditionala cat si sub cea controlata, reprezintda o sursa
inepuizabild de interes atat pentru cercetatori cat si pentru consumatori.

Fermentatia lactica este recunoscuta pentru potentialul ei probiotic,
pentru biodisponibilitatea sporitdi a compusilor bioactivi, Tmbunatatirea
digestiei si a mecanismelor de reglare a zaharului din sénge si reducerea
durerilor musculare. Totusi, dincolo de nenumaratele beneficii pentru
sanatate, poseda un dezavantaj reprezentat de continutul de clorura de sodiu
(NaCl), substanta care prin consum in exces este asociata riscului de
hipertensiune arterialda, afectiuni cardiovasculare, renale, deshidratare,
retentie crescuta de apa in organism, etc.

Astfel, alegerea temei tezei de doctorat Efectele substitutiei
clorurii de sodiu in fermentatia lactica a vegetalelor s-a bazat pe curentele
moderne din domeniu cu posibilitatea imbunatatirii beneficiilor pentru sanatate
ale fermentatiei lactice prin substituirea totala sau partiala a clorurii sodiului cu
saruri mai putin incriminate de efectele negative asupra sanatatii
consumatorilor sau prin utilizarea de combinatii de saruri care sa poata
asigura calitatea consacrata a produsului finit.

Cercetarile au vizat urmatoarele obiective stiintifice:

e  Caracterizarea complexa a procesului de fermentare a tomatelor
verzi si a merelor verzi, utilizand medii diferite de fermentare (solutii
de clorura de sodiu, clorura de potasiu, clorura de magneziu)

e Analiza influentei mediului de fermentare obtinut prin combinarea a
doua saruri asupra procesului de fermentare a tomatelor necoapte
si a merelor verzi

. Modelarea matematica a proceselor de fermentare utilizand metoda
suprafetei de raspuns si retelele neuronale artificiale (RNA)

Teza de doctorat este structurata in doua parti, dupd cum urmeaza:

1. STUDIUL DOCUMENTAR structurat intr-un capitol ce prezinta o
selectie de date importante si recente din literatura de specialitate
referitoare la perspectivele actuale ale fermentatiei lactice aplicate
materialelor vegetale.

2. STUDIUL EXPERIMENTAL structurat in trei capitole, prezinta
principalele rezultate ale cercetarilor derulate pe parcursul celor
patru ani de studiu ale stagiului doctoral:

CAPITOLUL 2 cu titul VARIANTE TEHNOLOGICE DE
SUBSTITUIRE TOTALA A CLORURII DE SODIU CU CLORURA DE
POTASIU SI CLORURA DE MAGNEZIU prezint4 rezultatele obtinute in urma
caracterizarii complexe a tomatelor, respectiv merelor verzi fermentate lactic
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folosind ca mediu de fermentare solutii saline de clorura de potasiu si clorura
de magneziu ca potentiali substinuenti ai clorurii de sodiu.

CAPITOLUL 3 cu titul VARIANTE TEHNOLOGICE DE
SUBSTITUIRE MIXTA A CLORURII DE SODIU prezinta rezultatele studiului
privind utilizarea unor amestecuri de cate doua tipuri de sare (NaCl:MgCl,,
NaCl:KCI, KCI:MgCl,) la obtinerea mediului de fermentare a tomatelor si
merelor verzi si implicatiile utilizarii acestora in caracteristicile de calitate ale
produselor fermentate.

CAPITOLUL 4 cu titul MODELAREA MATEMATICA A
PROCESELOR DE FERMENTARE evidentiaza importanta unor parametri ai
procesului de fermentare si interactiunile dintre acestia prin utilizarea metodei
cu suprafata de raspuns si retelelor neuronale artificiale.

Fiecare capitol este structurat dupa cum urmeaza: Aspecte generale,
Obiectivele studiului, Materiale si metode, Rezultate si discutii, Concluzii
partiale.

CONCLUZII GENERALE prezinta o selectie a celor mai importante
si consistente rezultate ale studiului pornind de la obiectivele propuse in
studiul experimental.

CONTRIBUTII ORIGINALE S| PERSPECTIVE DE CONTINUARE
A CERCETARILOR

Prezinta principalele contributii de impact aduse ariei de cercetare
propuse si perspective de continuare a prezentului studiu.

DISEMINAREA REZULTATELOR

Cuprinde manifestéarile stiintifice si principalele publicatii din
domeniul tezei de doctorat, unde s-au diseminat si validat rezultatele stiintifice
ale tezei de doctorat.

Teza de doctorat cuprinde 151 pagini, in care sunt incluse 72 figuri
si 44 tabele. Studiul documentar reprezinta 6 % iar partea experimentala 94
%.

intregul studiu s-a bazat pe referinte valoroase noi din domeniul
Ingineriei Produselor Alimentare pe subiectul fermentatiei lactice a vegetalelor
in numar de 236, dintre care 229 de articole, carti, capitole de carti si 7 link-
uri.

Rezultatele au fost diseminate in reviste si la manifestari stiintifice
de profil, dupa cum urmeaza: 3 articole publicate in reviste prestigioase
(Applied Sciences si Innovative Romanian Food Biotechnology), 7 lucrari
prezentate la manifestari stiintifice internationale.

Cercetarile din cadrul tezei de doctorat au fost desfasurate in cadrul
Centrului Integrat de Cercetare si Formare pentru Biotehnologie Aplicata in
Industria Alimentara (BioAliment - TehnlA)
(https://www.unicer.ugal.ro/index.php/ro/prezentare-tehnia) si Centrul Roméan
pentru Modelarea Sistemelor Recirculante de Acvacultura (MoRAS)
(https://www.unicer.ugal.ro/index.php/ro/prezentare-moras), ambele centre
apartinand Universitatii "Dundrea de Jos” din Galati.
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De asemenea, parte din cercetarile prezente au fost finantate din
grantul intern 9186/29.03.2023 intitulat — Obtinerea si caracterizarea unui
produs vegetal functional de tip RTE (ready-to-eat) si optimizarea tehnologiei
de fabricare a acestuia.

Teza a fost coordonata stiintific de doamna Prof. univ. dr. ing.
Elisabeta BOTEZ, in calitate de conducator de doctorat si de Comisia de
Indrumare si Integritate Academic& compusé din: S.I. dr. ing. Gabriel — Danut
MOCANU, S.I. dr. ing. Oana — Viorela NISTOR, S.I. dr. ing. Doina-Georgeta
ANDRONOIU si S.I. dr. ing. Anigoara-Arleziana NEAGU.
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STUDIUL DOCUMENTAR
CAPITOLUL 1. Consideratii teoretice asupra fermentatiei lactice
vegetalelor

1.1. Clasificarea alimentelor fermentate

Clasificarea proceselor fermentative este dificila din cauza
complexitatii procesului dar si a faptului ca unii factori implicati in proces sunt
interdependenti. Mannaa s.a. (2021) propun drept criterii de clasificare a
alimentelor categoria materiei prime utilizate pentru a fi fermentata
(substratul), calea biochimica prin care se realizeaza procesul, modul in care
este indus procesul fermentativ.

Substratul care poate fi utilizat pentru fermentare este foarte variat:
lapte, cereale, leguminoase, fructe, legume, carne, peste sau diferite plante
aromatice (Xiang s.a.,, 2019). Combinarea diferitelor substraturi si
microorganisme implicate in fermentare poate duce la obtinerea a mii de

produse fermentate in toatd lumea (Mannaa s.a., 2021). in figura 1-1 sunt
prezentate cateva exemple:

| fructe legume
| svin svarzé murath
| votet scastraveti murati
~cidru &
leguminoase peste
*sosde sola coreean dinfructe de mare)
*Nattu (indulcitor natural +Feseokh (produs traditional
dintrestie de zahdr sau egiptean)
palmier) | *sosde peste
cereale carne
bere *anumitesortiments
“aluat de camati
*Makgeoll (bsutura alcoolica *anumitesortimente
traditionala corecana, desalam
obtinutadin orez) _*Pepperoni
lapte

i) [ Substraturi |\ i
“laurt [ pentru *Pu'ertea
chefir | «
| fermentare
e \ : e

Figura 1 — 1 Substraturi pentru fermentare (dupd Mannaa et al., 2021)
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Din punctul de vedere al caii biochimice prin care se realizeaza
procesul, fermentarea poate fi clasificata in patru categorii: alcoolica, lactica,
acetica si alcalina (Mannaa s.a., 2021).

In cazul fermentatiei lactice zaharurile sunt convertite Tn acid lactic,
asa cum se intdmpld in cazul iaurtului, a verzei murate sau a cerealelor.
Bacteriile lactice sunt principalele microorganisme implicate in acest tip de
fermentatie (Marco s.a., 2017). Acestea, la randul lor, pot fi clasificate in doua
grupe: homofermentative si heterofermentative, in functie de mecanismele
biochimice de fermentare. Cele homofermentative produc doar acid lactic, in
timp ce heterofermentativele produc acid lactic, CO, acid acetic si/sau etanol.

In functie de modul in care sunt induse, procesele de fermentare
pot fi spontane sau controlate, prin inocularea culturilor de microorganisme.
Cele mai multe alimente fermentate se obtin in mod traditional prin fermentare
spontand, sub actiunea microorganismelor prezente in mod natural pe
suprafata materiilor prime. Aceasta categorie de fermentare este utilizata din
cele mai vechi timpuri si continud sa se realizeze si in prezent atat in
gospodarii cat si In unitatile de productie de mici dimensiuni. Pentru realizarea
fermentarii spontane este necesar sa se ajusteze conditile de mediu astfel
incét sa se dezvolte numai acele microorganisme care confera proprietatile
senzoriale specifice ale produselor finite si care impiedica dezvoltarea
microorganismelor nedorite. Progresul stiintific in domeniul izolarii, identificarii
si conservarii microorganismelor a condus la posibilitatea realizarii unor culturi
specifice (culturi starter), care se utilizeaza la nivel industrial pentru a realiza o
fermentare controlatd, creAndu-se astfel conditiile obtinerii unor produse finite
cu calitati constante. Rolul principal al culturilor starter este de a accelera
procesul de fermentare si de a reduce pericolul contaminarii cu
microorganisme nedorite (Mannaa s.a., 2021).

1.2. Avantajele fermentarii in industria alimentara

in literatura de specialitate (Melini s.a., 2019; Sharma s.a., 2020;
Xiang s.a., 2019) sunt enumerate o serie de avantaje ale fermentarii:
au un termen de valabilitate mai indelungat fatd de alimentele in
stare proaspata
prezintd o imbunatatire a proprietatilor senzoriale
sunt indepartati unii compusi daunatori
imbunatatirea proprietatilor nutritionale datoritda microorganismelor
responsabile de fermentare
procesul de fermentare reduce timpul de gatire
dobandirea unor proprietati antioxidante
Avantajele alimentelor obtinute prin fermentatie sunt legate de
imbunatatirea gustului, aromei si texturii, dar si reducerea riscului unor boli
cum ar fi bolile cardiovasculare, diabetul de tip 2 si hipertensivitatea (Fuentes
s.a.,, 2013; Marco s.a., 2017; Mathur s.a., 2020). Produsele alimentare
fermentate ajutd mentinerea greutatii corporale, reduc bolile inflamatorii
intestinale, bolile sistemului imunitar (artrita, screloza). Castellone s.a. (2021)
a raportat ca varza murata prezinta si proprietati antitumorale prin activarea
enzimelor ce elimind xenobioticele si prin cresterea apoptozei celulelor
canceroase.

\4
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1.3. Factorii care influenteaza fermentarea vegetalelor

1.3.1. Materiale vegetale supuse fermentarii

In ceea ce priveste materialele vegetale care pot fi fermentate, la
nivel european se produc mai multe sotimente. Majoritatea acestora sufera o
fermentare spontand in conditii anaerobe, concentratii diferite de sare si
temperaturi prielnice pentru dezvoltarea bacteriilor lactice.

Unul dintre produsele traditionale ale tarilor mediteraneene este
reprezentat de maslinele verzi. La nivel global sunt trei moduri de a obtine
maslinele fermentate (Dimidi s.a., 2019): masline verzi in saramurd in stil
spaniol sau sevilian, masline negre in saramura in stil californian si masline
negre in saramura in stil grecesc. Toate aceste metode se bazeaza pe
microbiota indigena pentru fermentatie, unde Tsi fac simtitd prezenta bacteriile
lactice si drojdiile.

Varza murata este un produs alimentar fermentat existent in Europa
Centrala, de Est si de Vest. Prin procesul de fermentatie al verzei se produc
acizi organici, vitamine, bacteriocine si compusi aromatici ce confera
produsului finit proprietdti senzoriale caracteristice, dar si un termen de
valabilitate mai extins.

Castravetii sunt legume fermentate atat in Asia, Europa si SUA. In
Roménia castravetii sunt des consumati cel mai frecvent ca si muréturi.
Acestia sunt stabilizati cu sare si acid lactic. Tn procedeul de murare al
castravetilor sunt adaugate si ierburi condimentare cum ar fi marar, usturoi,
hrean, si boabe de mustar si piper. Bacteriile lactice responsabile de
fermentarea castravetilor sunt prezente in mod natural pe suprafata acestora
si sunt reprezentate de speciile Lactobacillus, Leuconostoc, si Pediococcus
(Al-Shawi s.a., 2021; Kotwaliwale s.a., 2012).

Caperele fermentate provin din Grecia, Turcia, ltalia, Maroc si
Spania. Acestea, dupa ce sunt recoltate sunt imersate in apa si supuse
fermentatiei spontantane a acidului lactic pe o perioada de 5-7 zile. Dupa
fermentare, caperele sunt introduse Tn saramura si distribuite catre consum.

Un alt produs vegetal fermentat, gasit pe piata europeana este
napul (Subedi s.a., 2024). Acesta provine din Asia si este unul dintre
alimentele traditionale, dar se giseste si in Europa. In ceea ce priveste
procesul de fermentare al napilor, acesta este asemanator cu cel al verzei
murate.

Kimchi este un produs fermentat care se gaseste in Coreea. Acesta
este obtinut prin fermentatie naturaléd a legumelor la care se adauga si alte
ingrediente precum usturoiul, ceapa, ardeiul iute si sosul de peste. Prin
adaugarea acestor ingrediente se tine sub control dezvoltarea
microorganismelor patogene si se sporeste dezvoltarea microorganismelor
benefice.

Tomatele sunt o sursd bund de antioxidanti, minerale, vitamine,
licopen, B-caroten, flavonoide si quercitina. Conform studiului publicat de Ricci
s.a. (2020), consumul de rosii este asociat cu o scadere a unor boli
cardiovasculare. In ciuda proprietatilor nutritionale pe care le au, exista un
numar limitat de produse fermentate din rosii pe piata.
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1.3.2. Microorganisme implicate Tn procesele fermentative ale
vegetalelor

In stadiul incipient al fermentatiei, enterobacteriile si bacteriile
lactice si unele tipuri de drojdii pot fi active, dar acest lucru depinde foarte mult
de anumiti factori cum ar fi temperatura, sarurile folosite in saramura dar si
oxigenul.

Bacteriile lactice sunt cunoscute pentru proprietatea lor fermentativa
si pentru imbunatatirea atributelor senzoriale. Fructele si legumele fermentate
pot fi utilizate ca sursa de probiotice deoarece contin mai multe bacterii lactice
cum ar fi: Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
plantarum, Pedioccus cerevisiae, Streptococcus thermophilus, Streptococcus
lactis, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
citrovorum, Bifidobacterium bifidus si Lactobacillus pallax (Di Cagno s.a.,
2015). Bacteriile lactice sunt caracterizate prin capacitatea de transformare a
glucozei si fructozei in acizi organici. Odata cu producerea de acid lactic si
acetic are loc si o modificare considerabilda a aromei si gustului produsului finit.

Pe langa bacteriile lactice, in timpul fermentatiei, se mai pot
dezvolta si anumite drojdii. Acestea predomind in anumite faze ale
fermentatiei si in cazul conservarii prin murare a anumitor produse. Maslinele
conservate prin fermentatie sunt unele dintre aceste produse, iar cele mai des
ntélnite tipuri de drojdii sunt cele din genul Pichia, Candida, Debaryomyces si
Saccharomyces. In cazul fermentatiei castravetilor cornison sunt intalnite
drojdiile din genul Torulopsis, Brettanomyces, Zygosaccharomyces,
Hansenula, Torulaspora si Kloeckera (Wei s.a., 2025).

Prin capacitatea de a produce compusi volatili, drojdiile ajuta la
dezvoltarea gustului si aromei produsului finit (Bautista-Gallego s.a., 2020;
Behera s.a., 2020).

1.3.3. Mediul de fermentare

Fermentatia lactica este influentata de factori ca materiile prime,
materialele auxiliare (saruri, ierburi aromatice, mirodenii), temperatura, timp,
pH, existenta unor microorganisme concurente la substrat.

La nivel international aproape toate materialele vegetale pot fi
fermentate. Giile¢ si Yimaz (2023) mentioneaza un numar impresionant de
fructe si legume care pot fi fermentate pentru obtinerea de muraturi, de la cele
mai cunoscute, ca varza, castraveti si ardei, pana la unele mai putin intalnite
n aceasta ipostaza, ca merisoare, migdale necoapte, cirese sau caise.

