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Structura parteneriatului pentru realizare IM3.2

Pentru realizarea IM3.2- Raport privind testele interlaboratoare au participat
6 parteneri din consortiul METROFOOD-RO Evolve.

Partener Conform Acord colaborare Raport
din Cererea de finantare

1 Institutul National de Cercetare-Dezvoltare IBA X
pentru Bioresurse Alimentare

2 INCDO INOE 2000 Filiala Institutul de ICIA X
Cercetari pentru Instrumentatie Analitica

3 Institutul National de Cercetare-Dezvoltare ITIM -
pentru Tehnologii Izotopice si Mole-culare

4 Universitatea de Stiintele Vietii "Regele usvTt X
Mihai I" - Facultatea de Inginerie Alimentara

5 Institutul National de Cercetare-Dezvoltare INMA X

pentru Masini si Instalatii destinate
Agriculturii si Industriei Alimentare

6 Universitatea de Stiinte Agronomice si USAMVB X
Medicina Veterinara din Bucuresti

7 Universitatea ”Dunarea de Jos” din Galati UDJG X

8 Universitatea din Bucuresti uB X

Q & % s
@ B m m— A "4
“u | oe o
C/ (-
LA A wmoe e G g




[ 2
PoCIDIF y
o o °
Conectam oportunitati 4 ) |
Finantam viitorul Q

Cofinantat de
Uniunea Europeana

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Introducere

Conform cererii de finantare METROFOOD-RO Evolve, activitatile incluse in indicatorul
IM3.2- Raport privind testele interlaboratoare sunt organizarea de min. 2 teste
interlaboratoare pentru 2 metode validate. Aceste activitati contribuie la realizarea
obiectivului specific 0S3- Consolidarea pozitiondrii METROFOOD-RO in comunitatea
stiintificd la nivel national, METROFOOD-RI si european, obiectiv implementat prin
intermediul activitatii A3.1. Obiectivul specific al subactivitatii A3.1- Sistem de calitate
integrat pentru asigurarea calitdtii si trasabilitatii mdsurdtorilor din laborator,
coordonata de IBA Bucuresti, este dezvoltarea de instrumente utilizate in evaluarea

calitatii rezultatelor obtinute din testarea produselor agroalimentare.

Instrumentele propuse a se dezvolta in aceasta subactivitate au fost: (i) materiale de
referinta, (ii) teste interlaboratoare, (iii) sisteme digitale de management al calitatii
laboratoarelor de analiza.

Pentru dezvoltarea instrumentelor propuse s-au aplicat principiile si cerintele
standardelor ISO adecvate domeniului. IM3.2- Raport privind testele
interlaboratoare s-a realizat in perioada 02.2025-07.2026, conform graficului Gantt
prezentat mai jos.

Planul de realizare activitate A3.1/2025- 2027

2025 2026 2027

Activitati/ 2(3]4|5]6|7|8[9]1]1 617]8]9
IM 0l1]2 0|1
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Dezvoltare MR
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Organizare
teste interlab.
/ IM 3.2

Dezvoltare soft
calitate/ IM
3.3
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Scopul realizarii activitatilor din IM3.2 a fost acela de a dezvolta competente in

domeniul organizarii testelor de comparari interlaboratoare.

Activitatea s-a desfasurat pe o perioada de 17 luni, in intervalul martie 2025- iulie 2026,

conform graficului Gantt prezentat in continuare.

Planul de realizare IM3.2 /2025- 2026
Activitati 2025 2026

Teste interlaboratoare (3|4 |5(6|7181]9

Cerinte generale privind -
organizarea testelor
Stabilire analit/matrice
Elaborare documente
Logistica lansare test
Studii de omogenitate
Studii de stabilitate OIC
Realizarea testarii
Elaborare proiect
statistic
Prelucrare statistica
Elaborare metodologie
organizare comparari
interlaboratoare

—_
—_
—_
—_
N
w
N
(8]
o
~N

Activitatile realizate pentru atingerea scopului propus sunt prezentate in Metodologia
de organizare a compararilor interlaboratoare, astfel, IM3.2 prezinta etapele

necesare organizarii unor teste care au un obiectiv clar definit.
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1. METODOLOGIA DE ORGANIZARE A COMPARARILOR
INTERLABORATOARE

Metodologia de organizare a compararilor interlaboratoare este structurata astfel:
Definirea domeniului de aplicare

Organizarea compararilor interlaboratoare

Pregatirea materialului de testare

Testarea produsului

Prelucrarea statistica a datelor (ISO 13528)

o U1 N W N -

Elaborare raport

1.1. Definirea domeniului de activitate

Metodologia se aplica pentru organizarea compararilor interlaboratoare in cadrul
activitatii METROFOOD-RO.

Compararile interlaboratoare se realizeaza prin intermediul testelor interlaboratoare
realizate in cadrul incercarilor de competenta, instrumente utilizate in evaluarea
calitatii rezultatului unei masuratori indiferent de domeniul aplicat (agroalimentar/

farmaceutic/ medical/ nuclear etc).

Pentru scopul standardului ISO 17043 sunt definiti termenii in conformitate cu
standardul 1SO 17000:2004, Ghidul I1SO/IEC 99:2010
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Termeni si definitii

Pentru scopul standardului ISO 17043 sunt definiti termenii in conformitate cu
standardul 1SO 17000:2004 si Ghidul ISO/IEC 99:2010, astfel:

incercare de competentd, evaluarea performantelor unui participant prin
intermediul compararilor interlaboratoare, in raport cu criterii prestabilite
furnizor de incercdri de competentd (FIC), organizatie care isi asuma
responsabilitatea pentru toate sarcinile de dezvoltare si realizare a unei scheme
de incercari de competenta

schema de incercare de competentd (PT), incercare de competenta conceputa
si utilizata in una sau mai multe runde pentru un anumit domeniu de incercare,

masurare, etalonare sau inspectie.

Pentru trasabilitatea terminologiei standardul ISO 17043 extinde definitia incercarii de

competenta cu includerea urmatoarelor:

schema cantitativa, atunci cand obiectivul este de a cuantifica unul sau mai
multi masuranzi ai obiectului supus incercarii de competenta eschema calitativa,
atunci cand obiectivul este de a identifica/ descrie una sau mai multe
caracteristici ale unui obiect supus incercarii de competenta

schema continua, atunci cand obiectele supuse incercarii de competenta sunt
furnizate la intervale regulate

transformare si interpretare a datelor, atunci cand sunt furnizate seturi de date
sau alte informatii, iar informatiile sunt prelucrate pentru a furniza alte

rezultate (interpretare date).
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Pentru scopul standardului ISO 13528 sunt definiti urmatorii termeni:

valoarea atribuita, valoarea atribuita unei anumite proprietati a unui articol
de testare a competentei;

abatere standard pentru evaluarea competentei, masura a dispersiei utilizate
in evaluarea rezultatelor incercarilor de competenta, bazata pe informatiile
disponibile. De precizat ca nu toate schemele de incercari de competenta
evalueaza competenta pe baza dispersiei rezultatelor;

eroare de masurare, valoarea cantitatii masurate minus o valoare a cantitatii de
referinta (SR GHID ISO/CEI 99:2010)

validare,confirmare prin furnizare de dovezi obiective, a satisfacerii cerintelor
pentru o anume aplicatie sau pentru o utilizare avuta in intentie;

verificare confirmare, prin furnizare de dovezi obiective, a satisfacerii cerintelor

specificate

De asemenea, in elaborarea procedurilor s-au utilizat si definitiile si prescurtarile din
SR EN ISO/CEI 17043, EA-4/18 si ISO/IEC Guide 99, astfel:

-comparare interlaboratoare (ILC)- proiectarea, organizare, efectuare si

evaluarea unor masurari sau incercari pe obiecte identice sau asemanatoare, de catre

doua sau mai multe laboratoare in conformitate cu conditii predeterminate (clauza 3.2)

-tehnica de masurare - proces de incercare / identificare a proprietatii, inclusiv

orice pretratament al esantionului originar pentru a-l pune in contact cu echipamentul

de masurare (clauza 3.3)

-proprietate - reprezinta marimea care este masurata (clauza 3.4)
-produs - obiect asupra caruia se aplica tehnica de masurare (clauza 3.5)

-FIC - furnizor de incercari de competenta
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1.3. Referentiale aplicabile domeniului (standarde 1SO)

Conform Ghidului ISO/CEI 2:1996, standardul este documentul stabilit prin consens si
aprobat de catre un organism recunoscut, care asigura reguli, linii directoare sau
caracteristici pentru activitati sau rezultatele lor, cu scopul de a obtine performanta

intr-un anumit context.

Aproape toate domeniile de activitate sunt standardizate, generand astfel un limbaj
comun si, in acelasi timp, un rezultat performant. Cu mici exceptii, implementarea
standardelor de calitate este benevola dar stimulata de unele reglementari cum ar fi
participarea la licitatii publice si, respectiv, benefica in activitatea comerciala, mai

ales in caz de litigiu.

Organismele de standardizare internationale (ISO/CEIl) si, respectiv, cele europene
(CEN/CENELEC), ofera suport tehnic pentru realizarea de proceduri utilizate in

recunoasterea mutuala a rezultatelor incercarilor de conformitate cu standardele.

Pentru a veni in sprijinul producatorilor, furnizorilor, organismelor de certificare si de
acreditare, Asociatia de Standardizare din Romania (ASRO) a adoptat standardele
europene si cea mai mare parte din standardele internationale referitoare la evaluarea

conformitatii (https://standardizare.wordpress.com/2009/04/13/evaluarea-conformitatii/).

in tabelul 1.1 sunt prezentate principalele standarde internationale utilizate in

elaborarea metodologiei de organizare a compararilor interlaboratoare.
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Tabel 1.1 Standarde internationale utilizate in organizarea compararilor
interlaboratoare
Referential Denumire

ISO 17043:2023 Evaluarea conformitatii. Cerinte generale pentru incercarile de
competenta

ISO 13528:2022 Metode statistice utilizate in testarea competentelor prin
comparatii interlaboratoare

ISO 17025:2018 Cerinte generale pentru competenta laboratoarelor de incercari si
etalonari

ISO 17034: 2017 Cerinte generale pentru competenta producatorilor de materiale de
referinta

Organizarea incercarilor de competenta este reglementata de standardul international
ISO/CEI 17043:2023- Evaluarea conformitatii. Cerinte generale pentru incercadrile
de competenta. Pentru implementarea cu succes a standardelor internationale care
evalueaza calitatea rezultatelor obtinute din analiza produselor alimentare, in 2023 a
fost aprobata varianta armonizata a standardului ISO 17043 cu ISO 17025 si 17034.

Standardul a fost preluat si de catre Asociatia Romana de Standardizare (ASRO) care
ofera, contra cost, versiunea in limba romana a versiunii armonizate (SR EN 1SO/CEI
17043:2023).

Armonizarea a vizat atat structura tehnica cat si a cerintelor sistemului de
management. In tabelul 1.2 sunt prezentate comparativ cele doud versiuni ale
standardului I1SO 17043 (util in actualizarea procedurilor specifice deja elaborate dupa

cerintele standardului din 2010).
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Tabel 1.2. Corespondenta cerintelor celor doua versiuni ale standardului ISO 17043

Nr. cerinta Cerinta Nr. cerinta
ISO 17043:2023 ISO 17043:2010
4.1 Impartialitate 5.1.4 si5.1.5 (d)
4.2 Confidentialitate 4.10515.1.5 (¢)
5 Cerinte structurale 5.1
6.1 General 4.1
6.2 Personal 4.2
6.3 Dotari si conditii de mediu 4.3
6.4 Produse si servicii furnizate extern 5.55i5.6
7.1.1 Revizuirea cererii, licitatiei si contractului 5.4
7.1.2 Comunicare Scheme PT 4.9
7.21 General 4.41
7.2.2 Proiectare statistica 4.4.4
7..2.3 Determinarea valorii atribuite 4.4.5
7.3.1 Productia de articole PT 4.4.2
7.3.2 Evaluarea omogenitatii si stabilitatii 4.4.3
articolelor PT
7.3.3 Manipularea si depozitarea articolelor PT 4.6.2
7.3.4 Ambalarea, etichetarea si distributia 4.6.3
articolelor PT
7.3.5 Instructiuni pentru participanti 4.6.1
7.4.1 Analiza datelor 4.7.1
7.4.2 Evaluarea performantei 4.7.2
7.4.3 rapoarte PT 4.8
7.5.1 Inregistrari tehnice 5.13.2
7.5.2 Controlul managementului datelor si 5.13.1
informatiilor
7.5.3 Supravegherea proceselor NOU
7.5.4 Lucrare neconforma 5.9
7.6 Tratarea reclamatiilor 5.8
7.7 Gestionarea contestatiilor 4.9.3
8.1 Cerinte generale 5.2.4
8.2 Documentatia sistemului de management 5.2
8.3 Controlul documentelor sistemului de 5.3
management
8.4 Controlul inregistrarilor 5.13.1
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8.5 Actiuni pentru abordarea riscurilor si 5.12
oportunitatilor

8.6 Tmbunatatire 5.105i 5.7

8.7 Actiuni corective 5.1

8.8 Audituri interne 5.14

8.9 Recenzii de management 5.15

Un alt standard ISO frecvent utilizat in activitatea de organizare teste interlaboratoare
este standardul international ISO 13528:2022 - Metode statistice utilizate in
testarea competentelor prin comparatii interlaboratorie (Statistical methods for
use in proficiency testing by interlaboratory comparison) care ofera modele de aplicare
a statisticii in calcularea scorului de performanta. Varianta in limba romana a
standardului ISO 13528- Metode statistice pentru utilizare in incercarile de competenta
prin comparatii interlaboratoare nu exista, dar a fost adoptat de ASRO ca SR ISO
13528:2023 astfel incat sa poata fi utilizat in activitatea curenta. Acest document ofera
suport pentru implementarea ISO/IEC 17043, in special, cu privire la cerintele pentru
proiectarea statistica, validarea elementelor de testare a competentei, revizuirea

rezultatelor si raportarea lor.

Ultima revizuire a standardului ISO 13528 s-a realizat in 2022 si ea pastreaza
majoritatea metodelor statistice si indrumarile din editia anterioara, din 2015
(inlocuitda). Cea mai importanta modificare din editia a treia (2022) se refera la
reprezentarea grafica a rezultatelor

(https://www.iso.org/obp/ui/en/#iso:std:is0:13528:ed-3:v1:en ).
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1.4. Utilizarea compararilor interlaboratoare

Laboratoarele de testare acreditate in conformitate cu cerintele standardului ISO 17025

sunt obligate sa isi dovedeasca competenta prin participarea la comparari

interlaboratoare. Instrumentul de lucru in testele de performanta (PT) sunt compararile

interlaboratoare, si ele reflectd competenta laboratoarelor de testare. in functie de

obiectivul evaluarii, compararile interlaboratoare sunt utilizate pentru :

stabilirea eficacitatii si comparabilitatii metodelor de masurare
identificarea neconformitatilor in activitatea de laborator
cresterea increderii in competenta laboratorului de masurare
caracterizarea MRC-urilor

evaluarea performantei laboratorului

studii colaborative (compararea metodelor de analiza realizate prin tehnici de

masurare diferite)

Cresterea
increderii in
competenta

laboratorului de
masurare

Identificarea
neconformitatilor
in activitatea de

laborator

Figura 1.1. Utilizarea compararilor interlaboratoare in evaluarea performantei

laboratoarelor de testare produse agroalimentare
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1.5. Cerinte generale pentru competenta furnizorilor de incercari de
competenta

Pentru operarea coerenta a tuturor schemelor de incercari de competenta, entitatile
care doresc sa organizeze astfel de incercari trebuie sa respecte cerintele standardului
ISO 17043. De asemenea, standardul prezinta cerintele de impartialitate a furnizorilor

de incercari de competenta.

Prima editie a standardului ISO 17043 a fost aprobata in anul 2010 si ea inlocuia Ghidul

ISO/CEI 43-1:2007- incercari de competenta prin comparéri interlaboratoare.

n 2023 a fost aprobata editia a doua a standardului ISO 17043, principalele modificari
urmarind: (i) armonizarea cu ISO/IEC 17025:2017, inclusiv cerintele tehnice si
structura; (ii) armonizarea cu ISO 13528:2022 din punct de vedere terminologic; (iii)
incorporarea cerintelor din 1SO/CASCO PROC 33; (iiii) includerea cerintei conform
careia activitatile de testare, activitatile de calibrare si productia de articole de
testare a competentei sunt conforme cu cerintele relevante ale standardelor

corespunzatoare de evaluare a conformitatii I1SO.

De asemene, editia din 2023 a standardului ISO 17043 precizeaza ca sunt 3 tipuri de
teste interlaboratoare care nu trebuie sa poarte denumirea testelor de competenta si
nici nu trebuie sa respecte cerintele 1SO 17043, dar pot utiliza principiile standardului
astfel: (1) evaluarea caracteristicilor de performanta ale unei metode de masurare sau
de testare (descrise adesea ca incercari in colaborare); (2) atribuirea de valori
materialelor de referinta; (3) sprijin pentru declaratii privind echivalenta masuratorilor

institutelor nationale de metrologie (NMI).
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In vederea realizarii trasabilitatii determinarilor, rezultatele trebuie s fie raportate la
un etalon de referinta, asigurarea acestei componente a sistemului integrat pentru
asigurarea calitatii incluzand: utilizarea de echipamente echilibrate, documentarea
lantului de trasabilitate, mentinerea certificatelor de calibrare, dar si integrarea

rezultatelor din testele interlaboratoare ca mijloc indirect de validare.

In concluzie, un sistem integrat pentru asigurarea calitatii si trasabilitatii
masuratorilor din laborator vizeaza politici, proceduri, procese si resurse
implementate intr-un laborator cu scopul de a asigura calitatea rezultatelor
masuratorilor dar si trasabilitatea masurarilor. Astfel, rezultatele experimentale
trebuie sa fie precise, corecte si reproductibile si deasemenea, trebuie sa fie obtinute

prin metode standardizate conforme cu cerintele specificate.

Pentru organizarea compararilor interlaboratoare utilizate in calcularea scorului de
performanta integral al unui laborator, furnizorul de comparari interlaboratoare (FIC)
trebuie sa-si implementeze, in propria activitate, cerintele specifice standardului SR
EN ISO/CEI 17043:2023 -Evaluarea conformitatii. Cerinte generale pentru competenta

furnizorilor de incercari de competenta”.

Totusi, cerintele standardului SR EN ISO/CEl 17043:2023 nu se aplica furnizorilor de
compardri interlaboratoare organizate in alte scopuri decdt evaluarea
competentei, cum ar fi validarea metodelor, testarea capacitatii personalului,
stabilirea caracteristicilor unui material de control sau atribuirea valorii unui material

de referinta.
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2. ORGANIZAREA COMPARARILOR INTERLABORATOARE

Pe langa dezvoltarea de procese/ proceduri interne si respectiv, calificarea/

autorizarea personalului, pentru realizarea unor teste de comparari interlaboratoare,

organizatorul lor trebuie sa respecte etapele prezentat in tabelul 2.1.

Tabel 2.1. Etapele organizarii testelor de performanta utilizdnd compararile
interlaboratoare
Nr.crt. Denumire Activitati Documente
1 Planificarea -stabilirea obiectivului Proiect
-stabilirea tipului de comparare
2 Selectarea -achizitie produs/ producere Studii de omogenitate si
materialului material de referinta stabilitate
-pregatire proba
3 Invitatia -identificarea participantilor la Invitatie participare
participantilor | testele interlaboratoare
4 Proiectarea -stabilirea valorii atribuite Proiect statistic
statistica -stabilirea deviatiei standard pentru
testare
5 Expedierea -ambalare proba Dovezi transport
probei -asigurare transport optim conditiilor | garantat
impuse conservarii stabilitatii
produsului
6 Colectarea -preluarea rezultatelor de la Liste valori rezultate
datelor participanti
7 Evaluarea -prelucrarea statistica a rezultatelor | Histograme cu
statistica -interpretarea rezultatelor rezultatele evaluarii
8 Evaluarea -calcularea scorului de performanta
performantei
9 Elaborare -autorizare raport Raport de performanta
raport
10 Comunicare -pregatirea comunicatelor Platforma comunicare
-transmiterea rapoartelor de rezultate
performanta
y 17
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Conform standardului SO 22117:2019- Microbiologia lantului alimentar. Cerinte
specifice si linii directoare referitoare la incercarea competentei prin comparare
interlaboratoare, o schema de testare de competenta include mai multe etape dupa

cum se poate observa si din figura 2.1.

Figura 2.1. Schema de organizare a unei testari de competenta (conform I1SO 22117:2019)

Q
1. Definirea obiectivelor schemei (analit si metoda masurare)

2. Pregatirea probelor pentru testare (omogenizare/ stabilizare/
caracterizare)

2.1. Planificarea compararilor interlaboratoare (ILC)

Compararea interlaboratoare este initiata prin elaborarea unui plan ILC care trebuie
sa includa:
- Titlul compararilor interlaboratoare (ILC), data emiterii
- Informatii despre produs, parametri de masurare (analiti)
- Numarul de produse de control/testare care trebuie trimise fiecarui laborator
- Procedura de pregatire si analiza a produsului testat de catre organizator

- Procedura de transport a probelor testate
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2.2. Lansarea invitatiei de participare la ILC

Pentru dimensionarea unei scheme de testare, organizatorul lanseaza o invitatie de
participare la ILC astfel incat sa stie cantitatea de produs necesar acoperirii nevoilor
de testare. Acest sondaj se realizeaza prin transmiterea unui formular de inregistrare,
formular care nu angajeaza obligativitatea participarii la testare.

Scrisoarea de invitatie include: scopul ILC, calendarul, numarul si cantitatea

produselor testate, si eventual cerinte speciale, daca este cazul.

2.3. Selectarea produsului si stabilire parametrului de masurare

Activitati realizate sunt: (i) stabilirea proprietatilor/ parametrilor si incercarilor
selectate, precum si o scurta descriere a consideratiilor care au stat la baza selectiei;
(ii) descrierea modului prin care sunt obtinute, pregatite, caracterizate, verificate si
distribuite produsele pentru analiza, (iii) alegerea metodei de incercare/ masurare/

etalonare (de obicei sunt metodele uzuale ale participantilor).

2.3. Studii colaborative

Studiile colaborative sunt comparari interlaboratoare organizate pentru stabilirea
caracteristicilor de performanta ale unei metode de masurare sau testare sau pentru a
caracteriza un material de referinta. in general, se recomanda organizarea studiilor
colaborative care au un singur obiectiv astfel incat, participantii sa inteleaga scopul
studiului si in acest fel sa nu compromita rezultatele. Organizarea compararilor
interlaboratoare cu mai multe obiective trebuie sa evite potentialele incompatibilitati

sau conflicte de interese.
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3. STABILIREA OVIECTIVELOR COMPARARILOR INTERLABORATOARE

Compararile interlaboratoare sunt concepute ca exercitii controlate de comparatie,
desfasurate pe esantioane comune si analizate prin metode standardizate (ex. HPLC-
DAD, LC-MS, spectrofotometrie, ICP-MS, GC-MS etc.). Fiecare laborator participant
primeste probe identice, pregatite si omogenizate conform unui protocol comun, iar
masuratorile se realizeaza respectand specificatiile tehnice agreate la nivel
METROFOOD-RI.

in functie de obiectivul evaluarii, compararile interlaboratoare sunt utilizate pentru:
validare metode masurare, caracterizare MR, verificare functionare corecta
echipamente masurare, evaluare personal implicat in activitati de laborator si
evaluarea performantei unui laborator care, sintetic spus inglobeaza toate celelalte

utilizari secventiale prezentate anterior (fig.1).

COMPARARI caracterizarea materialelor de referinta (MR)

INTERLABORATOARE

evaluarea adecvarii metodelor de masurare

evaluarea functionarii echipamentelor

evaluarea performantei de laborator

Figura 3.1. Utilizarea compararilor interlaboratoare in diverse scopuri identificate prin obiectivele stabilite
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Activitatile din A3.1 au urmarit demonstrarea utilitatii testelor de comparari
interlaboratoare si in alte scopuri decat cel traditional, si anume, de evaluare a
performantei de masurare, performanta cuantificata prin scorul z (cel mai frecvent) si,

la care toate laboratoarele acreditate trebuie sa participe.

in acest context, IBA Bucuresti a coordonat desfisurarea a doud teste de comparari
interlaboratoare, definite dupa obiectivul fiecarui test astfel:
- TEST 01- Determinarea continutului de polifenoli totali din MR-01TP

- TEST 02- Efectul criogenarii asupra continutului de polifenoli totali din MR-O1TP

De asemenea, rezultatele celor doua test au fost utilizate si pentru caracterizarea
materialului de referinta MR-O1TP realizat in IM3.1 si in optimizarea tehnicii de

masurare a polifenolilor din produse vegetale.

Deoarece substanta uscata dintr-un material de referinta influenteaza valoarea
parametrului masurat si raportat, in cele doua teste interlaboratoare s-au prelucrat
statistic rezultatele si pentru substanta uscata din MR-01TP si astfel s-a calculat scorul

z pentru laboratoarele participante.

