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Abstract

Negli ultimi anni l'interesse verso matrici vegetali alternative al latte € in
aumento. La piu studiata e la bevanda di soia, tuttavia in commercio esistono altri
tipi di bevande vegetali.

La soia presenta non solo proteine, lipidi e carboidrati, ma anche molecole
presenti in piccole quantita con attivita biologica. Gli effetti benefici sulla salute
dell’'uomo sono riconducibili alla presenza di queste molecole bioattive, tra cui gli
isoflavoni.

In questo progetto sono state analizzate bevande a base di soia durante tutta la
vita a scaffale, di durata di circa dodici mesi e anche oltre la data di scadenza. Lo
scopo e quello di verificare eventuali cambiamenti dal punto di vista antiossidante
nel tempo e studiare il comportamento lipidico e proteico. Le bevande sono state
fornite con la formulazione commerciale dalla Centrale del Latte di Vicenza
secondo le modalita previste dal progetto. Dai risultati ottenuti si puo evincere
che i prodotti, indipendentemente dai lotti, sono stabili durante la loro vita a
scaffale e non hanno grandi variazioni dal punto di vista del potere antiossidante.
In particolare, I'analisi ha coinvolto lo studio dell’ossidazione dei lipidi e delle
proteine del prodotto, bevanda a base di soia.
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1 INTRODUZIONE

Le bevande vegetali alternative al latte sono consumate da soggetti intolleranti al lattosio o allergici
alle proteine del latte e stanno anche diventando parte della dieta vegetariana e vegana. Per questo
€ in aumento I'attenzione verso queste matrici alimentari. La bevanda vegetale piu studiata & quella
a base di soia, ma anche altre stanno diventando di notevole interesse, come quella a base di avena
(Sethi S. et al 2016).

La soia contiene come componenti principali proteine, e le frazioni principali sono la B-conglicinina
(7S) e la glicinina (11S). Inoltre presenta lipidi, carboidrati, vitamine e minerali. Molte molecole
bioattive sono rappresentate nella soia, ad esempio isoflavoni come daidzeina e genisteina, acido
fitico, fitoalessine, saponine e lectine. Gli isoflavoni sono le principali componenti bioattive con
effetti benefici sulla salute (EI-Shemy H, 2011).

2 PROGETTO

Nel corso del progetto sono stati analizzati diversi lotti di bevande a base di soia durante tutta la
vita a scaffale, di durata di circa dodici mesi. Lo scopo dell’analisi & la valutazione di variazioni
dell’attivita antiossidante e del comportamento lipidico e proteico nel tempo. Nella tabella
sottostante sono specificati i valori nutrizionali medi per 100 mL di prodotto come indicati
nell’etichetta delle bevande di soia in commercio:

Energia 177 kJ-42 Kcal
Grassi 18¢g
Di cui acidi grassi saturi 0.2g
Acidi grassi monoinsaturi 05g
Acidi grassi polinsaturi 1lg
Carboidrati 31g
di cui zuccheri 26¢g
Fibre 02g
Proteine 33g
Sale 03g
Riboflavina vit. B2 0.21 mg
Vitamina B12 0.38 mcg
Vitamina D 1.00 mcg
Calcio 160 mg
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3 CAMPIONIE LOTTI ANALIZZATI: SCHEMA DI LAVORO

La Centrale del Latte di Vicenza ha fornito diversi lotti di bevande di soia con tempi di shelf life
differenti. E stata progettata I'attivita (time sheet) suddividendo i campioni consegnati in modo da
eseguire quattro esperimenti totali programmati nel seguente modo:

Esperimento Campioni analizzati nel tempo (mesi)

Dicembre (A) 0 2 4 6 8 10 12 14
Febbraio (B) 0 2 4 6 8 10 12 14
Aprile  (C) 0 2 4 6 8 10 12 14
Giugno (D) 0 2 4 6 8 10 12 14

Per ognuno dei quattro esperimenti sono stati analizzati 7/8 diversi campioni di bevanda di soia alla
volta, di cui ognuno si trova intervallato dal successivo di due mesi di shelf life. Sono stati presi in
considerazione quindi pil lotti con vita a scaffale differente, dal mese 0 (produzione) fino al mese
14, cioé oltre la data di scadenza (mesi di shelf life: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14).