Dintre materialele auxiliare utilizate la obtinerea muraturilor, este de
mentionat ardeiul iute, care poate fi folosit proaspat sau uscat. El se utilizeaza
datoritd continutului de capsaicinoide implicate in inhibitia dezvoltarii
microorganismelor patogene dar si definitivarea proprietatilor senzoriale (Kim
s.a., 2022). Conform acelorasi autori, roluri similare pot fi atribuite si altor
materiale auxiliare precum ceapa, usturoi, seminte sau frunze de mustar,
ghimbir.

Un alt material auxiliar foarte important in dirijarea fermentarii este
sarea, dincolo de unele aspecte precum concentratia sau tipul ei. Addugata ca
atare sau in saramura, sarea favorizeaza extractia compusilor nutritivi din
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fructe si legume, asa cum sunt zaharul, glucoza sau fructoza. In mod
traditional, la obtinerea muraturilor se utilizeaza clorura de sodiu, care are un
rol bine definit in dezvoltarea gustului si texturii, precum si in controlul
activitatii microorganismelor si a enzimelor.

In ceea ce priveste coordonatele temperaturd — timp, fermentatia
lactica se desfasoara la temperaturi cuprinse intre 20 si 30 °C, pe o durata de
7...21 de zile.

1.4. Posibilitati de reducere a clorurii de sodiu in procesele fermentative

In ultimii ani, sub influenta problemelor de sanatate induse de
consumul ridicat de sodiu, s-a incercat inlocuirea clorurii de sodiu din alimente
cu alte tipuri de sare. Bautista-Gallego s.a., (2013) au identificat clorurile de
potasiu, de magneziu, de calciu si de zinc drept drept substituienti ai clorurii
de sodiu la fermentarea materiilor prime vegetale pe baza similaritatii
structurilor chimice, a efectelor asupra dezvoltarii microorganismelor si asupra
caracteristicilor senzoriale dar si pe baza reglementarilor legislative din
Europa si SUA.

Tabelul 1-2 Efecte ale aplicérii sarurilor clorurate asupra vegetalelor
fermentate (dupé Doyle & Glass, 2010)

Saruri Aspecte Aspecte Aspecte
clorurate microbiologice fizico-chimice senzoriale
Incetinirea Scaderea % oy
. e Imbunatatirea
dezvoltarii cantitatii de csr
. ) S fermitatii, a
CaCl, microorganismelor, acid lactic, gustului’ sia
n principal scaderea pH- :
; : texturii
Enterobacteriaceae ului
Reducerea Salinitate
Accelerarea = S
o usoara a similara cu
KCI dezvoltarii AR
- . productiei de NaCl, gust
microbiene L N S
acid lactic imbunatatit
Reducerea pH-
Accelerarea ului si Proprietati
MgCl; dezvoltarii cresterea senzoriale
microbiene aciditatii corespunzatoare
titrabile
Incetinirea
dezvoltarii Consumul Imbunatatirea
ZnCl, microorganismelor,  redus de zahar calitatilor
n principal din substrat senzoriale

Enterobacteriaceae
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STUDIUL EXPERIMENTAL

CAPITOLUL 2. Variante tehnologice de substituire totala a
clorurii de sodiu cu clorura de potasiu si clorura de magneziu

2.1. Scopul si obiectivele capitolului

Obiectivul principal al capitolului Variante de substituire totala a
clorurii de sodiu cu clorurd de potasiu si clorurda de magneziu a fost
caracterizarea complexa a procesului de fermentare a tomatelor verzi si a
merelor verzi, utilizand medii diferite de fermentare (solutii de clorura de sodiu,
clorura de potasiu, clorura de magneziu).

Figura 2-2 Obiectivele cercetarii

2.3. Materiale si metode
2.3.2. Material vegetal

Pentru realizarea cercetarii au fost supuse procesului de fermentare
mere verzi (Malus domestica) din soiul Granny Smith si tomate verzi
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(Solanum lycopersicum L.). Acestea au fost achizitionate de la un producator
din judetul Galati, Romania. Tnainte de a fi procesate, atat merele cat si
tomatele verzi au fost spalate cu apa potabila si uscate prin tamponare cu
ajutorul prosoapelor din hértie. Continutul initial de substantd uscata al
probelor a fost de: 14,75 + 0.45% in cazul merelor si 6,81 + 0,15% in cazul
tomatelor verzi.

2.3.3. Materiale auxiliare

Pentru obtinerea solutiei saline folosite la fermentarea vegetalelor,
dar si pentru spalarea materiilor prime si auxiliare utilizate a fost utilizata apa
potabila.

Clorura de sodiu (Salrom, Targu Ocna, Romania) — pentru
obtinerea solutiei saline s-a folosit sare gema marunta, neiodata pentru
industria alimentara achizitionata de la un magazin local. Clorura de potasiu
(S.C. Amniocen S.R.L., Timisoara, Romania) — produsul utilizat a fost Kalium
Vita respectiv clorura de magneziu (BioSano, Piatra Neamt, Romania) —
produsul folosit a fost Sare Nigari. Ambele tipuri de cloruri au fost achizitionate
de la un magazin de produse naturiste din Galati. in Tabelul 2-2 sunt
prezentate cele trei tipuri de sare folosite Tn cadrul experimentului.

Tabelul 2-2 Clorura de sodiu, potasiu si magneziu

=
| 77
5;!’2 ckmndde'pm.‘u'
£ ‘ L
Clorura de sodiu Clorura de potasiu Clorura de magneziu

Dintr-un supermarket din Galati au fost achizitionate urmatoarele
condimente: boabe de piper, boabe de mustar si foi de dafin. Inflorescentele
de marar, hreanul — radacina si usturoiul provin de la producatori locali, fiind
achizitionate dintr-o piata agroalimentara din Galati (Tabelul 2-3).

Tabelul 2-3 Condimente

P o |

Piper boabe Mustar boabe Foi de dafin
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& p

Inflorescente de marar Ré&décina de hrean Usturoi

2.4. Rezultate si discutii
2.4.1. Analize fizico — chimice
Evolutia masei

Pierderea de masa reprezinta unul dintre factorii care pot fi utilizati
pentru identificarea calitatii fizice a produselor fermentate (Fadhil s.a., 2019).
Pierderea de masa in timpul perioadei de fermentare este prezentata in figura
2-14 (a si b). Din acestea se poate observa ca pentru ambele tipuri de
produse vegetale masa scade in primele 7 zile de fermentare cu aproximativ
20% in cazul gogonelelor si respectiv 3,5% in cazul merelor. Dup& aceasta
perioada masa probelor incepe sa creasca pana in ziua 28, perioada in care
atat gogonelele céat si merele probabil cad au absorbit o cantitate din solutia
salina in care se gasesc. Dupa aceasta perioada este posibil ca sarea, ce a
fost utilizata la obtinerea solutiei saline, s& impinga lichidul acumulat in tesutul
produselor vegetale prin procesul de osmoza astfel incat pierderea de masa
sa creasca. Pierderea de masa in timpul celor 120 zile de fermentare a
gogonelelor variaza intre 30,67% (pentru proba cu NaCl) si 37,66% (pentru

proba cu KClI).
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ORY SO NN
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Perioada de fermentare, zile

b)
Figura 2 — 14 Evolutia masei probelor in timpul fermentarii: a) gogonele; b)
mere soiul Granny Smith

in cazul merelor, unde perioada de fermentare a fost mai mici (35
zile), pierderea de masa a variat intre 1,9% (in cazul probelor cu NaCl) si
4,5% (in cazul probelor cu KCI). Pierderea de masa in cazul produselor
vegetale fermentate in solutie salind cu MgCl, a fost asemé&natoare cu cea
obtinuta in cazul probelor fermentate in solutie salina cu NaCl. Rezultate
similare au fost obtinute de Fadhil s.a.,, (2019) in cazul verzei murate
fermentat& n solutie salina cu diferite concentratii si de Anoraga s.a., (2021)
n cazul usturoiului negru supus fermentarii in diferite medii.

Evolutia continutului de substanta uscata

Figura 2-15 (a si b) prezintd evolutia continutului de substanta
uscata in timpul perioadei de fermentare in cazul celor doua produse vegetale
analizate. Cel mai mare continut de substanta uscata a fost inregistrat in cazul
probelor vegetale proaspete (6,81+0,15% - gogonele respectiv 14,75+0,45% -
mere). In timpul fermentérii continutul de substanta uscata a scazut. Astfel in
cazul gogonelelor, pana la 28 zile de fermentare, valoarea substantei uscate a
ajuns la 3,44+0,06% pentru proba cu NaCl (reducerea fiind de 49,48%)
respectiv 4,26+0,11% pentru proba cu KCI (reducerea in acest caz fiind de
37,44%). In cazul merelor cea mai mare reducere a valorii acestui parametru
s-a inregistrat in cazul probelor fermentate in solutie salind cu KCI. Astfel in
cazul acestor probe valoarea acestui parametru s-a redus cu 29,83%
ajungéand la o valoare de 10,35+0,17%.

12
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Figura 2 — 15 Evolutia continutului de substanta uscata in timpul fermentarii:
a) gogonele; b) mere soiul Granny Smith

Conform lui Mirwandono s.a., (2018) aceastd reducere a
continutului de substanta uscata s-ar putea datora bacteriilor lactice care
utilizeaza glucidele, substantele minerale si alte componente necesare
dezvoltarii lor in timpul perioadei de fermentare. Dupa 28 de zile de
fermentare, continutul de substanta uscata pentru ambele produse vegetale a
fnceput sa creasca. Motivul acestei cresteri ar putea fi explicat prin diferenta
de presiune osmotica care exista intre solutia salina si materialul vegetal
(gogonele/mere) supus fermentarii respectiv datorita transferului de masa
care se realizeaza prin difuzie. Totdatd, aceste doua mecanisme sunt
influentate si de diferenta de densitate care exista intre medii (Rastogi s.a.,
2002).

Principalul motiv pentru cresterea continutului de substantd uscata
se datoreaza cantitatii de sare care este transferatd din solutia salind n
materialul vegetal supus fermentarii (Sahin s.a., 2001; Al-Azzawi si Al-
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Abdullah, 2019; Suna s.a., 2021). Astfel, la finalul perioadei de depozitare,
120 zile — pentru gogonele si 35 zile — pentru mere, substanta uscata a variat
intre 4,97 + 0,15% si 5,11 + 0,17% (pentru gogonele) respectiv intre 11,1
0,18% si 14,28 = 0,29% in cazul merelor.

Evolutia acidului lactic in timpul fermentarii si depozitarii

Din figura 2-17 (a si b) se poate constata ca, cantitatea de acid
lactic a crescut de la a 7 -a pana la a 28 — a zi de fermentare atat pentru
gogonele cat si pentru mere. Dupa perioada mentionata anterior s-a observat
ca, cantitatea de acid lactic a inceput sa scada. Dupa 28 de zile de fermentare
cea mai mare cantitate de acid lactic, a fost inregistrata pentru probele cu
solutie salina cu NaCl (1582,88 + 48,88 mg acid lactic/100g produs — pentru
gogonele si 1077,59 + 17,56 mg acid lactic/100 g produs — pentru mere).

1650

—
=
=3
=

w=g==NaCl
e KC1

Mg (12

mg acid lactic/100 g produs
b
2z

0 14 28 42 56 70 84 98 112 126
Perioada de fermentare, zile

a)

O cantitate mai mica de acid lactic a fost stabilitd pentru ambele
produse vegetale, fermentate in solutie salina cu MgCl, (1097,71 + 47,71 mg
acid lactic/100g produs — pentru gogonele respectiv 967,64 + 17,46 mg acid
lactic/100 g produs — pentru mere). Cantitatea de acid lactic produsa depinde
de tipul de sare utilizat pentru obtinerea solutiei saline si de compozitia
substratului de fermentare (Palani s.a., 2016). Rezultatele obtinute sunt
corelate cu activitatea bacteriilor lactice.

14
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Figura 2 — 17 Evolutia acidului lactic in timpul fermentarii si depozitérii: a)
gogonele; b) mere soiul Granny Smith

La sfarsitul perioadei de depozitare (dupa 120 de zile — in cazul
gogonelelor si dupa 35 de zile — In cazul merelor) cantitatea de acid lactic a
scazut cu maxim 51,17% pentru gogonelele fermentate in solutie salina cu
MgCl, si cu 50,15% pentru merele fermentate in solutie salina cu KCI.
Rezultatele obtinute sunt sustinute de numeroase studii care au confirmat ca
acidul lactic reprezinta acidul organic dominant care se gaseste in cazul
produselor vegetale fermentate in solutie salind. Rezultate similare au fost
obtinute de Satora s.a., (2021) in cazul verzei murate, Rao s.a., (2020) pentru
muraturile de tip Sichuan, Kim s.a., (2017) in cazul produsului Kimchi
respectiv Joshi si Sharma (2009) pentru ridichi murate.

Distributia ionilor de sodiu, potasiu si magneziu in produsele obtinute
prin fermentatie lactica

Mineralele sunt considerate factori esentiali pentru functionarea corecta a
organismului uman. Ele actioneaza drept co-factori pentru diferite enzime care
sunt implicate in diferite procese fiziologice si metabolice (Arivalagan s.a.,
2013; Minh, 2022). Continutul de sodiu, potasiu si magneziu pentru gogonele
respectiv mere proaspete si fermentate este prezentat in Tabelele 2-4 si 2-5.
Din tabele se poate observa ca exista o tendinta de crestere a continutului de
minerale de la probele proaspete la cele fermentate in timpul celor 28 zile de
fermentare.

Tabelul 2 — 4 Distribufia ionilor de Na*, K* si Mg®" in gogonelele proaspete si

fermentate
Perioada de Minerale, mg/g
fermentare, zile Na* K* Mg*
0 32,92 + 2,47 40,23 £ 2,74 12,25 + 0,82
7 179,57 £ 12,07 65,07 + 12,35 163,29 + 11,07
14 183,56 + 12,64 95,95 + 5,82 197,79+ 12,78
21 185,39 + 13,06 106,46 + 0,47 222,72 +13,65
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28 234,1+11,72 120,38 £ 11,61 328,63 + 15,38
56 134,29 £ 10,18 26,71 £0,77 146,85 + 14,13
94 157,72 £ 9,74 43,57 £ 4,59 148,68 + 10,28
120 208,14 + 13,51 58,1 +6,47 163,29 + 11,17

Continutul de ioni de Na” a variat intre 32,92 + 2,47 — 234,1 + 11,72 mg/g
in cazul gogonelelor si intre 31,75 + 4,17 — 129,44 + 14,32 mg/g in cazul
merelor, In timp cantitatea de ioni de K* a variat intre 40,23 + 2,74 — 120,38 +
11,61 mg/g pentru gogonele respectiv intre 42,99 + 4,79 — 139,73 + 12,44
mg/g pentru mere. In cazul probelor fermentate in solutie salind cu MgCl,
cantitatea de ioni de Mg®* a variat intre 12,25 + 0,82 — 328,63 + 15,38 mg/g
pentru gogonele si intre 7,42 + 1,76 — 233,79 + 16,36 mg/g pentru mere.
Rezultate similare au fost obtinute si de Abou-Zaid (2015) in cazul
castravetilor fermentati in diferite solutii saline si de Youssef s.a., (2017) in
cazul muraturilor cu continut redus de sodiu destinate persoanelor
hipertensive.

Tabelul 2 — 5 Distributia ionilor de Na*, K* si Mg®* in merele proaspete si
fermentate

Perioada Minerale, mg/g
de
fermentare, Na* K* Mg**

zile

0 31,75+ 4,17 42,99 + 4,79 7,42 +1,76

7 33,42 +3,43 54,93 + 3,87 176,29 + 11,49
14 55,18 + 5,38 81,42 + 4,38 197,29 + 13,63
21 73,72 + 6,54 123,97 £ 11,15 217,50 + 16,28
28 129,44 + 14,32 139,73 + 12,44 233,79 + 16,36
35 77,22 + 8,79 124,72 £ 12,41 205,77 = 15,02

n timpul perioadei de depozitare cantitatea de minerale analizate a
fnceput sa scada, probabil datorita faptului ca o parte din acestia au migrat din
partea lichida (solutia salind) in cea solida (materialul vegetal supus
fermentarii (gogonele/mere)), cele mai mari concentratii ale acestor ioni au
ramas probabil Tn solutia salina.

2.4.2. Analize microbiologice

Procesul de fermentare al gogonelelor respectiv merelor este
dominat de cresterea si metabolismul bacteriilor lactice care provin din
materiile prime vegetale. Dezvoltarea bacteriilor lactice in solutia salina joaca
un rol important pentru gustul si textura produselor vegetale fermentate.
Cresterea rapida a bacteriilor lactice reprezintd un factor important pentru
inhibarea sau reducerea microorganismelor patogene. Evolutia bacteriilor
lactice Tn timpul fermentarii si depozitarii este prezentata in figura 2-18 (a si b).