Pentru aceasta activitate INCD IBA Bucuresti a asigurat produsul de testare MRO1-TP, a
efectuat studiile de omogenitate si stabilitate pentru MRO1-TP, a asigurat logistica
(ambalarea MRO1-TP, transportul lui catre sediul participantilor la teste), a colectat

rezultatele si a prelucrat datele obtinute din testare si a formulat concluzii.
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Rolul partenerilor din METROFOOD-RO implicati in testele interlaboratoare este

prezentat in tabelul 1.

Tabel 1. Implicarea partenerilor in realizarea testelor interlaboratoare

Nr.crt Activitate specifica IM3.2 Participant
1 Organizare/ Logistica teste interlaboratoare IBA
2 Pregatire MR  polifenoli  utilizat in  testele IBA/ ITIM
interlaboratoare
3 Evaluare omogenitate/ stabilitate MR polifenoli din faina IBA
de pielite de rosii (MR-01TP)
4 Masurarea cantitatii de polifenoli totali din MR-01TP IBA; INOE;UDJG;USAMVB;
USAVT; UB
5 Prelucrare date si  elaborare raport teste IBA
interlaboratoare

Pentru analiza polifenolilor totali din MR-O1TP, toti participantii au primit cate un
flacon de material de referinta, astfel incat toate laboratoarele sa masoare cantitatea

de polifenoli totali din acelasi lot de material de referinta.

Fiecare laborator participant a efectuat masuratorile in conditii controlate si a

documentat riguros fiecare etapa analitica.
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4. PREGATIREA PRODUSULUI DE TESTARE

Pentru ambele teste s-a utilizat o schema simultana de comparari interlaboratoare,
toti participantii au primit acelasi material de testare suficient de omogen si stabil (MR-
01TP), realizat conform tehnologiei descrise in IM3.1- Raport privind obtinerea

materialelor de referinta.

Schema procesului tehnologic de obtinere MR-01TP

sigilare

MR-01TP este o faina obtinuta din tescovina de rosii (pielite de rosii + seminte si
nervuri), conform tehnologiei dezvoltate in proiectul METROFOOD-RO Evolve in

activitatea A3.1 si descrisa in IM3.1
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Tehnologia de realizare a MR-01TP
Masa solida, constituita din subprodusele reziduale rezultate in urma procesarii rosiilor,

a fost obtinuta in timpul procesului de preparare a sucului de rosii. Separarea fazei
lichide de cea solida s-a realizat prin stoarcere la rece, utilizand un storcator industrial
cu ax melcat, care permite obtinerea eficienta a sucului, concomitent cu pastrarea

componentelor solide valoroase (coaja, seminte si pulpa reziduala).

Figura 4.1. Storcator cu presare la rece Figura 4.2. Deseul umed tescovina suc de rosii

Proba de deseu vegetal a fost supusa unui proces de uscare controlata utilizand un
uscator convectiv Memmert 100-800 (Figura 3). Procesul s-a desfasurat la o temperatura

constanta de 50°C, pe o durata de 17 ore si 48 de minute.
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Dupa finalizarea procesului de uscare, proba a fost maruntita preliminar cu ajutorul
unei rasnite de laborator MRC-300CC (Figura 4.5), pentru a facilita manipularea si
procesarea ulterioard. Tn urma acestei etape s-a obtinut un amestec cu textura
neuniforma (Figura 4.6), continand atat particule fine, cat si fragmente vizibile de

pielite, nervuri si seminte.

Figura 4.5. Rasnita de laborator Figura 4.6. Amestecul obtinut utilizand rasnita de laborator

Pentru imbunatatirea gradului de omogenitate si obtinerea unei dimensiuni uniforme a
particulelor, materialul a fost ulterior supus unui proces de macinare fina, utilizand o
moara de laborator Retsch ZM 200 (Figura 4.7). In urma acestui proces s-a obtinut o
pulbere fina, cu aspect similar fainii (Figura 4.8), in care au fost integrate toate
componentele structurale — semintele, pielitele si nervurile — considerate parti

naturale ale matricei vegetale.

| i "
Figura 4.7. Moara de laborator Figura 4.8. Pulberea obtinuta utilizdnd o moara de laborator
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5. MASURAREA POLIFENOLILOR TOTALI

Dupa stabilirea obiectivului testului de comparari interlaboratoare, in prezentul raport
sunt prezentate capabilitatile partenerilor din METROFOOD-RO in ceea ce priveste
participarea la testul de masurare a polifenolilor din MRO1-TP. Tn acest sens, au fost
identificati partenerii din METROFOOD-RO care efectueaza teste specifice masurarii

continutului de polifenoli si stadiul validarii metodei utilizate.

5.1. Metode utilizate de IBA Bucuresti

Pentru masurarea polifenolilor totali din MR-01TP, IBA Bucuresti a utilizat metoda

spectrofotometrica Folin-Ciocalteu (F-C).

Principiul testului F-C consta in reducerea reactivului Folin-Ciocalteu in prezenta

substantelor fenolice, rezultand producerea de albastru de molibden-tungsten care
este masurat spectrofotometric la A=752 nm, iar intensitatea creste liniar odata cu
concentratia de compusi fenolici in mediul de reactie. Continutul total de compusi
polifenolici a fost determinat prin metoda Folin-Ciocalteau (Wojdylo si col., 2007),
adaptata la conditiile de lucru din laborator. Pe scurt, 500 pL extract metanolic a fost
amestecat cu 5 mL reactiv Folin-Ciocalteau (diluat cu apa in proportie de 1:15) si
incubat la intuneric timp de 10 minute. Dupa expirarea celor 10 minute se adauga 500
pL carbonat de sodiu 20% si se lasa la incubat timp de 20 minute. Dupa 20 minute de
incubare la temperatura camerei, la intuneric, compusul albastru colorat dezvoltat a
fost masurat spectrofotometric la A=752 nm utilizand un spectrofotometru (Specord 210
UV-VIS, Analytic Jena, Germania). S-a realizat o curba standard folosind diferite

concentratii  (0,005-0,175 mg/mL) de acid galic in aceleasi conditii cu proba
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(R?2=0,9999). Rezultatele au fost exprimate ca medie a 6 rezultate, in mg miliechivalenti
acid galic/100 g (mg GAE/100g) (Figura 5.1).

14 4

y =7.5083x +0.0106
1.2 4 R?=0.9999

absorbanta
o o
[e)} o] [
1

I
>
1

0 0.05 0.1 0.15 0.2
concentratie (mg/mL)

Figura 5.1. Curba de calibrare pentru acid galic utilizata pentru determinarea compusilor
polifenolici

Reactivi utilizati

Reactiv Folin Ciocalteau — Sigma Aldrich

Acid galic — Sigma Aldrich

Carbonat de sodiu — Carl Roth

Metanol — Carlo Erba
Pentru extractia compusilor polifenolici, s-a cantarit o cantitate de 0,1 g proba peste
care s-a adaugat un volum de 10 mL de solvent de extractie (metanol 80%). Extractele
au fost obtinute prin vortexare (Vortex Multi reax, Heidolph Intruments, Schwabach,
Germania) la temperatura camerei, timp de 4 ore si 30 minute. Dupa vortexare, acestea
au fost centrifugate timp de 30 minute la 10.000 rotatii pe minut (rpm) la o temperatura

de 4°C pentru a indeparta reziduurile.

Pentru recuperarea completa a polifenolilor, peste reziduul ramas (ce ramane dupa ce

se colecteaza extractul) a fost adaugat un volum de 10 mL metanol si supus unui proces

27

(]
A,
0‘ ’o

|_lmc .

L IN.CD.T.IM.




Cofinantat de
Uniunea Europeana

PoCIDIF |\ 3 .
Conectam oportunitati Q{}

Finantam viitorul

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

suplimentar de vortexare timp de 1 ora. Ulterior, amestecul a fost centrifugat la 10.000
rpm, timp de 30 de minute, la o temperatura controlata de 4°C, pentru a asigura o
separare eficienta a fractiei lichide. Au fost analizate atat extractele initiale, cat si
cele obtinute dupa vortexarea si centrifugarea reziduului. Concentratiile celor doua au
reprezentat concentratia finala pentru o proba.

(a) ] (b)

Echipamentele utilizate pentru obtinerea extractelor (a) vortex, (b) centrifuga

5.2. Metode utilizate de Universitatea din Bucuresti

Universitatea din Bucuresti a implementat si validat o metoda analitica robusta, bazata
pe cromatografie lichida de inalta performanta cu detectie de tip diode array (HPLC-
DAD). Aceasta metoda este utilizata in mod curent in cadrul activitatilor de
caracterizare fitochimica desfasurate in laboratoarele universitatii, fiind adaptata
pentru evaluarea extractelor vegetale, produselor alimentare si a subproduselor
agroalimentare rezultate din procesele de valorificare circulara. Prin sensibilitatea si
selectivitatea ridicata, metoda HPLC-DAD permite identificarea si cuantificarea
simultana a compusilor polifenolici majori, oferind informatii esentiale privind
compozitia chimica, potentialul antioxidant si valorificarea functionala a matricei
analizate. In plus, utilizarea de standarde certificate si respectarea conditiilor
controlate de analiza asigura trasabilitatea metrologica a masuratorilor, conform

principiilor de calitate impuse de sistemul METROFOOD-RI.
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Pentru analiza compusilor polifenolici, Universitatea din Bucuresti utilizeaza o metoda
cromatografica de inalta performanta (HPLC) cu detectie de tip diode array (DAD),
optimizata pentru separarea si cuantificarea precisa a acizilor fenolici, flavonoidelor,
stilbenilor si taninurilor hidrolizabile. Probele sunt extrase cu un solvent hidroalcoolic,
iar compusii polifenolici sunt separati pe o coloana C18, in conditii de gradient, folosind
o faza mobila acidificata cu acid trifluoroacetic (TFA). Detectia se realizeaza cu
detectorul DAD la multiple lungimi de unda, iar cuantificarea se efectueaza pe baza

curbelor de calibrare obtinute din standarde certificate.

Analizele se realizeaza cu ajutorul unui sistem HPLC-DAD Rigol L-3000, echipat cu
pompa cuaternara, degazor, autosampler, detector DAD si coloana termostatata.
Separarea se efectueaza pe o coloana Kinetex EVO C18 (150 x 4.6 mm, 5 ym), adaptata
pentru compusi fenolici de polaritate medie si ridicata. Filtrarea fazelor mobile si a
extractelor se face prin filtre PTFE de 0.45 pm, iar pregatirea solutiilor de lucru se
realizeaza cu ajutorul unei bai ultrasonice. Sistemul este controlat prin software-ul
Rigol LabSolutions, care permite achizitia simultana de spectre UV-Vis si integrarea

automata a varfurilor cromatografice.

Sistemul HPLC DAD Rigol L-3000

Fazele mobile utilizate sunt: (A) 0,1% TFA in apa ultrapura si (B) 0,1% TFA in acetonitril

(HPLC grade). Aceasta combinatie asigura o buna rezolutie si simetrie a varfurilor,
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reducand interactiunile secundare ale analitelor cu faza stationara. Reagentii utilizati
sunt de puritate ridicata: apa ultrapura, acetonitril de grad HPLC, TFA si standarde de

polifenoli certificate — acid galic, catechina, acid clorogenic, rutina si quercetina.

Pentru prepararea probelor, se cantaresc intre 0,5 si 1,0 g de proba vegetala uscata si
macinata fin, peste care se adauga 10 mL de solvent de extractie metanol:apa (80:20,
v/v), continand 0,1% TFA. Amestecul se sonicheaza timp de 30 de minute la
temperatura camerei, apoi se centrifugheaza timp de 10 minute la 5000 rpm.
Supernatantul clar se filtreaza prin filtru PTFE de 0.45 pm si se transfera in flacon HPLC

pentru analiza

Separarea compusilor se realizeaza in conditii controlate: coloana este mentinuta la
30°C, debitul fazei mobile este de 0,6 mL/min, iar volumul de injectie este de 10 pL.
Gradientul de elutie este stabilit de la 2% la 100% faza B in 55 de minute, urmat de o
perioada izocratica de 5 minute la 100% B, apoi reechilibrare la 2% B. Detectia se
efectueaza simultan la 255, 280, 325 si 355 nm, lungimea de unda de 280 nm fiind
utilizata pentru cuantificarea principala datorita raspunsului optim pentru majoritatea
polifenolilor.

Pentru calibrare si controlul calitatii, se utilizeaza curbe de calibrare cu cinci puncte
(5-100 pg/mL) obtinute din standarde certificate, cu linearitate de cel putin R > 0.995.
Controlul zilnic al performantei instrumentale se realizeaza prin injectia unei solutii de
catechina de 25 pg/mL, iar intre seturile de probe se ruleaza probe blank pentru
verificarea contaminarii.

Identificarea compusilor se face prin compararea timpilor de retentie si a spectrelor
UV-Vis cu cele ale standardelor pure, iar cuantificarea se realizeaza prin interpolarea

suprafetei varfurilor in curbele de calibrare corespunzatoare. Rezultatele sunt
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exprimate in mg echivalent compus/g proba uscata, permitand comparabilitatea intre

probe si metode de extractie.

280 nm
800 —

—— 100 MeOH
66 50 H20 50 MeOH
—— 100 H20 |
600+ %
] | ‘ I\
400 + ‘
300 |
THL -
i A i e e
100 -
o b oo A
T T T T T T T
o 10 20 30 40 50 €0
Timp, min.

Exemplu de cromatogramd- analiza polifenolior din extracte vegetale

Pentru verificarea reproductibilitatii si comparabilitatii interlaborator, se utilizeaza

probe etalon comune pentru toate laboratoarele participante, determinate in triplicat.

Rezultatele sunt considerate acceptabile daca prezinta o deviatie standard relativa

(RSD) < 5% si o recuperare intre 90-110% fata de valorile de referinta.

Tabel 5.1. Categoriile compusilor regasiti in extractele analizate

Substanta Categorie Subcategorie
Acid galic Acid fenolic Derivat de acid benzoic
Acid protocatehic Acid fenolic Derivat de acid benzoic
Acid vanilic Acid fenolic Derivat de acid benzoic
Acid siringic Acid fenolic Derivat de acid benzoic
Acid cafeic Acid fenolic Derivat de acid cinamic
Acid p-coumaric Acid fenolic Derivat de acid cinamic
Acid o-coumaric Acid fenolic Derivat de acid cinamic
Acid ferulic Acid fenolic Derivat de acid cinamic
Acid sinapic Acid fenolic Derivat de acid cinamic
Acid clorogenic Acid fenolic Ester al acidului cafeic
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Acid rozmarinic

Acid fenolic

Ester derivat din acid cafeic

Acid ellagic Acid fenolic / Tanin simplu Dimer al acidului galic

Catechina Flavonoid Flavanol

Epicatechina Flavonoid Flavanol

Quercetina Flavonoid Flavonol

Isoquercetina Flavonoid Flavonol (glicozida de quercetind)
Rutina Flavonoid Flavonol (quercetin-rutinozida)
Hiperozide Flavonoid Flavonol (quercetin-galactozida)
Kaemferol Flavonoid Flavonol

Glicozida kaemferol Flavonoid Flavonol (glicozida de kaemferol)
Miricetina Flavonoid Flavonol

Luteolina Flavonoid Flavona

Glicozida luteolina Flavonoid Flavona (glicozida de luteolina)
Naringenina Flavonoid Flavanona

Naringina Flavonoid Flavanona (glicozida de naringenind)
Rezveratrol Stilben —

Acid tanic Tanin hidrolizabila Polimer de acid galic

Din punct de vedere al sigurantei, se respecta toate normele de protectie a muncii.

Atat acidul trifluoroacetic, cat si acetonitrilul sunt substante toxice si volatile, motiv

pentru care manipularea lor se face exclusiv sub hota, utilizand echipament individual

de protectie complet (manusi, ochelari, halat). Deseurile lichide rezultate din analiza

se colecteaza separat si se neutralizeaza conform procedurilor interne de mediu.

Rezultatele obtinute sunt raportate sub forma de profil cromatografic si valori

cantitative pentru fiecare compus identificat. Se indica atat continutul total de

polifenoli, cat si distributia specifica pe clase de compusi. Toate datele generate sunt

arhivate electronic in format .csv si .pdf, cu fisiere de calibrare, cromatograme brute

si rapoarte de integrare, asigurand astfel trasabilitatea completa a masuratorilor in
cadrul sistemului de calitate integrat METROFOOD-RO.
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Protocol de extractie asistata de microunde a compusilor naturali

Extractia asistata de microunde se realizeaza cu ajutorul unui sistemde tip Milestone
Ethos Sel care permite extractia simultana a 10 probe dupa un program. Matricea solida
si solventul se introduc intr-un vas de teflon prevazut cu sisteme de siguranta (figura
5.2, d).

Compression screw
Safety spring.
T Adapter plate

| Tndicator ring

Vessel
Safety shield

Rotor body

Figura 5.2. Sistemul Milestone Ethos Sel (a), rotorul cu 10 pozitii (b), interfata grafica pentru
selectarea parametrilor (c), vasul de extractie inserat in sistemul de siguranta (d).

Operarea sistemului de extractie

a) Se creeaza o metoda noua prin accesarea ,,MW PROGRAM’’ si se deschide
fereastra de setare a programului (figura 5.2, c) in care se pot modifica:
temperatura, timpul si puterea.

b) Se trece la pregatirea probelor pentru analiza si se porneste programul de lucru

din fereastra meniului principal

Mod de lucru

Din proba omogenizata se cantareste cu o precizie de 0,001g, o cantitate de produs
solid in fiecare din vasele de teflon. Se adauga apoi diverse cantitati de solvent. Se
acopera vasul din teflon cu capacul aferent, in jurul caruia se adauga inelul de etansare
din teflon (figura 3, d), se introduce vasul in mantaua de siguranta, peste capac se
asaza adaptorul si resortul. Unul dintre aceste vase de teflon este acoperit cu un capac

special, prevazut cu o teaca (din teflon captusit cu ceramica) in care se introduce
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senzorul de temperatura. Extractia se efectueaza la diverse intervale de timp si valori
de temperatura. Dupa racirea rotorului se scot vasele, se separa extractul de materialul
solid utilizand filtre de 0,2 mm dupa care se supune caracterizarii prin diverse metode
de: HPLC, GC, zaharuri reducatoare, capacitate antioxidanta, flavonoide totale,
polifenoli totali etc. Pentru fiecare tip de matrice vegetala se aplica metoda Response
Surface Methodology (RSM) pentru optimizarea parametrilor operationali (temperatura,

timp, raport solvent/solid, tip de solvent etc.).

Protocol de extractie a compusilor naturali utilizand extractia accelerata cu solventi
Extractia accelerata cu solventi (ASE) este o tehnica automatizata care foloseste
solventi cu puncte de fierbere scazute in amestecuri sau monosolvent la temperaturi
ridicate de pana la 200 °C si presiune (1500 psi) pentru izolarea compusilor tinta. Aceste
conditii de operare cresc considerabil solubilitatea compusilor de extras, viteza de
difuzie a solventului si transferul de masa, in timp ce viscozitatea si tensiunea
superficiala scad. ASE prezinta multe avantaje fata de tehnicile traditionale de
extractie solid / lichid.

Prezentarea si pregatirea aparatului pentru lucru

in cadrul proiectului, extractia acceleratd cu solventi se realizeaza cu ajutorul unui
aparat DIONEX ASE 200 prevazut cu celule de 33 ml din otel inoxidabil si echipat cu un
controler pentru solvent (figura 5.3). Principiul de functionare este prezentat in schema

generala (figura 5.4).
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Mod de lucru:

Extractia se efectueaza la temperaturi diferite (50, 100 si 150 °C) si diferite amestecuri
de solvent. O cantitate de proba solida se introduce in celulele de inox iar spatiul liber
se completeaza cu granule de sticla. Dupa plasarea filtrelor la ambele capete ale celulei
aceasta se sigileaza si se introduce in autosampler. In timpul procesului celula care
contine proba se preumple cu solvent de extractie, sub presiune si apoi se incalzeste.
Parametrii aparatului pentru o extractie tipica sunt: presiune (1500 psi), 2 cicluri de
extractie, volumul de solvent pentru clatirea celulei (60%), timp de purjare cu azot
(120 s), timp stationare (5 min), si timp de preincalzire (5 min). Probele colectate se
filtreaza (filtru 0.2 mm) si se caracterizeaza prin diverse metode. Pentru fiecare tip
de matrice vegetala se aplica metoda Response Surface Methodology (RSM) pentru
optimizarea parametrilor operationali (temperatura, timp, raport solvent/solid, tip de

solvent etc.).

Figura 5.4. Schema generala de functionare a sistemului de extractie ASE 200 si etapele
procesului de extractie

Protocol pentru analiza prin metoda HPLC a compusilor naturali din extracte

Metoda HPLC este foarte versatila deoarece cu ajutorul unor coloane adecvate si a unui
cromatograf de lichide dotat cu detectori DAD, fluorescenta si conductivitate se pot
analiza majoritatea compusilor de interes care se intalnesc in extracte Astfel se vor

utiliza doua sisteme HPLC : un sistem Rigol prevazut cu DAD si un sistem Varian Pro Star
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prevazut cu detector de fluorescenta si conductivitate. Diagrama schematica a
cromatografului este prezentata in figura 5.5.

Faza mobila - sunt folositi diferenti eluenti, alegerea lor depinzand de tipul coloanei de
separare si al detectorului. De obicei pentru a stabili compozitia exacta a eluentului se
urmaresc instructiunile producatorului in ceea ce priveste coloana. in cazul coloanelor
de tip C18 eluentii cel mai des folositi sunt metanolul, acetonitrilul si apa care sunt
modificati partial prin adaugare de acid trifluoracetic sau solutii tampon. Se introduc
probele de analizat in recipiente speciale si pentru fiecare compus de analizat se
prepara 5 standarde pentru trasarea curbei de etalonare. Softul aparatului integreaza
automat valorile adsorbantelor probelor in curbele de calibrare pentru fiecare compus

iar rezultatele sunt exprimate in mg/L sau alte unitati de masura adecvate.

Injectare proba

Deseu
Pompa |Y_p| COCIMAdE | I ctor -
separare

Sistem de
prelucrare date

Autosampler

) —— 300nm

_ Detector DAD
900

__.. Detetector FLD
600

Absorbanta

. Pompa

300

0<L-_MMLM@JMLKE

T
0 10

T
0 30 40 50 60

Timp, minute

Figura 5.5. Schema generala de functionare a unui sistem HPLC si o cromatograma
tipica rezultata din analiza unui extract de plante
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5.3. Metode utilizate de INOE

Determinarea continutului total de polifenoli din subprodusele de rosii s-a realizat prin
metoda colorimetrica Folin-Ciocalteu, adaptata dupa Bobkova et al. (2020).

Pentru extractie, s-a cantarit o cantitate de 0,5 g de proba omogenizata, peste care s-
au adaugat 5 mL de metanol (MeOH). Amestecul a fost agitat utilizand un mixer vortex
(model Vortex 2, IKA, Staufen, Germania) la 2500 rotatii pe minut, timp de 2 minute,

pentru a facilita extragerea compusilor fenolici din matricea solida.

Dupa prima extractie, amestecul a fost centrifugat la 11.000 rpm timp de 2 minute, iar
supernatantul a fost separat cu atentie. Reziduul solid a fost supus unei a doua extractii
in aceleasi conditii (5 mL MeOH, 2 minute vortexare, 11.000 rpm centrifugare). Cele
doua supernatante au fost reunite si filtrate printr-o membrana de celuloza cu

porozitatea de 0,45 um, obtinandu-se extractul final utilizat pentru determinare.

Reactia colorimetrica s-a realizat intr-un tub de centrifugare de 15 mL, in care s-au
adaugat succesiv urmatoarele solutii:

o 5 mL apa distilata,

« 1,5 mL solutie de carbonat de sodiu 10% (Na2COs3),

e 0,5 mL extract filtrat,

e 0,5 mL reactiv Folin-Ciocalteu.

Dupa adaugarea reactivilor, amestecul a fost omogenizat usor si lasat la incubat in
intuneric, la temperatura camerei (22-25°C), timp de 45 minute. Tn acest timp,
compusii fenolici reduc ionii de molibden si tungsten din reactiv, formand un complex
colorat albastru, a carui intensitate este proportionala cu concentratia totala de

polifenoli.
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Absorbanta a fost masurata la lungimea de unda de 765 nm, utilizand un
spectrofotometru UV-Vis Lambda 25 (PerkinElmer, Waltham, MA, SUA), cu proba martor

pregatita identic, dar fara extract.

Continutul total de polifenoli a fost determinat pe baza curbei de calibrare realizate
cu solutii standard de acid galic (interval 10-200 mg/L). Rezultatele au fost exprimate
ca mg echivalenti acid galic (GAE) per gram de proba uscata.

Toate determinarile au fost efectuate in triplicat, iar valorile finale au fost exprimate
ca medie + deviatie standard, pentru a asigura precizia si reproductibilitatea

rezultatelor.