Per ogni lotto analizzato e stata utilizzata una confezione differente per ciascun esperimento,
considerando due mesi di shelf life in piu.

Tutti i lotti di bevanda di soia analizzati durante la shelf life sono indicati di seguito:

Mese A B C D
0 / P:11/01/2019 L19072 P: 10/05/2019
2 L18257 / P:11/01/2019 L19072
4 L18200 L18257 / P:11/01/2019
6 L18150 L18200 L18257 /
8 L18088 L18150 L18200 L18257
10 L18025 L18088 L18150 L18200
12 L17333 L18025 L18088 L18150
14 / L17333 L18025 L18088

4 MATERIALI

2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS), acetato di etile, acido acetico, acido cloridrico
(HCl), acido fosfotungstico (PTA), acido gallico, acido solforico (H2S04), acido tiobarbiturico (TBA),
butilidrossitoluene (BHT), carbonato di Sodio (Na2COs), cumene idroperossido, difenilpicrilidrazile
(DPPH), dinitrofenilidrazina (DNPH), Ditiotreitolo (DTT), emina, etanolo, etere di petrolio, Idrossido
di Sodio (NaOH), metanolo, n-butanolo, Nonidet, Ortoftalaldeide (OPA), Reattivo di Folin Ciocalteau,
Sodio docecil solfato (SDS), Trizma Base, Trolox C (acido 6-idrossi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carbossilico), Urea.
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5 METODI

Nella prima parte del progetto sono state messe a punto le metodiche per analizzare tutti i
campioni.

La bevanda vegetale di soia & risultata differente dal punto di vista della consistenza e della
composizione rispetto alle matrici fermentate come lo yogurt, il Flora Plus e il dessert vegetale a
base di soia. Infatti non & stato possibile ottenere un estratto di tipo acquoso in quanto le bevande
a base di soia presentano materiale non idrosolubile e non analizzabile per le valutazioni successive,
ad esempio per saggi allo spettrofotometro.

Seguendo la letteratura del settore é stato fatto uno studio testando diversi solventi e si & deciso di
procedere utilizzando I'etanolo all’80%. Pertanto, ove previsto dalla sperimentazione, si €
proceduto con la diluizione dei campioni iniziali delle bevande di soia nel solvente scelto,
centrifugati e filtrati in modo da ottenere gli estratti idroalcolici. Successivamente sono state
perfezionate le metodiche classiche per la valutazione complessiva dei campioni.

5.1 Campioni

Durante ogni esperimento le confezioni contenenti le bevande di soia sono state mescolate per
inversione 30 volte in modo da omogenizzare il contenuto. Per ogni test le bevande, conservate a
temperatura ambiente secondo le modalita indicate, sono state analizzate fresche prelevando il
prodotto direttamente dalla confezione originale. Le bevande, una volta aperte, sono state
conservate a 4°C fino al completamento dei test, per circa 4-5 giorni.

Per valutare I'attivita antiossidante sono state prese in considerazione 7 analisi diverse qui di
seguito descritte:

v" Misura del pH

Saggio dell’ABTS

Saggio del DPPH

Determinazione del contenuto di fenoli totali
Perossidazione lipidica

Frammentazione proteica

Ossidazione proteica

AN N NN Y

Nei 4 esperimenti relativi ai vari lotti (A, B, C, D) per ognuno dei test ciascun campione € stato
valutato in doppio, per un totale di 16 campioni di soia analizzati durante ogni saggio. Nei test di
determinazione della perossidazione lipidica e di ossidazione proteica |'analisi € avvenuta in
guadruplo, in quanto due campioni sono stati valutati come tali e due dopo stimolazione chimica
indotta. Ad ogni esperimento quindi sono stati valutati circa 150 campioni derivanti dalla bevanda
di soia iniziale, per un totale di circa 600 campioni analizzati di soia alla fine di tutto il progetto.
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5.2 Misura del pH

Le bevande come tali sono state diluite 1:1 in acqua e per ogni campione € stata eseguita una
misurazione del pH in doppio tramite pH-metro (sensION ™+ PH31).