Asa cum se poate observa atat in cazul gogonelelor cét si in cazul
merelor numarul bacteriilor lactice a crescut cu o viteza mare panaina 28 — a
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zi de fermentare. Numarul acestora a variat intre 2,83 + 0,18 log ufc/mL
(pentru proba cu KClI) si 5,95 * 0,21 log ufc/mL (pentru proba cu KCI) in cazul
gogonelelor si intre 2,41 * 0,11 log ufc/mL — 3,50 * 0,23 log ufc/mL (pentru
proba cu MgCly;) in cazul merelor. Se observa ca bacteriile lactice s-au
dezvoltat mai bine in solutiile saline cu NaCl si MgCl,, in timp ce in solutia
salina cu KCI numarul acestora a fost mai redus probabil ca acest tip de sare
a Tmpiedicat dezvoltarea acestora intr-un numar mai mare. Rezultatele
obtinute au aratat ca substituirea partiala a NaCl cu KCI sau MgCl, nu a

afectat dezvoltarea bacteriilor lactice Tn timpul perioadei de fermentare.
6.25
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Figura 2 — 18 Evolutia numdrului de bacterii lactice in timpul fermentarii si
depozitarii: a) tomate verzi; b) mere soiul Granny Smith

Numarul total de bacterii lactice a inceput sa scada incepand cu
ziua 28 pentru ambele produse fermentate pana la sfarsitul perioadei de
depozitare constatandu — se o reducere a acestora cu maxim 1,5 log ufc/mL
in cazul merelor si de 3 log ufc/mL in cazul gogonelor. Aceasta reducere a
bacteriilor lactice s-ar putea datora cresterii aciditatii respectiv reducerii pH —
ului mediului de fermentare. Pentru ambele produse vegetale fermentate cea
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mai mare reducere a numarului de bacterii lactice s-a constatat in cazul
probelor cu solutie salina cu NaCl. Wouters s.a., (2013) au aratat ca bacteriile
lactice pot avea un ciclu metabolic scurt, toleranta redusa la sare si prezinta
rezistentd in mediu acid. Rezultate similare au fost obtinute de Wolkers-
Rooijackers s.a., (2013) in cazul verzei murate unde NaCl din saramura a fost
nlocuita partial cu KCI, MgCl, sau CaCl, respectiv de Ribeiro s.a., (2019) in
cazul verzei murate unde NaCl din saramura a fost inlocuita partial cu KCI.

2.4.3. Analize fitochimice

Evolutia continutului de compusi fitochimici in timpul fermentarii si
depozitarii

Tn tabelul 2-6 sunt prezentate rezultatele pentru principalii compusi
fitochimici din tomatele verzi proaspete si fermentate cu solutii saline de NaCl,
KClI si respectiv MgCl..

In prim& instantd, raportat la probele martor pentru probele
fermentate cu solutie salind de NaCl s-a inregistrat o usoaréa crestere (13%) a
continutului total de flavonoide pentru ziua 7 de fermentare, in timp ce pentru
celelalte doua tipuri de solutii saline, valorile continutului total de polifenoli
(CTP) si respectiv de flavonoide totale (CTF) a scazut cu 31%, respectiv 13%
pentru solutia de KCI si 43%, respectiv 30% pentru solutia de MgCl,. in timpul
fermentatiei, bacteriile lactice din microflora spontana actioneaza asupra
vegetalelor contribuind la eliberarea compusilor polifenolici simpli dupa
hidroliza enzimatica a compusilor fenolici polimerizati.

In ceea ce priveste continutul total de polifenoli (CTP) si de
flavonoide (CTF) al tomatelor verzi se poate observa ca trendul valorilor este
crescator atat pe durata fermentatie cat si a depozitarii pentru toate probele si
tipurile de solutii saline. Chiar si asa, se pot sesiza diferente In ceea ce
priveste cantitatea de compusi bioactivi si de asemenea biodisponibilitatea lor
dependenta de zilele de fermentare ori depozitare. Astfel, CTP si CTF pentru
tomatele verzi fermentate cu solutie salind de NaCl prezinta o crestere de
120%, respectiv 76,5%, cresterea valorilor continutului celor doua clase de
compusi a fost progresiva pe toata perioada de fermentare si de depozitare,
cea mai mare crestere (25,6%) avand loc pentru CTP in ziua 56, iar pentru
CTF in ziua 28.

Studiile care vizeaza determinarea CTP si CTF pentru diferite tipuri
de vegetale conservate prin fermentatie lactica sau mixta (lactica si acetica)
raporteaza valori foarte diferite intre ele si raportate la prezentul studiu. Astfel,
in cazul conservarii morcovilor utilizand mai multe tipuri de fermentatii s-au
raportat de catre Neis s.a., (2022) valori de 843+38 ug GA/g s.u. pentru CTP,
aceasta valoare putand fi justificatd prin degradarea termica a compusilor
analizati prin dozarea de solutie salina la temperaturi de pasteurizare si de
migrarea partiald a acestei clase de compusi in lichid. In ceea ce priveste
castravetii si morcovii Al-Azzawi si Abdullah, (2019) au raportat pentru CTP
valori intre 21,12 — 15,52 mgGA/100g s.u.. Raportat la durata maxima aleasa
de depozitare de 120 de zile a tomatelor verzi conservate cu solutie de KCl s-
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a nregistrat o scadere cu aproximativ 13,5% si 8% pentru CTP, respectiv CTF
si de 9% si 7% pentru solutia de MgCl..

In ceea ce priveste continutul de carotenoide totale o crestere
progresiva a fost inregistrata pentru toate probele. Mapelli-Brahm s.a., (2020)
au afirmat ca fermentatia creste continutul total de carotenoide mai mult decét
procesele termice precum: préjirea, blansarea si uscarea. Probele conservate
cu solutia salind cu MgCl, au prezentat o cantitate de carotenoide totale cu
aproximativ 42% mai mare decét cele fermentate cu solutile de NaCl si KCI
inca din ziua 7 a fermentatiei. Similar studiului publicat de Oloo s.a., (2014)
care viza fermentarea cartofilor dulci cu pulpa portocalie se poate afirma ca
tipul de saruri utilizat a condus la cresterea continutului de carotenoide totale.
Continutul final de carotenoide dupa cele 120 de zile de depozitare (11,88 +
0,08 mg/g s.u.) fiind aproximativ egal cu cel (11,41 + 0,18 mg/g s.u.) obtinut
pentru probele fermentate cu NaCl.

Valorile aferente continutului de B-caroten variaza diferit pentru cele
trei medii de fermentare, astfel, pentru NaCl se inregistreaza o crestere de
22% in primele 21 de zile de fermentare, iar apoi o scadere usoara (13%)
pana la 120 de zile de depozitare. Pentru celelalte doua medii de fermentare
valorile continutului de B-caroten prezinta o evolutie aproximativ constanta.

Valorile continutului de licopen obtinute la 21 de zile de fermentare
cresc semnificativ, independent de tipul de solutie salina utilizata. Cunoscand
ca, in probele initiale continutul de licopen a prezentat valori aproape nule,
cresterea continutului de licopen poate fi explicata prin migrarea acestuia din
tomatele cu un grad mai avansat de maturare in lichidul de fermentare si de
aici in tomatele verzi. Rezultate similare sunt obtinute de Janiszewska-Turak
s.a., (2022) in ceea ce priveste continutul in zeaxantina, cis-B-caroten, a -
caroten, capsorubina, a- si B-criptoxantina si luteina la fermentarea ardeilor
grasi.

Este cunoscut faptul ca, pH-ul, durata de fermentare, tipul mediului
de fermentare utilizat, a materiei prime si auxiliare utilizate pot influenta
compozitia fito-chimica, culoarea si textura produselor conservate prin
fermentatie asa cum a evidentiat si McFeeters, (2004). Clorofilele totale
prezintad o variatie descendenta indiferent de tipul de solutie salina, in cazul
tomatelor vezi fermentate cu solutiei de NaCl valorile clorofilei scad
semnificativ de la 35 + 0,20 ug/g s.u. pentru 7 zile de fermentare pana la
14,20 + 0,10 pg/g s.u. pentru 120 de zile de depozitare. O evolutie similara a
valorilor clorofilei au prezentat si tomatele fermentate in celelalte doua tipuri
de solutii saline, astfel o scadere de la 30 + 0,20 pg/g s.u. la 16,10 + 0,15 pug/g
s.u. a fost inregistrata pentru 7 zile de fermentare respectiv 120 de depozitate
pentru KCl si de la 29 £ 0,17 pg/g s.u. la 18,60 = 0,18 pg/g s.u. pentru MgCl..
Valorile obtinute sunt comparabile cu cele raportate intr-un studiu referitor la
diferite tipuri de vegetale verzi publicat de do Couto n (2016).

Tabelul 2-6 Compusii fitochimici din tomatele verzi proaspete si fermentate

Perioada Compusi fitochimici
de - -
fermentare, CTP, CTF, CT, B- Licopen, Clorofile
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zile

14

21

28

56

94

120

14

21

28

56

94

120

14

21

28

56

94

120

mg EAG/g
s.u.

29,93
0,94
30,00 £
0,39
32,09 £
0,43
37,50 £
0,71
43,04 =
0,63
54,63 £
0,37
61,40 £
0,12
66,45
0,39

20,33 £
0,28
22,05 +
1,47
26,02 £
1,18
28,85 +
1,10
32,06 £
1,22
40,80 =
0,78
57,10 £
0,57

25,20
0,42
28,00 £
1,28
30,94 +
0,25
34,65 £
0,41
45,20
0,65
57,45 £
0,15
60,09 + 0,11

mg EQ/g
S.u.

29,86 + 3,89 =
0,40 0,09
34,26 + 4,34+
0,89 0,08
37,44 7,17 =
0,11 0,67
39.69 + 8,12+
0,54 0,05
49,64 + 9,06 =
0,46 0,25

50,24 = 9,52
0,99 +0,13
55,69 + 10,37 +
0,42 0,04
60,19 1141+
0.21 0,18

Solutie de KCI
17,32 4,53 +
1,14 0,06
24,75 % 5,55+
0,41 0,36
36,77 + 6,58 +
1,22 0,12
43,73 £ 6,77 +
0,38 0,02
49,05 7,79+
0,76 0,03
54,59 8,45+
1,11 0,08
55,02 £ 8,95 +
1,18 0,13
Solutie de MgCl,
20,92 + 7,48 +
0,58 0,62
21,79+ 8.18 =
0,85 0,11
41,97 8,72
0,39 0,23
44,00 £ 9,45 +
0,49 0,31
46,75 10,02 +
0,42 0,04
50,51 + 11,01+
0,27 0,38
56,10 + 11,88
1,05 0,08

mg/g s.u.

Solutie de NaCl

20

caroten,
mg/g s.u.

3,43+
0,12
4,25+
0,23
4,14 +
0,10
4,20+
0,67
3,60 +
0,06
3,36 £
0,03
3,10+
0,09
3,71+
0,05

3,82+
0,62
3,27 £
0,31
321+
0,13
3,42+
0,19
331+
0,03
3,27 £
0,04
3,54 +
0,11

514
0,00
4,89
0,08
4,80 +
0,21
4,93 +
0,32
5,31+
0,04
529+
0,36
537+
0,12

mg/g s.u.

0,00 =
0,00
0,00 £
0,00
0,00 =
0,00
2,62 £
0,00
2,76 +
0,13
2,70 £
0,00
2,20+
0,05
2,97 £
0,02

0,00 +
0,00
0,00 =
0,00
0,70 +
0,00
1,72+
0,12
2,33+
0,22
193+
0,00
1,97+
0,08

0,00 =
0,00
0,00 £
0,00
0,73
0,01
1,90 =
0,22
2,80 =
0,03
2,84 +
0,24
2,94+
0,09

totale, pg/g
s.u.

45,00 =
0,12
35,00 £
0,20
30,00 +
0,15
25,00 £
0,12
20,70 £
0,17
18,12 +
0,15
16,50 +
0,20
14,20 +
0,10

30,00 £
0,20
23,00 £
0,15
19,50 +
0,15
16,11 £ 0,20

16,50 +
0,20
16,90 +
0,15
16,10 +
0,15

29,00 £
0,17
24,00 £
0,10
20,15+
0,12
19,30 +
0,10
19,00 +
0,00
18,40 +
0,20
18,60 +
0,18
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CTP — continutul total de polifenoli, mg EAG/g s.u., CTF — continutul total de flavonoide,
mg EQ/g s.u., CT — carotenoide totale, mg/g s.u..

Efectele fermentatiei lactice asupra activitatii antioxidante

in figura 2-18 (a) este prezentata evolutia activitatii antioxidante a
tomatelor verzi. Dupa cum se poate observa, se inregistreaza o crestere
progresiva a activitatii antioxidante pentru toate variantele de fermentare. in
cazul fermentarii cu NaCl, valoarea activitatii antioxidante a tomatelor verzi
creste cel mai mult si anume cu 594% faté de proba martor. O crestere se
inregistreaza si in cazul fermentarii cu KCI (346%), dar si in cazul fermentarii
cu MgCl; (221%). Acesta afirmatie poate fi sustinutd de cresterea continutului
de compusi bioactivi datoritd procesului de fermentare si de tipul de sare
adaugat.

Cresterea microorganismelor de fermentare poate contribui direct la
modificarea constituentilor cu potential antioxidant in timpul fermentatiei, astfel
prin ruperea peretilor celulari se sintetizeaza si/sau elibereaza diferiti compusi
bioactivi (Zhao s.a., 2021). De asemenea, si dupa ce perioada de fermentatie
s-a fincheiat, cresterea valorilor activitatii antioxidante poate fi datorata
metabolitilor proveniti din activitatea bacteriilor lactice, chiar dacé numarul
acestora a scazut semnificativ ori se afla in stadiu de letalitate (Hayes si
Garcia-Vaquero, 2016).
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Figura 2-18 Evolutia activitétii antioxidante a merelor verzi pe perioada
fermentarii a) tomate verzi; b) mere soiul Granny Smith

Activitatea antioxidanta a merelor verzi (figura 2-18 (b)) a Tnregistrat
o crestere in cazul celor trei lichide de fermentare atéat in timpul fermentatiei
cat si la depozitare pana la 35 de zile. Cea mai mare valoare s-a inregistrat la
finalul perioadei de fermentare, in cazul fermentarii cu NaCl cu 370% fata de
proba martor. Acest fenomen este datorat procesului de fermentatie si tipului
de solutie salina folosita. Producerea unor categorii de compusi precum
polizaharide, peptide, aminoacizi, contribuie in mod direct la cresterea valorii
activitatii antioxidante asa cum evidentiaza si Mahidsanan s.a. (2022).

Polifenolii, flavonoidele prezente in merele verzi si alti compusi cu
valoare biologica ridicatd formati in urma fermentatiei lactice si a
metabolismului bacteriilor lactice au fost eliberati din celule si participat la
cresterea valorilor activitatii antioxidante. Tn raport cu tomatele verzi se poate
observa, ca merele fermentate prezinté o crestere a activitatii antioxidante mai
accelerata pana in ziua a 14 a de fermentare, dupa care cresterea variaza
intre 3-9% péana in ziua a 28 a de fermentare. Dupa care se inregistreaza o
crestere de la 35 de zile de aproximativ 29% pentru merele fermentate cu
solutie de NaCl, de 19% pentru cele fermentate in solutie de KCI si respectiv
de 38% pentru merele fermentate cu solutie de MgCl,. Rezultate similare au
fost obtinute ntr-un studiul pe fermentarea controlata a pulpei de mere de
catre Kalinowska s.a. (2023).

2.4.4. Analiza instrumentala a texturii

in tabelul 2-9 sunt prezentate valorile parametrilor texturali ai
merelor proaspete si fermentate pe durata a 35 zile.

Pentru merele fermentate se constata ca evolutia parametrilor
texturali este diferita fatd de cea a tomatelor verzi, fapt explicabil prin
componenta fizico-chimica si structurala diferitd a acestora. Pentru fermitate
se poate remarca o scadere in primele 7 zile de fermentare, cu valori cuprinse
intre 7,68%, pentru probele cu NaCl si 26,43% pentru cele cu KCI. n cazul
probelor cu MgCl, scaderea fermitatii in primele 7 zile de fermentare a fost
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asemanatoare cu cea inregistrata pentru probele cu NaCl (8,52%). In ultimele
trei saptamani ale intervalului de analizd fermitatea probelor a ramas
constanta, valorile inregistrand variatii nesemnificative din punct de vedere
statistic. Scaderea fermitatii este atribuita solubilizarii si degradarii pectinei din
peretii celulari ai tesutului merelor si a fost raportatéd pentru toate produsele
vegetale fermentate, inclusiv pentru pericarpul de nucsoara (Putsakum s.a.,
2020).

Aceste procese sunt favorizate de activitatea pectin-metil-
esterazelor (Gu s.a., 1999) produse de bacteriile implicate Tn procesul de
fermentare. Pentru probele cu KCI scéderea mai intensa a fermitétii poate fi
explicata prin efectul mai putin inhibitor asupra dezvoltarii microorganismelor,
in comparatie cu celelalte saruri. Acelasi efect il are si clorura de magneziu
insa acesta este contracarat de prezenta ionilor Mg®" care formeaza legaturi
cu gruparile carboxilice ramase libere in urma actiunii pectin-metil-esterazelor,
ceea ce duce la cresterea fermitatii tesutului vegetal (Yoo s.a., 2006).

Coezivitatea a prezentat cea mai mare valoare, 0,69 + 0,02 pentru
proba proaspata. In timpul fermentérii se constata o evolutie asemanatoare cu
a fermitatii, pentru probele cu NaCl si KCI si o scadere continua pentru
probele cu MgCl,. De asemenea, cea mai accentuata scadere a coezivitatii,
pentru toate probele, se inregistreaza in primele 7 zile ale procesului de
fermentare. La sférsitul perioadei de analiza cea mai micd valoare a
coezivitatii este atribuita probelor cu KCl. Scaderea coezivitatii este corelata
cu degradarea tesutului vegetal si a fost raportatd si pentru alte produse
vegetale fermentate precum jalapeno (Gu s.a., 1999), varza (Kim s.a., 2018).