Determinarea licopenului si B-carotenului prin HPLC-DAD

Determinarea continutului de licopen si B-caroten din subprodusele de rosii (pielite si
seminte) s-a realizat prin cromatografie lichida de inalta performanta cu detectie in
retea de diode (HPLC-DAD).

Pentru extractie, s-a cantarit o cantitate de 0,5 g de proba omogenizata si uscata, peste
care s-au adaugat 10 mL dintr-un amestec de solventi format din hexan:acetona:etanol
in raport volumic 2:1:1 (v/v/v). Amestecul a fost agitat utilizand un mixer vortex pentru
a asigura o dispersie uniforma, apoi a fost lasat sa stea 10 minute la temperatura
camerei, pentru a facilita solubilizarea pigmentilor carotenoidici. Dupa extractie,
probele au fost centrifugate la 11.000 rpm timp de 2 minute, iar supernatantul limpede
a fost separat si filtrat printr-o membrana de celuloza cu porozitatea de 0,45 um inainte
de analiza cromatografica. Toate etapele de extractie si manipulare a probelor s-au
efectuat in conditii de lumina redusa, pentru a preveni degradarea carotenoizilor

sensibili la lumina si oxigen.
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Analizele au fost realizate pe un sistem UHPLC Vanquish (Thermo Fisher Scientific,
Germania), echipat cu detector DAD (diode array detector). Separarea cromatografica
s-a efectuat pe o coloana Thermo Scientific™ Acclaim™ C30 (3 pm, 3,0 x 150 mm),
mentinuta la o temperatura constanta de 40°C. Faza mobila a fost alcatuita dintr-un
amestec de metanol continand 3,2 g/L acetat de amoniu (70%) si acetonitril (30%),
pompata izocratic la un debit de 1,7 mL/min. Volumul de injectie utilizat pentru fiecare
proba a fost de 8 pL. Detectia s-a realizat la lungimea de unda de 460 nm,
corespunzatoare absorbtiei maxime a licopenului si B-carotenului. Identificarea
compusilor s-a bazat pe compararea timpilor de retentie si a spectrelor de absorbtie
obtinute cu cele ale standardelor pure. Cuantificarea licopenului si B-carotenului s-a
efectuat prin metoda curbei de calibrare externe, utilizand standarde certificate de
HPLC pentru licopen si B-caroten (Supelco, Sigma-Aldrich), in patru puncte de

concentratie: 1, 5, 10 si 20 ng/mL.

Rezultatele au fost exprimate in pg/g proba uscata. Toate determinarile s-au realizat
in triplicat, iar valorile raportate reprezinta media + deviatia standard, asigurand

acuratetea si reproductibilitatea analizelor.

5.4. Metode utilizate de USVT

Metoda colorimetrica Folin-Ciocalteu adaptata conform ISO 14502-1:2005 -
Determination of substances characteristic of green and black tea - Part 1: Content of

total polyphenols in tea - Colorimetric method using Folin-Ciocalteu reagent

Principiul metodei
Polifenolii din pielite de rosii se extrag intr-o solutie hidroalcoolica (70 % metanol) sau

in apa continand 10 % acetonitril. Compusii fenolici extrasi reduc reactivul Folin-
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Ciocalteu in mediu alcalin, formand un complex colorat albastru. Intensitatea culorii se
determina spectrofotometric la 765 nm si este proportionala cu continutul total de
polifenoli, exprimat ca echivalent acid galic (GAE) raportat la substanta uscata a

probei.

Reactiv / Solutie Preparare / Observatii

Solutie de extractie (metanol 70 % Se amesteca 700 mL metanol cu 300 mL apa distilata
v/v)

Reactiv Folin-Ciocalteu (10 % v/v) Se dilueaza 1 parte reagent concentrat cu 9 parti apa;
se prepara zilnic
Solutie de Na,COs (7,5 % m/v) Se dizolva 7,5 g Na2COs in apa calda si se

completeaza la 100 mL
Solutie standard de acid galic (1000 Se dizolva 0,100 g acid galic monohidrat in apa
pg/mL) distilata si se completeaza la 100 mL

Solutii standard de calibrare (10-50 Se prepara dilutii adecvate din solutia stoc
Hg/mL)

Aparatura: spectrofotometru capabil sa masoare la A=765 nm; baie termostatata la
70°C; pipete automate si baloane cotate; centrifuga sau filtre de hartie; eprubete sau
cuve de reactie.

Pregatirea probei- Proba se macina fin si se omogenizeaza. Se determina continutul de
substanta uscata prin uscare la 103°C pana la masa constanta. Rezultatul se exprima
ca fractie in calculul final.

Extractia polifenolilor (1) se cantaresc 0,200 g (+ 0,001 g) de proba maruntita si se
adauga 5,00 mL metanol 70 % (v/v) la 70°C; (2) se agita energic timp de cateva secunde
pentru dispersarea completa a probei; (3) se incalzeste amestecul la 70°C/ 10 minute,
agitand intermitent in timpul extractiei, (4) se raceste, se centrifugheaza (3500 rpm,
10 minute), colectand supernatantul; (5) se repeta extractia cu alti 5,00 mL solvent, se
combina extractele si se completeaza pana la volum final de 10,00 mL cu methanol

70%, rece. Probele pot fi diluate daca este cazul.
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Reactia colorimetrica

Se pipeteaza 1,0 mL extract (in duplicat), se adauga 5,0 mL reactiv Folin-Ciocalteu (10
%) si, dupa 3-8 minute se adauga 4,0 mL solutie de Na;COs (7,5 %). Se lasa 60 de minute
la temperatura camerei si se masoara absorbanta la 765 nm.

Curba de calibrare

Curba de calibrare se traseaza folosind standard de acid galic (10-50 pg/mL) si
complexul se citeste spectrofototometric la 765 nm. Coeficientul de corelatie R?
trebuie sa fie > 0,995.

Calculul continutului de polifenoli totali

(Dsample — Dintercept) x 10000 x ‘/;alllple X d

wr =
Sstd X Msample X WDM

unde:

wr = continutul total de polifenoli (exprimat in % echivalenti acid galic, GAE);
Dsample = absorbtia probei dupa corectarea cu blanc;

Dimercept = absorbtia la interceptul curbei de calibrare;

Ssta = panta curbei de calibrare (ug/mL per unitate de absorbtie);

Vsample = volumul extractului de proba (mL);

d = factorul de dilutie aplicat (daca este cazul);

Msample = Masa probei analizate (g);

wp) = fractia de substanta uscata a probei.

Rezultatul se exprima in procente (% m/m) echivalenti acid galic (GAE) raportat la

substanta uscata.

Controlul calitatii
Se verifica linearitatea curbei (R? > 0,995). Determinarile se efectueaza in duplicat sau

triplicat. Se folosesc reactivi proaspeti, iar solutiile se pastreaza protejate de lumina.
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Raportarea rezultatelor
Se raporteaza tipul de proba, masa probei, conditiile de extractie, valorile

absorbantelor, curba de calibrare si rezultatul final (% GAE din substanta uscata).

5.5. Metode utilizate de USAMVB

Dozarea spectrofotometrica a polifenolilor totali

Determinarea cantitativa a polifenolilor totali se realizeaza folosind o metoda
spectrofotometrica ce se bazeaza pe reducerea fosfowolframatilor si fosfomolibdatilor
din reactivul Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999).

Mod de lucru

O cantitate bine determinata de proba (cantarita la balanta analitica) se supune
extractiei in etanol 40%, prin ultrasonicare la 50°C, timp de 20 de minute. Ulterior
extractiei, 1 ml din probele filtrate se adauga in baloane brune cotate (25 ml) peste
care se adauga 0,25 ml reactiv Folin-Ciocalteu si 4,75 ml apa distilata. Dupa formarea
compusilor colorati in albastru, la intuneric timp de 10 minute, se adauga o solutie de
NazCOs 7% pana la cota, iar probele se incubeaza timp de 30 de minute pentru
definitivarea complexului colorat. Apoi probele se racesc si se determina extinctia la
750 nm fata de un martor preparat in mod identic, dar in care proba a fost inlocuita cu
apa distilata.

Calculul rezultatelor

Cuantificarea rezultatelor se face folosind o curba de etalonare realizata cu acid galic,
solutiile standard (10-200 pg/ml) fiind preparate in acelasi mod ca si probele. Se
traseaza curba extinctie functie de concentratia de acid galic. Dupa fitare se obtine
ecuatia dreptei care se utilizeaza apoi pentru calcularea cantitatii de compusi cu

structura fenolica din proba careia i s-a determinat extinctia la 750 nm, exprimarea
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facandu-se in mg GAE/100 g produs (GAE=echivalent acid galic). in final, cantitatea de
compusi fenolici totali se raporteaza la continutul in substanta uscata a materialului de

referinta si se exprima in mg GAE/100 g SU.

Bibliografie

1. Singleton V.L, Orthofer R., 1999. Analysis of total phenols and other oxidation substrates
and antioxidants by means of Folin-Ciocalteu reagent. Meth. Enzymol. 299, 152-178

2. Versari A., Parpinello G. P., Mattioli A. U., 2007. Characterisation of Colour Components
and Polymeric Pigments of Commercial Red Wines by Using Selected UV-Vis
Spectrophotometric Methods. S. Afr. J. Enol. Vitic. 28, p. 6-10

3. Soytong, M., Guevarra, P. R., Mateo, J. M. C., & Galvez, H. F. (2021). Evaluation of
tomatoes fruits flesh colour, beta-carotene and lycopene content.

5.6. Metode utilizate de UDIJG

Determinarea continutului in polifenoli din surse vegetale prin metoda colorimetrica
este bazata pe o reactie de transfer de electroni intre compusii fenolici si reactivul
Folin-Ciocalteu, un amestec de acid fosfomolibdenic (HsPW12040) si acid fosfotungstic
(H3PMo12040). Tn mediu bazic, fenolii transferd electroni catre molibden, formand un
complex colorat albastru intens, care absoarbe lumina in domeniul infrarosu, la o
lungime de unda de 760 nm. Intensitatea culorii este proportionala cu concentratia
totala de fenoli din proba (Singleton & Rossi, 1965; Afonso et al., 2021). Absorbtia
maxima a complexului colorat format in reactia Folin-Ciocalteu se masoara in infrarosu,
de obicei la o lungime de unda situata intre 740 si 770 nm. Valorile cel mai frecvent

utilizate in literatura de specialitate sunt:
e A =750 nm - lungimea de unda originala propusa in metoda Singleton & Rossi (1965);
« A =760 nm - valoare utilizata frecvent in aplicatiile clasice;

e« A =765 nm - valoare standardizata in protocoalele moderne AOAC si I1SO 14502-1
(Ainsworth & Gillespie, 2007; Sanchez-Rangel et al., 2013);
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Protocolul publicat in revista Nature Protocols de Ainsworth & Gillespie (2007) -
Estimarea continutului total de compusi fenolici si a altor substraturi de oxidare din
tesuturile vegetale utilizand reactivul Folin-Ciocalteu propune lungimea de unda de 765
nm si are peste 4000 de citari pe platforma Google Scholar. nsa, determinarea a fost
raportata si la 725 nm. Makkar (2003), citat de 156 ori, foloseste 725 nm pentru
determinarea continutului total de polifenoli si taninuri, iar Margraf et al. (2015)
foloseste aceeasi lungime pentru determinarea polifenolilor din sucuri si ceaiuri si este
citat de peste 250 ori pe platforma Google Scholar. Bancuta et al. (2016) au studiat
prin comparatie mai multe lunigimi de unda, 725, 750, 760 si 765 nm. Rezultatele au
aratat ca determinarea realizata pe acid galic a dat rezultate mai mari in intervalul 750
si 760 nm. Totusi, pe materie vegetala - struguri - rezultate semnificativ mai mari au
fost obtinute pentru 725 nm. Prin utilizarea metodelor statistice (regresie liniara,
corelatii Pearson, analiza componentelor principale, testul t Student) autorii au
concluzionat ca 725 nm este cea mai buna lungime de unda care s-a corelat cel mai
mult cu valorile concentratiei. Rezultatele obtinute la 765 nm si 760 nm au continut un
raport de eroare ridicat, din aceasta cauza fiind diferite de rezultatele obtinute la 725
nm si 750 nm. Desi interfera usor, semnalul principal la 725 nm este mult mai intens si
mai stabil decat la 750-765 nm. In acest interval, absorbtia complexului este deja in
scadere, iar semnalul este mai zgomotos, rezultand o eroare statistica mai mare
(Bancuta et al., 2016), lungimea de unda de 725 nm fiind un compromis optim intre
sensibilitate si stabilitate, chiar daca include o mica interferenta cu alti compusi decat

polifenolii.

Reactivul Folin-Ciocalteu se pregateste prin dizolvarea initiala a 100 g tungstat de sodiu
(Na2W04.2H,0) si 25 g Molibdat de sodiu (NazM004.2H20) in 700 mL apa distilata. Apoi,
solutia astfel obtinuta este acidifiata cu 50 mL acid clorhidric concentrat si 50 mL acid

fosforic 85%. Solutia acidifiata este fiarta timp de 10 h si racita. Ulterior, se adauga 150
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g de sulfat de litiu (Li;S04.4H20). Solutia de culoare galben intens rezultata este
reactivul Folin-Ciocalteu (Sanchez-Rangel et al., 2013). Reactia dintre polifenoli si
reactivul Folin-Ciocalteu pentru a genera complexul de culoare albastra (posibil
[PMoW11040]*) are loc in mediu alcalin, la pH 10. Aceasta valoare este atinsa prin
adaugare de carbonat de sodiu (Na2COs). Tn aceste conditii bazice, disocierea protonilor
fenolici duc la formarea ionului fenolat, capabil sa reduca reactivul Folin-Ciocalteu
(Sanchez-Rangel et al., 2013).

Pentru extractia polifenolilor din surse vegetale sunt utilizati in mod obisnuit solventii
organici; cu toate acestea, selectia lor variaza in functie de studiu (Knez et al., 2025).
Cei mai utilizati solventi sunt n-hexanul, acetona, metanolul si etanolul, adesea
combinati cu apa. Influenta tipului si a concentratiei solventului asupra eficientei
extractiei polifenolilor a fost investigata pe larg. De exemplu, s-a observat un continut
mai mare de polifenoli in extractele obtinute folosind 70% etanol in apa, comparativ cu
cele obtinute cu 70% metanol, etanol absolut sau metanol absolut (Knez et al., 2025 si
bibliografia citata). Totusi, Ammar et al. (2018) au concluzionat ca o polaritate mai
mare a solventului sporeste eficienta extractiei. In studiul lor, eficacitatea diluantilor
a urmat urmatoarea ordine: extract metanolic > extract etanolic > extract acetonic >

extract dietilic eter > extract acetat de etil > extract hexan.

Amestecul este centrifugat si se recupereaza solventul, numit in continuare extract.
Extractul se dilueaza apoi corespunzator, iar la un volum cunoscut de extract se adauga
reactiv Folin-Ciocalteu si solutie de carbonat de sodiu 60g/L (Na:2COs) pentru a crea
mediul alcalin. Dupa o perioada de reactie cuprinsa intre 30 de minute si maximum 2
ore (Ainsworth & Gillespie, 2007; Bancuta et al., 2016), la temperatura camerei,

absorbtia este masurata spectrofotometric la 760 nm (Sohrabvandi et al., 2012).
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Rezultatele se exprima de obicei in mg echivalenti acid galic/L (mg GAE/L), folosind o
curba de calibrare realizata cu standard de acid galic sau in mg echivalenti acid

ferulic/L (mg FAE/L), folosind o curba de calibrare realizata cu standard de acid ferulic.

Metoda clasica, propusa de Singleton & Rossi (1965) presupune reactia dintre un volum
de 0,2 ml extract si 1,5 ml reactiv Folin Ciocalteu. Dupa 5 min de reactie se adauga 1,5
ml solutie Na,CO3, 60g/L. Amestecul de reactie se lasa in repaus timp de 90 min la
temperatura camerei, dupa care se citeste absorbanta la A=750 nm fata de metanol
acidifiat.Desi metoda Folin-Ciocalteu este rapida, sensibila si reproductibila, nu este
complet specifica doar pentru compusii fenolici. Ea poate reactiona si cu alti compusi
reducatori, precum anumite zaharuri, aminoacizi, sulfiti sau vitamina C, fapt care
poate duce la supraestimarea valorii totale a fenolilor (Everette et al., 2010; Sanchez-
Rangel et al., 2013). Cu toate acestea, datorita simplitatii si aplicabilitatii largi, metoda

ramane una dintre cele mai utilizate in cuantificarea polifenolilor.

Principiul metodei de separare prin HPLC

Cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC) este o tehnica de separare bazata
pe diferentele de interactiune dintre compusii dintr-un amestec si cele doua faze
implicate (Agilent Technology, 2025):

— Faza mobila - lichidul care curge prin sistem (un solvent sau un amestec de solventi);
— Faza stationara - materialul fixat in interiorul coloanei (de obicei particule de silice

modificate chimic).

Compusii fenolici (polifenolii) se separa in functie de polaritatea si afinitatea lor fata

de aceste faze.

Polifenolii sunt compusi aromatici, adesea polari, care contin mai multe grupari hidroxil

(-OH) atasate la un nucleu fenolic. De aceea, HPLC in faza inversa (reverse phase HPLC,
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RP-HPLC) este cea mai utilizatd metoda pentru separarea lor. in RP-HPLC cele doua

faze implicate sunt urmatoarele:

— Faza stationara - nepolara, de exemplu o coloana C18 - octadecilsilana;

— Faza mobila - polara: amestecuri de apa cu metanol, acetonitril sau acid formic.

Compusii mai polari vor avea interactiuni mai slabe cu faza stationara si vor iesi mai

repede, in timp ce compusii mai nepolari se vor retine mai mult in coloana.

Etapele separarii prin HPLC sunt urmatoarele:

a) Injectia probei - un volum mic (de obicei 10-20 pL) din extractul care contine
polifenolii este introdus in fluxul fazei mobile.

b) Transportul prin coloana - faza mobila transporta compusii prin faza stationara.

c) Separarea - fiecare polifenol se deplaseaza cu o viteza diferita, in functie de
interactiunile hidrofobe, hidrogen, si dipol-dipol.

d) Detectia - compusii separati sunt detectati la iesirea din coloana, de obicei cu
detector UV-Vis (deoarece polifenolii absorb in UV, 254-370 nm).

e) Obtinerea cromatogramei - un grafic semnal (absorbtie) vs. timp, in care fiecare varf

(peak) corespunde unui compus.

Interactiunile implicate in separare sunt:

— Interactiuni hidrofobe intre lanturile C18 si partile nepolare ale polifenolilor.
— Legaturi de hidrogen intre gruparile -OH si faza mobila.

— Interactiuni m-m intre nucleele aromatice si faza stationara.

Acestea determina timpul de retentie (1z) al fiecarui compus.

Avantajele metodei de separare a polifenolilor prin HPLC sunt:
— Rezolutie inalta intre compusi similari (izomeri, derivati).
— Sensibilitate mare, potrivita pentru concentratii mici.

— Posibilitatea de cuantificare (determinarea concentratiilor).
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— Compatibilitate cu diverse tipuri de extracte vegetale.
In fig. 5.6 este prezentatd schema de principiu a unui aparat HPLC iar in fig. 5.7

succesiunea operatiilor pentru extractia polifenolilor prin HPLC.

Manipulator
Probe pentru separare pe fractiuni

Injector de proba
Supapa de comutare

— Circulatia fluidelor (

Solventi A B
1RE |
Y
” ~ —>|J_x Detector, de ex. UV-VIS
Pompa solvent A '[ ui —f°
. c3 ) ! g H=TY
Pompa solvent B \ > Q)| &= ‘I' —Coloana de separare
— - :J_ e
ey ) |
T \ | | @)‘ Op ~————— Colector de fractiuni
==\ / . \ \° GGGG.‘ | Flacoane care contin fractii
,l' \ \\ Mixer
,' Supapa
| \ Degazor
Pompa de purjare

Pompa de presiune inalta—/

Fig. 5.6. Schema de principiu a unui aparat HPLC

&

| Preprocesarea datelor

v ————y

—
| Analiza puritatii

\ ‘ C R l -E-:”. ! N |Analiza polifenolilor
ST——
B

| Analiza personalizata ‘

Analiza datelor

Esantionare HPLC-MS

Prelevare probe

Fig.5.7. Succesiunea operatiilor pentru analiza polifenolilor
Pregatirea probelor pentru separarea polifenolilor prin HPLC cuprinde urmatoarele

etape (Lopez-Fernandez et al., 2020):
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o Extractie: 1 g proba solida (ex. planta uscata) + 10 mL solvent metanol: apa 80:20
v/v acidificat (0.1% HCl sau 0.1% acid formic ) cu agitare 30 min la sonicare sau 1 h
pe agitator magnetic.

e Centrifugare 10 min 4000 rpm si decantare. Se repeta extractia daca e necesar, apoi
se combina extractele.

e Evaporare sub N; in rota-evaporator pana la uscare si reconstituire in volum cunoscut
(ex. 2 mL MeOH:H20 50:50). Filtrare prin filtru 0.22 pym inainte de injectie.

e Curatare (optional): SPE C18 pentru probe complexe (se aplica extract, se spala cu

apa, apoi cu cu metanol/acetonitril).

Alegerea coloanei de separare: pentru separarea polifenlilor prin metoda HPLC clasica
se recomanda coloana C18 150 x 4.6 mm, 3-5 pym, iar pentru metoda UPLC, coloana 100
x 2.1 mm, 1.7-2.1 ym (Lépez-Fernandez et al., 2020). O coloana fenil-hexil sau C18 cu

grupari polare incorporate poate imbunatati separarea izomerilor aromatci.

Exemplu general - metoda robusta pentru un amestec tipic: acid galic, acid cafeic,
acid clorogenic, catechina, epicatechina, rutina, quercetina, kaempferol (Somkuwar et
al., 2018; Kalogiouri et al., 2022; Ueda et al., 2023):

— Coloana: C18 150 x 4.6 mm, 5 pm/ Temperatura: 30 °C/ Flux: 1.0 mL/min/ Injectie:
10 pL (ajusteaza la concentrari)/ Monitorizare la 280, 320 si 360 nm; scanare 200-
400 nm pentru identificare/ Faza mobila: A = Apa + 0.1% acid formic, B = acetonitril
+ 0.1% acid formic/ Gradient (total = 50 min):

0.0 min — 5% B (echilibrare initiala)

0-5 min — 5% B (start)

5-30 min — liniar la 40% B

30-38 min — liniar la 60% B

38-42 min — linear la 95% B (spalare coloanei pentru compusi nepolari)
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42-50 min — 5% B reechilibrare (sau 42-55 min reechilibrare completa)
— Timp de rulare recomandat: 50 min (se paote scurta la ~30-35 min pentru separari
mai rapide, dar s-ar putea pierde rezolutie).
Ordinea tipica de elutie (orientativa, depinde de coloana) este:
e Acizi fenolici foarte polari (ex. acid galic)/ Acizi cinnamici (acid cafeic, clorogenic)/

Flavanoli (catechina, epicatechina)/ Rutinozide (rutina)/ Aglicone flavonoli

(quercetina, kaempferol) — eluteaza spre sfarsit (sunt mai nepolari dupa hidroliza).

Exemplu de separare polifenoli din faina de pielite sau seminte de struguri prin
HPLC

Parametri experimentali tipici (Dabetic et al., 2022; Pérez-Navarro et al., 2019):

o Proba uscata la 40...50 °C, macinata la < 1 mm pentru pielite/seminte de struguri;

» Extractie: raport proba:solvent = 1:10 (w/v); solvent metanol: apa (80:20) acidificat
(de exemplu 0.1 % acid formic). Agitare/sonicare circa 30 min la aproximativ 50 °C;

o Filtrare la 0,22 ym, eventual degazare solvent;

o Coloana HPLC: C18 inversa (de exemplu 150 x 4.6 mm, 5 pm) sau echivalent;
temperatura circa 30 °C;

» Faze mobile: A = apa + 0.1 % acid formic; B = acetonitril + 0.1 % acid formic;

e Program gradient (exemplu): 0-5 min: 5 % B; 5-30 min: 5 — 40 % B; 30-38 min: 40 —
60 % B; 38-42 min: 60 — 95 % B; 42-50 min: revenire la 5% B & reechilibrare pana la
50 min. Flux ~1.0 mL/min, injectie 10 pL. Detector DAD, monitorizare la 280 nm
(flavanoli, acizi fenolici), 320 nm (acizi cinnamici), 360 nm (flavonoli) sau scanare
200-400 nm.
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Observatie: in seminte de struguri domina flavan-3-oli (catechina / epicatechina) si
procianidine; in pielite de struguri se gasesc si flavonoli/glicozide + acizi fenolici (Ky &
Teissedre, 2015).