5.3 Estratti idroalcolici per I'analisi del potere antiossidante

Per ottenere un estratto all’80% di etanolo ciascuna bevanda iniziale € stata mescolata per
inversione 30 volte, al fine di omogenizzare il campione. Sono stati pesati 0.5 g di bevanda e diluiti
in 9.5 mL di etanolo all’80%. Dopo aver mescolato alla ruota per 30 minuti i campioni diluiti sono
stati centrifugati a 20000 g per 20 minuti a 4 °C e poi filtrati con filtri a pieghe di carta Whatman Chr
1. Gli estratti ottenuti sono stati utilizzati per le prove successive o conservati a -20 °C.

5.3.1 Saggio dell’ABTS

Il saggio delllABTS consiste nella determinazione del radicale cationico 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) e permette di studiare la capacita degli estratti idroalcolici di
eliminare il radicale attraverso una metodica in cinetica.

Dapprima viene preparata una soluzione di ABTS 7 mM e potassio persolfato 2.46 mM e posta al
buio per 18 ore al fine di stabilizzare il radicale ABTS™.

In dettaglio 0.02 mL di estratto idroalcolico ottenuto dalla bevanda di soia vengono fatti reagire con
1 mL di radicale diluito 1:88 in PBS (Phosphate Buffered Saline) 1 X. La lettura spettrofotometrica
viene eseguita in cinetica per 20 minuti a 734 nm (Cary 60 UV-Vis). In presenza di antiossidanti dalla
soluzione color verde si forma un prodotto incolore. Viene costruita una retta di taratura con
concentrazioni crescenti di Trolox C (acido 6-idrossi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbossilico) sciolto
in dimetilsolfossido (DMSQ) e i risultati vengono espressi come capacita antiossidante in equivalenti
di Trolox o TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).

5.3.2 Saggio del DPPH

Il saggio del DPPH presenta lo stesso principio del saggio dell’ABTS ma utilizza un differente radicale,
il difenilpicrilidrazile (DPPH-).
Inizialmente viene preparata una soluzione di DPPH 0.2 mM e diluita a 0.1 mM in metanolo, e
conservata al buio. La soluzione & di color viola e in presenza di antiossidanti il radicale viene ridotto
con la formazione di un prodotto incolore, dovuto alla cessione di un atomo di idrogeno al radicale
da parte della molecola antiossidante.
Per la metodica 0.2 mL di estratto idroalcolico vengono fatti reagire con 0.8 mL di soluzione di DPPH
0.1 mM attraverso un test in cinetica allo spettrofotometro a 517 nm (Cary 60 UV-Vis) per 30 minuti.
| valori finali vengono calcolati come percentuale di DPPH scavenging con la seguente formula:
DPPH scavenging (%)= AbScontrolio- AbScampione ¥100

Abscontrollo

5.3.3 Determinazione del contenuto di fenoli totali

La determinazione dei fenoli totali € un metodo colorimetrico che permette di quantificare il
contenuto di composti fenolici nel campione, importanti molecole antiossidanti presenti in diverse
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matrici alimentari. Viene utilizzato il reattivo di Folin Ciocalteau di colore giallo, che vira a blu in
modo proporzionale alla quantita di residui fenolici contenuti nell’estratto idroalcolico.