Pentru elasticitate se constata o scadere accentuata in primele 14
zile ale intervalului de fermentare, urmatd de o scadere mai lentd in
urmatoarele 7 zile, pentru ca apoi sa ramana constanta in jurul valorii de 3
mm. Modificarile structurale ale tesutului vegetal in timpul fermentarii au ca
rezultat ruperea acestuia n timpul primului ciclu de penetrare, fapt care face
ca deformarea sa fie permanentd, nerecuperabila, motiv pentru care s-au
inregistrat valorile descrescatoare ale elasticitétii. In mod similar, energia
necesara dezintegrarii probei in timpul celor doua penetrari succesive a fost
mai mica, relevand valori descrescatoare a le masticabilitati. Cea mai mare
scadere s-a inregistrat in primul interval de 7 zile de fermentare, cu valori
cuprinse intre 65,4% (pentru probele cu KCl) si 74,23% (pentru probele cu
NaCl). in urmatoarele 7 zile sciderea este mult mai lenté iar apoi r&mane
constanta. O evolutie similara a parametrilor texturali a fost raportata pentru
morcovii murati (Llorca s.a., 2001).

Tabelul 2-9 Valorile parametrilor texturali ai merelor proaspete si fermentate
Perioada de fermentare

0 zile 7 zile 14 zile 21 zile 28 zile
Solutie de NaCl

4,69+ 0,11% 433+0,21° 5,74 +0,19° 1,75+ 0,22° 1,70 +0,15°
0,69+0,02°  0,48+0,03" 0,53 +0,01° 0,49 +0,02° 0,46 +0,02°
464+0,16°  295+022°  3,27+0,19° 2,66 +0,32° 2,92 +0,43°
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5,55 +0,15% 1,43+0,15° 1,19 +0,11° 0,96 +0,19° 0,66 + 0,25°

Solutie de KCI
4,69 +0,11% 3,45+0,18° 4,13+0,23° 3,02+0,22° 3,14 +0,19°
0,69 + 0,027 0,47 +0,01° 0,51 +0,01° 0,41 + 0,03 0,40 +0,02°
4,64 +0,16 3,7+0,19° 2,65+0,21° 2,56 +0,17° 2,53+0,23°

5,55 + 0,15° 1,92 +0,14° 1,42 +0,15° 0,76 +0,12° 0,64 +0,21°

Solutie de MgCl,
4,69 +0,11% 4,29+0,18° 5,35+0,21° 4,42 +0,13° 4,98 +0,25°
0,69 +0,02° 0,51 +0,03° 0,46 +0,01° 0,48 +0,02° 0,46 + 0,01°
4,64+0,16% 3,47 +0,22° 2,61+0,18° 2,84+0,17° 2,95 +0,23°

5,55 +0,15° 1,69 +0,24° 1,61+0,27° 1,29 +0,19° 1,34 +0,09°

Valorile de pe acelasi rand marcate cu litere diferite sunt semnificativ diferite (p < 0,05)
din punct de vedere statistic

2.4.5. Analiza instrumentala a culorii

n timpul procesului de fermentare culoarea materialelor vegetale se

modificd datoritd unei combinatii de factori chimici si biologici precum
scaderea pH-ului, activitatea enzimelor proprii vegetalelor dar si a celor
produse de microorganismele implicate in proces, degradarea pigmentilor sau
formarea unor compusi noi (Ye s.a., 2022). Chiar dacd modificarile de culoare
sunt firesti si nu afecteazé negativ calitatea sau siguranta produselor
fermentate, ele sunt importante pentru consumatori.
Se pot remarca variatii semnificative intre valorile unora parametri, in timp ce
altii au valori aproape constante. Astfel, Luminozitatea scade de la 47,38 +
0,02 pana la 30,10 % 1,97 (pentru proba cu NaCl), 29,17 + 1,50 (pentru proba
cu KClI) si 31,03 + 1,57 (pentru proba cu MgCl.), ceea ce semnifica o usoara
Tnchidere la culoare a probelor. Se poate remarca faptul ca in primele 21 de
zile de fermentare aceastd scadere este mai accentuata, urmand ca in ultima
parte a intervalului scaderea sa fie mult mai lenta.

Componenta verde-rosu (a*) este cea care inregistreaza cele mai
mari variatii, pornind de la valori negative, -12,05 + 0,04, ceea ce indica
nuanta initiala verde a tomatelor, data de existenta pigmentilor clorofilieni,
pana la valori cuprinse intre 3,34 + 0,32 si 5,68 + 2,01. Aceasta variatie poate
fi explicata prin degradarea clorofilelor sub actiunea acidului lactic produs de
bacterii Tn timpul procesului de fermentare. lonul de magneziu din structura
clorofilelor este inlocuit de doi atomi de hidrogen, rezultand feofitinele care,
mai departe, sufera procese de demetilare, transformandu-se in feoforbide
(McMurtrie si Johanningsmeier, 2018). Virajul nuantei de la verde la rosu se
constata dupa 21 de zile de fermentare pentru probele cu clorura de sodiu si
potasiu si dupa 28 de zile pentru cele cu clorurd de magneziu. Se poate
remarca faptul ca utilizarea clorurii de magneziu a avut efect protector asupra
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0,46 +0,02°

3,04 +0,19°
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clorofilelor intrucat componenta verde a culorii s-a mentinut un timp mai
Tndelungat comparativ cu celelalte probe.

Componenta albastra-galbena a culorii (b*) are o variatie mica pe
durata procesului de fermentare dar neuniforma. Variatile acestei
componente sunt date de mai multe categorii de compusi precum
carotenoide, compusi de oxidare, compusi rezultati din metabolismul
microorganismelor implicate Tn procesul de fermentare. McMurtrie si
Johanningsmeier (2018) atribuie modificarea culorii castravetilor de la verde
stralucitor la verde masliniu, in timpul procesului de fermentare, unui amestec
de feofitine si feoforbide rezultate din clorofila ca urmare a actiunii solutiilor
saline acide. Valori similare pentru parametrii de culoare au fost raportate
pentru castraveti murati de catre Wilson s.a., (2015) si McMurtrie si
Johanningsmeier (2018).

Pentru toate probele se remarca o scadere a gradului de saturatie
al culorii (C*). Cea mai mica scadere a gradului de saturatie (cu 30,79%) s-a
remarcat pentru probele cu clorura de magneziu, in timp ce scaderea cea mai
mare (cu 44,79%) s-a remarcat pentru probele cu clorura de sodiu, fapt care
este in concordanta cu variatiile componentelor a* si b*. Acelasi lucru poate fi
afirmat si depsre indicele de brun (Bl) si cel de galben (YI), care variaza
proportional cu componentele mentionate anterior. De asemenea, se poate
constata corelatia dintre luminozitate si gradul de alb.

2.5. Concluzii partiale

in ceea ce priveste cantitatea de acid lactic produsa in timpul
fermentatiei, aceasta a crescut semnificativ in primele 28 de zile, apoi a fost
inregistratd o reducere a continutului de acid lactic pentru toate probele. in
cazul acestui parametru, factorii care ar putea influenta cantitatea de acid
lactic sunt reprezentati de tipul de sare folosit la obtinerea solutiei saline,
precum si compozitia substratului.

in timpul perioadei de depozitare, cantitatea de minerale analizate a
fnceput sa scada, probabil datorita faptului ca o parte din acestia au migrat din
partea lichida (solutia salind) in cea solida (materialul vegetal supus
fermentarii), cele mai mari concentratii ale acestor ioni au ramas probabil in
solutia salina.

Numarul total de bacterii lactice a crescut rapid pana in ziua 28,
dupa aceasta zi inregistrandu-se o scadere ce poate fi asociatd cu ciclul
metabolic scurt, toleranta slaba la sare si rezistenta la acid a bacteriilor
lactice.

Cresterea valorilor atribuite activitatii antioxidante a tomatelor si
merelor verzi pe durata fermentatiei, dar si a depozitarii se datoreaza cresterii
continutului de polifenoli si flavonoide influentat de hidroliza microbiana.

Valorile clorofilelor si a carotenoidelor totale nu sunt influentate
intotdeauna de tipul de solutie salina utilizata in fermentatie, ci de tipul de
interactiuni biochimice produse in timpul conservarii.

Procesul de fermentare influenteaza textura materialelor vegetale
analizate. Tn principal, toti parametrii texturali scad pe durata acestui proces
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datoritd degradarii macromoleculelor care intra Tn componenta peretilor
celulari ai tesuturilor vegetale. Sarurile adaugate pentru obtinerea solutiilor de
fermentare influenteaza diferit evolutia acestor parametri. Astfel, prin clorura
de potasiu confera cea mai mica fermitate a produselor finite, Tn timp ce
clorura de magneziu ajuta la stabilizarea fermitatii. Coezivitatea, elasticitatea
si masticabilitatea evolueaza in concordanta cu rezistenta tesutului la rupere
in timpul penetrarii: cu cat tesutul se rupe mai repede, cu atat este mai putin
coeziv, necesitd mai putind energie la masticatie si recupereaza o parte mai
mica din deformare.

Culoarea probelor analizate variaza in timpul procesului de
fermentare in sensul unei tranziti de la verde-galbui catre verde olive,
fenomen datorat in principal degradarii clorofilelor dar si formarii unor compusi
de oxidare. Clorura de magneziu are un efect protector asupra culorii,
ncetinind procesele biochimice pe care le sufera clorofilele.

CAPITOLUL 3. Variante tehnologice de substituire mixta a
clorurii de sodiu

3.1. Introducere

Obiectivul principal al studiului il constituie analiza influentei
mediului de fermentare obtinut prin combinarea a doua saruri, asupra
procesului de fermentare a tomatelor necoapte si a merelor verzi. Pentru
realizarea acestui obiectiv au fost obtinute trei medii de fermentare diferite,
prin combinarea clorurii de sodiu cu clorura de potasiu, a clorurii de sodiu cu
clorura de magneziu si a clorurii de potasiu cu clorura de magneziu, in raport
1:1 in toate cele trei situatii. Obiectivele specifice ale studiului au vizat:

1. Determinarea caracteristicilor fizico-chimice ale tomatelor necoapte si ale
merelor verzi, fermentate in cele trei medii

2. |dentificarea compusilor fitochimici din materialele vegetale fermentate si a
functiei lor antioxidante

3. Analiza influentei mediului de fermentare asupra dezvoltarii
microorganismelor implicate in procesul de fermentare.

3.2. Materiale si metode
3.2.1. Materiale

Pentru realizarea studiului s-au utilizat doua tipuri de materiale
vegetale: tomate recoltate Tnainte de a atinge gradul de maturitate,
achizitionate de la un producator local din judetul Galati si mere verzi, din soiul
Granny Smith, achiztionate de la un supermarket din municipiul Galati. Pentru
obtinerea mediilor de fermentare s-a utilizat apa potabila, de la reteaua de
distributie, Tn care au fost adaugate amestecul de saruri si condimentele.
Sarurile utilizate au fost: clorura de sodiu — sare gema, neiodata pentru
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industria alimentara (Salrom, Targu Ocna, Romania), clorura de potasiu —
Kalium Vita (SC Amniocen SRL, Timigsoara) si clorura de magneziu — sare
Nigari (BioSano, Piatra Neamt, Romania). Condimentele: boabe de piper,
boabe de mustar, frunze de dafin, inflorescente de marar, radacina de hrean
si usturoi au fost achizitionate dintr-o piata agroalimentara din Galati.

3.2.2. Metode
Obtinerea probelor

Pentru obtinerea probelor materiile prime vegetale (tomatele
necoapte si merele verzi) au fost spalate cu apa de la robinet si tamponate cu
prosoape de hartie, apoi au fost introduse in borcane din sticld, spalate si
sterilizate Tn prealabil prin mentinere intr-un cuptor electric de tip casnic, la
temperatura de 150°C, timp de 15 minute. Peste acestea au fost adaugate
boabe de piper (2 g), frunze de dafin (0,7 g), boabe de mustar (2 g), usturoi (8
g), hrean (3 g), 2 — 3 inflorescente de marar (0,5 g). S-a adaugat apoi solutia
salind, obtinuta prin fierberea apei impreuna cu amestecul de saruri, racita la
temperatura camerei. Au fost preparate trei tipuri de solutie salina, de
concentratie 3,33% (33,3 g amestec de saruri 1:1 dizolvate intr-un litru de
apd), fiecare continand cate un amestec din variantele: clorura de
sodiu:clorura de potasiu, clorurd de sodiu:clorurd de magneziu si clorurd de
potasiu:clorura de magneziu. Borcanele au fost apoi acoperite cu folie de
parafilm, inchise cu capace Twist Off si depozitate intr-o incapere intunecata
si racoroasa, la o temperatura de 16 + 2°C. Au fost pregatite 7 borcane cu
tomate necoapte, cate unul pentru fiecare moment al analizelor (7, 14, 28, 56,
94 si 120 zile) si 5 borcane cu mere (pentru analize efectuate la 7, 14, 28 si 35
zile). In plus, toate determinarile au fost efectuate si pentru materialele
vegetale aflate in stare prospata.

3.3. Rezultate si discutii
3.3.1. Rezultatele analizei fizico-chimice

Evolutia continutului de substanta uscata

Continutul de substantd uscata are un impact important asupra
proprietatilor texturii produselor fermentate (Tang s.a., 2022). Cel mai mare
continut de substanta uscata (figura 3-7 (a si b)) a fost inregistrat in cazul
probelor proaspete (17,01 £ 0,45 g /100 g produs pentru mere si 8,62+ 0,15 g
/100 g produs pentru gogonele). In timpul fermentatiei, continutul de substanta
uscata, atat pentru mere cat si pentru gogonele, a scazut pentru toate probele
pana in ziua 28. Cea mai mare scadere a acestui parametru in cazul merelor
a fost inregistrata pentru probele fermentate in solutie de saramura cu
NaCl:MgCl,. Valoarea substantei uscate a fost redusa cu 24,63%, atingand o
valoare de 12,82 + 0,33 g/ 100 g produs. In cazul gogonelelor, cea mai mare
scadere a acestui parametru a fost de 50,23% si a fost inregistrata de proba
fermentata in solutie KCl:MgCl, (4,29 + 0,04 g /100 g produs). Aceasta
reducere a continutului de substantd uscata s-ar putea datora utilizarii de
catre bacteriile lactice a carbohidratilor, mineralelor si altor componente
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necesare dezvoltarii lor in timpul perioadei de fermentatie. Dupa 28 de zile de
fermentatie, substanta uscatd pentru toate probele a Tnceput sa creasca.
Motivul acestei cresteri ar putea fi diferenta de presiune osmotica dintre
solutia salind si materialul vegetal fermentat, respectiv transferul de masa
care are loc prin difuzie.
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Figura 3-7 Evolutia continutului de substanta uscata in timpul fermentarii: a)
tomate necoapte; b) mere verzi

La sfarsitul perioadei de depozitare, dupa 35 de zile, substanta
uscata a variat intre 14,56 + 0,18 g /100 g produs (pentru probele fermentate
in solutie de saramura de NaCl:KCl) si 15,74 + 0,23 g /100 g produs (pentru
probele fermentate in solutie de saramurd de KCI:MgCly). in cazul
gogonelelor, la sfarsitul perioadei de depozitare, dupa 120 de zile, continutul
de substanta uscata a variat intre 5,43 + 0,12 g /100 g produs (pentru probele
fermentate in solutie de saramura de NaCl:MgCl) si 6.17 + 0,17 g /100 g
produs (pentru probele fermentate in solutie de saramura de NaCl:KCl).

Evolutia salinitatii in timpul fermentérii si depozitarii
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Salinitatea joaca un rol important in fermentarea fructelor si
legumelor, modificand activitatea microbiana si textura produsului final (Chen
s.a., 2024). Figura 3-8 (a si b) prezinta modificarile salinitati in timpul
perioadei de fermentare si depozitare. Nivelurile de salinitate pentru
gogonelele fermentate au crescut treptat de la 4,59 + 0,13 g/100g la 4,70 +
0,13 g/100g (probe fermentate in solutie salina de NaCl:MgCl,), de la 4,71 +
0,14 g/100g la 4,77 + 0,16 g/100g (probe fermentate in solutie salina de
NaCl:KClI) si de la 4,68 + 0,12 g/100g la 4,72 + 0,14 g/100g (probe fermentate
in solutie salind de KCI:MgCl,) pana in a 21-a zi de fermentare. In cazul
merelor nivelurile de salinitate au crescut la fel pana in ziua 21 ajungand astfel
la 3,68 + 0,14 g/100g (probe fermentate in solutie salina de NaCl:MgCl.), la
3,75 * 0,14 g/100g (probe fermentate in solutie salina de NaCI:KCl) si la 3,71

014 g/1009 (probe fermentate ?n solutie saliné de KCI: MgCI )- Dupé
perioadei de dep02|tare ajungand la maximum 3,74 + 0,15 g/100g (mere
fermentate in solutie salina de NaCl:KCI) respectiv la 4,81 + 0,16g/100g
(tomate fermentate in solutie salina de NaCl:MgCl.).
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Figura 3-8 Evolutia salinitatii in timpul fermentarii si depozitarii: a) tomate
necoapte; b) mere verzi
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Lee s.a., (2024) au raportat rezultate similare pentru kimchi n
timpul fermentarii pe termen lung, in diferite conditii de salinitate. Modele
similare de salinitate pentru toate probele sugereaza ca diferitele tipuri de sare
utilizate pentru obtinerea solutiei saline nu modifica distributia sarii in timpul
fermentarii si mentin siguranta si calitatea produselor analizate si in timpul
depozitarii.