Exemplu de separare polifenoli din faina de pielite de rosii prin HPLC

Parametri experimentali tipici (Perea-Dominguez et al., 2018; Kizilirmak Esmer et al.,

2022; Xiao et al., 2024):

o Proba uscata la 40...50 °C, macinata la < 1 mm;

» Extractie: solvent metanol:apa 80:20 v/v + acid (ex. 0.1% formic);

o Coloana HPLC: C18 250 x 4.6 mm, 5 pm la circa 30 °C;

» Faze mobile: de exemplu A = apa + 1% acetic acid; B = metanol; flux ~1.1 mL/min;
injectie 10 pL. Se pot separa 16 polifenoli simultan conform metodei Xiao et al.
(2024).

o Program gradient (exemplu): inceput ~x% B (ex. metanol) — crestere pana la -... in
~60 min; metoda validata pentru 0.1-20 pg/mL interval (Xiao et al., 2024).

o Detectie DAD, monitorizare tipic la 280 nm, 320 nm etc.

Observatie: in pielitele de rosii se gasesc acizi fenolici (cafeic, ferulic, p-coumaric),
naringenin, rutina, catehina etc., sub forma legata sau conjugata (Kizilirmak Esmer et
al., 2022).

Bibliografie
Shalaby, E. A., Shanab, S. M., & Singh, V. (2010). Salt stress enhancement of antioxidant and antiviral
efficiency of Spirulina platensis. Journal of Medicinal Plants Research, 4(24), 2622-2632.

Lamuela-Raventos R.M. (2018). Folin-Ciocalteu method for the measurement of total phenolic content
and antioxidant capacity. Measurement of antioxidant activity & capacity: recent trends and
applications, 107-115.

51

BA Cipe




Cofinantat de
Uniunea Europeana

PoCIDIF [ 4.4 -

Conectam oportunitati
Finantam viitorul

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Prior, R.L., Wu, X. & Schaich, K. (2005) Standardized methods for the determination of antioxidant
capacity and phenolics in foods and dietary supplements. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
53(10), 4290-4302.

Vallverd(-Queralt, A., Medina-Remodn, A., Martinez-Huelamo, M. et al. (2011) Phenolic profile and
hydrophilic antioxidant capacity as chemotaxonomic markers of tomato varieties. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 59(8), 3994-4001.

Singleton, V.L., & Rossi, J.A. (1965). Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-
phosphotungstic acid reagents. American Journal of Enology and Viticulture, 16(3), 144-158.

Afonso, J.J., Paiva, A., Cardoso, S.M., & Calhelha, R.C. (2021). Craft beers as functional beverages:
phenolic profile and antioxidant activity. Beverages, 7(1), 1-13.

Ainsworth, E. A., & Gillespie, K. M. (2007). Estimation of total phenolic content and other oxidation
substrates in plant tissues using Folin-Ciocalteu reagent. Nature protocols, 2(4), 875-877.

Sanchez-Rangel, J. C., Benavides, J., Heredia, J. B., Cisneros-Zevallos, L., & Jacobo-Velazquez, D. A.
(2013). The Folin-Ciocalteu assay revisited: improvement of its specificity for total phenolic content
determination. Analytical methods, 5(21), 5990-5999.

Makkar, H. P. (2003). Measurement of total phenolics and tannins using Folin-Ciocalteu method.
In Quantification of tannins in tree and shrub foliage: A Laboratory Manual (pp. 49-51). Dordrecht:
Springer Netherlands.

Margraf, T., Karnopp, A. R., Rosso, N. D., & Granato, D. (2015). Comparison between Folin-Ciocalteu and
Prussian Blue assays to estimate the total phenolic content of juices and teas using 96-well
microplates. Journal of food science, 80(11), C2397-C2403.

Bancuta, O. R., Chilian, A., Bancuta, I., lon, R. M., Setnescu, R., Setnescu, T., & Gheboianu, A. (2016).
Improvement of spectrophotometric method for determination of phenolic compounds by statistical
investigations. Romanian Journal of Physics, 61(7-8), 1255-1264.

Knez, E., Kadac-Czapska, K., & Grembecka, M. (2025). Evaluation of Spectrophotometric Methods for
Assessing Antioxidant Potential in Plant Food Samples—A Critical Approach. Applied Sciences, 15(11),
5925.

Ammar, A.F., Baeshen, M.; Aqglan, F.M., Siddeeg, A., Chamba, M.V.M., Afifi, M., Almulaiky, Y.Q., Alayafi,
A. (2018). Solvent Effects on Antioxidant Activities and Phenolic Contents of the Alhydwan (Boerhavia
Elegana Choisy) Seed Flour. J. Food Meas. Charact. 12, 2121-2127

Sohrabvandi, S., Taghizadeh, M., Mortazavian, A.M., & Ghavi, F. (2012). Assessment of antioxidant
activity and some quality properties of non-alcoholic beers. Iranian Journal of Pharmaceutical
Research, 11(4), 1071-1079.

Everette, J.D., Bryant, Q.M., Green, A.M., Abbey, Y.A., Wangila, G.W., & Walker, R.B. (2010). Thorough
study of reactivity of various compound classes toward the Folin-Ciocalteu reagent. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 58(14), 8139-8144.

Agilent Technology 2025. Liquid chromatography. https://www.agilent.com/en/product/liquid-
chromatography, accesat in noiembrie 2025.

52

BA Cipe

........ [ele] IN.CDT.LM.




Cofinantat de
Uniunea Europeana

PoCIDIF [ 4.4 -

Conectam oportunitati
Finantam viitorul

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Ahmed R. 2024. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC): Principles, applications, versatality,
efficiency, innovation and comparative analysis in modern analytical chemistry and in
pharmaceutical sciences, Clinical Investigation, 14(9),

ChenS., Yuan Y., Zhang F., Lin S., Zu P., Farag M.A., Simal-Gandara J., Cao H. & Xiao J. 2025. UPLC-
ESI-MS/MS-based chemometric approach for investigating the effect of conventional versus modern
extraction methods on polyphenols recovery from grape seed wastes. Food Chemistry, 487, 144619.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2025.144619

Dabetic N., Todorovic V., Malenovic A., Sobajic S. & Markovic B. 2022. Optimization of Extraction and
HPLC-MS/MS profiling of phenolic compounds from red grape seed extracts using conventional and
deep eutectic solvents. Antioxidants, 11(8), 1595. https://doi.org/10.3390/antiox11081595

De Aradjo F.F., de Paulo Farias D., Neri-Numa I.A. & Pastore G.M. 2021. Polyphenols and their
applications: An approach in food chemistry and innovation potential. Food Chemistry, 338, 127535.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.127535

Dhalaria R., Verma R., Kumar D., Puri S., Tapwal A., Kumar V., Nepovimova E. & Kuca K. 2020.
Bioactive Compounds of Edible Fruits with Their Anti-Aging Properties: A Comprehensive Review to
Prolong Human Life, Antioxidants 2020, 9(11), 1123. https://doi.org/10.3390/antiox9111123

Intharuksa A., Kuljarusnont S., Sasaki Y. & Tungmunnithum D. 2024. Flavonoids and other polyphenols:
Bioactive molecules from traditional medicine recipes/medicinal plants and their potential for
phytopharmaceutical and medical application. Molecules, 29(23), 5760.
https://doi.org/10.3390/molecules29235760

Kalogiouri N.P., Karadimou C., Avgidou M.S., Petsa E., Papadakis E.-N., Theocharis S., Mourtzinos I.,
Menkissoglu-Spiroudi U. & Koundoura S. 2022. An optimized HPLC-DAD methodology for the
determination of anthocyanins in grape skins of red Greek winegrape cultivars (Vitis vinifera L.).
Molecules, 27(20), 7107. https://doi.org/10.3390/molecules27207107

Kizilirmak Esmer, O., Kocak, E., Cevrem, A. E., & Kicikoglu, O. (2022). Alkali Extraction of Phenolic
Compounds from Tomato Peel: Optimization of Extraction Conditions and Investigation of Phenolic
Profile by LC-MS/MS. Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 10(sp2), 2966-
2976. https://doi.org/10.24925/turjaf.v10isp2.2966-2976.5646

Ky I. & Teissedre P.-L. 2015. Characterisation of Mediterranean grape pomace seed and skin extracts:
polyphenolic content and antioxidant activity. Molecules, 20(2), 2190-2207.
https://doi.org/10.3390/molecules20022190

Lopez-Fernandez O., Pateiro M., Munekata P.E.S., Rocchetti G. & Lorenzo J.M. 2020. Determination of
Polyphenols Using Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry Technique (LC-MS/MS): A
Review. Antioxidants, 9(6), 479. https://doi.org/10.3390/antiox9060479

Palos-Hernandez A., Gonzalez-Paramas A.M. & Celestino Santos-Buelga C. 2024. Latest advances in
green extraction of polyphenols from plants, foods and food by-products. Molecules, 30(1), 55.

Pandey K.B. & Rizvi S.I. 2009. Plant polyphenols as dietary antioxidants in human health and disease.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2(5), 270-278. https://doi.org/10.4161/0xim.2.5.9498

Perea-Dominguez X.P., Hernandez-Gastélum L.Z., Olivas-Olguin H.R., Espinosa-Alonso L.G., Valdez-
Morales M. & Medina-Godoy S. 2018. Phenolic composition of tomato varieties and an industrial

53

000 IN.CDT.LM.



Cofinantat de
Uniunea Europeana

PoCIDIE 1" 4g -
P ' 9.

Finantam viitorul

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

tomato by-product: free, conjugated and bound phenolics and antioxidant activity. Journal of Food
Science and Technology, 55(9), 3453-3461. https://doi.org/10.1007/s13197-018-3269-9

Pérez-Navarro J., Izquierdo-Canas P.M., Mena-Morales A., Martinez-Gascueia J., Chacon-Vozmediano
J.L., Garcia-Romero E., Hermosin-Gutiérrez |I. & Gomez-Alonso S. 2019. Phenolic compounds profile
of different berry parts from novel Vitis vinifera L. red grape genotypes and Tempranillo using
HPLC-DAD-ESI-MS/MS: A varietal differentiation tool. Food Chemistry, 295, 350-360.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.05.137

Plaza M., Dominguez-Rodriguez G., Castro-Puyana M., Marina M.L. 2018. Polyphenols analysis and
related challenges. In Galanakis C.M. (Ed.) Polyphenols: Properties, Recovery, and Applications.
Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, pp. 177-232.

Pyrzynska K. & Sentkowska A. 2019. Chromatographic Analysis of Polyphenols. Ch. 21 in Polyphenols in
Plants. Isolation, Purification and Extract Preparation (Second Edition), pp. 353 - 364. Elsevier,
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-813768-0.00021-9

Rusu M.E., Fizesan I., Vlase L. & Popa D.-S. 2022. Antioxidants in Age-related diseases and anti-aging
strategies. Antioxidants, 1(10), 1868. https://doi.org/10.3390/antiox11101868

Somkuwar R.G., Bhange M.A., Oulkar D.P., Sharma A.K. & Ahammed Shabeer T.P. 2018. Estimation of
polyphenols by using HPLC-DAD in red and white wine grape varieties grown under tropical
conditions of India. Journal of Food Science and Technology, 55(12), 4994-5002.
https://doi.org/10.1007/s13197-018-3438-x

Sun M.-F., Jiang C.-L., Kong Y.-S., Luo J.-L., Yin P. & Guo G.-Y. 2022. Recent advances in analytical
methods for determination of polyphenols in tea: A comprehensive review. Foods, 11(10), 1425.
https://doi.org/10.3390/foods11101425

Ueda J.M., Griebler K.R., Finimundy T.C., Rodrigues D.B., Verissimo, L., Pires T. C. S. P., Gongalves J.,
Fernandes I.P., Pereira E., Barros L., Heleno S.A. & Calhelha R.C. 2023. Polyphenol composition by
HPLC-DAD-(ESI-)MS/MS and bioactivities of extracts from grape agri-food wastes. Molecules, 28(21),
7368. https://doi.org/10.3390/molecules28217368

Xiao X., Liu F., Sun M., Tang Z., Wu Y., Lyu J.,Khan K.S. & Yu J. 2024. Development of a high-
performance liquid chromatography method for simultaneous quantification of sixteen polyphenols
and application to tomato. Journal of Chromatography A, 1733, 465254.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2024.465254

Yu M., Gouvinhas I., Rocha J. et al. 2021. Phytochemical and antioxidant analysis of medicinal and
food plants towards bioactive food and pharmaceutical resources. Scientific Reports, 11, 10041.
https://doi.org/10.1038/s41598-021-89437-4

Zagoskina N.V., Zubova M.Y., Nechaeva T.L., Kazantseva V.V., Goncharuk E.A., Katanskaya V.M.,
Baranova E.N. & Maria A Aksenova M.A. 2023. Polyphenols in Plants: Structure, Biosynthesis, Abiotic
Stress Regulation, and Practical Applications (Review). International Journal of Molecular Sciences,
24(18), 13874. https://doi.org/10.3390/ijms241813874

Zhang H. & Tsao R. 2016. Dietary polyphenols, oxidative stress and antioxidant and anti-inflammatory
effects. Current Opinion in Food Science, 8, 33-42. https://doi.org/10.1016/j.cofs.2016.02.002

8 &

SALATIENSIS




Cofinantat de
Uniunea Europeana

PoCIDIE 1" 4g -
E e

Finantam viitorul

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

6. STUDII DE OMOGENITATE si STABILITATE

6.1. Studii de omogenitate

Testele de omogenitate sunt esentiale pentru a asigura consistenta proprietatilor
materialelor de referinta (MR) in toate unitatile si in cadrul unitatilor individuale.
Ghidul 1SO 35:2017 ofera indrumari detaliate privind efectuarea testelor de
omogenitate ca parte a procesului de productie a MR (Figura 6.1). Testele de
omogenitate asigura ca materialul de masurare este potrivit pentru utilizarea
prevazuta, iar rezultatele sunt utilizate pentru a calcula componenta de incertitudine
asociata cu omogenitatea. Daca se constata ca materialul este insuficient de omogen,

pot fi necesare procesari sau ajustari suplimentare.

Testele de omogenitate asigura:
-omogenitatea intre unitati: toate unitatile MR au valori ale proprietatilor consistente
in limita incertitudinii declarate.
-omogenitatea in cadrul unitatii: materialul din cadrul fiecarei unitati este uniform, in

special atunci cand se preleveaza subesantioane pentru masurare.

Evaluarea omogenitatii

-variabilitatea intre unitati: abaterea standard intre unitati este calculata pentru a
determina daca variabilitatea este acceptabila pentru utilizarea preconizata a MR.
-variabilitatea in cadrul unitatii: daca este permisa subesantionarea, variabilitatea in
cadrul unitatii este evaluata pentru a se asigura ca dimensiunea minima a esantionului

este suficienta pentru masuratori precise.
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Testarea omogenitatii este o etapa esentiala in productia de materiale de referinta
pentru a asigura fiabilitatea si consecventa masuratorilor in toate unitatile si

subesantioanele.

Studiile de omogenitate au fost realizate de catre laboratorul
acreditat din IBA Bucuresti. Rezultatele arata ca MR-01TP este
un produs omogen, analizele au respectat cerintele
standardului I1SO 17043 si ISO 35 (omogenitatea intre

unitati/omogenitatea in cadrul unitatii).

Proba Umiditate TPC (mg GAE/100g) Medie pe  Medie Deviatia
(%) rap. las.u lot standard
1 1.1 5,00 730,24 720,77
1.2 5,02 711,29 740,38 17,45
2 2.1 4,98 774,23 754,19
2.2 4,95 734,14
3 3.1 5,01 748,83 746,20
3.2 4,99 743,57

S-au analizat urmatorii parametri: varianta intre loturi, varianta intre replicate si
incertitudinea masuratorilor, pentru a evalua omogenitatea probelor. Aceasta analiza
a permis evidentierea variatiilor atat intre loturi cat si in cadrul replicatelor, oferind o

imagine clara asupra consistentei si repetabilitatii masuratorilor realizate.
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Astfel in analiza omogenitatii s-au analizat 3 loturi, fiecare lot in dublu. Aplicand

analiza statistica cu programul MiniTab, obtinem urmatoarele

Analiza statistica cu programul MiniTab pentru 3 loturi, fiecare lot in dublu

Varianta intre loturi (SB) 609,24 (mg/100g)2
Varianta intre replici (SW) 332,32 (mg/100g)?
Incertitudinea standard pentru o unitate 12,89 mg/100g
Incertitudinea standard a mediei globale 7,44 mg/100g
Incertitudinea totala (variabilitatea intre loturi si intre replici) 16,08 mg/100g

6.2. Studii de stabilitate

Studiile de stabilitate au fost realizate de catre laboratorul acreditat din IBA Bucuresti.
Rezultatele arata ca MR-01TP este un produs stabil, analizele fiind efectuate conform
cerintelor din standardul ISO 17043 si 1SO 35.

A fost calculat p-value pentru a testa daca exista diferente semnficative intre loturi.
Astfel valoarea obtinuta a fost de 0,29 (p>0,05), ceea ce inseamna ca nu exista
diferente semnificative intre loturi, proba este omogena. Rezultatele obtinute in urma
determinarilor efectuate asupra fainii din subprodusul ramas dupa stoarcerea rosiilor
sunt prezentate in Tabelul 6.2.

Saptamanal au fost analizate cate trei flacoane, fiecare determinat in dublu.
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Tabelul 6.2. Continutul de TPC in MR-01TP

Timp de Codificare Proba in Umiditate TPC (mg GAE/100g) Medie @ Medie
depozitare dublu (%) rap. la s.u lot
0.1 1 5,05 779,01 764,31
2 5,08 749,61
TO 0.2 1 5,00 762,38 761,51 762,24
2 5,05 760,65
0.3 1 5,01 776,60 760,88
2 5,02 745,17
1.1 1 5,08 752,82 744,68
2 5,00 736,54
T1 1.2 1 4,93 742,40 753,05 757,34
2 4,94 763,70
1.3 1 4,91 784,39 774,30
2 5,01 764,20
2.1 1 5,20 730,47 750,12
2 5,24 769,77
T2 2.2 1 5,18 717,56 733,26 752,95
2 5,24 748,96
2.3 1 5,37 769,44 775,37
2 5,35 781,34
3.1 1 5,09 714,28 725,85
2 4,94 737,43
T3 3.2 1 5,23 777,68 770,80 741,24
2 5,16 763,92
3.3 1 4,98 711,55 727,08
2 5,31 742,61
4.1 1 4,98 729,06 729,56
2 5,0 730,05 737,87
T4 4.2 1 5,07 711,57 725,68
2 5,09 739,79
4.3 1 5,06 785,74 758,38
2 5,10 731,01
5.1 1 4,77 737,66 731,86
2 5,33 725,70 734,85
T5 5.2 1 5,46 738,98 722,03
2 5,32 705,07
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5.3 1 5,28 773,98 750,84
2 5,27 727,86
6.1 1 5,06 719,53 724,36
2 5,06 729,19 725,34
Té 6.2 1 4,93 743,40 741,75
2 5,07 740,10
6.3 1 5,02 712,17 709,90
2 5,22 707,62
7.1 1 4,89 715,44 723,31
2 4,95 731,17
T7 7.2 1 4,79 720,14 716,24 722,24
2 4,93 712,34
7.3 1 4,99 707,46 727,18
2 4,99 746,89
8.1 1 5,02 723,37 736,11
2 5,00 748,86 716,77
T8 8.2 1 4,98 672,50 693,35
2 5,06 714,90
8.3 1 4,99 700,78 720,84
2 5,05 740,91
9.1 1 5,15 707,12 721,93
2 5,21 736,73 712,41
T9 9.2 1 5,01 712,11 709,80
2 5,16 707,49
9.3 1 5,08 724,54 705,49
2 5,08 686,44

Analiza statistica ANOVA a permis calcularea variantei intre flacoane (SB), a variantei
intre replici (SW), precum si a statisticii F si a p-value corespunzatoare pentru fiecare

saptamana.

Rezultatele obtinute in urma analizei statistice sunt prezentate in tabelul 6.3.
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Tabelul 6.3. Analiza statistica ANOVA cu privire la stabilitatea fainii obtinute din
subprodusul ramas dupa stoarcerea rosiilor

Saptamana SB (variatia intre SW (variatia intre F p-value

flacoane) replicate)

(mg/100g)? (mg/100g)?
0 6,65 309,20 0,021 0,9789
1 466,15 187,73 2,483 0,2311
2 899,26 445 34 2,019 0,2783
3 1311,00 281,66 4,654 0,1203
4 638,19 632,12 1,010 0,4621
5 432,77 570,00 0,759 0,5410
6 104,71 26,48 3,954 0,1442
7 61,93 311,68 0,199 0,8298
8 932,82 441,15 2,115 0,2673
9 145,23 391,62 0,371 0,7179

Interpretarea datelor indica faptul ca, in toate saptamanile, diferentele dintre flacoane
nu sunt semnificative statistic (p-value > 0,05), iar variabilitatea interna intre replicate
este mai mare decat diferentele intre unitati, confirmand stabilitatea materialului.
Aceasta constatare sustine utilizarea fainii obtinute din subprodusul ramas dupa
stoarcerea rosiilor ca material de referinta stabil si omogen pentru determinarea

compusilor polifenolici pe parcursul a 9 saptamani de depozitare.

Concluziile studiilor de omogenitate si stabilitate

Omogenitatea materialului a fost evaluata prin analiza a trei flacoane, fiecare
determinata in dublu. Rezultatele ANOVA au aratat ca diferentele dintre flacoane nu
sunt semnificativ statistic, iar variabilitatea interna intre replicate a fost mai mare
decat cea intre flacoane. Stabilitatea materialului pe durata celor 9 saptamani a fost

evaluata prin monitorizarea continutului de polifenoli totali. Media generala a valorilor
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obtinute, precum si deviatia standard calculata pe toate cele 60 de analize (736,5 +
25,5), indica faptul ca materialul este stabil pe termen scurt. Variabilitatea observata
se incadreaza in intervalul deviatia standard si confirma pastrarea caracterului analitic

al materialului pe intreaga perioada de studiu.

Interpretarea datelor indica faptul ca, in toate saptamanile, diferentele dintre flacoane
nu sunt semnificative statistic (p-value > 0,05), iar variabilitatea interna intre replicate

este mai mare decat diferentele intre unitati, confirmand stabilitatea materialului.

5.3. Conditii de ambalare, depozitare si transport

Polifenolii din produsele vegetale sunt sensibili la conditiile de mediu (lumina si
oxigen), prin urmare s-a propus ambalarea in flacoane din sticla bruna care reduce
degradarea polifenolilor initiata de lumina naturala. De asemenea, capacitatea mica a
flacoanelor permite un contact minim cu oxigenul din mediul de ambalare.

Temperatura de depozitare si transport este de 4°C-30°C.

RMR-01TP
(Polyphenols)
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7. REALIZAREA TESTARII INTERLABORATOARE

IBA Bucuresti a furnizat fiecarui participant la testele interlaboratoare cate 3 produse

de material de testare.

Proba | Denumire Descriere

Proba 1 | MR-01-TP | faina din pielite de rosii ambalata in flacon din sticla bruna,
etichetat, sigilat prin termosudare cu folie de aluminiu

Proba 2 | fiola rosie | faina din pielite de rosii obtinuta prin distilare criogenica a
produsului din MR-01-TP

Proba 3 | fiola produs MR-01-TP ambalat in vid

albastra

Cantitatea de produs din fiecare proba

Proba Denumire Gramaj produs (g)
Proba 1 MR-01-TP 20
Proba 2 fiola rosie 2
Proba 3 fiola albastra 2

Produsele au fost realizate conform tehnologiei dezvoltate in activitatea A3.1 din
proiectul METROFOOD-RO Evolve si descrisa in IM3.1.

Pentru prelucrarea datelor adecvata obiectivului stabilit, s-a optat pentru
standardizarea raportarii rezultatelor, astfel incat toti participantii sa transmita

informatiile necesare din Testul 01-Cl si, respectiv Testul 02-Cl.

62

.........

2000 IN.CDT.LM.




Cofinantat de
Uniunea Europeana

PoCIDIF |\ 3 .
Conectam oportunitati 9{.}

Finantam viitorul

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

TEST 01/ PARTICIPANT: P1- IBA BUCURESTI

Participant: IBA Bucuresti

TEST 01-CI -DETERMINAREA CONTINUTULUI DE POLIFENOLI TOTALI DIN
MR-01TP

Rezultatele se raporteaza cu doud zecimale, unitatea de masura fiind mg GAE/100g s.u.

Caracteristici Unitate de masura Rezultat Metoda de testare Metoda
utilizata acreditati(da/nu)
Umiditate % 5,08+0,14 Gravimetrica da
(Substanta uscata) (94,92)
Polifenoli totali mg GAE/100g 699,09 Spectrofotometrica da
produs Folin-Ciocalteu
Polifenoli totali/ s.u mg GAE/100g s.u | 736,50+25,50 - -
Substante reducatoare g/100 g
Licopen

Persoana responsabila cu raportarea rezultatelor: Anghel Mihaela

Denumire metoda 1 - Metoda Folin Ciocalteau

Principiul metodei - Principiul testului F-C consta in reducerea reactivului Folin-
Ciocalteu in prezenta substantelor fenolice, rezultand producerea de albastru de
molibden-tungsten care este masurat spectrofotometric la 752 nm, iar intensitatea
creste liniar odata cu concentratia de fenolici in mediul de reactie.