Per la determinazione del contenuto di fenoli totali 1 mL di estratto preparato come descritto nel
paragrafo 5.3 viene fatto reagire con 1 mL di Reattivo di Folin Ciocalteau diluito 1:2 in acqua. Dopo
un’attesa di 3 minuti a temperatura ambiente vengono aggiunti 2 mL di carbonato di sodio (Na,COs)
al 10% per 15 minuti a temperatura ambiente. Il campione viene poi centrifugato a 6000 g per 5
minuti e 1 mL di surnatante viene letto alla lunghezza d’onda di 750 nm tramite spettrofotometro
(UV/VIS Lambda 2, Perkin Elmer). | valori ottenuti vengono espressi come equivalenti di acido gallico
(GAE) (mg/100 mL prodotto) in base alla retta di taratura costruita con standard di acido gallico
concentrato 1 mg/mL.

5.4 Determinazione della perossidazione lipidica

La capacita antiossidante e stata studiata anche indirettamente attraverso la valutazione del
deterioramento lipidico delle bevande attraverso la determinazione della malondialdeide, uno dei
prodotti di degradazione della reazione di perossidazione lipidica. Questo composto & stato
esaminato nelle bevande come tali e anche in quelle stimolate artificialmente con due induttori
della reazione di perossidazione lipidica.

In dettaglio 0.1 g di bevanda di soia vengono pesati e stimolati con 0.005 mL di cumene
idroperossido 0.5 M ed emina 1 mM per 30 minuti a temperatura ambiente oppure analizzati come
tali. Vengono aggiunti 3.9 mL di acido solforico (H2SO4) 0.1 N e 0.5 mL di acido fosfotungstico (PTA)
al 10% e i campioni vengono centrifugati a 4000 g per 10 minuti dopo aver mescolato
vigorosamente. Di seguito il pellet viene riprecipitato nuovamente con gli acidi come descritto
precedentemente. Dopo un’altra centrifuga al pellet vengono aggiunti 0.2 mL di Nonidet al 5%, 0.04
mL di BHT all’1%, 2.8 mL di acqua e 1 mL di acido tiobarbiturico (TBA) allo 0.67% (in acido acetico e
acqua 1:1) per 1 ora in bagnetto termico a 95 °C. Questo passaggio & necessario per far reagire la
malondialdeide presente nei campioni con I'acido tiobarbiturico, I'indicatore della reazione. Infatti,
trascorso il tempo necessario, i campioni vengono raffreddati, centrifugati e mescolati con n-
butanolo. Come risultato finale viene valutata la fluorescenza dell’addotto colorato rosa che si
forma alla fine della reazione con eccitazione a 530 nm ed emissione a 590 nm attraverso un lettore
di piastre (TECAN Infinite M200 Pro).

5.5 Proteolisi: determinazione della frammentazione proteica spontanea

Per valutare la proteolisi del campione 1 mL di bevanda come tale viene precipitata con 2 mL di
acido tricloroacetico (TCA) all’1% freddo e 1 mL di acqua. Dopo aver miscelato al vortex il campione
viene filtrato con filtri a pieghe di carta Whatman Chr 1 e con filtri da 0.22 um. Successivamente
0.15 mL di filtrato reagiscono con 3 mL di reattivo OPA (ortoftalaldeide) costituito da sodio
tetraborato 0.1 M, SDS 0.1 %, ortoftalaldeide 5.96 mM e ditiotreitolo (DTT) 5.7 mM. Dopo un’attesa
di 2 minuti a temperatura ambiente la lettura spettrofotometrica viene eseguita a 340 nm (UV/VIS
Lambda 2, Perkin Elmer).
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5.6 Ossidazione delle proteine: contenuto di gruppi carbonilici

La componente proteica delle bevande vegetali necessita di un’estrazione per eliminare la
componente lipidica che interferisce con i saggi. Pertanto, dopo un attento studio e una serie di test
di laboratorio, & stata messa a punto una metodica che permette di ottenere la parte proteica
isolata. Come primo passaggio si procede alla rimozione dei grassi dalla bevanda attraverso I'utilizzo
di un’estrazione con etere di petrolio (pentano + esano).