Evolutia pH - lui si aciditatii titrabile

Atunci cand se discutda despre modificarile pH — ului in timpul
fermentarii, este imperios necesar ca aceste valori sa fie raportate la
interdependenta dintre mai multi factori, cum ar fi reducerea continutului de
glucide, numarul de bacterii lactice si continutul de acid lactic. Din figura 3-9 (a
si b) se poate observa ca pH — ul merelor si al gogonelelor, cu o medie de
7,882 % 0,15 respectiv 7,922 + 0,15, indiferent de tipul de solutie salina utilizat,
a scazut rapid in primele 7 zile de fermentare.
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Figura 3-9 Evolutia pH - ului in timpul fermentarii si depozitérii: a) tomate
necoapte; b) mere verzi

Reducerea valorii pH-ului a fost intre 36,46 — 40,43% in cazul
gogonelelor si de 27,07 — 30,79% in cazul merelor. Acest aspect era de
asteptat, deoarece fermentatia in prima etapa este mai intensa, acum conform
lui (Rao s.a., 2004) bacteriile lactice produc acid lactic cu o viteza de 10% din
greutatea lor pe minut. Conform lui Dastager, (2013) o valoare a pH — ului
cuprinsa intre 5,5 si 6,5 poate preveni, in prima etapa de fermentare, atat
reducerea activitatii metabolice cat si pierderea viabilitdti bacteriene ca
urmare a pH-ului extrem de acid. Din a 14-a zi de fermentare si pana in a 35 —
a zi (in cazul merelor) respectiv pana in a 120 — a zi (in cazul gogonelelor), s-
a observat o usoara scadere, similara pentru toate probele testate.

Din prima etapa a fermentatiei si pana in etapa intermediard a
acesteia, bacteriile lactice, utilizand glucidele native pe care gogonelele si
merele le contin, produc lactat, acetat si o cantitate mica de dioxid de carbon,
ceea ce ar putea fi legat de reducerea valorilor pH-ului, asa cum au raportat si
Moore s.a., (2022). Mai mult, modificarile valorilor pH-ului gogonelelor si
merelor fermentate ar putea fi atribuite modificarii raporturilor dintre populatiile
apartinand diferitelor categorii de microorganisme prezente in timpul
procesului de fermentatie spontana (Lennox si Efiuvwevwere, 2014).

Aciditatea titrabila si valorile pH-ului reprezinta principalii indicatori
ai cresterii microorganismelor si a metabolitilor microbieni Zong s.a. (2024).
Modificarile aciditatii titrabile Tn timpul fermentarii si depozitarii sunt prezentate
n figura 3-10 (a si b).
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Figura 3-10 Evolutia aciditatii titrabile in timpul fermentarii si depozitarii: a)
tomate necoapte; b) mere verzi

S-a constatat ca, in timpul perioadei de fermentatie, aciditatea
titrabilda a crescut rapid in primele 21 zile de fermentare. Dupa aceasta
perioada valorile aciditatii titrabile au devenit relativ stabile si prezentand o
crestere lentd pana la 28 de zile. Cea mai mare valoare a aciditatii titrabile in
cazul gogonelelor (0,635 + 0,063 g acid lactic /100 mL produs) a fost
nregistrata pentru probele fermentate cu solutie salinda NaCl:KCl, in timp ce
cea mai mica valoare in cazul merelor (0,25 + 0,064 g acid lactic /100 mL
produs) a fost determinata pentru probele fermentate cu solutie salina de
KCI:MgCl,. Din ziua a 28-a de fermentatie pana in ziua a 35-a (in cazul
merelor), aciditatea titrabila pentru toate probele a crescut cu 27,07% pentru
probele fermentate in solutie salina de NaCl:MgCl,, cu 30,79% pentru probele
fermentate in solutie salina de NaCl:KCl si cu 26% pentru probele fermentate
n solutie salina de KCI:MgCl.

in cazul gogonelelor, aciditatea titrabild a crescut cu 121,15%
pentru probele fermentate in solutie salind de NaCl:MgCl,, cu 70,8% pentru
probele fermentate in solutie salind de NaCl:KClI si cu 93,65% pentru probele
fermentate in solutie salina de KCI:MgCl,. Rezultate similare au fost raportate
de Yousefi s.a. (2025), care au constatat ca, dupa o luna de fermentare,
aciditatea titrabila a castravetilor murati cu diferite tipuri solutii saline a crescut
n aceasta perioada.

Evolutia texturii materialelor vegetale in timpul fermentarii

Tn tabelul 3-2 se regasesc valorile parametrilor de textura ai merelor
verzi determinati pe o duratd de fermentare de 35 zile. Ca si In cazul
tomatelor necoapte, se constata o scadere continua a tuturor valorilor acestor
parametri, evolutie mai accentuata in cazul merelor fermentate in solutie de
KCI:MgCl,. Fermitatea prezinta valori cuprinse intre 6,17 + 0,48 N, pentru
merele proaspete si 3,94+0,18 N (pentru merele fermentate in solutie de 3,94
* 0,18), 3,67 = 0,27 N (pentru probele fermentate in solutie de NaCl:KClI) si
3,47 £ 0,32 N (pentru probele fermentate in solutie de KCI:MgCl,), ceea ce
reprezintd, in valori procentuale, scaderi cu 36,14, respectiv, 40,52 si 43,76%.

Tabelul 3-2 Valorile parametrilor de textura pentru merele verzi
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Tip de Parametri Perioada de fermentare, zile
saramura texturali 0 7 14 21 28 35
Na:Mg; Fermitate, N 6,17+0,48 @ 5,77+0,39 5,20+0,17 4,71+0,26  4,11+0,13 = 3,94+0,18
A A A B C C
Coezivitate 0,69+0,01 0,60+0,05 0,52+0,03 0,45+0,01 0,41+0,02 0,38+0,01
A B (o} D E E
Elasticitate, 3,87+0,38  2,99+0,21 2,69+0,11 2,46+0,12 2,19+0,09 @ 2,02+0,03
mm A B B C D D
Masticabilitate, ~ 4,48+0,61  3,93+0,13 3,43+0,16 2,58+0,01 2,38+0,03 2,10+0,07
mJ A A B Cc D E
Fermitate, N 6,17+0,48 @ 5,32+0,28 4,97+0,17 4,54+0,07 3,91+0,18 3,67+0,27
A B B C D E
Coezivitate 0,69+0,01 0,57+0,01 0,48+0,02 0,42+0,02 0,36+0,01 0,33+0,01
A B © D E E
Elasticitate, 3,87+0,38  2,59+0,17  2,34+0,23  2,02+0,13 = 1,94%0,24
mm A B C D E
Masticabilitate, ~— 4,48+0,31  3,52+0,20 3,27+0,05 2,47+0,15 2,18+0,12
mJ A B C D E
Fermitate, N 6,17+0,48 5,13+0,19 4,49+0,16 4,40+0,19 3,59+0,35 3,47+0,32
A B C D E E
Coezivitate 0,69+0,01 0,52+0,02 0,45+0,01 0,39+0,02 0,32+0,01 0,29+0,04
A B C D E E
Elasticitate, 3,87+0,38  3,32+0,13 = 3,04+0,12 1,93+0,16 1,78+0,17
mm A B C D E
Masticabilitate, ~ 4,48+0,61  3,47+0,16 3,07+0,20 2,32+0,13 = 1,99+0,15
mJ A B C D E

Pentru coezivitate se remarca scaderi de la 0,69 + 0,01, pentru
proba proaspata, pana la 0,38 + 0,01, 0,33 * 0,01 si 0,29 * 0,04 pentru
probele fermentate. Elasticitatea scade de la 3,87 + 0,38 mm, pentru proba
proaspata, pana la 2,02 + 0,03 mm, respectiv 1,82 = 0,17 mm si 1,53 = 0,09
mm. Pentru masticabilitate, scaderile sunt intre 53,13 si 64,06%. Literatura de
specialitate prezinta putine date referitoare la parametrii texturali ai
materialelor vegetale fermentate, cele mai multe facand referire la castraveti
(McMurtrie si Johanningsmeier, 2018) sau la varza (Kim et al., 2017),
rezultatele fiind comparabile.

3.3.2. Rezultatele analizei fitochimice
Activitatea antioxidanta

De activitatea antioxidanta a produselor alimentare este
dependenta starea de sanatate a consumatorilor. Prin diferitele tipuri de
procesare a materiilor vegetale poate creste activitatea antioxidantd a
materiilor prime vegetale. Acest fenomen se poate produce prin ruperea
peretilor celulari si eliberarea de compusi cu valoare biologica ridicata.

In figurile 3-11 si 3-12 sunt prezentate evolutile activitatii
antioxidante (AA) a tomatelor verzi si respectiv a merelor verzi pe perioada
fermentarii si depozitarii.
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Figura 3-11 Evolutia activitatii antioxidante a tomatelor verzi pe perioada
fermentarii si depozitarii

Diferite studii au investigat efectele antioxidante ale compusilor
bioactivi, implicit CTP, CTF, B-caroten, licopen, clorofile si alti compusi similari
pentru a examina activitatea antioxidanta a unor probe de produse fermentate
(Aludatt s.a., 2013; Fukumoto & Mazza, 2000). Astfel, in ceea ce priveste
activitatea antioxidanta ca inhibitie de DPPH, toate probele de tomate verzi
fermentate au inregistrat valori care depasesc 50%. Cele mai mari valori fiind
atinse 1n cazul tomatelor verzi fermentate la 56 de zile cu K:Mg, (75,51 +
0,28%) si respectiv la 94 de zile cu Na:Mg, (76,59 * 0,46%) prin comparatie
cu alte rezultate pentru tomate verzi 60,9 * 0,4% (Aludatt s.a., 2016). Este
cunoscut faptul ca, fermentatia naturald poate imbunatati AA a vegetalelor,
astfel Intr-un studiu in care se fermenteaza controlat ciuperci Pleurotus eryngii
cu Lactobacillus plantarum valori similare a inhibitiei DPPH sunt raportate
(Wang s.a., 2021). Ce este de subliniat in prezentul studiu este ca fermentatia
este realizata natural cu microflora spontana specifica fermentatiei lactice.

Activitatea antioxidanta a tuturor probelor urmeaza acelasi trend ca
si in cazul compusilor bioactivi implicati, astfel: activitatea antioxidanta pentru
ziua a 14 -a de fermentare indica valori scazute (47-51%) a AA si care sunt
similare cu cele inregistrate pentru ziua de depozitare 120 zile (aproximativ
51%), pentru toate tipurile de solutii saline folosite. La cresterea AA poate
participa acidul lactic sau chiar bacteriile lactice in sine, care poseda
mecanisme enzimatice sau non-enzimatice, care minimizeaza generarea
speciilor reactive de oxigen la niveluri neofensive pentru celula (Lee, 2018).
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Figura 3-12 Evolutia activitatii antioxidante a merelor verzi pe perioada
fermentarii si a depozitarii

Exista o corelatie puternica intre valorile continutului de B-caroten si
valorile obtinute pentru activitatea antioxidantd a merelor verzi fermentate
exprimaté ca inhibitie de DPPH, evidentiatd in special la 14, respectiv 28 de
zile de fermentare pentru toate tipurile de solutie salina utilizata. Astfel, este
evidentad prezenta inhibitorilor radicalilor liberi implicati in limitarea stresului
oxidativ, care este direct resposabil de producerea bolilor cronice ori
dezvoltarea unor boli de natura genetica (Fiedor & Burda, 2014).

Valori similare cu cele prezentate pentru AA de peste 30% au fost
raportate intr-un alt studiu, in care sucul de mere este fermentat cu
Saccharomyces cerevisiae si Lactobacillus plantarum si se remarca, ca este
imbunatatita activitatea antioxidantd a produselor supuse fermentatiei (Li s.a.,
2021).

3.3.3. Rezultatele analizei microbiologice

In cadrul acestui studiu s-a urmérit cum procesul de fermentare
influenteaza microbiota bacteriile lactice, drojdiile, mucegaiurile si bacteriile
aerobe mezofile pe perioada de depozitare. Evolutia microbiologica a probelor
vegetale analizate (gogonele si mere) este prezentata in figura 3-13 (a si b).
In timpul fermentarii naturale a produselor vegetale in diferite solutii saline pot
fi identificate patru etape de dezvoltare microbiana: initierea, fermentatia
primara, fermentatia secundara si deteriorarea post fermentare (Pérez-Diaz
s.a., 2019).
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Figura 3-13 Microbiota probelor de tomate necoapte (a) si mere verzi (b)
fermentate in diferite solutii saline: bacterii lactice (A), bacterii aerobe mezofile
(B) si drojdii si mucegaiuri (C)

Dupa cum se observa in figura 3-13 (A), atat in cazul gogonelelor
cat si in cazul merelor numarul total de bacterii lactice a crescut rapid pana in
a 7-a zi pentru toate probele. Numarul total de bacterii lactice a avut o valoare
constanta din ziua a 7-a pana in ziua a 21-a crescand pentru probele. La
sfarsitul perioadei de depozitare, dupa 120 de zile in cazul gogonelelor
respectiv dupa 35 de zile in cazul merelor a fost observata o scadere a
numarului de bacterii lactice pentru toate probele testate. Reducerea
numarului total de bacterii lactice in probe dupa cea de-a 21-a zi a fermentare
poate fi asociata cu faptul ca bacteriile lactice pot avea un ciclu metabolic
scurt, toleranta redusa la sare si rezistenta la acid (Wouters s.a., 2013).
Deoarece pH-ul (figura 3-4) probelor a scut sub valoarea de 4,6 sau chiar mai
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jos, nu a permis ca majoritatea microorganismelor patogene si de alterare sa
supravietuiasca.

Constatarile noastre, care sunt in concordantd cu cercetarile
realizate anterior, indica faptul ca KCI din solutiile saline care o contin, inhiba
cresterea majoritatii tulpinilor de LAB (Karimi s.a., 2012). Acest lucru poate fi
atribuit partial faptului ca NaCl exercita o influentd mai mare asupra activitatii
apei decat KCl (zhang s.a., 2020). Intrucat fiecare produs alimentar are
specificitdti compozitionale si microbiologice unice care trebuie luate in
considerare, inlocuirea partiala a NaCl cu KCI sau MgCl, in raport de 1:1, nu
ar trebui sa fie o regula generala in acest sens (Ndiaye s.a., 2024).

Bacteriile aerobe mezofile figura 3-13 (B) ale gogonelelor si merelor
fermentate cu diferite tipuri de solutii saline au variat in timpul depozitarii.
Probele de gogonele obtinute cu o solutie salind NaCl:KCI continand
concentratia cea mai ridicata de celule (3,23-5,15 log ufc/mL). Merele
fermentate cu solutie salina KCI:MgCl, au inregistrat cel mai mic numar de
bacterii aerobe mezofile (5,08 log ufc/mL) dupa 35 de zile de depozitare.
Numarul de bacterii aerobe mezofile pentru toate probele analizate poate fi
considerat sigur daca numarul de bacterii aerobe este de pana la 5 log ufc/mL
(Pérez-Diaz s.a., 2019).

Cel mai mic numar de drojdii si mucegaiuri a fost observat in cazul
probelor (atat pentru gogonele cat si pentru mere) fermentate cu solutie salina
KCI:MgCl; (2,20 log ufc/mL in cazul merelor si 3,04 log ufc/mL in cazul
gogonelelor) dupa 14 zile de fermentare (figura 3-13 (C)). Potrivit studiilor,
drojdiile pot creste la un pH relativ scazut si in concentratii slabe de acid lactic
(Aljahani, 2020). Dupa 35 de zile in cazul merelor respectiv dupa 94 de zile in
cazul gogonelelor, numarul de drojdii pentru toate probele testate a fost sub
limita de detectare.

3.4. Concluzii partiale

Studiul de fata a avut ca obiectiv principal analiza influentei mediului
de fermentare asupra tomatelor necoapte si asupra merelor verzi. Pentru
realizarea acestui obiectiv au fost stabilite trei obiective specifice, care au
vizat analiza transformarilor acestor materiale vegetale din trei puncte de
vedere diferite: fizico-chimic, fitochimic si microbiologic.

Din punct de vedere fizico-chimic s-a analizat evolutia masei, a continutului de
substantd uscata, a salinitatii, a pH-ului si a aciditatii titrabile, a texturii si
culorii.

Substanta uscata a inregistrat o scadere in primele 28 de zile de
fermentare, atat pentru tomate cat si pentru mere, indiferent de tipul de solutie
utilizatd pentru fermentare. Dupa acest interval, valorile substantei uscate
cresc, ca urmare a transferului de masa intre solutie si materialele vegetale.