Parametri lucru - extractie 2000 rpm, temp 25°C, centrifugare 10000 rpm, temp 4°C.
Mod de lucru - Continutul total de compusi polifenolici a fost determinat prin metoda
Folin-Ciocalteau (Wojdylo si col., 2007), adaptata la conditiile de lucru din laborator.
Pe scurt, 500 pL extract metanolic a fost amestecat cu 5 mL reactiv Folin-Ciocalteau
(diluat cu apa in proportie de 1:15) si incubat la intuneric timp de 10 minute. Dupa
expirarea celor 10 minute se adauga 500 pL carbonat de sodiu 20% si se lasa la incubat
timp de 20 minute. Dupa 20 minute de incubare la temperatura camerei, la intuneric,
compusul albastru colorat dezvoltat a fost masurat spectrofotometric la 752 nm
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utilizand un spectrofotometru (Specord 210 UV-VIS, Analytic Jena, Germania). S-a
realizat o curba standard folosind diferite concentratii (0,005-0,175 mg/mL) de acid
galic in aceleasi conditii cu proba (R?=0,9999). Rezultatele au fost exprimate in mg

miliechivalenti acid galic/100 g substanta uscata (mg GAE/100g s.u.).

TEST 02 / Participant: P1- IBA Bucuresti

Participant: IBA Bucuresti
TEST 02-C1 RAPORTAREA REZULTATELOR

EFECTUL CRIOGENARII ASUPRA CONTINUTULUI DE POLIFENOLI TOTALI
Rezultatele se raporteaza cu doud zecimale, unitatea de masura fiind mg GAE/100g s.u.

Caracteristici Unitate de masura Proba 1 Proba 2 Proba 3
MR-01TP Fiola rosie Fiola albastra
Substantd uscatd % 94,92 95,0 95,00
Polifenoli totali mg GAE/100g produs 699,09 626,29 595,84
Polifenoli mg GAE/100g s.u 736,50£25,50 659,254+28,08 | 627,20+£11,28
totali/substanta uscata

Responsabil transmitere rezultat — Anghel Mihaela

DESCRIEREA METODEI DE DETERMINARE A CONTINUTULUI DE
POLIFENOLI TOTALI DIN MR-01TP

Denumire metoda 1 - Metoda Folin Ciocalteau, descrisa anterior.
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TEST 01/ Participant: P2- INOE 2000

Participant: 2. INCDO INOE 2000 ICTA

TEST 01-CI RAPORTAREA REZULTATELOR
DETERMINAREA CONTINUTULUI DE POLIFENOLI TOTALI DIN MR-01TP

Rezultatele se raporteaza cu doud zecimale, unitatea de masura fiind mg GAE/100g s.u.

Caracteristici Unitate de Rezultat Metoda de testare Metoda
masura utilizata acreditati(da/nu)
Umiditate % 5,90 Gravimetrica nu
(Substanta uscata)
Polifenoli totali mg GAE/100g 510.03 Spectrofotometrica nu
produs Folin-Ciocalteu
Polifenoli totali/ s.u mg GAE/100g s.u 542 - -
Substante reducatoare g/100 g - -
P - caroten mg/100 g s.u. 10.69 HPLC DAD nu
Licopen mg/100 g s.u. 14.73 HPLC DAD nu

Persoana responsabila cu raportarea rezultatelor: Anca Becze

7.DESCRIEREA METODEI DE DETERMINARE A CONTINUTULUI DE
POLIFENOLI TOTALI DIN MR-01TP

7.1.Denumire metoda: Determinarea continutului total de polifenoli prin metoda
colorimetrica Folin-Ciocalteu

«Principiul metodei: Metoda Folin-Ciocalteu se bazeaza pe capacitatea compusilor
fenolici de a reduce, in mediu alcalin, complexul fosfomolibdat-fosfotungstat din
reactivul Folin-Ciocalteu, cu formarea unui complex colorat albastru. Intensitatea
culorii dezvoltate este proportionala cu concentratia totala de polifenoli din proba si
este determinata spectrofotometric la 765 nm. Continutul total de polifenoli se
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cuantifica prin raportare la o curba de calibrare realizata cu acid galic si se exprima ca
mg echivalenti acid galic per gram de proba uscata (mg GAE/g s.u.).

eParametri de lucru:

-Masa proba: 0,5 g proba omogenizata/-Solvent de extractie: metanol (MeOH)/-Volum
solvent extractie: 2 x 5 mL

-Metoda de extractie: vortexare/-Timp vortexare: 2 minute/-Viteza vortex: 2500 rpm
-Centrifugare: 11.000 rpm, 2 minute/-Filtrare: membrana de celuloza, 0,45 pm
-Volum extract utilizat la reactie: 0,5 mL

-Reactivi: reactiv Folin-Ciocalteu, Na:C0: 10%/-Timp incubare: 45 minute/-
Temperatura incubare: 22-25°C

-Lungime de unda: 765 nm/-Echipament: spectrofotometru UV-Vis/-de calibrare: acid
galic, 10-200 mg/L

*Mod de lucru: Se cantaresc 0,5 g de proba omogenizata, peste care se adauga 5 mL
metanol. Amestecul se vortexaza timp de 2 minute la 2500 rpm, apoi se centrifugheaza
la 11.000 rpm timp de 2 minute. Supernatantul se separa, iar reziduul solid este supus
unei a doua extractii in aceleasi conditii. Supernatantele obtinute se reunesc si se
filtreaza prin membrana de celuloza de 0,45 pm. Pentru reactia colorimetrica, intr-un
tub de centrifugare de 15 mL se adauga succesiv 5 mL apa distilata, 1,5 mL solutie de
Na:COs 10%, 0,5 mL extract filtrat si 0,5 mL reactiv Folin-Ciocalteu. Amestecul se
omogenizeaza usor si se lasa la incubat in intuneric, la temperatura camerei, timp de
45 minute. Absorbanta se masoara la 765 nm fata de un martor preparat identic, dar
fara extract. Continutul total de polifenoli se calculeaza pe baza curbei de calibrare cu
acid galic si se exprima ca mg GAE/g substanta uscata. Determinarile se efectueaza in
triplicat, rezultatele fiind raportate ca medie + deviatie standard.

7.2 Denumire metoda: Determinarea continutului de licopen si B-caroten prin
cromatografie lichida de inalta performanta cu detectie in retea de diode (HPLC-DAD)
«Principiul metodei: Metoda se bazeaza pe separarea si determinarea cantitativa a
carotenoizilor (licopen si B-caroten) prin cromatografie lichida de inalta performanta,
utilizand o coloana C30 specifica separarii izomerilor carotenoidici si detectie UV-Vis
cu detector in retea de diode. Licopenul si B-carotenul sunt extrasi din matricea solida
cu un amestec de solventi organici nepolari si polari, apoi separati cromatografic si
detectati la lungimea de unda de 460 nm, corespunzatoare maximului de absorbtie al
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carotenoizilor. Cuantificarea se realizeaza prin raportare la curbe de calibrare externe
obtinute cu standarde certificate, rezultatele sunt exprimate ca pg/g proba uscata.
eParametri de lucru:

-Masa proba: 0,5 g proba omogenizata si uscata/-Solvent extractie10 mL:
hexan:acetona:etanol (2:1:1, v/v/v)

-Metoda de extractie: vortexare/10 minute/-Temperatura de extractie: 22-25°C
-Centrifugare: 11.000 rpm, 2 minute/-Filtrare: membrana de celuloza, 0,45 pm
-Echipament cromatografic: UHPLC Vanquish (Thermo Fisher Scientific)

-Coloana cromatografica: Thermo Scientific™ Acclaim™ C30, 3 pm, 3,0 x 150 mm
-Temperatura coloana: 40°C

-Faza mobila: metanol cu 3,2 g/L acetat de amoniu (70%) : acetonitril (30%)

-Mod de elutie: isocratic

-Debit faza mobila: 1,7 mL/min/-Volum injectie: 8 pL/-A= 460 nm

-Detector: DAD (diode array detector)

-Standarde de calibrare: licopen si B-caroten (HPLC grade, Supelco, Sigma-Aldrich)
Interval calibrare: 1-20 ng/mL (1, 5, 10, 20 ng/mL)

«Mod de lucru: Se cantaresc 0,5 g de proba omogenizata si uscata, peste care se adauga
10 mL din amestecul de solventi hexan:acetona:etanol (2:1:1, v/v/v). Probele se
vortexeaza pentru asigurarea unei dispersii uniforme si se lasa la extractie timp de 10
minute la temperatura camerei. Dupa extractie, suspensiile se centrifugheaza la 11.000
rpm timp de 2 minute, iar supernatantul limpede se separa si se filtreaza prin
membrana de celuloza de 0,45 pm. Analiza cromatografica se realizeaza pe sistem
UHPLC Vanquish echipat cu detector DAD, utilizand o coloana C30 mentinuta la 40°C.
Separarea se efectueaza izocratic, cu un amestec de metanol continand acetat de
amoniu si acetonitril, la un debit de 1,7 mL/min. Volumul de injectie este de 8 pL, iar
detectia se realizeaza la 460 nm. Identificarea licopenului si B-carotenului se bazeaza
pe compararea timpilor de retentie si a spectrelor de absorbtie cu cele ale standardelor
pure. Cuantificarea se efectueaza utilizand curbe de calibrare externe, iar rezultatele
sunt exprimate in pg/g proba uscata. Toate determinarile se realizeaza in triplicat,
rezultatele fiind raportate ca medie + deviatie standard. Toate etapele de extractie si
manipulare a probelor se desfasoara in conditii de lumina redusa, pentru a preveni
degradarea carotenoizilor sensibili la lumina si oxigen.
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Participant: 2.INCDO INOE 2000 INOE

CARACTERISTICILE METODEI
DETERMINAREA POLIFENOLILOR TOTALI DIN MR-01TP

SPECTROFOTOMETRICE FOLIN-CIOCALTEU

Caracteristici Valori

Solvent extractie metanol

Temperatura de extractie, °C 22-25°C
Durata de extractie, minute 30
A utilizata, nm 765

Alti parametri de interes Vortexare 2500 rpm; extractie dubld; centrifugare 11.000 rpm;
incubare reactie Folin—Ciocalteu 45 minute in intuneric; calibrare
cu acid galic (10-200 mE/L)

TEST 02/ Participant: P2- INOE 2000

Participant: 2.INCDO INOE 2000 ICIA
TEST 02-C1 EFECTUL CRIOGENARII ASUPRA CONTINUTULUI DE POLIFENOLI

TOTALI
Rezultatele se raporteaza cu doud zecimale, unitatea de masura fiind mg GAE/100g s.u.

Caracteristici Unitate de masura Proba 1 Proba 2 Proba 3
MR-01TP Fiola albastra Fiola rosie
Substanta uscata % 94.1 96 97.9
Polifenoli totali mg GAE/100g produs 510.03 464.87 380.71
Polifenoli totali/s.u mg GAE/100g s.u 541.99 484.24 388.77

Responsabil transmitere rezultat — Anca Becze

68

.........




Cofinantat de
Uniunea Europeana

PoCIDIE 1" 4g -
)

ntam viitorul

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Denumire metoda: Determinarea continutului total de polifenoli prin metoda
colorimetrica Folin-Ciocalteu

TEST 3 -IC / RAPORTAREA REZULTATELOR
EFECTUL CRIOGENARII ASUPRA CONTINUTULUI DE LICOPEN si B -CAROTEN

Rezultatele se raporteaza cu doua zecimale, unitatea de masura fiind mg/100g s.u.

Caracteristici Unitate de masura Proba 1 Proba 2 Proba 3
MR-01TP Fiola rosie | Fiola albastra
Substanta uscata g/100 g 94.1 96 97.9
B - caroten mg/100g s.u 10.69 14.1 14.08
Licopen mg/100g s.u 14.73 15.07 15.94

Responsabil transmitere rezultat Anca Becze

Denumire metoda: Determinarea continutului de licopen si B-caroten prin
cromatografie lichida de inalta performanta cu detectie in retea de diode (HPLC-
DAD)

Principiul metodei: Metoda se bazeaza pe separarea si determinarea cantitativa a
carotenoizilor (licopen si B-caroten) prin cromatografie lichida de inalta performanta,
utilizand o coloana C30 specifica separarii izomerilor carotenoidici si detectie UV-Vis
cu detector in retea de diode. Licopenul si B-carotenul sunt extrasi din matricea solida
cu un amestec de solventi organici nepolari si polari, apoi separati cromatografic si
detectati la lungimea de unda de 460 nm, corespunzatoare maximului de absorbtie al
carotenoizilor. Cuantificarea se realizeaza prin raportare la curbe de calibrare externe
obtinute cu standarde pure certificate, iar rezultatele sunt exprimate ca pg/g proba
uscata.

Parametri de lucru:
o Masa proba: 0,5 g proba omogenizata si uscata
o Solvent de extractie: 10 mL hexan:acetona:etanol (2:1:1, v/v/v)
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Metoda de extractie: vortexare/ 10 minute

Temperatura de extractie: 22-25°C

Centrifugare: 11.000 rpm, 2 minute

Filtrare: membrana de celuloza, 0,45 pm

Echipament cromatografic: UHPLC Vanquish (Thermo Fisher Scientific)
Coloana cromatografica: Thermo Scientific™ Acclaim™ C30, 3 ym, 3,0 x 150 mm
Temperatura coloana: 40°C

Faza mobila: metanol cu 3,2 g/L acetat de amoniu (70%) : acetonitril (30%)
Mod de elutie: isocratic

Debit faza mobila: 1,7 mL/min

Volum injectie: 8 pL

Lungime de unda detectie: 460 nm

Detector: DAD (diode array detector)

Standarde de calibrare: licopen si B-caroten (HPLC grade, Supelco, Sigma-
Aldrich)

Interval calibrare: 1-20 ng/mL (1, 5, 10, 20 ng/mL)

@)
©)
©)
@)
@)
©)
©)
@)
@)
@)
©)
©)
@)
@)

Mod de lucru: Se cantaresc 0,5 g de proba omogenizata si uscata, peste care se adauga
10 mL din amestecul de solventi hexan:acetona:etanol (2:1:1, v/v/v). Probele se
vortexeaza pentru asigurarea unei dispersii uniforme si se lasa la extractie timp de 10
minute la temperatura camerei. Dupa extractie, suspensiile se centrifugheaza la 11.000
rpm timp de 2 minute, iar supernatantul limpede se separa si se filtreaza prin
membrana de celuloza de 0,45 pm. Analiza cromatografica se realizeaza pe sistem
UHPLC Vanquish echipat cu detector DAD, utilizand o coloana C30 mentinuta la 40°C.
Separarea se efectueaza izocratic, cu un amestec de metanol continand acetat de
amoniu si acetonitril, la un debit de 1,7 mL/min. Volumul de injectie este de 8 pL, iar
detectia se realizeaza la 460 nm. Identificarea licopenului si B-carotenului se bazeaza
pe compararea timpilor de retentie si a spectrelor de absorbtie cu cele ale standardelor
pure. Cuantificarea se efectueaza utilizand curbe de calibrare externe, iar rezultatele
sunt exprimate in pg/g proba uscata. Toate determinarile se realizeaza in triplicat,
rezultatele fiind raportate ca medie + deviatie standard. Toate etapele de extractie si
manipulare a probelor se desfasoara in conditii de lumina redusa, pentru a preveni
degradarea carotenoizilor sensibili la lumina si oxigen.
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TEST 01/ Participant: P3- USAMVB

Participant: USAMYV - BUCURESTI

TEST 1- DETERMINAREA CONTINUTULUI DE POLIFENOLI TOTALI DIN MR-
01TP

Rezultatele se raporteaza cu doud zecimale, unitatea de masura fiind mg GAE/100g s.u.

Caracteristici Unitate de Rezultat Metoda de testare Metoda
masura utilizata acreditata
(da/nu)
Substanta uscata g/100 g produs 94,01+0,11 Gravimetrica nu
Polifenoli totali mg GAE/100g 815,98+15,61 | Spectrofotometrica nu
produs Folin-Ciocalteu
Polifenoli totali/ mg GAE/100g s.u | 867,97+£16,50 - -
substanta uscata
Substante reducatoare g/100 g
Licopen

Persoana responsabila cu raportarea rezultatelor: Balan Daniela

DESCRIEREA METODEI DE DETERMINARE A CONTINUTULUI DE POLIFENOLI TOTALI
DIN MR-01TP

METODA SPECTROFOTOMETRICA FOLIN-CIOCALTEU

e Descrierea metodei aplicate
Principiul metodei: Reducerea fosfowolframatilor si fosfomolibdatilor din reactivul

Folin-Ciocalteu
Mod de lucru:- Extractie: 0,2 grame proba in 10 ml solvent de extractie (etanol
acidifiat cu HCL 0,1%);
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Ultrasonicare la 50°C; timp 20 min;- Centrifugare 10 min la 5000 rpm; se
separa supernatantul;
Reactia cu reactivul Folin-Ciocalteu: 0,5 ml supernatant obtinut anterior se
aduc la balon cotat de 25 ml; se adauga 9,5 ml apa distilata, apoi 1 ml rectiv
Folin-Ciocalteu; agitare, 5 min repaus; se adauga 10 ml Na,CO; 7% si se aduce
la cota cu apa distilata;
Termostatare 30 min, 40°C pentru definitivarea reactiei;
Citire la spectrofotometru, | = 750nm fata de un martor preparat identic, in
care extractul se inlocuieste cu apa distilata.
Optimizarea metodei de extractie a polifenolilor
o Alegerea solventului de extractie
Au fost testate trei concentratii ale solventului de extractie: 40%, 60% si 80%
etanol acidifiat cu HCl 0,1% pe proba reprezentata de faina din pielite si samburi de
tomate. Determinarile au fost facute in duplicat.

Proba Solvent de extractie Polifenoli (mgGAE/100g)

Inainte de degresare | 40% etanol 0,1% HCl 795,82 + 8,65
60% etanol 0,1% HCl 820,19 + 10,75

80% etanol 0,1% HCl 773,02 + 14,03

Rezultatele obtinute au indicat varianta etanol 60% acidifiat cu HCl 0,1% ca fiind cea
mai eficienta in a extrage cantitatea maxima de polifenoli.
o Delipidizarea probei
A fost testata o metoda de degresare (delipidizare) a probei (faina din pielite si
samburi de tomate) pentru a indeparta compusii care ar putea interfera in extractia
polifenolilor (lipide, pigmenti si alti compusi liposolubili).
Mod de lucru:- 1 gram proba in 10 ml solvent izooctan; vortexare 1 min;
Repaus la temperatura camerei timp de 2 ore;
Centrifugare 10 min la 5000 rpm; se indeparteaza supernatantul; reziduul
solid se usuca la temperatura camerei pentru eliminarea totala a solventului.

Din reziduul obtinut s-au cantarit 0,2 g si s-a determinat cantitatea de polifenoli
utilizand ca solvent de extractie varianta optima selectata (etanol 60% acidifiat cu HCl
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0,1%) conform protocolului mentionat. S-a obtinut o concentratie mai mica de
polifenoli, ceea ce indica faptul ca degresarea probei nu imbunatateste metoda de

analiza. Determinarile au fost facute in duplicat.

Polifenoli (mgGAE/100g)
820,19 + 10,75
702,38 + 24,43

Solvent de extractie

Proba
60% etanol 0,1% HCl

Inainte de degresare

60% etanol 0,1% HCl

Dupa degresare

TEST 02/ Participant: P3- USAMVB

e Denumire metoda 1: Metoda spectrofotometrica Folin-Ciocalteu

Participant: USAMYV - BUCURESTI
TEST 2 - EFECTUL CRIOGENARII ASUPRA CONTINUTULUI DE POLIFENOLI

TOTALI
Caracteristici Unitate de masura Proba 1 Proba 2 Proba 3
MR-01TP Fiola rosie Fiola albastra
Substantd uscatd g/100 g 94,01%0,11 95,65%0,02 98,05%0,06
Polifenoli totali mg GAE/100g 815,98+15,61 657,78+12,17 668,72+12,37
produs
Polifenoli mg GAE/100g s.u 867,97£16,50 687,69+12,73 681,95£12,62
totali/substanta uscata

Participant: USAMY - BUCURESTI A
CARACTERISTICILE METODEI SPECTROFOTOMETRICE FOLIN-CIOCALTEU ,
Caracteristici Valori
Solvent extractie Etanol 60% cu 0,1% HCI
Temperatura de extractie, °C 50
Durata de extractie, minute 20
750

A utilizata, nm

Alti parametri de interes
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TEST 01-CI
DETERMINAREA CONTINUTULUI DE POLIFENOLI TOTALI DIN MR-01TP

Rezultatele se raporteaza cu doud zecimale, unitatea de masura fiind mg GAE/100g s.u.

Caracteristici Unitate de masura Rezultat Metoda de testare Metoda
utilizata acreditata(da/nu)
Substanta uscata % 95,42 Gravimetrica da
Polifenoli totali mg GAE/100g 509,84 Spectrofotometrica da
produs Folin-Ciocalteu
Polifenoli totali/ s.u mg GAE/100g s.u 534,31 - -
Persoana responsabila cu raportarea rezultatelor: -
TEST 02/ Participant: P4- UB
Caracteristici Unitate de masura Proba 1 Proba 2 Proba 3
MR-01TP Fiola rosie Fiola
albastra
Substanta uscata g/100 g 95.42 98.35 98.25
Polifenoli totali mg GAE/100g 509.83 548.04 564.53
produs
Polifenoli totali/s.u. | mg GAE/100g s.u 534.30 557.24 574.59

Participant: UB

CARACTERISTICILE METODEI SPECTROFOTOMETRICE FOLIN-CIOCALTEU

Caracteristici Valori
Solvent extractie metanol
Temperatura de extractie, 0C 45
Durata de extractie, minute 4 ore
752

A utilizata, nm
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TEST 01/ Participant: P5- USVT

Principiul metodei Folin-Ciocalteu (conform I1SO 14502-1:2005), modificata

Polifenolii se extrag intr-o solutie hidroalcoolica (70 % metanol).Compusii fenolici
extrasi reduc reactivul Folin-Ciocalteu in mediu alcalin, formand un complex colorat
albastru. Intensitatea culorii se determina spectrofotometric la 765 nm si este

proportionala cu continutul total de polifenoli, exprimat ca echivalent acid galic (GAE)
raportat la substanta uscata a probei.

Reactiv / Solutie Preparare / Observatii
solutie de7e0xE/ra\1/c/'g\;)e (metanol Se amesteca 700 mL metanol cu 300 mL apa distilata

Reactiv Folin-Ciocalteu (10 %  Se dilueaza 1 parte reagent concentrat cu 9 parti apa; se prepara
v/v) zilnic

Solutie de Na,COs (7,5 % m/v) Se dizolva 7,5 g Na,CO; in apa calda si se completeaza la 100 mL

Solutie standard de acid galic Se dizolva 0,100 g acid galic monohidrat in apa distilata si se
(1000 pg/mL) completeaza la 100 mL

Solutii standard de calibrare o e . .
(10-50 pg/mL) Se prepara dilutii adecvate din solutia stoc

Aparaturd- Se utilizeaza: spectrofotometru capabil sa masoare la 765 nm; pentru
macrometoda s-a utilizat spectrofotometrul Perkin Elmer Lambda 25 si pentru

micrometoda cititorul de placi Tecan Infinite M1000 Pro. Bloc termostat la 70°C
Etuva - 1032 °C)

EE e el

Spectrofotometrul Perkin Elmer Lambda 25. Cititor de placi Tecan Infinite
M1000 Pro
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Bloc termostat Etuva Binder

Determinarea umiditatii s-a efectuat prin metoda:

Intr-o fiola de cantarire continand o bagheta de sticla se introduc circa 20 g nisip
de mare si se usuca in etuva la temperatura de 103+2 °C pana la masa constanta. Dupa
racirea fiolei in exsicator, se introduc circa 5 g proba pregatita pentru analiza. Se
amesteca cu ajutorul baghetei. Se introduce fiola in etuva la 50-60 °C si se mentine 2-
3 ore, agitand din cand in cand continutul cu ajutorul baghetei. Se regleaza apoi
temperatura etuvei la 1032 °C si se continua incalzirea fiolei timp de 3-4 ore,
amestecand din cand in cand cu ajutorul baghetei. Dupa racire in exsicator pana la
temperatura ambianta, se cantareste fiola. Se repeta incalzirea in etuva timp de 30
minute, racirea si cantarirea, pana cand diferenta intre doua cantariri consecutive nu
depaseste 0,004 g.