Per questo scopo 2 mL di bevanda vengono mescolati con 6 mL di etere di petrolio (rapporto 1:3)
over night. Successivamente dopo la rimozione del solvente, le bevande vengono sottoposte a
liofilizzazione per ottenere un estratto proteico sgrassato. Da 5 mg di questo sono stati determinati
i gruppi carbonilici, sia in campioni come tali sia in campioni stimolati con 0.006 mL di cumene
idroperossido (CHP) 0.5 M e 0.006 mL di emina 1 mM. In particolare, vengono dissolti i liofilizzati in
0.1 mL di volume finale di acqua e in 0.5 mL di Urea 5M-NaOH 50 mM. | carbonili dei campioni
vengono derivatizzati con con 0.1 mL di dinitrofenilidrazina (DNPH) 6 mM in HCI 4N per 30 minuti al
buio a temperatura ambiente. Trascorsa I'incubazione vengono aggiunti 0.575 mL di una Master Mix
costituita da buffer Tris/acetato 0.8/0.8 M a pH 10 e 0.075 mL di SDS 250 mM. Poi viene condotta
una tripla estrazione con acetato di etile: etere di petrolio in rapporto 5:2. In dettaglio vengono
aggiunti 1.25 mL della soluzione e i campioni vengono centrifugati a 4000 g per 5 minuti. La parte
superiore di solvente viene rimossa e quella inferiore viene risospesa nuovamente con altro
solvente. Al terzo lavaggio viene eseguita la lettura spettrofotometrica a 370 nm (UV/VIS Lambda 2,
Perkin Elmer) i valori finali vengono espressi come nmoli di carbonili su mg di proteine presenti nel
campione finale. Le proteine vengono calcolate con un test di determinazione proteica utilizzando
il metodo di Bradford.
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6 RISULTATI

Sono riportati qui di seguito i risultati con tabelle e grafici riguardanti I’analisi delle bevande di soia
nell’arco di quattordici mesi di vita a scaffale, quindi oltre la scadenza. Sono stati eseguiti in totale
4 esperimenti (A, B, C, D) sui lotti di bevande di soia con mesi di shelf life dal mese 0 (produzione)
al 14, ogni due mesi (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14). In ognuno dei test tutti i campioni sono stati valutati
minimo in doppio o in quadruplicato ed é stata infine calcolata la media finale dei 4 esperimenti con
la relativa deviazione standard (sd).

6.1 pH

Per ogni tipo di mese preso in considerazione e stato misurato il pH in doppio e calcolata la media.
Successivamente i dati raccolti per ogni esperimento sono stati mediati e riassunti nella Tabella 1 e

nella Figura 1.

Tabella 1.

Mese A
0 /
2 7.51
4q 7.46
6 7.42
8 7.42
10 7.51
12 7.52
14 /

8.0

o

w

Figura 1

La bevanda a base di soia presenta delle modeste oscillazioni di pH, piu legate al lotto che al periodo
di conservazione, presentando un pH medio di circa 7.4 stabile dal sesto mese di shelf life e oltre la

data di scadenza.
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B
6.88

7.44
7.46
7.46
7.4
7.46
7.46

C
7.67
6.79

7.40
7.45
7.47
7.47
7.37

D
7.69
7.53
6.77

7.37
7.45
7.48
7.49

pH bevanda di soia

mese

pH
7.41 £ 0.46
7.28 +0.42
7.22 +0.40
7.43 +0.03
7.42 +0.04
7.46 £ 0.05
7.48 +0.03
7.44 +0.06

7.5
7
6.
6.0

0 2 4 6 8 10 12 14
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6.2 Analisi della capacita antiossidante: saggi ABTS e DPPH

| saggi ABTS e DPPH valutano la capacita degli estratti idroalcolici derivanti dalle bevande di soia di
agire da scavenger nei confronti di due radicali.