Valorile pH-ului au inregistrat o scadere brusca in primele 7 zile
pentru toate probele, urmata de o scadere mai lenta, dar continua pana la
sfarsitul intervalului analizat. Aceasta evolutie poate fi corelatd cu cresterea
aciditatii titrabile, Tn mod continuu, pe toata durata procesului de fermentare.
Pentru gogonele, cea mai mare crestere a aciditatii titrabile a fost inregistrata
pentru probele fermentate in solutie de NaCl:MgCl,, iar pentru mere, pentru ce
fermentate in solutie de NaCl:KClI.
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Din punct de vedere textural, s-a remarcat o scadere a valorilor
tuturor parametrilor pe durata intregului proces. Din analiza evolutiei acestor
parametri se poate concluziona faptul ca textura tomatelor verzi a fost cel mai
bine conservata de catre solutia de NaCl:MgCl. iar cea merelor de solutia de
NaCl:KCI.

in ceea ce priveste parametrii de culoare, se poate remarca tranzitia
din zona verde catre zona rosie a parametrului a* pentru toate probele si
scaderi ale componentei galbene b*, ceea ce corespunde unei transformari a
culorii din verde viu in verde masliniu. Aceasta transformare este cea mai
evidentd in primele 14 zile de fermentare. Pentru tomate, luminozitatea si
saturatia culorii au fost cel mai putin afectate de catre solutia de NaCl:MgCl..
Pentru mere, luminozitatea a fost protejata de solutiile care contin saruri de
magneziu, in timp ce saturatia a fost mai intensa in cazul solutiei de NaCI:KCI.

Sub aspect fitochimic, a fost analizatéd concentratia de flavonoide
totale, polifenoli totali si carotenoide totale. Compusii fitochimici au variatii
diferite pe parcursul intervalelor analizate, manifestate prin cresteri si
descresteri succesive, datorate proceselor biochimice de descompunere sau
de sinteza care se desfasoara cu viteze variate in diferitele momente ale
fermentéarii. Ca tendintd generald, insa, poate fi remarcatd cresterea
concentratiei tuturor compusilor acestor compusi. Cel mai mare continut de
flavonoide a fost inregistrat in ziua a 120a pentru probele fermentate in solutie
de KCL:MgCl,, pentru tomate si in ziua a 14a pentru probele fermentate n
solutie de NaCl:KCI in cazul merelor. Activitatea antioxidanta a probelor
analizate, este corelatad cu concentratia compusilor bioactivi.

Pentru toate speciile de microorganisme analizate au fost puse in
evidenta cele patru stadii de dezvoltare specifice (initiere, fermentatie primara,
fermentatie secundara si deteriorare post fermentare), atat in cazul tomatelor
cat si al merelor. Cel mai mare numar de bacterii lactice raportat Tn ultima zi a
intervalului de studiu, respectiv, 120 zile pentru gogonele si 35 de zile pentru
mere, in cazul probelor fermentate in solutie KCI:MgCl,, probabil ca urmare a
efectului inhibitor pe care il are sodiul asupra microorganismelor. In acelasi
timp Tnsa acest amestec a determinat si cel mai mic numar de drojdii si
mucegaiuri precum si de bacterii aerobe mezofile.

CAPITOLUL 4. Moderarea matematica a proceselor de
fermentare

4.1. Introducere

n procesul de fermentare factori ca temperatura (Hua s.a., 2022;
Hu s.a., 2022), pH — ul (Wu s.a., 2017; Gao s.a., 2021), oxigenul dizolvat
(Rodriguez s.a., 2017), conditiile nutritionale (sursa de azot (Su s.a., 2021),
sursa de carbon (Birgen s.a., 2019), sarurile minerale si vitaminele (Comelli
s.a., 2016)), strategia de hranire (Huang s.a., 2023) si altii vor avea un impact
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puternic asupra randamentului produselor finite, si ar trebui optimizati pentru a
exploata pe deplin capacitatea de productie a microorganismelor (Wang s.a.,
2025). Datorita interactiunii complexe si dinamice dintre microorganisme si
mediul de fermentare, aplicarea modelelor de mecanism pentru a reflecta
efectele specifice ale diferitelor conditii de fermentare si a simula functionarea
sistemului de fermentare reprezinta o mare provocare (Pennington si Zhang,
2023).

De exemplu, modelele cinetice ale procesului de fermentare sunt
modele matematice care pot descrie: cresterea celulara, utilizarea substratului
si generarea de produsi de metabolism (Almquist s.a., 2014). Cu toate
acestea, aceste modele se confruntd adesea cu dificultati in a reprezenta pe
deplin procesele metabolice interne complexe din cadrul microorganismelor si
nu reusesc intotdeauna sa prezica impactul factorilor dincolo de concentratia
substratului.

Prin urmare, modelele empirice sunt adesea utilizate pentru a
reprezenta relatiile intrare-iesire dintre diversi factori si rezultatele fermentatiei
(Wang s.a., 2025). Modelele empirice sunt considerate modele de tip ,cutie
neagrd” care nu iau in considerare mecanismele interne, iar metodele de
invatare automata (MIA), un subset al inteligentei artificiale (IA), sunt utilizate
in mod obisnuit pentru a construi astfel de modele (Asrul s.a., 2022). MIA se
refera la utilizarea datelor empirice si a algoritmilor specifici permitand
calculatoarelor sa genereze modele de functii predictive (Jordan si Mitchell,
2015). Acest proces se bazeaza pe variabilele din datele de antrenament,
derivand astfel relatii statistice intre aceste variabile.

Dupa obtinerea datelor aferente procesului de fermentatie, algoritmii
de nvatare automata pot fi utilizati pentru construirea de modele cu ajutorul
carora sa se poata prezice rezultatele fermentatiei in diverse conditii. Pentru
realizarea acestui deziderat este necesar un anumit nivel de competenta in
statistica matematica si tehnologia informatica.

Metoda Suprafetei de Raspuns (MSR) este o metoda care face
parte din MIA, si care incearcd si giseascd o relatie intre variabilele de
intrare si variabilele de iesire. MSR este consideratd o metodad de modelare
simpla si eficienta, care poate fi completata cu ajutorul unui software adecvat
de analiza statistica (Berger s.a., 2017). Pe baza pantei si formei suprafetei de
raspuns, este posibil sa se observe influenta fiecarui factor si interactiunile
dintre acestia. Cu ajutorul ecuatiei de regresie obtinuta, se pot prezice apoi
conditile optime de fermentare (Zhang s.a., 2013; Ding s.a., 2017;
Fahimitabar s.a., 2021; Gares s.a., 2023).

Retelele Neuronale Artificiale (RNA) sunt o metoda destul de
populara pentru generarea de date optimizate sau pentru simularea unor
procese, pot fi eficiente acolo unde nu exista alte metode de a distinge
eventualele diferente dintre date. Analiza datelor cu ajutorul RNA are o
acuratete mai mare decat orice metoda statistica clasica sau metodele de
regresie. Lucreaza cu modele empirice nonliniare, pe care se bazeaza in
special Tn procesul de fnvatare. Sunt capabile sa invete toate interactiunile
posibile dintre variabilele de proces, utile in realizarea de aproximari
functionale, recunoasterea tiparelor si predictie.

Obiectivul general al prezentului studiu a fost modelarea
matematica a proceselor de fermentare utilizdand metoda suprafetei de
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raspuns si retelele neuronale artificiale (RNA). Obiectivele specifice ale
studiului au fost selectate pe baza aspectelor tehnologice ale procesului de
fermentare lactica a tomatelor si merelor verzi, in prezenta substituirii totale
respectiv partiale a NaCl cu KCI si MgCl,. Acestea sunt:

> determinarea ecuatiei care descrie procesul studiat si a
coeficientilor atasati variabilelor independente (factori) care sunt
stabiliti cu ajutorul analizei de regresie.

> modelarea, optimizarea si validarea procesului de fermentatie
lactica utilizdnd Metoda Suprafetei de Raspuns (MSR), evidentiind
astfel efectele valorilor parametrilor selectati asupra procesului de
fermentare lactica si interactiunea dintre acestia.

» aplicarea RNA pentru a evalua adaptabilitatea datelor obtinute,
interdependentele dintre combinatile de sé&ruri utilizate la
fermentarea tomatelor verzi si a merelor verzi si timpul de
fermentatie in raport cu rezultatele obtinute pentru compusii
bioactivi determinati prin analiza empirica.

4.2. Materiale si metode

Pentru modelarea datelor obtinute in urma procesului de
fermentatie lacticd a tomatelor si merelor verzi s-a optat pentru folosirea
Metodei Suprafetei de Raspuns (MSR), utilizdndu — se un Design Box-
Behnken (BBD) cu trei factori, trei niveluri si trei replici in punctele centrale.
MSR este o metodd statistica de identificare si cuantificare a legaturii care
exista intre una sau mai multe variabile independente si o variabila
dependenta. Au fost efectuate 15 experimente, iar datele colectate au fost
modelate cu ajutorul unui model polinomial de gradul doi, care a fost descris
de Ecuatia 4.1.:
Y = Bo + BiXy + BaXy + BaXs + PraXaXz + BraXaXs + PasXoXs + P1aXa® + PaoXo” +
BasXs” (4.1,

in care:

- Y este raspunsul dat de model pentru variabila dependents;

- Bo — constant;

- X1, X2, X3 — variabile independente;

- B1, B2, Bs — coeficienti de regresie ai termenilor liniari;

- B12, B1s, B2s — coeficienti de regresie ai termenilor de interactiune;

- B11, B22, Bss — coeficienti de regresie ai termenilor patratici.

Cele trei variabile independente folosite au fost: perioada de
fermentare (Xy), pH — ul (X;) si cantitatea de ioni de sodiu/potasiu/magneziu
(Xs), in timp ce continutul de bacterii lactice (BL), continutul total de polifenoli
(CTP), activitatea antioxidantd (AA), fermitatea (F), luminozitatea (L*) si
indicele de imbrunare (IT) au fost considerate variabile dependente.

Pentru optimizare si validare a fost utilizaté functia de optimizare a
raspunsului disponibila in cadrul software-ul Design — Expert versiunea 13.0
(Stat-Ease, Minneapolis, MN). Cu ajutorul analizei ANOVA aplicatd modelului
patratic redus, s-a putut stabili semnificatia modelelor si a variabilelor
independente in ecuatia polinomiala de gradul doi, utilizdnd un nivel de
semnificatie a = 0,05. Pentru evaluarea calitatii modelelor, au fost folositi
urmatorii indicatori statistici: coeficientul de regresie (R?), coeficientul de
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corelatie ajustat (Adj-R?), coeficientul de corelatie prezis (Pred-R?), precizia
adecvata (Adeq Precision) si analiza lipsei de potrivire (Lack-of-Fit).

De asemenea s-a optat pentru utilizarea Retelelor Neuronale
Artificiale (RNA) care constau in adaptarea neuronilor la dinamica procesului
de fermentatie si care pot modela date neliniare complexe in vederea
predictionarii unor viitoare procese. S-a folosit software-ul EasyNN-plus V7.

Modelul RNA utilizat pentru variantele de tomate verzi, respectiv
mare fermentate este un perceptron multistrat (o retea neuronala de tip feed-
forward) cu un strat de intrare, un strat ascuns si un strat de iesire. Stratul de
intrare  contine neuroni corespunzatori variabilelor independente din
experiment. Stratul ascuns consta intr-un anumit numar de neuroni
(determinat empiric pentru a oferi cea mai buna capacitate de predictie fara
supraantrenare — de exemplu, s-au testat 7, 9, 11 neuroni ascunsi). Fiecare
neuron ascuns calculeaza o combinatie liniara a semnalelor de intrare (suma
ponderata a fiecarei intrari plus un termen de bias), asupra careia aplica o
functie de activare neliniara (de obicei s-a folosit functia sigmoida hiperbolica
tanh in stratul ascuns, pentru a permite modelarea relatiilor neliniare
complexe. Stratul de iesire al retelei contine cate un neuron pentru fiecare
parametru bioactiv de prezis, care efectueazd o combinatie ponderatd a
semnalelor provenite de la stratul ascuns si pot folosi o functie de activare
liniara sau sigmoida, in functie de necesitatea de a prezice un interval numeric
(https://imeche.uitm.edu.my/wp-content/uploads/2022/11/20.ICSEST2022-
EKS.pdf#:~:text=Levenberg,mM%20TE%2Fg%20dm%2C%20respectively%?2
C%20as).

4.3. Rezultate si discutii

4.3.1. Proiectarea experimentala a procesului de fermentatie a
tomatelor verzi

in Tabelele 4-1, 4-2 si 4-3 sunt prezentate nivelul de codificare a variabilelor
independente luate in considerare in cazul fermentarii tomatelor verzi in
solutie de salina cu NaCI/KCI/MgCl,. Intervalele propuse pentru fiecare
variabila independentd au fost stabilite pe baza unor studii desfasurate
anterioar (Mocanu s.a., 2022).
Tabelul 4-1 Nivelul de codificare a variabilelor independente luate in
considerare pentru proiectarea experimentald — solutie salind cu NaCl

Variabile independente

Nivelul factorial Perioada de

fermentare (zile) pH loni de sodiu (mg/qg)
X2 X3
X1
-1 0 3,440 32,90
0 60 5,745 133,5
+1 120 8,050 234,1

Tabelul 4-2 Nivelul de codificare a variabilelor independente luate in
considerare pentru proiectarea experimentald — solutie salind cu KC/

Variabile independente
Nivelul factorial
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Perioada de H loni de potasiu
fermentare (zile) F;( (mg/g)
X1 2 X3
-1 0 3,680 40,30
0 60 5,925 80,35
+1 120 8,170 120,4

Tabelul 4-3 Nivelul de codificare a variabilelor independente luate in
considerare pentru proiectarea experimentald — solutie salind cu MgCl,

Variabile independente

Nivelul factorial Perioada de loni de magneziu
° pH
fermentare (zile) X (mg/g)
X1 2 X3
-1 0 3,710 12,30
0 60 5,685 170,45
+1 120 7,660 328,60

in tabelele 4-4, 4-5 si 4-6 sunt prezentate conditile experimentale si
variabilele dependente studiate pentru fiecare tip de solutie salina.

Tabelul 4-4 Conditiile experimentale® si variabilele dependente studiate —
gogonele fermentate in solutie salind cu NaCl

Factor 1 Factor
X1t R,: CTP Rs: AA
Nr. Periéada Fa(;tor ngal)oni R(ll:OBL 2(mcg (ZMO| R4 F Rs: Re i
ordine de Xp: pH de ufc/n?L) EAG/g Trolox/g (N) L* s

fermenta sodiu s.u.) s.u.)

re (zile) (mg/g)
1 60 3,44 32,9 5,17 43,04 42,84 6,35 42,89 42,56
2 0 5,745 234,1 4 41,69 60,33 5,81 43,89 38,46
3 0 5,745 32,9 2,89 38,96 42,48 8,81 44,51 36,22
4 120 3,44 133,5 2,35 30 18,14 9,05 46,27 28,02
5 60 8,05 32,9 55 54,63 63,27 5,88 42,11 45,97
6 60 5,745 133,5 5,95 63,56 67,31 4,53 31,37 61,74
7 60 8,05 234,1 59 62,18 66,57 4,02 36,3 55,87
8 0 3,44 133,5 2,1 29,93 11,37 9,15 47,38 30,2
9 60 3,44 234,1 5,62 61,43 65,98 4,14 40,39 50,16
10 0 8,05 133,5 2,47 32,09 22,37 8,89 45,86 33,39
11 60 5,745 133,5 58 65,01 66,89 4,66 31,64 62,03
12 120 8,05 133,5 3,3 37,5 32,6 8,62 44,71 35,15
13 120 5,745 32,9 3,85 40,13 55,97 6,95 44,12 37,54
14 120 5,745 234,1 4,95 42,47 61,78 7,17 43,51 40,17
15 60 5,745 133,5 5,95 66,45 67,49 4,61 30,64 59,63

S.u. — substanta uscata
2 valorile sunt exprimate ca medie aritmetica a trei determinéri
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Tabelul 4-5 Conditiile experimentale® si variabilele dependente studiate —
gogonele fermentate in solutie salind cu KCI

Factor 1 Factor
X1: 3 . R,: CTP Rs: AA
Nr. Perioada Fa(;tor Xs: loni R(ll'OBL (mg (uMol R4 F Rs: Re: 1l
ordine de ; de 9 EAG/g Trolox/g (N L* 5
X2: pH ; ufc/mL)
fermenta sodiu s.u.) s.u.)
re (zile) (mg/g)
1 0 5,925 40,3 2,73 27,29 36,78 5,27 54,29 65,72
2 0 5,925 120,4 2,99 29,93 57,72 5,19 43,12 53,28
3 60 3,68 40,3 2,2 35,73 61,93 4,87 49,11 60,13
4 60 3,68 120,4 2,52 43,11 80,14 5,32 57,68 48,01
5 120 5,925 40,3 2,94 28,14 49,43 5,2 70,76 60,02
6 60 8,17 120,4 3,05 47,63 85,39 4,11 40,17 66,71
7 60 5,925 80,35 3,3 51,35 91,88 3,46 32,81 73,28
8 120 8,17 80,35 2,88 26,02 34,2 7,33 68,96 46,01
9 60 8,17 40,3 2,65 40,8 77,29 4,63 57,29 62,11
10 0 3,68 80,35 2,21 20,33 11,68 9,15 47,38 30,3
1 120 5,925 120,4 3,12 32,06 62,12 5,02 73,74 69,68
12 60 5,925 80,35 3,34 53,13 90,17 3,59 32,66 74,02
13 0 8,17 80,35 2,64 22,05 30,14 7,42 43,97 39,12
14 60 5,925 80,35 3,25 54,55 93,59 3,57 32,17 73,68
15 120 3,68 80,35 2,41 21,11 27,04 8,64 69,47 333
S.u. — substanta uscata
2 valorile sunt exprimate ca medie aritmetica a trei determinari
Tabelul 4-6 Conditiile experimentale® si variabilele dependente studiate —
gogonele fermentate solutie salind cu MgCl,
Factor 1 Factor
Xq: 3 i R,: CTP Rs: AA
Nr. Perioada Fa;tor Xa: loni R(ll'OBL (mg (uMol Rs F Rs: Re: I
ordine de ; de 9 EAG/g Trolox/g (N L* 5
Xz: pH . ufc/mL)
fermenta sodiu s.u.) s.u.)
re (zile) (mg/g)
1 60 3,71 12,3 3,4 31,25 14,18 8,65 51,56 60,71
2 60 5,685 170,45 2,61 55,19 54,57 4,65 69,89 91,37
3 120 7,66 170,45 3,56 31,75 36,55 5,21 53,29 56,33
4 60 5,685 170,45 2,67 58,21 56,18 4,41 71,65 100,2
5 60 5,685 170,45 2,7 56,85 55,38 4,51 72,15 95,79
6 0 3,71 170,45 2,5 29,93 11,54 9,15 47,38 30,2
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7 0 7,66 170,45 2,16 28 19,14 6,11 52,56 41,56
8 60 3,71 328,6 3,12 48,31 28,28 6,7 61,23 75,29
9 60 7,66 328,6 3 52,96 35,71 5,36 64,11 80,17
10 120 5,685 12,3 4,04 45,2 54,61 4,1 27,34 80,37
1 120 3,71 170,45 2,9 25,2 26,2 7,29 50,63 33,22
12 0 5,685 328,6 2,77 57,45 56,84 4,05 25,03 84,35
13 120 5,685 328,6 3,8 60,09 58,16 4 31,5 103,12
14 0 5,685 12,3 3,15 34,65 36,1 5,62 32,89 80,32
15 60 7,66 12,3 3,35 36,87 27,26 5,87 54,62 66,98

S.u. — substanta uscata
2 valorile sunt exprimate ca medie aritmetica a trei determinari

Efectul variabilelor independente asupra continutului de bacterii lactice
(BL)

Studiul de optimizare realizat a avut drept scop determinarea
efectului pe care variabilele independente selectate | — a avut asupra
continutului de bacterii lactice. Din Tabelele 4-4, 4-5 si 4-6 se poate observa
ca, continutul de BL a variat, in functie de conditiile experimentale aplicate, de
la 2,1 pana la 5,95 log ufc/mL (pentru solutia salina cu NaCl), de la 2,2 pana
la 3,34 log ufc/mL (pentru solutia salina cu KCI) respectiv de la 2,5 la 4,04 log
ufc/mL (pentru solutia salina cu MgCly).