Pentru probele evaluate au fost obtinute urmatoarele rezultate:

ID proba 17_1_2026 17_2_2026 17_3_2026

Extractia polifenolilor
» Se cantaresc 0,200 g (+ 0,001 g) de proba maruntita;
* Se adauga 5,00 mL metanol 70 % (v/v) la 70°C;
* Se agita energic timp de cateva secunde pentru dispersarea completa a probei;
» Se incalzeste amestecul la 70 °C timp de 10 minute, agitand intermitent in timpul
extractiei.
» Se raceste, se centrifugheaza (3500 rpm, 10 minute), colectand supernatantul;

. 76
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» Se repeta extractia cu alti 5,00 mL solvent, se combina extractele si se completeaza
pana la volum final de 10,00 mL cu methanol 70%, rece;
* Probele pot fi diluate daca este cazul.

Reactia colorimetrica
Reactia de culoare a fost efectuata prin doua metode: macrometoda, conform

standardului si micrometoda (pe microplaca).

Macrometoda

Se pipeteaza in triplicat 1,0 mL extract se adauga 5,0 mL reactiv Folin-Ciocalteu (10 %)
si, dupa 3-8 minute se adauga 4,0 mL solutie de Na2COs (7,5 %). Se lasa 60 de minute la
temperatura camerei si se masoara absorbanta la 765 nm.

Micrometoda

Se pipeteaza in triplicat in microplaca 25 pL extract, se adauga 125 pL reactiv Folin-
Ciocalteu (10%) si, dupa 3-8 minute se adauga 100 pL solutie de NaCOs (7,5 %). Se
acopera placa si se lasa 60 de minute la temperatura camerei si se masoara absorbanta
la 765 nm.

Micrometoda Macrometoda

Curba de calibrare

Curba de calibrare se traseaza folosind standard de acid galic (10-150 pg/mL) si
complexul se citeste spectrofototometric la 765 nm. Coeficientul de corelatie R?
trebuie sa fie > 0,995.

S-au efectuat doua curbe de calibrare, una pentru macrometoda si alta pentru
micrometoda.

Curba calibrare macrometoda:

77
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Tabel nr. 2 Densitatile

optice pentru curba de
Concentratie
standard DO
10,0000 0,1060
15,0000 0,1655
25,0000 0,3058
35,0000 0,4366
50,0000 0,6160
60,0000 0,7448
70,0000 0,8648
85,0000 1,0660
100,0000 1,2662
120,0000 1,5258
150,0000 1,8720
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[ |
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Curba de calibrare macrometoda

calibrare macrometoda

Curba calibrare micrometoda:
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Calibration curve and the best-fit line Tabel nr. 3 Densitatile (?ptlce
1.2000 pentru curba de calibrare
y = 0.0074x + 0.0120 Concentratie
Rz = 0.9999 standard DO

10000 10,0000 0,0856
= 15,0000 0,1257
5 0.8000 25,0000 0,2011
P 35,0000 0,2715
- 0,600 50,0000 0,3791
S 60,0000 0,4586
g 70,0000 0,5243
£ 0.4000 85,0000 0,6405
c 100,0000 0,7468

0.2000 120,0000 0,9057

' / 150,0000 1,1251
micrometoda
0.0000
0.0000 50.0000 100.0000 150.0000 200.0000
Concentration

— 5.0%
g |
%(5’.’0% L m nm ¥ 5
o) u §oo ®
o 0.00 50.00 100.00 150.00 200.00

-5.0%

Curba de calibrare micrometoda

» Se cantaresc in duplicat 0,2g de proba maruntita;

* Se adauga 5,00 mL metanol 70 % (v/v) la 70°C;

» Se agita energic timp de cateva secunde pentru dispersarea completa a probei;

» Se incalzeste amestecul la 70°C timp de 10 minute, agitand intermitent

» Se raceste, se centrifugheaza (3500 rpm, 10 minute), colectand supernatantul;

» Se repeta extractia cu alti 5,00 mL solvent, se combina extractele si se completeaza
pana la volum final de 10,00 mL cu methanol 70%, rece;

Curba de calibrare

Curba de calibrare se traseaza folosind standard de acid galic (10-50 pg/mL) si
complexul se citeste spectrofototometric la A=765 nm. Coeficientul de corelatie R?
trebuie sa fie > 0,995.

8. Calculul continutului de polifenoli totali

ar Lkl

1 i
s
I’ S
i'w\ }

SALATIENSIS

2000 IN.CDT.LM.

//I’/MA




Cofinantat de
Uniunea Europeana

PoCIDIE 1" 4g -
P ' 9.

Finantam viitorul

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

__ (D sample-D intercept) .10 000 . V sample .d

, unde:

Wt

S std . m sample .W dm
= Wt = continutul de polifenoli totali (exprimat in echivalenti acid galic);
Dsample = @absorbanta probei dupa corectia cu blanc;

* Dintercept = absorbanta la interceptul curbei de calibrare;
» Syd= panta curbei de calibrare (ug/mL);

*  Vampte = Volumul extractului de proba (mL);

» d = factorul de dilutie (aplicat daca este cazul);

"  Msmple = Masa de proba (g)

»  Wanm = fractia de substanta uscata (g)

Rezultatul se exprima in procente (% m/m) echivalenti acid galic (GAE) raportat la
substanta uscata.

| ID proba | DO | Concentratie curbd | Masd probd | SU |

10. Rezultate si discutii
Umiditatea reziduala determinata gravimetric a fost:
e Proba17_1: 1,200 %
e Proba17_2: 1,986 %
e Proba17_3: 3,895 %
Fractia de substanta uscata (DW) a fost calculata conform relatiei:
DW =1 - (umiditate / 100)
rezultand:
e 17_1:0,9880
e 17_2:0,98014
e 17_3:0,96105
1.4 Conversia in mg GAE/g
Cantitatea totala de polifenoli din extract: x x 10 mL (pg)
Conversie in mg: (x x 10) / 1000
Raportare la masa probei (0,4 g): mg GAE/g = (x x 10) / (1000 x 0,4)
Formula finala utilizata: mg GAE/g = x x 0,025
Corectia pentru umiditate: mg GAE/g DW = (mg GAE/g proba) / fractia DW
2. Rezultate
2.1 Micrometoda
Valori obtinute continut polifenoli
e 17_1=3,77+0,02 mg GAE/g
e 17_2=3,34+0,18 mg GAE/g
e 17_3=3,48+ 0,12 mg GAE/g
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2.2 Macrometoda
Valori initiale:
e 17_1=3,70+0,12 mg GAE/g
17_2 = 3,23 + 0,14 mg GAE/g
17_3 =3,56 £ 0,11 mg GAE/g

4. Discutii
Concordanta ridicata intre micro si macro confirma:

liniaritatea reactiei in domeniul analizat,

validitatea curbelor de calibrare,
corectitudinea conversiei matematice,

reproductibilitatea metodei.

[ ]
5. Limitari metodologice
Diferentele minore intre micro si macro pot fi influentate de:
erori de pipetare la volume mici (25 pL),

o diferente de omogenizare,

o stabilitatea reactivului.
6. Concluzii Cele doua metode sunt echivalente analitic, diferentele fiind minore si

nesemnificative statistic.

TEST 02/ Participant: P5- USVT

Participant: USVT
TEST 2 - EFECTUL CRIOGENARII ASUPRA CONTINUTULUI DE POLIFENOLI
TOTALI

Proba 3

Caracteristici Unitate de masura Proba 1 Proba 2
MR-01TP Fiola rosie | Fiola albastra
Substanta uscata g/100 g - - -
Polifenoli totali mg GAE/100g 370 356 323
produs
Polifenoli mg GAE/100g s.u - - -
totali/substanta
uscatd

Responsabil transmitere rezultat

.........
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TEST 01/ Participant: P6- UDJG

Test 1-Determinarea continutului de polifenoli totali din MR-01TP

Rezultatele pentru fenoli totali se raporteaza cu doua zecimale, unitatea de masura
fiind mg GAE/100 g, respectiv mg GAE/100 g s.u.

Caracteristici U.M. Rezultat Metoda de testare utilizata Met(?da <
acreditata

Substanta g/ 100 g 93,96 + 0,06 | Gravimetrica Nu
uscata produs (AOAC 925.10)
Polifenoli totali | mg GAE/100 | 586 + 0,01 * | Metoda colorimetrica Nu

g produs Folin-Ciocalteu

(AOAC 2017.13)

Polifenoli totali/ | mg GAE/100 | 623 + 0,01 * Calcul
substanta uscata | g s.u.

* Rezultatele sunt de la extractia fenolilor totali din MR-01TP in apa
7. Descrierea metodei de determinare a continutului de polifenoli MR-01TP

e Denumire metoda 1: Metoda colorimetrica Folin-Ciocalteu - Metoda oficiala AOAC 2017.13
Pentru determinarea continutului total de fenoli (CTF) s-a utilizat metoda oficiala
AOAC 2017.13 (Kupina et al., 2018).

e Principiul metodei

Determinarea continutului in polifenoli din surse vegetale prin metoda colorimetrica
este bazata pe o reactie de transfer de electroni intre compusii fenolici si reactivul
Folin-Ciocalteu, un amestec de acid fosfomolibdenic (H3PW12040) si acid
fosfotungstic (HsPMo12040). In mediu bazic, fenolii transferd electroni catre
molibden, formand un complex colorat albastru intens, care absoarbe lumina in
domeniul infrarosu, la o lungime de unda de 760 nm. Intensitatea culorii este
proportionala cu concentratia totala de fenoli din proba (Singleton & Rossi, 1965;
Afonso et al., 2021). Absorbtia maxima a complexului colorat format in reactia Folin-

82
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Ciocalteu se masoara in infrarosu, de obicei la o lungime de unda situata intre 740 si

770 nm. Valorile cel mai frecvent utilizate in literatura de specialitate sunt:

o A =750 nm - lungimea de unda originala propusa in metoda Singleton & Rossi (1965);

o A =760 nm - valoare utilizata frecvent in aplicatiile clasice;

o A = 765 nm - valoare standardizata in protocoalele moderne AOAC si I1SO 14502-1
(Ainsworth & Gillespie, 2007; Sanchez-Rangel et al., 2013).

Parametri de lucru

Solventi: - Apa
- Etanol 20%
- Metanol 70%
- Metanol 70% acidifiat cu HCl 1%

Temparatura de extractie: 23+1°C
Alte conditii: Ultrasonare 10 min/Omogenizare 1 ora - agitator mecanic la 1000 rpm.

Mod de lucru

In acord cu prevederile metodei colorimetrice Folin-Ciocalteu (AOAC 2017.13), curba
etalon a fost pregatita folosind o solutie stoc de standard avand concentratia de 1000
mg/L acid galic. Valorile absorbantei, citite la lungimea de unda de 765 nm, pentru
solutiile de calibrare avand concentratii cuprinse in intervalul 40-200 mg/L acid galic
au fost utilizate pentru trasarea curbei de calibrare (v = 5,5325-x + 0,0053; R? =
0,9994). Rezultatele obtinute prin raportare la aceasta curba de calibrare au fost
exprimate ca mg echivalent acid galic/g s.u. (mg GAE/g s.u.). Valorile raportare
reprezintd medii + abatere standard inregistrate pentru trei determinari paralele. In
acord cu metoda oficiala AOAC 2017.13, fenolii sunt extrasi din probele de analizat
in apa, iar extractul obtinut este supus reactiei cu reactivul Folin-Ciocalteu in
prezenta carbonatului de sodiu pentru a forma un complex de culoare albastra.
Intensitatea culorii albastre este proportionala cu cantitatea de compusi fenolici din
proba de analizat care reactioneaza cu reactivul Folin-Ciocalteu. Continutul total de
fenoli se determina prin masurarea absorbtiei amestecului de reactie la 765 nm si
compararea cu o curba de calibrare.

Extractia compusilor fenolici din probele de analizat a fost realizata utilizand apa
drept solvent. Tn acord cu metoda oficialda AOAC 2017.13, suspensia obtinuta a fost
supusa ultrasonicarii timp de 10 min, pentru a facilita solubilizarea compusilor din
faza solida a amestecului, si implicit extractia compusilor fenolici.

83
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Pentru a urmari influenta solventului asupra eficientei extractiei compusilor fenolici
au fost efectuate teste paralele, utilizand drept solvent solutii de etanol 70%,
metanol 70% si metanol 70% acidificat cu 1% HCL.

Pentru a determina influenta ultrasonicarii suspensiilor asupra eficientei extractiei
compusilor fenolici, pentru toate tipurile de solvent a fost efectuata extractia
compusilor fenolici in conditiile omogenizarii cu ajutorul unui agitator mecanic la
1000 rpm, timp de 1 ora la temperatura de 23+1°C. in cazul tuturor conditiilor de
extractie testate, separarea fazei lichide de faza solida s-a efectuat prin filtrare.

Codificarea extractelor obtinute din MR-01TP folosind solventi si conditii de
extractie variate

Conditii de extractie

Codificare probe P1 (MR-01TP)
Ultrasonare 10 min

Tip solvent Omogenizare 1 h

Apa P1-W-US P1-W
Etanol 70% P1-E-US P1-E
Metanol 70% P1-M-US P1-M
Metanol 70% acidfiat cu 1% HCl P1-MA-US P1-MA

Influenta conditiilor de extractie asupra continutului total de fenoli (CTF)
din proba P1 (MR-01TP)

Caracteristici Polifenoli totali, Polifenoli totali/ s.u.,
Proba mg GAE/100 g mg GAE/100 g s.u.
P1-W-US 620 + 0,03 660 + 0,03
P1-W 586 + 0,01 623 + 0,01
P1-E-US 811 + 0,06 863 + 0,07
P1-E 830 + 0,11 883 + 0,12
P1-M-US 801 + 0,13 852 + 0,14
P1-M 813 + 0,07 865 + 0,08
P1-MA-US 880 + 0,04 936 + 0,04
P1-MA 923 + 0,02 982 + 0,03
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Din analiza rezultatelor prezentate in Tabelul 4 se poate observa ca solventul utilizat
pentru extractia compusilor fenolici si tehnica aplicata pentru asistarea extractie au

influentat semnificativ rezultatele obtinute.

Participant: P6-UDJG

Determinarea polifenolilor totali din MR-01TP

Caracteristicile metodei colorimetrice Folin-Ciocalteu

in tabelele urmatoare sunt prezentate caracteristicile metodei colorimetrice Folin-
Ciocalteu in variantele cu omogenizare, respectiv cu ultrasonicare.

Caracteristicile metodei Folin-Ciocalteu, varianta cu omogenizare

. Valori - varianta cu omogenizare

Caracteristici

a) b) c) d)
Solvent extractie Apa | Metanol 70% | Etanol 70% | Metanol 70% acidifiat

cu HCL 1%

Temperatura de extractie, °C | 231 231 2311 231
Durata de extractie, min 60 60 60 60
Lungimea de unda, A, nm 765 765 765 765
Agitare mecanica, rpm 1000 1000 1000 1000

Caracteristicile metodei colorimetrice Folin-Ciocalteu, varianta cu ultrasonicare

. Valori - varianta cu omogenizare
Caracteristici
a) b) c) d)
Solvent extractie Apa | Metanol 70% | Etanol 70% | Metanol 70% acidifiat
cu HCL 1%

Temperatura de extractie, °C | 231 231 2311 231

Durata de extractie, min 60 60 60 60
Lungimea de unda, A, nm 765 765 765 765

Durata ultrasonicare, min 10 10 10 10

uuuuuuuu
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Participant: P6-UDJG
Test 2- Efectul criogenarii asupra continutului de polifenoli totali

Caracteristici determinate si metode de testare utilizate

e P1 P2 P3
Caracteristici U-M. MR-01TP Fiola albastra Fiola rosie
Substanta g/ 100 g produs 93,96 + 0,06 96 100
uscata
Polifenoli totali | mg GAE/100 g produs 586 + 0,01 * 447 + 0,03 ** 466 + 0,03 ***
Polifenoli mg GAE/100 g s.u. 623 + 0,01 * 469 + 0,04 ** | 469 + 0,04 ***
totali/ s.u.

* Rezultatele sunt pentru extractia fenolilor totali din proba P1 (MR-01TP) in apa

** Rezultatele sunt pentru extractia fenolilor totali din proba P2 (fiola albastra) in apa
*** Rezultatele sunt pentru extractia fenolilor totali din proba P3 (fiola rosie) in apa
7. Descrierea metodei de determinare a continutului de polifenoli totali din

MR-01TP

e Denumire metoda 1: Metoda colorimetrica Folin-Ciocalteu - Metoda oficiala AOAC 2017.13
Pentru determinarea continutului total de fenoli (CTF) s-a utilizat metoda oficiala
AOAC 2017.13 (Kupina et al., 2018).

Principiul metodei

Determinarea continutului in polifenoli din surse vegetale prin metoda colorimetrica
este bazata pe o reactie de transfer de electroni intre compusii fenolici si reactivul
Folin-Ciocalteu, un amestec de acid fosfomolibdenic (H3PW12040) si acid
fosfotungstic (HsPMo12040). In mediu bazic, fenolii transferd electroni catre
molibden, formand un complex colorat albastru intens, care absoarbe lumina in
domeniul infrarosu, la o lungime de unda de 760 nm. Intensitatea culorii este
proportionala cu concentratia totala de fenoli din proba (Singleton & Rossi, 1965;
Afonso et al., 2021). Absorbtia maxima a complexului colorat format in reactia Folin-
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Ciocalteu se masoara in infrarosu, de obicei la o lungime de unda situata intre 740 si

770 nm. Valorile cel mai frecvent utilizate in literatura de specialitate sunt:

o A =750 nm - lungimea de unda originala propusa in metoda Singleton & Rossi (1965);

o A =760 nm - valoare utilizata frecvent in aplicatiile clasice;

o A = 765 nm - valoare standardizata in protocoalele moderne AOAC si I1SO 14502-1
(Ainsworth & Gillespie, 2007; Sanchez-Rangel et al., 2013).

Parametri de lucru

Solventi: - Apa
- Etanol 20%
- Metanol 70%
- Metanol 70% acidifiat cu HCl 1%

Temperatura de extractie: 23+1°C
Alte conditii: Ultrasonare 10 min/ Omogenizare 1 ora - agitator mecanic la 1000 rpm.

Mod de lucru

In acord cu prevederile metodei colorimetrice Folin-Ciocalteu (AOAC 2017.13), curba
etalon a fost pregatita folosind o solutie stoc de standard avand concentratia de 1000
mg/L acid galic. Valorile absorbantei, citite la lungimea de unda de 765 nm, pentru
solutiile de calibrare avand concentratii cuprinse in intervalul 40-200 mg/L acid galic
au fost utilizate pentru trasarea curbei de calibrare (v = 5,5325-x + 0,0053; R? =
0,9994). Rezultatele obtinute prin raportare la aceasta curba de calibrare au fost
exprimate ca mg echivalent acid galic/g s.u. (mg GAE/g s.u.). Valorile raportare
reprezinta medii + abatere standard inregistrate pentru trei determinari paralele.

Tn acord cu metoda oficiald AOAC 2017.13, fenolii sunt extrasi din probele de analizat
in apa, iar extractul obtinut este supus reactiei cu reactivul Folin-Ciocalteu in
prezenta carbonatului de sodiu pentru a forma un complex de culoare albastra.
Intensitatea culorii albastre este proportionala cu cantitatea de compusi fenolici din
proba de analizat care reactioneaza cu reactivul Folin-Ciocalteu. Continutul total de
fenoli se determina prin masurarea absorbtiei amestecului de reactie la 765 nm si
compararea cu o curba de calibrare.

Extractia compusilor fenolici din probele de analizat a fost realizata utilizand apa
drept solvent. In acord cu metoda oficiald AOAC 2017.13, suspensia obtinuta a fost
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supusa ultrasonarii timp de 10 min, pentru a facilita solubilizarea compusilor din faza
solida a amestecului, si implicit extractia compusilor fenolici.

Pentru a urmari influenta solventului asupra eficientei extractiei compusilor fenolici
au fost efectuate teste paralele, utilizand drept solvent solutii de etanol 70%,
metanol 70% si metanol 70% acidificat cu 1% HCL.

Pentru a determina influenta ultrasonarii suspensiilor asupra eficientei extractiei
compusilor fenolici, pentru toate tipurile de solvent a fost efectuata extractia
compusilor fenolici in conditiile omogenizarii cu ajutorul unui agitator mecanic la 1000
rpm, timp de 1 ora la temperatura de 23+1°C. In cazul tuturor conditiilor de extractie
testate, separarea fazei lichide de faza solida s-a efectuat prin filtrare.

Codificarea extractelor obtinute din pulberile de pielite de rosii pregatite folosind
solventi si conditii de extractie variate

Probe de pulbere supusa extractiei

Tip solvent Conditii extractie P1 P2 P3
(MR-01TP) (fiola (fiola rosie)
albastra)

Apa Ultrasonare 10 min P1-W-US P2-W-US P3-W-US
Omogenizare 1 h P1-W P2-W P3-W

Etanol 70% Ultrasonare 10 min P1-E-US P2-E-US P3-E-US
Omogenizare 1 h P1-E P2-E P3-E

Metanol 70% Ultrasonare 10 min P1-M-US P2-M-US P3-M-US
Omogenizare 1 h P1-M P2-M P3-M

Metanol 70% Ultrasonare 10 min P1-MA-US P2-MA-US P3-MA-US

acidfiat 1% HCl  omogenizare 1 h P1-MA P2-MA P3-MA

Rezultatele obtinute pentru continutul total de fenoli din toate probele analizate sunt
prezentate in Tabelul 7.1.

Din analiza rezultatelor prezentate in Tabelul 7.1 se poate observa ca solventul utilizat
pentru extractia compusilor fenolici si tehnica aplicata pentru asistarea extractie au
influentat semnificativ rezultatele obtinute.
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in cazul utilizarii solventilor cu polaritate mai redusa (metanol, metanol acidifiat si
etanol), nu au mai fost observate diferente semnificative intre valorile CTF ale probelor
obtinute din acelasi tip de pulbere prin tehnici de extractie diferite (asistata de
ultrasunete si in conditii de agitare). Independent de tipul solventului, cele mai ridicate
valori ale CTP au fost obtinute pentru pulberea P1 (p<0,05).

Analizand eficienta solventilor pentru extractia compusilor fenolici (Tabelul 3), se
observa ca, independent de tehnica utilizata pentru asistarea extractiei, pentru toate
tipurile de pulberi supuse caracterizarii, valorile CTF au scazut in urmatoarea ordine
metanol acidifiat > metanol = etanol > apa (p<0,05).

Tabelul 7.1. Influenta conditiilor de extractie asupra continutului total de fenoli

Proba P1 P2 P3
CTF MR-01TP Fiola albastra Fiola rosie

Proba P1-W-US P1-W P2-W-US P2-W P3-W-US P3-W
CTF, mg GAE/100g  620+0,03 586+0,01 460+0,01 447+0,03 520+0,02 469:0,04
CTF, mg GAE/100 gsu 660+0,03 623+0,01 479:0,01 466+0,03 520+0,02 469:0,04
Proba P1-E-US P1-E P2-E-US P2-E P3-E-US P3-E
CTF, mg GAE/100g  811+0,06 830+0,11 653+0,01 636+0,06 676+0,04 697+0,15
CTF, mg GAE/100 gsu 863+0,07 883+0,12 680+0,01 662+0,07 676+0,04 697+0,15
Proba P1-M-US P1-M P2-M-US P2-M P3-M-US P3-M
CTF, mg GAE/100g  801+0,13 813+0,07 654+0,08 634+0,05 663+0,13 674+0,11
CTF, mg GAE/100 gsu 852:0,14 865+0,08 682+0,08 660+0,05 663+0,13 674+0,11
Proba P1-MA-US  P1-MA  P2-MA-US  P2-MA  P3-MA-US  P1-MA
CTF, mg GAE/100g  880+0,04 923+0,02 719+0,14 720+0,03 740+0,01 707x0,26
CTF, mg GAE/100 gsu 936:0,04 982+0,03 748+0,15 751+0,03 740+0,01 707x0,26

Rezultatele obtinute in cadrul prezentului experiment sunt usor inferioare valorilor CTF
(10.38 - 11.27 mg GAE/g s.u.) raportate de Farinon et al. (2024) pentru subprodusele
rezultate in urma separarii pulpei de tomate. Succesiunea operatilor aplicate pentru
obtinerea subproduselor, parametrii de procesare, dar si solventul utilizat pentru
pregatirea extractelor pot influenta eficienta extractiei fenolilor (Silva et al., 2019;
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Vorobyova et al., 2022). in plus, diferentele dintre rezultate pot fi datorate
variabilitatii genetice, conditiilor de clima si agrotehnice, precum compozitia minerala
a solului, managementul agricol, stresurile biotice si abiotice (Heimler et al., 2017).
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8. PRELUCRAREA STATISTICA A REZULTATELOR OBTINUTE DIN
ANALIZA POLIFENOLILOR DIN MR-01TP

8.1. Elaborarea proiectului statistic

Standardul 1SO 13528/2022- Metode statistice utilizate in testarea competentelor prin

comparatii interlaboratoare (https://www.iso.org/standard/78879.html) ofera modele

de evaluare statistica a rezultatelor obtinute de la participanti, incluzand calcularea si
interpretarea diferitelor scoruri de performanta. Conform standardului 1SO 17043
proiectul statistic trebuie creat astfel incat sa satisfaca obiectivele schemei comparari
interlaboratoare, luand in calcul natura informatiilor, presupunerile statistice, natura
erorilor si numarul rezultatelor. Acest lucru genereaza proiecte statistice diferite, in

functie de obiectivele si sursa de date aferenta schemelor de incercari de competenta.