Nella Tabella 2 e nella Figura 2 sono riportati tutti i dati relativi al saggio ABTS (paragrafo 5.3.1) come
capacita antiossidante in equivalenti di Trolox o TEAC (uM Trolox/mL prodotto) sulla base della retta
di taratura costruita con standard di Trolox C.

Tabella 2.
Mese A B C D TEAC (UM Trolox / mL prodotto)
0 / 276.79  268.34  328.17 291.10 +32.38
2 282.23 / 256.99  317.59 285.61 +30.44
4 351.94 293.14 / 265.69 303.59 + 44.06
6 346.17 @ 365.73 @ 256.99 / 322.96 £ 57.96
8 325.04 | 334.47 293.73  347.05 325.07 £ 22.76
10 296.45 | 314.02 380.73 @ 411.42 350.66 + 54.40
12 277.59 | 284.95 34244  402.77 326.94 + 58.28
14 / 276.31 289.38  424.84 330.18 £ 82.24

ABTS bevanda di soia

0 2 4 6 8 10 12 14

mese

TEAC (uM Trolox/mL prodotto)
= [ W e %3]
8 8 = 2 2

(=)

Figura 2

Dai risultati riportati di tutte le analisi condotte si pud dedurre che non si riscontrano grosse
variazioni (diminuzione) del potere antiossidante del prodotto durante e oltre la shelf life.

E stato quindi eseguito un ulteriore test per stimare il potere antiossidante, il saggio DPPH, descritto
nel paragrafo 5.3.2. | dati nella Tabella 3 e nella Figura 3 sono riportati come percentuale di DPPH
scavenging.
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Tabella 3.

Mese A B C D DPPH scavenging (%)
0 / 2.92 5.66 5.87 4.82 +1.65
2 2.63 / 1.23 5.49 3.12+2.17
4 3.56 4.24 / 2.30 3.37 £ 0.98
6 4.06 4.69 2.97 / 3.90 £ 0.87
8 341 4.05 3.32 5.23 4.00 £0.88
10 3.87 4.83 3.63 3.91 4.06 £ 0.53
12 4.59 4.75 3.41 6.12 4.72+1.11
14 / 4.52 3.46 5.66 4.55+1.10

DPPH bevanda di soia

0 i i i ' ' I ' i
0 2 4 6 8 10 12 14

mese

DPPH scavenging (%)
=y

%]

Figura 3

| risultati ottenuti tramite il test del DPPH dimostrano ancora una volta che il prodotto é stabile dal
punto di vista del potere antiossidante e le variazioni sono piu dovute al lotto (Tabella 3 e Figura 3).
Dopo la data di scadenza la percentuale di DPPH scavenging non subisce diminuzioni.

6.3 Fenoli totali

E stato condotto quindi un terzo saggio per la valutazione complessiva del potere antiossidante per
validare quanto ottenuto in precedenza, il saggio per la determinazione dei fenoli totali. | valori in
Tabella 4 e Figura 4 relativi ai quattro esperimenti sono riportati come equivalenti di acido gallico
(mg/100 mL di prodotto) (GAE) sulla base della retta di taratura costruita con standard di acido
gallico come descritto nel paragrafo 5.3.3, in quanto I'acido gallico € la molecola di riferimento per
valutare il potere antiossidante.
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Tabella 4.

Mese A B C D GAE (mg/100 mL prodotto)
0 / 25.45 24.46 25.53 25.15 £ 0.59
2 27.42 / 28.81 25.50 27.25 £ 1.66
4 31.74 23.82 / 26.59 27.38 £4.02
6 30.13 19.14  26.51 / 25.26 + 5.60
8 30.56 18.25 29.78 27.79 26.60 £ 5.68
10 26.27 15.92 31.04 32.38 26.40 £ 7.46
12 25.29 / 31.89 32.50 29.90 £ 4.00
14 / / 28.03 33.62 30.82 + 3.95

Fenoli totali bevanda di soia

40

30

20

10

0
0 2 4 6 8 10 12 14

mese

GAE (mg/100 mL prodotto)

Figura 4

Il saggio che determina la quantita di fenoli totali nel campione ha permesso di confermare la
condizione di stabilita dell’attivita antiossidante valutata attraverso la capacita di scavenging con i
test ABTS e DPPH, manifestata sia durante che oltre la shelf life.