Analiza variatiei (ANOVA) a fost utilizatda pentru a evalua efectul
variabilelor independente, a interactiunii lor si a patratelor acestora asupra
variabilei raspuns reprezentata de contmutul ‘de BL. Testul ANOVA a arétat
ca, coeficientului de corelatie R? pentru determinarea continutului de BL a fost
de 0,9867 (pentru solutia saling cu NaCl), 0,9919 (pentru solutia salina cu
KCl) si de 0,992 (pentru solutia salind cu MgCl.), ceea ce arata ca o astfel de
varlanta poate fi explicata cu ajutorul modelului obtinut (Ecuatiile 4.2., 4.3. si
4.4.). Pe baza valorilor coeficientilor de evaluare a calltatu modelelor (Ad] -R’si
Pred R?) care au avut valori ridicate si apropiate, conform studiilor lui Kishor

(2006), putem spune ca existd o buna concordanta fintre valorile
experimentale si cele prezise pentru continutul de BL.

Precizia adecvata (Adeq Precision) masoara raportul semnal —
zgomot. In cazul prezentelor determindri valoarea Adeq Precision a fost de
17,74 (pentru solutia salina cu NaCl), de 23,53 (pentru solutia salind cu KCl) si
de 21,48 (pentru solutia salina cu MgCly) valori care au fost mai mari de 4
ceea ce indicd un semnal adecvat (Joshi s.a., 2015; Puscas si Muresan,
2022; Teixeira s.a., 2024). Acest aspect confirma de asemenea faptul ca
modelele obtinute pot fi utilizate pentru a prezice continutul de BL.

Valoarea ridicata a parametrului F-value, de 41,29 pentru continutul
de BL din solutia cu NaCl, de 67,83 pentru continutul de BL din solutia cu KCI
si de 56,33 pentru continutul de BL din solutia cu MgCl; indica faptul ca
modelele obtinute au semnificatie statistica. Parametrii ANOVA au indicat de
asemenea faptul ca valoarea p a regresiei de ordinul doi a fost semnificativa
(p < 0,05), demonstrand ca modelele polinomiale obtinute pot fi utilizate
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pentru modelarea rezultatelor experimentale. Lipsa de semnificatie statistica
al Lack-of-Fit-ului, confirma potrivirea si acuratetea datelor experimentale cu
valorile raspunsurilor obtinute pentru modelele analizate (Ecuatiile 4.2., 4.3. si
4.4.).

Ri: BLsolutie saling cu naci = 5,9 + 0,3737X; + 0,2412X, + 0,3825X; + 0,145X: X, —
0,0025X1X3

— 0,0125X,X5— 2,48X,% — 0,86X,” — 0,5075X4 4.2)

Ri: Blsouge saiina ou kot = 3,3 + 0,0975X; + 0,235X, + 0,145X; + 0,01X: X, —
0,02X; X3

+0,02X,X3 — 0,2108X,;2 — 0,5508X,> — 0,1408X5” 4.3)

R1: BI—squ@ie salind cu MgCI2 = 2,66 + 0,465)(1 + 0,0188)(2 - 0,1563X3 + 0,25X1Xz +
0,035X:Xs

—0,0175X,Xs + 0,1712X,% — 0,0513X,” + 0,6088Xs°  (4.4.)

unde: X; este perioada de fermentare (zile), X, este pH — ul si X; este este
cantitatea de ioni de sodiu/ de potasiu/ de magneziu (mg/g).

Din ecuatiile de regresie obtinute se poate observa ca in termeni
liniari, In marea majoritate a cazurilor variabilele independente au avut un
efect pozitiv asupra continutului de bacterii lactice, exceptie face cantitatea de
ioni de magneziu care a avut un efect negativ semnificativ la p < 0,01.

in termeni de interactiune bidirectionald, perioada de fermentare si
pH — ul au aratat un efect pozitiv, in timp ce interactiunea dintre pH si
continutul de ioni de sodiu respectiv dintre pH si continutul de ioni de
magneziu au aratat un efect negativ asupra continutului de bacterii lactice
conducand la reducerea vitezei de crestere a bacteriilor lactice si implicit la
reducerea activitatii lor enzimatice. Rezultate similare au fost observate si in
studiul realizat de Dalcanton s.a., (2018) ce a urmarit efectul temperaturii, pH-
ului, concentratia de clorura de sodiu respectiv lactat de sodiu asupra vitezei
de crestere a lui Lactobacillus plantarum ATCC 8014.

n termeni patratici, variabilele independente selectate au exercitat
un efect negativ asupra continutului de BL, in timp ce, conform Ecuatiei 4.3.
perioada de fermentare si continutul de ioni de magneziu au influentat pozitiv
continutul de BL. Tn concluzie pe baza coeficientilor obtinuti, putem spune ca
modelele matematice generate pot fi utilizate pentru a prezice conditiile
optime de dezvoltare a bacteriilor lactice.
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Figura 4-3 (1) — Diagrama de normalitate a reziduurilor pentru raspunsul
continut de BL si (2) — Corelatie intre valorile prezise si cele reale pentru
réspunsul continut de BL: A — solutie salind cu NaCl; B — solutie salina cu KCI;
C — solutie salind cu MgCl,

in Figura 4-3 (1) este prezentatd diagrama de normalitate a
reziduurilor pentru raspunsul BL. Dupa cum se poate observa, pentru toate
cele trei variante experimentale s — a putut construi o dreapta prin punctele
reprezentate grafic, astfel ca presupunerea de normalitate este considerata
rationala.

In Figura 4-3 (2) este prezentata corelatia intre valorile prezise si
cele reale pentru raspunsul BL. Toate punctele de date obtinute sunt fost
apropiate de dreapta. Mai mult, putem considera ca modelele obtinute sunt
adecvate pentru a prezice continutul de BL

Graficele de perturbare evidentiaza impactul individual al fiecarei
variabile independente studiata (X1, Xz, X3) asupra variabilei de raspuns (BL).
Analiza curbelor de perturbare generate pentru fiecare factor permit evaluarea
efectelor acestora si identificarea celor cu impactul cel mai ridicat asupra
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raspunsului. O reprezentare graficad a efectelor parametrilor examinati si a
semnificatiei acestora asupra raspunsului poate fi vizualizata in Figura 4-5.

e — e

e ot

T T
n A - = oo - B . - «

Figura 4-5 Graficele de perturbatie pentru analiza efectului variabilelor
independente (perioada de fermentare (Xy), pH — ul (Xz) si cantitatea de ioni
de sodiu/potasiu/magneziu (Xs)) asupra rdspunsului: continut de BL

Tipurile de linii dintr-un grafic de perturbatii sunt direct legate de
tipul de efect pe care parametrul il are asupra raspunsului. De exemplu, daca
variatia acestui parametru determind un comportament liniar atunci acesta are
o influenta mai mica asupra raspunsului. Acest lucru poate fi observat pentru
parametrul pH din Figura 4-5 C. Cu alte cuvinte, prin cresterea valorii pH — lui
creste si continutul de bacterii lactice. In al doilea rand, daca dispunerea
valorilor variabilelor idependente se prezinta sub forma unei parabole, atunci
termenul patratic al acestui parametru are un efect semnificativ asupra
raspunsului. Acest lucru poate fi observat pentru parametrul X; (perioada de
fermentare) din Figura 4-5 A, B si C, pentru parametrul X; (pH) din Figura 4-5
A si B, precum si pentru parametrul X; (cantitatea de ioni de
sodiu/potasiu/magneziu) din Figura 4-5 A, B si C.

Efectul variabilelor independente asupra activitatii antioxidante (AA)

Valorile prezise ale activitatii antioxidante (AA) sunt prezentate in
Tabelele 4-4, 4-5 si 4-6. Se poate observa ca activitate antioxidanta a probelor
de gogonele fermentate, in functie de conditile experimentale aplicate, a
variat intre 11,37 si 66,45 uMol Trolox/g s.u. in cazul probelor fermentate in
solutie salina cu NaCl si intre 11,68 si 91,88 uMol Trolox/g s.u. in cazul
probelor fermentate in solutie salind cu KCI. In schimb, pentru probele
fermentate n solutie salina cu MgCl,, valorile acestei variabile dependente au
variat intre 11,54 si 58,16 uMol Trolox/g s.u.

Impactul liniar, de interactiune si patratic al variabilelor
independente ale procesului de fermentatie asupra variabilei raspuns AA a
probelor de gogonele fermentate in diferite tipuri de solutii saline a fost evaluat
prin influenta pe care o are fiecare coeficient asupra valorilor p (Tabelul 4-9).
Valoarea p mai mica de 0,05 (< 0,0001), indica faptul ca modelele obtinute pot
fi utilizate pentru modelarea rezultatelor experimentale. Cu alte cuvinte,
variabilele independente din modelele obtinute (Ecuatiile 4.8., 4.9. si 4.10.)
prezinta un efect semnificativ asupra raspunsului.

Ra: AAsqutie salina cu Nacl = 67,23 + 3,99X; + 5,81X, + 6,26X3 + 0,865X; X, —
3,01X: X3
— 4,96XX3— 25,32X,° — 20,79X,° + 13,23X5° (4.8.)
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Rs! AAsoiuo saina cu kot = 91,88 + 4,60, + 582X, + 7,49X; — 2,.90X: X, — 2,06X:Xs
— 2,53X,X3— 45,438X,% — 20,76X,% + 5,07X5> 4.9)

Rs: AAsoiute saling cu Mgciz = 55,38 + 6,51X; + 4,83X, + 5,86X3 + 0,645X;X, —
4,30X,X3

— 1,41XX3— 3,50%,° — 28,57X,% — 0,4533X3 (4.10.)

Calitatea modelelor statistice si fltarea rezultatelor pentru variabila
dependenta AA, sunt evidentiate prin valori R?, Adj-R?, Pred-R? mai mari de
90%, Adeq Precision mai mare de 4, lipsa semnlflcat,lel statistice a Lack-of-Fit
si valorile ridicate ale lui F-value, de 743,41 pentru solutia salina cu NaCl, de
328,86 pentru solutia salind cu KCI si de 435 pentru pentru solutia salina cu
MgCl,. Rezultate similare au fost obtinute si de Kunarto s.a., (2023) in cazul
bauturii t|p Kombucha pe baza de strugurl aS|at|C| (Medlnllla specmsa)

poore v

Figura 4-11 Graficele de perturbatie pentru analiza efectului variabilelor
independente (perioada de fermentare (Xy), pH — ul (Xz) si cantitatea de ioni
de sodiu/potasiu/magneziu (X3)) asupra raspunsului: AA

Pentru a explora impactul diferitelor variabile independente asupra
AA, au fost trasate diagrame de perturbatii (Figura 4-11) care sunt folosite ca
instrumente pentru compararea tuturor factorilor (variabile independente) in
puncte specifice din zona de proiectare specificata. Datele sunt considerate
sensibile la un factor daca linia de pe graficul de perturbatii prezinta o panta
abrupta si curbata. Tn schimb, comportamentul liniar indic& faptul ca raspunsul
este considerat insensibil la modificarile cauzate de acel factor specific (Gavril
si colab., 2024).

Din investigatia noastra, se poate observa ca in cazul Figurilor 4-11
A si B toti cei trei factori (perioada de fermentare (X,), pH — ul (X;) si cantitatea
de ioni de sodiu respectiv potasiu (X)) au un impact semnificativ asupra
activitatii antioxidante, deoarece acestia prezintd o forma de curba Gaussiana.
Din Figura 4-11 C factorul principal care are cel mai mare impact asupra
activitatii antioxidante este reprezentat de pH (X:), care prezintd o forma de
curba Gaussiana. Factorii secundari care au o influentd mai mica sunt
perioada de fermentare (X;) si cantitatea de ioni de magneziu (Xs). In plus, se
poate observa ca acestia au o pantd mai micad in comparatie cu pH — ul,
indicand un impact mai mic asupra activitatii antioxidante.

4.3.2. Optimizarea si validarea variabilelor dependente
in Tabelul 4-13 sunt prezentate valorile raspunsurilor analizate,

obtinute in urma realizarii a trei fermentatii in conditiile optime ale variabilelor
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independente (X1, Xz, X3), prezise de modelul matematic. Aceste conditii au
fost sugerate pe baza maximizérii raspunsurilor dorite (BL, CTP, AA, F, L*, I),
conform Figurii 4-18. In Tabelul 4-13 se poate vizualiza valoarea prezisa
pentru celor 6 raspunsuri, asociate planurilor experimentale, precum si valorile
experimentale care valideaza conditiile prezise. Combinatia celor trei variabile
independente studiate, trebuie sa conduca la o valoare a ,desirability” cat mai
apropiata de ideal (1), ceea ce evidentiaza faptul ca utilizarea acestora va
conduce la obtinerea raspunsului dorit.

Tabelul 4-13 Validarea modelelor matematice pentru cele trei planuri
experimentale

Valoare Valoare
minima maxima
Tlp. Variabila Valoare . pentru . pentru Valoare
solutie M i intervalul intervalul . «
T raspuns prezisa experimentala
salina de de
incredere incredere
de 95% de 95%
Solutie BL, log 5,90 5,07 6,73 6,02 0,67
salina ufc/mL
cuNacl — cTP,mg 65,01 54,63 75,38 65,81 + 1,13"
EAGI/g s.u.
AA, uMol 67,23 64,53 69,93 68,13 + 0,30°
Trolox/g s.u.
F N 4,60 3,98 5,22 4,95 +0,10"
L* 31,22 27,59 34,85 31,79 +0,75°
i 61,13 54,49 67,78 62,18 + 1,47°
Solutie BL, log 3,30 3,13 3,46 3,33+0,11°
salina ufc/mL
cu KCI CTP, mg c
EAG/g s.0. 53,01 48,05 57,97 55,81 + 1,07
AA, uMol 91,88 86,41 97,35 92,11 + 1,67
Trolox/g s.u.
F, N 3,54 2,84 4,24 3,95+0,11°
L* 32,55 29,93 35,17 32,89 +0,37°
i 73,66 71,27 76,06 74,09 + 1,47°
Solutie BL, log 2,66 2,41 2,91 2,73+0,11°
salina ufc/mL
cu CTP, mg B
MgCl EAG/y s.u. 56,75 48,76 64,74 60,78 + 1,58
AA, uMol 55,38 49,20 61,55 58,66 + 1,43°
Trolox/g s.u.
F, N 452 3,67 5,37 4,83+0,18"
L* 71,23 60,14 82,32 72,89 + 0,58"
i 95,79 82,04 109,53 97,36 + 0,61°
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Literele mari ca suprascript diferite indica diferente semnificative (p < 0,05) intre probele
obtinute si analizate in ceea ce priveste variabilele raspuns (BL, CTP, AA, F, L%, 10,
conform rezultatelor testului Tukey.