Cele mai frecvente tehnici de analiza statistica presupun ca un set de rezultate de la
un grup de participanti are o distributie simetrica. In cazul in care distributia nu este
suficient de simetrica, standardul ISO/IEC 17043:2023 si IUPAC Harmonized Protocol
recomanda eliminarea valorilor aberante, marginale din setul de date inca de la
inceputul procesului de analizare. Unele valori considerate ca erori pot fi corectate
prin contactarea participantilor, dar numai conform procedurilor aprobate. Daca se
constata ca nu au fost erori de transmitere date, atunci valoarea este luata in analiza

statistica si se utilizeaza metode statistice robuste.
Multe dintre tehnicile robuste utilizate folosesc mediana pentru calcul si se recomanda

utilizarea acestora in defavoarea metodelor ce recurg la eliminarea valorilor aberante

din calculul final. Tn cazurile in care nu pot fi folosite metode statistice robuste, este
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permisa utilizarea respingerii valorilor aberante ca urmare a utilizarii unui test cu grad

ridicat de incredere.

Modelele statistice robuste au avantajul de a reduce contributia valorilor aberante

asupra parametrilor statistici calculati asa cum este media si abaterea standard. In

acest sens, 1SO 13528 recomanda abordari statistice robuste descrise in Anexa D.

De interes major in prelucrarea statistica a datelor dintr-un test de comparare este
stabilirea valorii atribuite si incertitudinea standard de prelucrare statistica. Standardul
ISO 13528 prezinta variantele agreate pentru acest scop si anume: (i) utilizarea unui
MRC, daca acesta este disponibil, ceea ce nu este aplicabil la un MR nou dezvoltat, (ii)
rezultatele de la 1 laborator acreditat si de incredere, (iii) valoarea unanima de la
laboratoarele ,,expert”, (iiii) valoarea de la laboratoarele ,,participant”, valoare numita

si valoare consensuala.

Standardul 1SO 13528 mentioneaza trei abordari generale, diferite, pentru evaluarea
performantei in cadrul unei scheme de comparari interlaboratoare. Acestea sunt

menite sa satisfaca scopuri diferite ale schemelor de incercari de competenta.

Calitatea rezultatelor se poate masura prin intermediul unor indicatori statistici, cum
ar fi scorul z care masoara distanta unei valori, in cazul nostru rezultatul din analiza,

fata de media/ mediana unui set de date, exprimata in numar de abateri standard.

In prezenta activitate s-a utilizat scorul z pentru a evalua distributia simetrica a
rezultatelor si respectiv, pentru a calcula abaterea standard si compararea ei cu o

valoare de referinta agreata pentru schema de comparare realizata.
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De asemenea, s-a utilizat formula de calcul scor z care include valoarea consensuala
calculata ca mediana (tehnica robusta) atat pentru valoarea atribuita, cat si pentru

abaterea standard (Ecuatia 8.1).
Z =(xi-X)/s’ (ecuatia 8.1)

unde:
Xi reprezinta valoarea obtinuta de laboratorul i;

X* reprezinta valoarea medie robusta (mediana);

s* reprezinta abaterea standard robusta.

in functie de numarul de participanti la testul de comparare, valoarea de referinta
pentru abaterea standard robusta (s’) se stabileste in conformitate cu recomandarile

mediana = media

D1.4.2 din standardul I1SO 13528, astfel

valoare de referinta

pentru p = 2
S*=S= \/5

mediana

pentru p > 4 valoare de referinta
. _ 1 (4 L
S* = srass Dot — med ()]

sau:
1,253 @p

= Ll — med (%)

De asemenea, pentru identificarea valorilor aberante din setul de valori transmise de

laboratoarele participante s-a utilizat si reprezentarea grafica (distributia rezultatelor

si scorul z).
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8.2. Colectarea rezultatelor

IBA Bucuresti a colectat rezultatele si le-a prelucrat conform principiilor statistice
recomandate de standardul ISO 13528:2022.

Lista celor 6 participanti la schema de comparari interlaboratoare - TEST 01-
Determinarea continutului de polifenoli totali din MR-01TP este prezentata in Tabelul
8.1.

Tabel 8.1. Lista participantilor la schema de comparari interlaboratoare TEST 1

Nr. Denumire participant Acronim
crt.

1 Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru IBA Bucuresti

Bioresurse Alimentare
2 INCDO INOE 2000 Filiala Institutul de Cercetari pentru INOE
Instrumentatie Analitica
3 Universitatea de Stiinte Agronomice si Medicina Veterinara USAMVB
din Bucuresti

4 Universitatea ”Dunarea de Jos” din Galati ubDJG

5 Universitatea din Bucuresti uB

6 Universitatea de Stiintele Vietii "Regele Mihai I" - Facultatea USvT

de Inginerie Alimentara

Pentru formularea concluziilor asupra rezultatelor obtinute, participantilor la testele
comparative li s-a solicitat si descrierea metodei de analiza utilizata.

Pentru interpretarea corecta a rezultatelor, de exemplu tratarea valorilor aberante
(asa cum sunt descrise de standardul ISO 13258:2022), participantilor li s-a solicitat sa

detalieze metoda de analiza utilizata).
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Participant 1- IBA Bucuresti

Caracteristici Unitate de masura Rezultat Metoda
acreditata(da/nu)
Substanta uscata % 94,92 da
Polifenoli totali mg GAE/100g produs 699,09 da
Polifenoli totali/ s.u mg GAE/100g s.u 736,50+25,50 -

Parametri de lucru-extractie 2000 rpm, temp.25°C, centrifugare 10.000 rpm, temp 4°C.
Mod de lucru - 500 pL extract metanolic a fost amestecat cu 5 mL reactiv Folin-Ciocalteau
(diluat cu apa in proportie de 1:15) si incubat la intuneric timp de 10 minute.

Participant 2- INOE

Caracteristici Unitate de masura Rezultat Metoda acreditata(da/nu)
Substanta uscata % 94,10 nu
Polifenoli totali mg GAE/100g produs 510.03 nu
Polifenoli totali/ s.u mg GAE/100g s.u 542

Parametri de lucru: 0,5 g proba omogenizata/-Solvent de extractie: metanol (MeOH)/-Volum
solvent extractie: 2 x 5 mL -Metoda de extractie: vortexare/-Timp vortexare: 2 minute/-
Viteza vortex: 2500 rpm -Centrifugare: 11.000 rpm, 2 minute/-Filtrare: membrana de
celuloza, 0,45 pm -Volum extract utilizat la reactie: 0,5 mL Mod de lucru: 0,5 g de proba
vortexata la 2500 rpm timp de 2 minute cu 5 mL metanol.

Participant 3- USAMVB

Caracteristici Unitate de masura Rezultat Metoda acreditata
Substanta uscata g/100 g produs 94,01+0,11 nu
Polifenoli totali mg GAE/100g produs 815,98+15,61 nu
Polifenoli totali/ S.U. mg GAE/100g s.u 867,97+16,50 -

Mod de lucru: Extractie: 0,2 grame proba in 10 ml solvent de extractie (etanol acidifiat cu
HCL 0,1%); Ultrasonicare la 50°C; timp 20 min;-Centrifugare 10 min la 5000 rpm; se separa
supernatantul; -Reactia cu reactivul Folin-Ciocalteu: 0,5 ml supernatant obtinut anterior se
aduc la balon cotat de 25 ml; se adauga 9,5 ml apa distilata, apoi 1 ml rectiv Folin-
Ciocalteu; agitare, 5 min repaus; se adauga 10 ml Na;COs3 7% si se aduce la cota cu apa
distilata; Termostatare la 40°C timp de 30 min; Citire la spectrofotometru, A = 750nm fata
de un martor preparat identic, in care extractul se inlocuieste cu apa distilata.
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Participant 4-UB

Caracteristici Unitate de masura Rezultat Metoda de Metoda
testare acreditata
Substanta uscata % 95,42 Gravimetrica da
Polifenoli totali mg GAE/100g produs 509,84 Folin-Ciocalteu da
Polifenoli totali/ s.u mg GAE/100g s.u 534,31 - -

Parametri de lucru:-Extractie: in etanol 60%, acidifiat cu HCI 0,1%; -Ultrasonicare la 50°C;
timp 20 min;/ Centrifugare 10 min la 5000rpm. Mod de lucru: Reactie cu reactivul Folin-
Ciocalteu a extractului, agitare, 5 min repaus; Adaugare Na;CO; 7%;/Termostatare 30 min,
40°C; /Citire la spectrofotometru, A =752 nm; Determinarile au fost realizate in trplicat.

Participant 5- USVT

Caracteristici Unitate de masura Rezultat Metoda Acreditata
Substanta uscata g/100 g - - nu
Polifenoli totali mg GAE/100g produs 370 - nu
Polifenoli totali/S.U. mg GAE/100g s.u - -

Participant 6-UDJG

Caracteristici UM, Rezultat Metoda de Metqdé §
testare acreditata
Substanta uscata (s.u) | g/ 100 g produs 93,96 + 0,06 | Gravimetrica Nu
(AOAC 925.10)
Polifenoli totali mg GAE/100 g 586 + 0,01 Folin-Ciocalteu Nu
produs (AOAC 2017.13)
Polifenoli totali/ s.u mg GAE/100 g s.u. | 623 + 0,01 Calcul

Parametri de lucru- Solventi:- Apa;- Etanol 20% - Metanol 70% - Metanol 70% acidifiat cu HCl
1%; Temparatura de extractie: 23+1°C; Alte conditii: Ultrasonare 10 min/Omogenizare 1 ora
- agitator mecanic la 1000 rpm. Rezultatul este pentru extractia in apa a polifenolilor.

8.3. Calcularea indicatorilor statistici pentru metoda de masurare a
polifenolilor totali din MR-01TP
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Toti participantii la testele interlaboratoare au fost creditati cu competenta necesara

analizei polifenolilor totali, adica detin infrastructura necesara (echipamente, personal

calificat) si materialele utilizate in analiza.

Tabel 8.2. Rezultatele obtinute din analiza polifenolilor totali din MR-01TP

Nr. Denumire Substanta Polifenoli totali, mg Polifenoli Participant
participant participant uscata, % GAE/100g produs totali/ s.u acreditat
1 IBA 94,92 699.09 736,50 da
2 INOE 94,10 510,03 542,00 nu
3 USAMVB 94,01 815,98 867,97 nu
4 UB 95,42 509,84 534,31 da
5 UDJG 93,96 586,00 623,00 da
6 UsSvT - 370,00 377,00 nu

n acest context, s-au utilizat urmatoarele:

- nu s-au eliminat punctele de extrema

- metoda robusta pentru stabilirea valorii atribuite si respectiv, a deviatiei standard

- valoarea atribuita a fost stabilita consensual

- valoarea consensuala a fost calculata ca mediana sirului de date

- deviatia standard a fost calculata ca distanta punctului fata de mediana

- nu au fost considerate aberante rezultatele de extrema si ele au fost luate in calcul
- reprezentarea grafica a distributiei datelor (rezultatelor) s-a aliniat curbei lui Gauss
(Figura 8.1).
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Fig. 8.1 Distributia rezultaelor din analiza
polifenolilor totali din MR-01TP
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Calculare abatere standard robusta

-

Calculare abatere standard si valoare atribuita | o= sqrt( ((Xi - Xmrc)A2)/n)
* rezultate filtrate
Denumire cod polifenoli
laborator | laborator totali | (Xi- Xmed) | (Xi- Xmed)*2 | |Xi-Xmed| | |valoare atribuita (Xmed)| 582.50
IBA 1 736.50 154 23,716.00 154.00| |nr.rez 6
INOE 2 542.00 -40.5 1,640.25 40.50
USAMVB 3 867.97 28547, 81,493.12 285.47) [ Z(Xi- Xmr)*2 153042
UB 4 53431 -48.19 2,322.28 48.19| |o (std dev mediana) 159.71
UDJG 5 623.00 40.5 1,640.25 40.50 . 1‘2532%; - m.ed(r)l
USVT 6 377.00 -205.5| 42,230.25 205.50 p “H=LTH '
mediana 582.50 |s* | 161.67
Deviatia standard relativa 27,75
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Calculare scor z

Denumire cod polifenoli scor 7 (o std dev

laborator | laborator totali Xi-Xmed mediand) scor Z (s¥*)
IBA 1 736.50 154.00 0.96 0.95
INOE 2 542.00 -40.50 -0.25 -0.25
USAMVB 3 867.97 285.47 179 17T
UB 4 534.31 -48.19 -0.30 -0.30
UDJG ] 623.00 40.50 0.25 .25
USVT 6 377.00 -205.50 ~1.289 -1.27

Fig. 8.2 Scorul z pentru polifenolii totali din MR-01TP
2.00 177

1.50

0.95
1.00

0.50

000 =

scor z

-0.50 -0.30 0.25
-1.00
-1.50 -1.27
6 4 2 5 1 3

cod laborator
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8.4. Concluziile studiului statistic si masuri recomandate

8.4.1.Test 01- Determinarea continutului de polifenoli totali MR-0O1TP

Analiza statistica a rezultatelor Testului 01- Determinarea continutului de polifenoli
totali din MR-O1TP a semnalat ca desi rezultatele urmaresc o distributie normala
gaussiana, ca scorul z este in limita a 3 deviatii standard, totusi deviatie standard de
161,67 mgEAG/100g s.u este mult prea mare pentru caracterizarea unui material de
referinta. n concluzie s-a propus optimizarea tehnicii de analiz& a polifenolilor totali
din MR-01TP.

De mentionat ca, atribuirea valorii proprietatii reprezentative a unui material de
referinta nou dezvolta este o activitate complexa si ea se realizeaza prin studii

colaborative.

Scopul este obtinerea unei valori credibile si bine fundamentate, care sa poata fi
utilizata in aplicatii interne de control al calitatii, validari metodologice sau studii

comparative.

Documentarea procesului de atribuire a valorii polifenolilor totali din MR-01TP trebuie
sa includa detalii relevante: metoda analitica, echipamentele utilizate, trasabilitatea

materialelor etalon, rezultatele individuale si justificarea valorii finale.

Desi in studiile de omogenitate intre unitati efectuate de laboratorul acreditat din IBA
Bucuresti s-au raportat deviatii standard de pana in 18 mgEAG/100g s.u, in testul de
comparari interlaboratoare deviatia standard a fost de 161,67 mgEAG/100g s.u. Din
aceasta cauza s-a propus evaluarea tehnicii de masurare a polifenolilor totali din MR-
01TP.

100




PoCIDIF [ 4.4 -

Conectam oportunitati
Finantam viitorul

Cofinantat de
Uniunea Europeana

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Valoarea continutului de polifenoli totali, astfel stabilita, a fost inclusa in fisa
tehnica/documentatia de insotire a MR-01TP, cu mentiunea caracterului necertificat al

valorii si absenta incertitudini formale.

8.4.2. Test 02- Efectul criogenarii asupra continutului de polifenoli totali

Tehnologic, pentru cresterea conservabilitatii materialului de referinta MR-01TP, s-a
propus eliminarea totala a apei din materialul de referinta prin criogenare, proces

descris in IM3.1.

Prin urmare, obiectivul Testului 2 a fost evaluarea efectului criogendrii asupra
continutului de polifenoil totali din MR-O1TP. in paralel, a fost evaluat si efectul vidarii

(eliminarea aerului) din produsul solid MR-01TP.

IBA Bucuresti a furnizat fiecarui participant la testele |
interlaboratoare cate 3 produse de material de testare,

codificate conform descrierii din tabelul urmator.

Proba Denumire Descriere
Proba 1 MR-01-TP faina din pielite de rosii ambalata in flacon din sticla bruna,
etichetat, sigilat prin termosudare cu folie de aluminiu
Proba 2 fiola rosie faina din pielite de rosii obtinuta prin distilare criogenica a
produsului din MR-01-TP
Proba 3 fiola albastra | produs MR-01-TP ambalat in vid

La testul 2 au participat aceeasi 6 parteneri din METROFOOD-RO implicati si in testul 1,
respectiv IBA, INOE, USAMV Bucuresti, Universitatea Bucuresti, USV Timisoara si UDJ

Galati. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul urmator.
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Test 2- Poliifenolii totali din MR-01TP

cod MR-01TP criogenat MR-01TP vid
Participant | lab MR-01TP (fiola rosie) (fioa albastra)
IBA 1 736.50 627.2 659.25
INOE 2 542.00 388.77 484.24
USAMVB 3 867.97 681.95 687.69
UB 4 534.31 574.59 557.24
UDJG 5 623.00 469 469
USvVT 6 377.00 323 356

Cu o singura exceptie, laborator 4 (UB), toti ceilalti participanti au raportat un continut
mai mic de polifenoli totali in probele criogenate (fiola rosie) comparativ cu proba
martor MR-01TP. De asemenea, si vidarea probei duce la scaderea concentratiei de
polifenoli totali din MR-01TP (figura 8.2).

Fig.8.2. Polifenolii totali din MR-01TP
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Calculare abatere standard si valoare atribuita pentru MR criogenat

(fiola rosie) o= sqrt(Z((Xi - Xmrc)*2)/n)
Denumire cod | polifenoli Xi - Xi - | Xi - valoare atribuita
Laborator lab totali Xmed) Xmed)"2 Xmed | (Xmed) 521.80
IBA 1] 62720 | q05.405 | 11,110.21 | 105.41 | |nr. rez 6
INOE 2| 3877 | 433.005 | 17,695.65 | 133.03
USAMVB 3| 08195 | ye0 155 | 25,649.62 | 160.16 | | Z(Xi - Xmr)"2 99,549.56
UB 4 >74.59 52.795 | 2,787.31 52.80 o (std dev mediana) 128.81
UDJG 5 469.00 -52.795 | 2,787.31 52.80
USsvT 6 323.00 -198.795 | 39,519.45 198.80 s+ _ 1253 ¢@p | i
: Sl = X; — med(x)|
mediana 521.80 .
| s | 146.80 |
dev1a}1a standard 28.13
relativa, %
Calculare abatere standard si valoare atribuita pentru MR vidat z=(Xi-Xmrc)/o
(fiola albastra) o= sqrt( Z((Xi - Xmrc)*2)/n)
* rezultate
filtrate
Denumire | cod polifenoli (Xi - (Xi - [Xi - valoare atribuita
Laborator | lab totali Xmed) Xmed)*2 | Xmed| (Xmed) 520.74
IBA 1 659.25 138.51 | 19,185.02 137.46 nr. rez 6
INOE 2 484.24 -36.5 | 1,332.25 37.56
USAMVB 3 687.69 166.95 | 27,872.30 165.90 2(Xi - Xmr)"2 79,538.12
UB 4 557.24 36.5 | 1,332.25 35.44 o (std dev mediana) 115.14
UDJG 5 469 -51.74 | 2,677.03 52.80
+  1253ap .3
usvT 6 356 -164.74 | 27,139.27 | 165.80 s = l-=1|-\‘;~ — med(x)|
mediana 520.74
B | 124.24 |

deviatia standard

relativa, % 23.86

Concluzia studiului indica faptul ca nu se justifica costurile suplimentare pentru
criogenarea sau vidarea produsului MR-01TP (infrastructura si consumul energetic mai

mare).
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9. OPTIMIZAREA METODEI DE ANALIZA A POLIFENOLILOR DIN MR-01TP

La primul test de comparari interlaboratoare realizat pentru masurarea cantitatii de
polifenolilor totali din materialul de referinta MR-01TP au participat sase parteneri din
proiect, respectiv IBA, INOE, USAMV Bucuresti, Universitatea Bucuresti, USV Timisoara
si UDJ Galati.

Toti partenerii au analizat probe provenite din acelasi lot, imediat dupa desigilarea
ambalajului, abordand metode proprii de extractie si cuantificare. Rezultatele
determinarilor realizate in triplicat si raportate la 100 g substanta uscata sunt

prezentate in Tabelul 9.1.

Tabel 9.1 Rezultatele testului 1 de masurare a polifenolilor totali din MR-01TP

Partener Raport Solvent Concen- Metodade Timpde @ Tempera- Continut de
extract tratie extractie = extractie  turade  polifenoli totali
ie solvent (min) extractie = (mg EAG/100g
(°C) SU)
IBA 1:100 Metanol 80% Agitare, 240 25 736,50+25,50
Bucuresti 2000 rpm
INOE (1:10) Metanol 100% Agitare 2 20 542
X2 2500rpm
USAMVB 1:50 Etanol cu 60 % Ultrasoni 20 50 867,97+16,50
HCL 0.1% care
(fara
degresare)
1:50 Etanol cu 40% Ultrasoni 20 50 795,82 + 8,65
HCL 0.1% care
1:50 Etanol cu 60% Ultrasoni 20 50 820,19 +
HCL 0.1% care 10,75
(cu
degresare)
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1:50 Etanol cu 80% Ultrasoni 20 50 773,02 +
HCL 0.1% care 14,03
UB Etanol cu 60 % Ultrasoni 20 50 534,31
HCL 0.1% care
USVT 1:10 Etanol 70% Ultrasoni 30 50 377
care
UDJG Apa 100% Ultrasoni 10 23 660 + 0,03
care
Apa 100% Agitare 60 23 623 + 0,01
1000 rpm
Etanol 70% Ultrasoni 10 23 863 + 0,07
care
Etanol 70% Agitare 60 23 883 + 0,12
1000 rpm
Metanol 70% Ultrasoni 10 23 852 + 0,14
care
Metanol 70% Agitare 60 23 865 + 0,08
1000 rpm
Metanol cu 70% Ultrasoni 10 23 936 + 0,04
HCL 1% care
Metanol cu 70% Agitare 60 23 982 + 0,03
HCL 1% 1000 rpm

La o prima analiza a datelor raportate s-a observat o diferenta foarte mare intre valorile
raportate pentru continutul de polifenoli totali. Media calculata pentru valorile
prezentate cu caractere bold este de 613,463 mg EAG/100 g SU, cu o deviatie standard
de + 171,63 mg EAG/100 g SU si o deviatie standard relativa de 27,98%.
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Deoarece aceasta deviatie standard relativa este mult prea mare pentru valoarea
analitului masurat intr-un material de referinta, s-a organizat o intalnire cu

participantii la acest prim test.

Livia Patrascu U... Ervin Cozma

Evelina Gherghi... USAMVB

Scopul intalnirii a constat in analiza detaliata a metodei de extractie a polifenolilor,
observandu-se din variantele de extractie prezentate de unii dintre participanti ca
pentru conditii similare valorile determinate au fost mult mai apropiate. Ca urmare au
fost luati in discutie urmatorii parametri:

- raport de extractie dintre materialul vegetal si solvent

- tipul solventului de extractie

- concentratia solventului

- timpul

- temperatura de extractie.
S-au analizat posibilele variante ale acestor parametri in stransa corelatie cu

rezultatele obtinute de parteneri la determinarea concentratiei compusilor fenolici.
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Legat de metoda de extractie, s-a decis ca, in functie de dotari, partenerii sa opteze

pentru agitare sau ultrasonicare, cu ajustarea timpului de extractie.

In final, s-a stabilit o metoda de extractie cu parametri bine definiti care s-a aplicat de

toti partenerii participanti la test 1.2 (Tabelul 9.2).

Tabelul 9.2. Parametrii de extractie stabiliti pentru etapa a 2-a a testului
Metoda de Timp de  Temperatura

Parametru Raport Solvent Concentra
extractie tie solvent extractie extractie = de extractie
(material (%) detaliata (min) Q)

vegetal: solvent
de extractie

1:50 Etanol 70 Agitare / 60/10 40
(fara ultrasonicare
acidifiere

De asemenea, participantii la Testul 1.2 au primit si fisa de produs cu instructiuniele

de aplicat in masurarea polifenolilor din MR-01TP.

D (i p—

EVOLVE

MR-O1TP es
MR-

e,
4 Folin-Ciocalten
oli totali din MR-01TP
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Deoarece optimizarea tehnicii de masurare se inscrie in obiectivul testului 1,
rezultatele colectate au fost codificate cu rezultate test 1.2, testul initial fiind test

1.1.  Rezultatele testului 1.2 sunt prezentate grafic in figura 9.1

Fig. 9.1. Polifenolii totali din MR-01TP
Test 1.2
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40!
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INOE USAMVB UDJG UsSvT
H Polifenoli totali 659 700 847 701 833 623

mg GAE/100g s.u.
o o o o o

o

Rezultatele celor doua teste (1.1 si 1.2) au fost comparate si reprezentate grafic atat

individual cat si cumulativ.

Pentru varianta individuala a fost prezentata si metoda de extractie a polifenolilor din
MR-01TP utilizata in testul 1.1, respectiv in testul 1.2 si deviatia standard calculata

pentru cele 2 teste si respectiv, deviatia standard relativa.