6.4 Valutazione della perossidazione lipidica

L'attivita antiossidante & stata valutata anche indirettamente attraverso lo studio della
perossidazione lipidica delle bevande. Nella Tabella 5 e Figura 5 sono descritti i risultati scaturiti
dalle medie sperimentali riguardanti la quantita di lipoperossidazione nel prodotto in quanto tale
(5A).

| valori basali se paragonati con quelli di precedenti lavori (yogurt e o Flora plus) evidenziano una
perossidabilita maggiore dovuta alla presenza di un diverso contenuto in acidi grassi poliinsaturi.
Questo effetto e ancor piu evidente quando nei campioni di bevanda di soia viene indotta la
perossidazioe lipidica in presenza di cumene/emina, classici induttori di perossidazione (Tabella 5B
e Figura 5B).
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Tabella 5A.

Mese A B B C D D Fluorescenza (u.a.)/mL prodotto
0 / 16530 11710 / 13820 13300 13840 + 2005
2 14460 / / / 11100 @ 11290 12283 + 1887
4 16330 11500 @ 10290 / 25370 17310 16160 * 5965
6 13590 8690 8230 10600 / / 10278 + 2435
8 16930 24630 19730 13240 13040 10870 16407 +5118
10 12540 7350 7890 9160 11850 8950 9623 +2112
12 / 8860 9250 10120 13210 8830 10054 *442
14 / 8090 6590 22480 9870 9600 11326 + 7339

Perossidazione lipidica bevanda di soia
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3
= 0
0 2 4 6 8 10 12 14
Figura 5A mese
Tabella 5B.
Mese A B B C C D D Fluorescenza (u.a.)/mL prodotto
0 / 381780 363390 139380 421400 543440 416920 377718 £ 132616
2 98590 / / 274880 424880 469050 450520 343584 + 156946
4 140680 192350 120000 / / 563000 473160 297838 + 205244
6 138330 219440 164220 115130 312735 510000 400000 265694 + 147909
8 156200 233570 359840 190260 424625 441370 409390 316465 + 119930
10 146800 303780 244690 126320 437590 457190 424310 305811 + 138783
12 216280 223650 219850 114750 450655 572450 478500 325162 + 172209
14 / 187900 231360 255940 426240 450890 470660 337165 + 125507
Perossidazione lipidica
bevanda di soia stimolata
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Dalla sperimentazione riportata ancora una volta si osserva una variabilita legata al lotto, tuttavia
non ci sono variazioni consistenti durante la shelf life per quanto riguarda la degradazione lipidica.
Conseguentemente alla stimolazione si riscontrano valori molto piu elevati di fluorescenza tuttavia
con andamento simile anche oltre la data di scadenza.

6.5 Studi delle proteine presenti nella bevanda di soia

Come studi a livello proteico e stata valutata la frammentazione I'ossidazione proteica nel tempo.

6.5.1 Valutazione della frammentazione proteica

Nella Tabella 6 e nella Figura 6 sono riportate le medie relative all’analisi della frammentazione

proteica della bevanda di soia studiata come tale.

Tabella 6.

Mese A
(] /
2 1.57
4 1.79
6 2.00
8 2.73
10 1.67
12 1.70
14 /

35
3.0
25
2.0
15

Abs 340 nm

1.0
0.5
0.0

Figura 6

B
0.76
/
1.98
1.81
1.80
1.83
1.58
1.93

C
1.27
1.34

/
1.22
1.40
1.52
1.88
1.65

D
0.61
0.56
0.60

/
0.82
0.70
0.71
1.11

Assorbanza (340 nm)
0.88 + 0.35
1.16 £+ 0.53
1.46 £ 0.75
1.68 +0.41
1.69 £ 0.80
1.43 +0.50
1.47 £ 0.52
1.56 +0.42

Frammentazione proteica bevanda di soia

mese

10 12 14

Come riportato nella Figura 6 si nota un incremento della frammentazione proteica gia a partire dal

secondo mese di shelf life, ma il valore si mantiene poi stabile anche oltre la data di scadenza.