In Figura 4-18 (A-1) (B-1) si (C-1) sunt reprezentate graficele cu
bare, care evidentiazd valorile ,desirability” pentru factori, raspunsuri si
combinatia acestora, obiectivul tintd fiind de a inregistra o valoare cat mai
apropiata de 1. Graficele de tip rampa (Figura 4-18 (A-2) (B-2) si (C-2)) pentru
variabilele independente si dependente pentru cele trei tipuri de solutii saline.
Punctele rosii de pe graficele tip rampa, indica zona in care a fost identificata
solutia optima pentru generarea raspunsurilor, in timp ce punctele albastre
sunt asociate valorilor impuse in scopul maximizarii valorii variabilelor
dependente (Puscas si Muresan, 2022).

]

Desirability = 0,990

»
»

B-

iw

H
i

Desirability = 0.918

c-1 <

Figura 4-18 Grafice tip baréa (1) si tip rampa (2) pentru conditiilor optime de
fermentare a gogonelelor in: A — solutie salina cu NaCl; B — solutie saling cu
KCI; C — solutie salina cu MgCl,

Valorile functiei ,desirability” pentru combinatia tuturor variabilelor a fost de
0,990 pentru probele de gogonele fermentate in solutie salina cu NaCl, de
0,995 pentru probele de gogonele fermentate in solutie salina cu KCI respeciv
0,918 pentru pentru probele de gogonele fermentate in solutie salind cu
MgCl,, ceea ce demonstreaza ca, conditiile selectate au fost adevarate.

4.3.6. Modelarea datelor pentru merele verzi fermentate cu ajutorul RNA

La fel ca si in cazul toamatelor verzi, s-a pastrat acelasi design format din 4
neuroni de intrare (raportul de saruri si timpul de fermentare), un strat ascuns
cu 9 neuroni si 5 neuroni de iegire (parametri: substanta uscata, continut total
de flavonoide (CTF), continut total de polifenoli (CTP), inhibitie de DPPH (l),
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continut de carotenoide totale (CT) (Figura 4-36). Acest tip de arhitectura 4-9-
5 a fost antrenata pe principiul propagarii inverse pentru a evidentia influenta
tipului de saruri adaugate asupra compozitiei firochimice, marcate de catre
parametrii de iesire (s.u., CTF, P+CTP, CT).

Reteaua de antrenare a implicat 18 exemple repetitive, ajustand
ponderile 4—9 si 9—5 folosind algoritmul de retropropagare. Deoarece cei 9
neuroni sunt perfect comnectati la cele 4 intrari si cele 5 iesiri, reteaua are un
numar exact de 81 de ponderi antrenabile (numarul exact depinde de
numararea separata a conexiunilor de polarizare).

Acest numar crescut de ponderi asociate la 18 cicluri de antrenare
inseamna ca reteaua are suficientd capacitate de a memora datele de
antrenare. Analizand arhitectura retelei neuronale, este sesizabil ca neuronii
de intrare (marcati cu galben) conectati cu neuronii ascunsi (marcati cu
albastru) creaza legatura clara cu neuronii de iesire (marcati cu purpuriu).
Liniile verzi indica ponderi pozitive, in timp ce liniile rosii reprezinta corelatia
negativa.

Liniile mai groase indica ponderi cu pondere mai mare, in timp ce liniile foarte
subtiri sau punctate indicd ponderi aproape de zero (nesemnificative).
Aceasta reprezentare dezvéluie ce intrari influenteaza puternic fiecare neuron
ascuns si cum acesti neuroni ascunsi influenteaza, la randul lor, fiecare iesire.

Netinput === Right click node for details Negative Weight

Activation —mmmm
Bias =
=

Left click node to select input. P OSitive Weight
Insignificant Weight

Figura 4-36 Arhitectura retelei neuronale
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De exemplu, unele conexiuni ascunse sunt verzi marcate cu line
groasa (corelatie pozitiva puternica) sau rosii (corelatie negativa puternica),
sugerand ca reteaua a identificat acele caracteristici de intrare ca fiind
importante pentru prezicerea anumitor iesiri. Tn schimb, unele conexiuni sunt
practic eliminate (punctate), ceea ce inseamna ca reteaua a considerat ca
acele ponderi nu sunt utile si a ignorat efectiv acele cai. Astfel de modele de
ponderi sunt rezultatul invatarii de céatre retea a relatiilor de date subiacente in
timpul antrenamentului de retropropagare. Din vizualizarea ponderilor, putem
deduce ca reteaua si-a concentrat probabil capacitatea asupra anumitor relatii
cheie.

Cétiva neuroni ascunsi au mai multe ponderi de intrare puternice
(fie pozitive, fie negative), ceea ce inseamna ca acei neuroni au devenit
detectori specializati ai unor combinatii specifice de intrari (de exemplu, poate
un neuron ascuns raspunde puternic la raportul Na:K (intrare 1), in timp ce
altul este influentat mai puternic de catre timp (intrare 3).

In cazul iesirilor, modelul verde/rosu de la nodurile ascunse cétre
iesiri arata cum fiecare iesire este calculatd ca un amestec de semnale
neuronale ascunse. Astfel, dacd un nod de iesire are linii de intrare
predominant verzi de la anumiti neuroni ascunsi, Tnseamna ca acei neuroni
ascunsi contribuie pozitiv la acea iesire; pe cand o linie rosie inseamna ca
activarea unui neuron ascuns inhiba sau scade din predictia iesirii.

In timpul antrenamentului, fiecare ciclu (epoca) prezinta toate cele
18 exemple (eventual intr-o maniera online/secventiala) si ar actualizeaza
ponderile. Combinatia dintre rata de invétare relativ ridicata (0,6) si impuls
(0,8) a insemnat ca reteaua a facut initial ajustari mari ale ponderilor, apoi a
folosit impulsul pentru a continua sa se miste intr-o directie consistenta in
spatiul ponderilor.

Procesul de invatare a vizat o eroare medie de antrenament sub
0,01. Intr-adevar, jurnalul de antrenament arata c& reteaua a condus catre o
eroare foarte scazuta: dupa aproximativ 701 cicluri de antrenament, eroarea
medie a scazut sub tinta de 0,010 (adica sub 1% pe scara de eroare
normalizatd). In acest moment, antrenamentul a fost oprit (deoarece criteriul a
fost indeplinit). Obtinerea unei erori <0,01 inseamna ca, in medie, predictiile
retelei au fost extrem de apropiate de valorile tinta pentru datele de antrenare
(deoarece iesirile si tintele au fost probabil normalizate intre 0 si 1). In termeni
practici, reteaua invatase cartografierea aproape perfect pentru esantioanele
de antrenament.

In Figura 4-38 se pot observa valorile de iesire prezise si reale pe
setul de antrenare pentru cei cinci parametri de iesire. Fiecare punct colorat
corespunde uneia dintre variabilele de iesire (s.u., CTF, CTP, |, CT), cu
valorile reale si cele prezise normalizate la 0,1. Linia diagonala reprezinta o
concordanta perfecta. Observam ca majoritatea punctelor se afla foarte
aproape de aceasta linie, indicand faptul ca predictiile retelei se potrivesc
aproape cu valorile reale pentru esantioanele de antrenament.
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Aceasta potrivire aproape perfectd a datelor de antrenament este un rezultat
direct al reducerii erorii de antrenament sub 0,01. Precizia predictiei retelei
asupra datelor de antrenament a devenit foarte mare, dupa cum o
demonstreaza eroarea scazuta.

701 cycles. Target error 0.0100 Average training error 0.009881
18 training examples Output columns (min to max values)
1 il .4 S.U. (12.8200 to 17.0100)
2 5 TFC (5.4800 to 10.5700)
sl v 6 TPC (5.8100 to 11.8900)
0*%s 7 | (20.1900 to 87.4800)
2 8 CT (0.6900 to 1.6100)
0 &«
0 1

Figura 4-38 Precizia predictiei

[ P T ———

1 W 0 gt o i e Aveer e —
oot

.t [

Il

b

0 cycien. Larget arror 4980 Average Wrammng o1 4 MO0
The M1 40 4 pts i oo order

Cotrmn gt Name Importance Betee wreain e

T ] ) ™ o ~
A I o ) o nwn
1 =i \ et s
' N e

| T T p—————

T4 4 s e S e o -

E= 'HHII I

Cow gt o Songe v B et

| o - -
[ e v ve
) Ty ) - e
i ve

o o

1l

Figura 4-39 Valorile erorii relative normalizate (a), importantei relative (b) si a
senzitivitatii relative (c)

Tn Figura 4-39 sunt prezentate valorile erorii relative normalizate,
importantei relative si a sensibilitatii relative. Eroarea retelei neuronale
artificiale se calculeaza ca o medie patratica a diferentelor intre valorile exacte
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si cele aproximate la simularea functionarii retelei. RNA furnizeaza rezultate
dependente de eficienta Tnvatarii retelei, iar eroarea medie patratica obtinuta
este mai mica decat cea generatd de metodele de modelare numerica
(https://rria.ici.ro/documents/307/10-art.8-Tudor_Moise-OK-3.pdf).

Contributia fiecarei variabile de intrare la predictia variabilelor
dependente se refera la importanta relativa a acelei variabile (Agwuq s.a.,
2020). Se poate observa ca variabila timp marcheaza o importanta relativa net
superioara tipurilor de solutii saline, fapt ce poate fi corelat cu procesele reale
de fermentatie date.

Senzitivitatea relativa indica ca oriunde exista variatii corelate cu
datele empirice, acuratetea predictiei generale raméane robusta in diferitele
scenarii. Aceasta sugereaza ca modelul propus poate fi generalizat in ciuda
distributiei inegale a punctelor (Lv s.a., 2024).

4.4. Concluzii partiale

Pe baza datelor obtinute, valoarea p a regresiei de ordinul doi a fost
semnificativa (p < 0,05), ceea ce indica faptul ca modelele polinomiale
obtinute sunt precise, putdnd fi utilizate pentru modelarea rezultatelor
experimentale. Pe baza valorii coeficientului R®>, modelele derivate sunt
capabile sa explice peste 90% din variatia variabilelor dependente selectate.

Graficele de perturbare au putut demonstra care este impactul
individual al fiecarei variabile independente studiata (perioada de fermentare —
X1, pH — Xz si cantitatea de ioni de sodiu/potasiu/magneziu — Xs) asupra
variabilelor raspuns selectate.

Modelele matematice obtinute atat in cazul tomatelor cét si in cazul
merelor verzi pot explica bine rezultatele experimentale obtinute.

Diagrama de probabilitéti normale a reziduurilor a aratat ca
punctele reprezentate grafic sunt apropiate de o dreapta, ceea ce indica faptul
ca modelele matematice obtinute au fost bine ajustate cu rezultatele
experimentale.

Relatia dintre dintre raspunsurile experimentale si cele prezise arata
ca marea majoritate a punctelor de date se potrivesc indeaproape cu dreptele
generate, indicand faptul ca modelele matematice obtinute pot explica bine
rezultatele experimentale.

Au fost stabilite conditile optime atat pentru fermentarea
gogonelelor cat si pentru fermentarea merelor verzi in trei tipuri diferite de
solutii saline.

Modelul de retea neuronald artificiala dezvoltat pentru tomatele
verzi a atins o precizie foarte buna in predictia parametrilor fitochimici,
permitand totodata identificarea influentei factorilor de intrare asupra fiecarui
parametru.

Eroarea medie finald 0,009995 (sub tinta 0,01) aratd ca modelul a
fost antrenat cu succes pe datele date si a minimizat foarte bine diferenta
dintre valori prezise si cele reale pe setul de antrenament. Acest nivel de
eroare (=0,01 normalizat) poate fi considerat excelent in antrenarea retelei.

Un avantaj al modelarii cu retele neuronale artificiale consta in
posibilitatea de a captura relatii neliniare si interdependente intre variabilele
de intrare (factorii de proces) si variabilele de iesire (determinarile fitochimice).
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In acest experiment, variabilele de intrare au fost legate de compozitia
sarurilor folosite in saramura (tipul de amestec Na:Mg,, Na:K sau K:Mgz) si
potential alti factori precum durata fermentarii.

O analiza comparativa a celor trei metode de fermentatie sugereaza
ca NaCl poate fi substituita total sau partial cu succes de KCI sau MgCl,
pentru obtinerea acestui tip de produs.

Concluzii generale

Caracteristicile fizico-chimice al tomatelor verzi si ale merelor
fermentate sunt influentate cel mai mult de tipul de material vegetal si de
durata de fermentare. Tipul de sare sau combinatiile de saruri influenteaza in
micd masura aceste caracteristici. Pentru masa, substantd uscata, pH si
aciditate se constatd aceleasi trenduri de evolutie, delimitdndu-se doua
intervale distincte: intervalul 0-28 de zile, in care au loc cele mai semnificative
variatii si intervalul 28-120 zile (pentru tomate), respectiv 28-35 zile (pentru
merele verzi), interval in care variatiile sunt mai lente. Aceste intervale coincid
cu ciclul de dezvoltare a microorganismelor, fiind direct dependente de
acesta. In cazul Inlocuirii totale a sodiului, rezultatele cele mai apropiate de
ale probei martor (proba in care s-a utilizat clorura de sodiu) au fost obtinute
de probele cu clorurd de magneziu iar inh cazul substituirii partiale cele mai
bune rezultate au fost obtinute pentru probele realizate in solutie de saruri
combinate de sodiu cu magneziu.

Pe toata durata analizata, parametrii texturali ai materialelor
vegetale au inregistrat scaderi determinate de destructurarea peretilor celulari
din tesuturile vegetale. Cele mai mari variatii s-au inregistrat in cazul probelor
cu potasiu, atat pentru tomate, cat si pentru merele verzi. Aceste rezultate
demonstreaza efectul protector asupra texturii dat de clorura de sodiu dar si
eficienta clorurii de magneziu in cazul scaderii continutului de sodiu. Acelasi
efect benefic al magneziului s-a remarcat si in cazul culorii, probele cu
magneziu prezentand cea mai mica variatie a luminozitatii, a parametrilor a* si
b*.

Din punct de vedere fitochimic se constatda ca scaderea
concentratiei de clorurd de sodiu nu influenteazd Tn mod semnificativ
procesele de biosinteza a flavonoidelor, polifenolilor si carotenoidelor. Pe
durata proceselor fermentative, atat pentru tomate cat si pentru mere,
concentratiile acestor compusi au prezentat variatii succesive, insa la sféarsitul
perioadelor analizate acestea au fost mai mari decat in cazul vegetalelor
proaspete. Potasiul si magneziul au influentat pozitiv evolutia acestor
compusi.

Sub aspect microbiologic s-a remarcat faptul ca reducerea
continutului de clorura de sodiu a influentat pozitiv dezvoltarea bacteriilor
lactice, evolutie explicabila prin slaba toleranta a acestora la mediul salin.

Datele rezultate in urma analizei proceselor de fermentatie lactica a
tomatelor necoapte si a merelor verzi, in conditii hiposodice, au fost evaluate
prin generarea unor modele matematice, utilizand metodologia suprafetei de
raspuns si pe cea a retelelor neuronale artificiale. Toate modelele generate au
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indicat o predictie foarte bund a parametrilor fizico-chimici si fitochimici
analizati si permit optimizarea proceselor fermentative ale materialelor
vegetale la reducerea continutului de clorura de sodiu.

Pentru a valida posibilitatea inlocuirii totale sau partiale a clorurii de
sodiu cu clorura de potasiu sau de magneziu in procesele industriale de
obtinere a vegetalelor fermentate se impun studii suplimentare pentru
determinarea impactului asupra acceptabilitatii si a contraindicatiilor pentru
anumite categorii de consumatori

Contributii originale si perspective

S-a realizat o baza documentara importanta pentru subiectul ales,
efectele substitutiei clorurii de sodiu in fermentatia lactica a vegetalelor.

Fermentatia lactica a tomatelor si merelor verzi poate fii implicata in
profilaxia unor boli digestive, a diabetului zaharat, steanozei hepatice,
deasemenea Tn prevenirea bolilor cardiace si a producerii carcinomului.

S-a validat posibilitatea substituirii clorurii de sodiu cu alte doua
tipuri de cloruri mai putin incriminate de potentialele efecte negative asupra
sanatatii consumatorilor.

S-au obtinut 6 variante de produse vegetale (tomate si mere verzi)
fermentate utilizand fermentatia spontan& utilizand ca mediu de fermentare
trei tipuri de solutii saline diferite: NaCl, KCI si MgCl..

S-au obtinut sase variante de produse fermentate, care nu se
regasesc pe piata roméaneasca, respectiv de tomate si mere utilizind trei tipuri
de combinatii de solutii KCI:MgCl, si NaCl:MgCls.

Scalarea la nivel industrial se poate aplica cu success in cazul
variantelor NaCl:MgCl, pentru tomate si NaCl:KCI pentru merelor verzi.

La modelarea rezultatelor empirice obtinute s-a utilizat un Design
Box-Behnken (BBD) cu trei factori, trei niveluri si trei replici in punctele
centrale si arhitecturi de retele neuronale artificiale (RNA).

Ca perspective viitoare ale prezentului studiu pot fi considerate urmatoarele:

- Utilizarea fermentatiei controlate la fermenarea tomatelor verzi si a
merelor

- Extinderea studiilor postfermentative si monitorizarea principalilor
compusi derivati din activitatea microorganismelor implicate

- Optimizarea procesului de fermentare controlata

- Utilizarea altor materiale vegetale autohtone la fermentatia lactica
cu diferite tipuri sau combinatii de solutii saline
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