She e
UNIVERSITAS AT

BA <iss

.........




Cofinantat de
Uniunea Europeana

PoCIDIF | 4 -

Conectam oportunitati .
Finantam viitorul A ‘

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Participant 1- IBA Bucuresti

Caracteristici Rezultat Rezultat
Test 1.1 Test 1.2
Substanta uscata 94.92 93.15
Polifenoli totali/ s.u 736.50+25,50 659,15
Tehnica extractie Vortexare Ultrasonicare
2.000 rpm/ 25°C; temp 40°C/10 min.

centrifugare 10.000 rpm, temp 4°C
Substanta uscata : g/100g
Polifenoli totali/ s.u : mg GAE/100g s.u
Metoda acreditata : DA

Participant 1-IBA Bucuresti
Polifenolii totali din MR-01TP

736.50
/ 659.15
| e A
test 1.1 test 1.2 deviatia standard deviatia standard
relativa,%
mtest1.1 test 1.2 deviatia standard M deviatia standard relativa, %
{0 " 109
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Participant 2- INOE

Caracteristici Rezultat Rezultat
Test 1.1 Test 1.2
Substanta uscata 94.10 95.71

Polifenoli totali/ s.u 542 707,00

Tehnica extractie Vortexare Ultrasonicare
2.500 rpm/ 25°C; temp 40°C/10 min.
centrifugare 11.000 rpm/ 2 min., temp
4°C

Substanta uscata : g/100g
Polifenoli totali/ s.u : mg GAE/100g s.u
Metoda acreditata : NU

Participant 2-INOE
Polifenolii totali din MR-01TP

700
542
79.00 17.99
' V- 4
Polifenoli totali test 1.1 test 1.2 sdv deviatia
standard
relativa, %
M Polifenoli totali Etest1.1 test 1.2 sdv M deviatia standard relativa, %
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Participant 3- USAMVB

Caracteristici Rezultat Rezultat
Test 1.1 Test 1.2
Substanta uscata 94,01+0,11 93,86 + 0,12
Polifenoli totali/s.u. 867,97+16,50 847,45 + 4,06
Tehnica extractie Ultrasonicare 50°C/20 min; Ultrasonicare 40°C/10 min;

Centrifugare 5000 rpm/10 min. Centrifugare 5000 rpm/10 min.

Substanta uscata : g/100g
Polifenoli totali/ s.u : mg GAE/100g s.u
Metoda acreditata : NU

Participant 3- USAMVB
Polifenolii totali din MR-01TP

867.97 847.45
y
14.51 1.69
V. 4 A

Polifenol totali test 1.1 test 1.2 sdv deviatia
standard

relativa,%

M Polifenol totali Etest1.1 test 1.2 sdv M deviatia standard relativa,%
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Participant 3- UB

Caracteristici Rezultat Rezultat
Test 1.1 Test 1.2
Substanta uscata* 95.42 95.60
Polifenoli totali/ s.u. 534.31 700.50
Tehnica extractie Ultrasonicare 50°C/20 min; Ultrasonicare 40°C/10 min;

Centrifugare 5000 rpm/10 min. Centrifugare 5000 rpm/10 min.

*Substanta uscata : g/100g
Polifenoli totali/ s.u : mg GAE/100g s.u
Metoda acreditata : NU

Participant 4- UB
Polifenolii totali din MR-01TP

700.5
534.31 -
117.51
‘, 19.03
A
Polifenoli totali test 1.1 test 1.2 sdv deviatia
standard
relativa,%
m Polifenoli totali Mtest1.1 test 1.2 sdv M deviatia standard relativa,%
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Participant 6: UDJG
Caracteristici Test 1.1 Test 1.2

Substanta uscata* 93,96 £ 0,06 92,25+0,04
Polifenoli totali/ s.u 623 + 0,01 833,36+9,40
Tehnica extractie Ultrasonicare 50°C/20 min; Ultrasonicare 40°C/10 min;

Centrifugare 5000 rpm/10 min. Centrifugare 5000 rpm/10

min.
*Substanta uscata : g/100g
Polifenoli totali/ s.u : mg GAE/100g s.u
Metoda acreditata : NU

Participant 5- UDJG
Polifenolii totali din MR-01TP

833
623 -
148.49 20.40
' V. /| 4

Polifenoli totali test 1.1 test 1.2 sdv deviatia

standard

relativa,%
H Polifenoli totali Etest1.1 test 1.2 sdv M deviatia standard relativa,%
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Participant 6- USVT
Polifenolii totali din MR-01TP

6
377
174.18
ﬂ 34.82

Polifenoli totali test 1.1 test 1.2 sdv deviatia
standard
relativa, %

M Polifenoli totali mtest1.1 test 1.2 sdv M deviatia standard relativa,%

Polifenolii totali din MR-01TP
Test 1.1 si Test 1.2

900.00
800.00
. 700.00 i W
>
wv
o0 600.00
8
S 500.00
o
< 400.00
O
oo 300.00
€
200.00
100.00 _I- I I I
0.00 =
IBA INOE USAMVB V)] UDJG USVT
Htest 1.1 736.50 542.00 867.97 534.31 623.00 377.00
test 1.2 659.15 700.00 847.45 700.50 833.00 623.33
deviatia standard 54.69 111.72 14.51 117.51 148.49 174.18
M deviatia standard relativa,% 7.84 17.99 1.69 19.03 20.40 34.82
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z=(Xi-Xmrc)/o

Calculare abatere standard si valoare atribuita MR-01TP (Test 1.2) o= sqrt( Z((Xi - Xmrc)*2)/n)
* rezultate filtrate
cod | polifenoli (Xi - (Xi - Xi - valoare atribuita
DenLab | lab totali Xmed) | Xmed)"2 | Xmed| (Xmed) 703.75
IBA 1| 691 44.6 | 1,989.16 4460 | | nr.rez 6
INOE o | 70700 3.25 | 10.56 3.05
847.45 :
USAMVB 3 143.7 | 20,649.69 143.70 > (Xi - Xmr)A2 45,926
o (std dev
UB 4 700.50 -3.25 | 10.56 3.25 mediana) 87.49
UDJG 5 833.36 129.61 | 16,798.75 129.61
623.33 s =227 1y — med(x)|
USVT 6 ) -80.42 | 6,467.38 80.42 =11 :
mediana 703.75
| s* | 8454 |
deviatia standard
relativa 12.01

Prin optimizarea etapei de extractie din metoda de masurare a polifenolilor totali din
MR-01TP, deviatia standard a scazut de la 159,71 mg EAG/100 g SU la 87.49 mg EAG/100
g SU. Exprimata ca deviatie standard relativa aceasta a scazut de la 27,75% la 12,01%
ceea ce confirma ipoteza ca extractia analitului din matricea MR-01TP este o etapa cu

impact mare asupra calitatii rezultatului masuratorii.
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10. CARACTERIZAREA MR-01TP

Deoarece atribuirea valorii proprietatii reprezentative a unui material de referinta nou
dezvolta este o activitate complexa, ea se realizeaza prin studii colaborative. Scopul
este obtinerea unei valori bine fundamentate, care sa poata fi utilizata in aplicatii

interne de control al calitatii, validari metodologice sau studii comparative.

Exista mai multe abordari utilizate in atribuirea valorii informative, in functie de
resursele disponibile, nivelul de complexitate al matricei si scopul utilizarii
materialului. Tn lipsa unui design interlaborator, o strategie comund constd in
caracterizarea interna cu ajutorul unuia sau mai multor laboratoare competente,
utilizdnd metode analitice validate si echipamente calibrate. Cu toate acestea, pentru
consolidarea increderii in valoarea atribuita, pot fi utilizate si teste interlaboratoare,
in care mai multe laboratoare independente analizeaza acelasi lot de material, in
conditii comparabile. Aceasta abordare permite validarea externa a caracterizarii si

creste credibilitatea valorii informative, chiar in afara unui cadru acreditat.

Prin urmare, abordarile multi-laborator si multi-metoda sunt adesea utilizate ca
strategii de caracterizare a materialelor de referinta nou dezvoltate. Astfel, se
utilizeaza tehnici analitice multiple (de exemplu, volumetrie, gravimetrie,

spectrometrie etc.) pentru a reduce impactul erorii asupra rezultatelor certificate.

Metodele analitice utilizate in cadrul acestor caracterizari, fie interne, fie inter-
laboratoare, trebuie sa fie trasabile la standarde internationale sau nationale
recunoscute. in mod ideal, se utilizeaza metode de referinta (standardizate sau

oficiale), dar pot fi acceptate si metode alternative, cu conditia ca acestea sa fie
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complet validate si sa demonstreze rezultate comparabile. Fiecare laborator
participant trebuie sa opereze in conditii controlate si sa documenteze riguros fiecare
etapa analitica, incluzand controlul intern al calitatii. In cazul in care se obtin valori
apropiate din surse independente, consistenta acestora consolideaza increderea in

valoarea informativa atribuita.

Atribuirea valorii trebuie efectuata exclusiv dupa confirmarea omogenitatii lotului.
in cazul utilizarii unor studii interlaboratoare, unitatile distribuite citre participanti
trebuie sa provina dintr-un lot verificat ca fiind omogen si stabil pe termen scurt. Datele

colectate pot fi ulterior comparate si integrate pentru obtinerea unei valori.

Documentarea procesului de atribuire a valorii informative trebuie sa includa toate
detaliile relevante: metodele analitice, echipamentele utilizate, trasabilitatea
materialelor etalon, rezultatele individuale si justificarea valorii finale. In cazul in care
caracterizarea implica mai multe laboratoare, trebuie mentionate clar criteriile de
selectie a acestora si conditiile de participare. Valoarea informativa rezultata poate fi
inclusa in fisa tehnica sau in documentatia de insotire a MR-ului, cu mentiunea explicita

privind caracterul necertificat al valorii si absenta unei incertitudini formale.

Pe baza analizei rezultatelor din testul 1.2 utilizat in optimizarea tehnicii de masurare
a polifenolilor din MR-01TP, se recomanda ca valoarea atribuita materialului de

referinta caracterizat sa fie valoarea 703,75 mg EAG/100g s.u.
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11.EVALUAREA PERFORMANTEI LABORATOARELOR PARTICIPANTE

Pentru evaluarea performantei laboratoarelor la testele de comparari interlaboratoare
au fost prelucrate rezultatele masuratorilor substantei uscate (s.u) din MR-O1TP

organizate in testul 1.2.

S-a ales acest parametru deoarece este o tehnica simpla si utilizata intens in
masuratorile din laborator. De asemenea, este important de subliniat ca umiditatea
reprezinta un factor esential care influenteaza semnificativ continutul de polifenoli

totali raportat la substanta uscata.

Cantitatea de substanta uscata din produs a fost determinata indirect prin masurarea
umiditatii din produs. Analiza de determinare a umiditatii a fost efectuata prin metoda
gravimetrica, la etuva, la temperatura de 105°C, uscare pana la masa constanta (cca.
4 ore).

- valoarea atribuita a fost stabilita consensual, ca medie a celor 5 rezultate;

- abatere standard pentru evaluarea competentei, masura a dispersiei utilizate
in evaluarea rezultatelor incercarilor de competenta, a fost calculata fata de
media rezultatelor

- pentru calcularea scorului z, expresie a performantei laboratorului, s-a utilizat
formula

Z =(xi-x)/s (ecuatia 11)
unde:
X; reprezinta valoarea obtinuta de laboratorul i;

X reprezinta valoarea medie robusta (mediana);

s reprezinta abaterea standard robusta.
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Datele (rezultatele ) prelucrate sunt prezentate in tabelul 1

Test 1.1. Calculare scor z pentru rezultatele substanta uscata din MR-01TP

Nr | Denumire Laborator | cod lab Xi (Xi - Xmed) z
1 IBA 1 94.92 0.44 0.67
2 INOE 2 94.10 -0.38 -0.58
3 USAMVB 3 94.01 -0.47 -0.72
4 UB 4 95.42 0.94 1.43
5 UbDJG 5 93.96 -0.52 -0.80
6 Usvt 6 0.00 0.00 0.00

media (Xmed) 94.48

sdv 0.65

RSD 0.69

Test 1.1 Scor z
2.00 substanta uscata din MR-01TP

143

1.00

N
S
o
(&)
w

0.00 -

. - :
-0.58
-1.00 -0.80 -0.72
22.00 cod laborator
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Test 1.2. Calculare scor z pentru rezultatele substanta uscata din MR-01TP

Denumire
Nr Laborator cod lab | Xi (substanta uscatd) | (Xi- Xmed) scor z
1 IBA 1 93.15 -0.94 -0.69
2 INOE 2 95.71 1.62 1.19
3 USAMVB 3 93.86 -0.23 -0.17
4 UB 4 95.60 1.51 1.11
5 UDJG 5 92.25 -1.84 -1.35
6 usvT 6 93.96 -0.13 -0.09
media 94.09
sdv 1.36
RSD 1.45
Scorul z pentru masurarea substantei uscate din MR-01TP (Test 1.2)
2.00

1.50

1.11 1.19
1.00
0.50
0.00 —

: [ |
-0.50 -0.17 -0.09

scor z

-1.00 -0.69
-1.50 -1.35
-2.00
5 1 3 6 4 2

Conform datelor prelucrate, toti participantii au obtinut scoruri z mai mici decat 2,
ceeace indica o performanta buna a laboratoarelor participante la testele de comparari

interlaboratoare. .
Interpretarea scorului z

|z|<2 performanta satisfacatoare

2 < |z|<3 performanta discutabila
|z] 23 performanta nesatisfacatoare
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Concluzii
IM3.2- Raport privind testele interlaboratoare prezinta metodologia de realizare a
compararilor interlaboratoare prin exemplificarea pe 2 teste de comparare, pe
optimizarea unei metode de masurare si respectiv, caracterizarea unui material de
referinta dezvoltat in cadrul prezentului proiect si, de asemenea, a unei performante
de masurare.
Rezultatele activitati A3.1, specifice IM3.2, sunt in conformitate cu cererea de
finantare si in raport se regasesc descrise toate etapele pentru organizarea
compararilor interlaboratoare astfel:
- TEST 01- Determinarea continutului de polifenoli totali din MR-01TP
- TEST 02- Efectul criogenarii asupra continutului de polifenoli totali din MR-01TP
- TEST 1.2- Optimizarea metodei de masurare a polifenolilor totali din MR-01TP
- Caracterizarea materialului de referinta MR-01TP

- Calcularea scorului z pentru laboratoarele participante la testele 1 si 2.

Echipa de experti care a participat la elaborarea documentului

Nume, Functia in Contributia la activitate
prenume proiect
1.1BA
Serbancea Coordonator | - Planificare activitate A3.1 organizare si realizare test 1 si
Floarea activitate test 2 comparari interlaboratoare pentru MR-01TP si
A3.1/ elaborare raport IM3.2- Partial 5
CSll/Expert | - Introducere; 1.metodologie de implementare a

compararilor interlaboratoare,2. Cerinte generale pentru
competenta furnizorilor de incercari de competenta

- Planificare activitate A3.1, elaborare raport IM3.2-
Partial 6, coordonarea optimizarii metodei de analiza
polifenoli totali din MR-01TP, elaborarea proiectului
statistic, distributia normala a rezultatelor, calcul deviatie
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standard, calcul scor z pentru rezultatele din analiza
polifenolilor totali din MR-01TP
Anghel Mihaela | Expert IBA | Participare la realizare test 1.1 si test 1.2 si test 2
comparari interlaboratoare pentru MR-01TP
Marculesccu Expert IBA | Contributii la organizarea testelor de comparari
Ovidiu interlaboratoare pentru MR-01TP; Ambalare si transport
MR-01TP pentru cele doua teste de comparari
interlaboratoare
Serbancea Expert IBA | Participare la elaborarea proiectului statistic, distributia
Cristian normala a rezultatelor, calcul deviatie standard, calcul
scor z pentru rezultatele din analiza polifenolilor totali din
MR-01TP-test 1.1+ test 1.2+ test 2
2.INOE
Babalau Fuss Expert INOE | Realizarea testelor analitice in cadrul compararilor
Vanda interlaboratoare pentru evaluarea performantei metodelor
de determinare a polifenolilor totali si carotenoizilor
Cadar Oana Expert INOE | Realizarea testelor analitice in cadrul compararilor
interlaboratoare pentru evaluarea performantei metodelor
de determinare a polifenolilor totali si carotenoizilor, cu
raportarea rezultatelor conform cerintelor testului
Dordai Lucian | Expert INOE | Participare la evaluarea rezultatelor din analiza MR-01TP si
propuneri de optimizare a metodei de analiza a
polifenolilor totali din MR-01TP
Socaciu Expert INOE | Realizarea testelor analitice in cadrul compararilor
Nicoleta interlaboratoare pentru evaluarea performantei metodelor
Bianca de determinare a polifenolilor totali si carotenoizilor /
Participare la evaluarea rezultatelor din analiza MR-0O1TP si
propuneri de optimizare a metodei de analiza a
polifenolilor totali din MR-01TP
Senila Expert INOE | Contributii la dezvoltarea metodologiei de organizare
Lacramioara comparari interlaboratoare
-cerintele standardului ISO 17043:2023
3. USVT
Poiana Expert USVT | Adaptarea protocolului Metoda colorimetrica Folin-
Mariana-Atena Ciocalteu adaptata conform ISO 14502- 1:2005 -
Determination of substances characteristic of green and
black tea - Part 1: Content of total polyphenols in tea -
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Colorimetric method using FolinCiocalteu reagent- pentru
matricea pielite de rosii

-contributii la prelucrarea standardelor internationale
utilizate in evaluarea calitatii rezultatelor obtinute din
analiza produselor realizate in cadrul proiectului
METROFOOD-RO Evolve/ Participare la evaluarea
rezultatelor statiatice pentru polifenolii totali din MR-
01TP analizat in Testul 1./ Propuneri de optimizare a
metodei de analiza polifenoli totali din MR-01TP

Radulov Expert USVT | Determinarea continutului de polifenoli si redactarea
Isidora raportului/ -contributii la prelucrarea standardelor
internationale utilizate in evaluarea calitatii rezultatelor
obtinute din analiza produselor realizate in cadrul
proiectului METROFOOD-RO Evolve

Participare la evaluarea rezultatelor statiatice pentru
polifenolii totali din MR-01TP analizat in Testul 1./
Propuneri de optimizare a metodei de analiza polifenoli
totali din MR-01TP

Tripon Roberta | Expert USVT | Determinarea continutului de polifenoli si redactarea
raportului/ -contributii la prelucrarea standardelor
internationale utilizate in evaluarea calitatii rezultatelor
obtinute din analiza produselor realizate in cadrul
proiectului METROFOOD-RO Evolve

Participare la evaluarea rezultatelor statiatice pentru
polifenolii totali din MR-01TP analizat in Testul 1./
Propuneri de optimizare a metodei de analiza polifenoli
totali din MR-01TP

Tulcan Expert USVT | Adaptarea protocolului Metoda colorimetrica Folin-
Camelia Ciocalteu adaptata conform ISO 14502- 1:2005 -
Determination of substances characteristic of green and
black tea - Part 1: Content of total polyphenols in tea -
Colorimetric method using FolinCiocalteu reagent- pentru
matricea pielite de rosii.Determinarea continutului de
polifenoli si redactarea raportului

-contributii la prelucrarea standardelor internationale
utilizate in evaluarea calitatii rezultatelor obtinute din
analiza produselor realizate in cadrul proiectului
METROFOOD-RO Evolve

Optimizarea metodei de analiza a polifenolilor totali din
MR-01TP

4.USAMV
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Balan Daniela Expert Determinarea continutului de polifenoli totali a celor trei
USAMVB probe de material de referinta incluse in aceasta etapa de
testare interlaboratoare
Bujor - Nenita Expert Studiul metodologiei de organizare a testelor

Oana - Crina USAMVB interlaboratoare (ISO 17043/2003)/ Contributii la stabilirea
tipului de test interlaborator si a analitului urmarit

Danila Elena Expert Pregatire probe; Preparare reactivi; Spalare sticlarie de
USAMVB laborator
ISRAEL- Expert Participari la discutii cu partenerii din proiect implicati in
ROMING USAMVB realizarea testului 1 interlaboratoare pentru materialul de
Florentina referinta in vederea stabilirii informatiilor suplimentare

care trebuie furnizate pentru analiza rezultatelor si
evidentierea gradului de influenta a metodei de extractie
a polifenolilor asupra cuantificarii acestora.

Discutii cu partenerii din proiect si stabilirea tuturor
parametrilor de extractie a polifenolilor pentru a aplica
aceeasi metoda in urmatoarea etapa de testare
interlaboratoare privind continutul total de polifenoli din
materialul de referinta (IM3.2 Raport privind teste

interlaboratoare);
Mitelut Amalia Expert Studiu privind privind posibile solutii de ambalare a
USAMVB materialului de referinta elaborat, in corelatie cu

proprietatile fizico-chimice ale acestuia.

Studiu privind privind posibile solutii de ambalare a
materialului de referinta elaborat, in corelatie cu
proprietatile fizico-chimice ale acestuia. (IM3.2 Raport
privind teste interlaboratoare)

Popa Aglaia Expert Optimizarea extractiei polifenolilor totali din materialul de
USAMVB referinta in vederea analizei cantitative. Determinarea
continutului in lipide si influenta acestuia asupra
cuantificarii polifenolilor totali din materialul de referinta.
Determinarea substantei uscate a celor 3 probe MR

Studiul metodologiei de organizare a testelor
interlaboratoare (1SO 17043/2003)

Contributii la stabilirea tipului de test interlaborator si a
analitului urmarit/ Completarea informatiilor de la
parteneri si pregatirea documentelor pentru interpretarea
datelor si stabilirea metodei de extractie a polifenolilor
din materialul de referinta pentru a fi aplicata in
urmatoarea etapa a testarii interlaboratoare
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5.UDJG

Aprodu luliana | Expert UDJG | Participare la determinarea continutului total de fenoli din
probele de faina din pielite de rosii in cadrul testelor
interlaboratoare si elaborarea Raportului pentru aceasta
activitate/ Participare la evaluarea rezultatelor statistice
obtinute la determinarea continutului total de fenoli din
proba MR-01-TP analizata in Testul 1; Participare la
intalnirile a grupului de lucru implicat in testele
interlaboratoare. Propuneri de optimizare a metodei de
analiza a continutului total de fenoli din MR-01TP

Borda Daniela | Expert UDJG | Contributii la elaborarea studiului ,,Separarea polifenolilor
prin HPLC”

Patrascu Livia | Expert UDJG | Contributii la elaborarea studiului ,Identificarea
polifenolilor cu metoda Folin Ciocalteu”

Turtoi Maria Expert UDJG | Contributii la elaborarea studiului ,,Separarea polifenolilor
prin HPLC” Integrarea ,,Raportului privitor la determinarea
continutului total de fenoli din probele de faina din pielite
de rosii in cadrul testelor interlaboratoare” in Raportul de
progres RP5-UDJG si pregatirea raportului tehnic pentru
IM3.2 - Raport privind testele interlaboratoare (partial)/
Standarde internationale utilizate in organizarea testelor
interlaboratoare (identificare si prelucrare informatii)/
Participare la intalnirea grupului de lucru implicat in
testele interlaboratoare. Propuneri de optimizare a
metodei de analiza a continutului total de fenoli din MR-
01TP

Vasilean Ina Expert UDJG | Participare la determinarea continutului total de fenoli din
probele de faina din pielite de rosii in cadrul testelor
interlaboratoare

6.UB

Moza lasmina Expert UB | Desfasurarea testelor interlaborator pentru detectia si
cuantificarea polifenolilor totali si individuali, utilizand
HPLC-DAD/ -contributii la prelucrarea standardelor
internationale utilizate in evaluarea calitatii rezultatelor
obtinute din analiza produselor realizate in cadrul
proiectului METROFOOD-RO Evolve/ Desfasurarea testelor
interlaborator pentru detectia si cuantificarea polifenolilor
totali si individuali, utilizand HPLC-DAD
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7. INMA
lonescu Expert INMA | -contributii la prelucrarea standardelor internationale
Alexandru utilizatelin evaluarea calitatii rezultatelor obtinute din

analiza produselor realizate in cadrul proiectului
METROFOOD-RO Evolve. Standarde studiate ISO
17043:2023; I1SO 17034:2017 si 1SO 13528:2022.

Mircea Costin | Expert INMA | -contributii la prelucrarea standardelor internationale
utilizateiin evaluarea calitatii rezultatelor obtinute din
analiza produselor realizate in cadrul proiectului
METROFOOD-RO Evolve. Standarde studiate I1SO
17043:2023; 1SO 17034:2017 si ISO 13528:2022.

Voicea lulian Expert INMA | -contributii la dezvoltarea metodologie de organizare a
compararilor interlaboratoare; organizarea compararilor
interlaboratoare si a studiilor colaborative

Responsabil realizare document,

Serbancea Floarea

Serbancea Digitally signed by
Floarea Serbancea Floarea

126

L IN.CD.T.IM.




		2026-07-31T13:19:45+0300
	Șerbancea Floarea