6.5.2 Ossidazione proteica

Come ulteriore analisi delle proteine e stata studiata I'ossidazione attraverso la determinazione dei

gruppi carbonilici come descritto nel paragrafo 5.6. Nella Tabella 7 e Figura 7 sono riportati i dati
degli esperimenti di ossidazione proteica sotto forma di nmoli di gruppi carbonilici/mg proteine per
la bevanda di soia in quanto tale (A) e per la bevanda di soia sottoposta a stimolazione artificiale (B),

come spiegato nel paragrafo 5.6.
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Tabella 7A.

Mese A B C D nmoli carbonili/mg proteine
0 / 68.6 113.5 83.5 88.5+22.8
2 77.4 / 52.2 99.9 76.5 +23.9
4 82.4 58.5 / 55.9 65.6 + 14.6
6 75.6 38.9 52.7 / 55.7 +18.4
8 65.0 57.2 70.2 65.6 64.5%5.3
10 96.1 81.8 49.3 59.2 71.6 £21.2
12 89.1 40.5 76.9 55.2 65.4 +21.7
14 / 58.4 79.1 50.1 62.5+14.9

Ossidazione proteica bevanda di soia
120

% 100 [
§ |
& 80 -|- I I
£
= g0 I ! T
3
& 40
é 20

0

0 2 4 6 8 10 12 14
Figura 7A mese
Tabella 7B.

Mese A B C D nmoli carbonili/mg proteine
0 / 203.7 182.6 257.1 214.5 +38.3
2 146.6 / 146.5 177.7 156.9 +17.9
4 156.7 137.2 / 224.4 172.8 +45.7
6 143.8 150.5 142.6 / 145.6 +4.2
8 128.8 127.3 152.0 227.4 158.9 +£47.0
10 158.5 155.2 136.9 225.2 169.0 + 38.6
12 186.5 155.7 137.7 2213 175.3 +36.7
14 / 129.1 141.3 215.3 161.9 + 46.6

Ossidazione proteica bevanda di soia stimolata
300
% 250
g | I
o 200
£ T [ | T T
= 150 -
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< 100
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Figura 7B mese
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| campioni stimolati (7B) presentano valori piu del doppio rispetto alle bevande analizzate come tali
(A), indice che la stimolazione ha prodotto una notevole ossidazione proteica. Nei mesi di shelf life
analizzati e anche oltre la scadenza non si osservano aumenti nel contenuto di gruppi carbonilici,
indice di buona conservazione della componente proteica nel tempo.

7 CONCLUSIONI

Da quanto riportato si puo concludere che:

e Le bevande a base di soia hanno mostrato un pH di circa 7.4 durante la shelf life, senza
cambiamenti cospicui.

e La capacita antiossidante valutata attraverso i test di scavenging ABTS e DPPH e attraverso
la determinazione del contenuto di fenoli totali si € mantenuta costante durante la shelf life
e dopo la data di scadenza.

e La componente lipidica analizzata mediante il processo di lipoperossidazione, con la
determinazione del contenuto di malondialdeide, mostra che la matrice non subisce un
attacco perossidativo durante i dodici mesi di shelf life e fino alla fine dello studio.

e Per la parte proteica e stata osservata una frammentazione gia a partire dai primi mesi di
vita a scaffale del prodotto, con valori poi che si mantengono costanti nel tempo. Con I'analisi
dell’ossidazione proteica non sono stati notati aumenti nel contenuto di gruppi carbonilici
nemmeno dopo la data di scadenza.
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