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Structura parteneriatului pentru realizare IM3.1

Partener Conform Acord colaborare Raport
din Cererea de finantare

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

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

3 Institutul National de Cercetare- INCDTIM X

Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si
Mole-culare

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

5 Institutul National de Cercetare- INMA

Dezvoltare pentru Masini si Instalatii
destinate Agriculturii si Industriei

Alimentare
6 Universitatea de Stiinte Agronomice si USAMVB
Medicina Veterinara din Bucuresti
7 Universitatea “Dunarea de Jos” din UDJG
Galati
8 Universitatea din Bucuresti uB X
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1. Introducere

Activitatile desfasurate in aceasta faza contribuie la realizarea 0S3-
Consolidarea pozitionarii METROFOOD-RO in comunitatea stiintifica la nivel national,
METROFOOD-RI si european, ca facilitate de cercetare orientata catre actorii sistemului
alimentar si este implementat prin intermediul activitatii de baza A3- Cercetare
exploratorie.

Materialul de referinta descris in IM3.1 - ,,Raport privind obtinerea unui material
de referinta” a fost dezvoltat in cadrul activitatii A3.1 - ,,Sistem de calitate integrat
pentru asigurarea calitatii si trasabilitatii masuratorilor din laborator (Dezvoltare
experimentala)”.

Dezvoltarea unui material de referinta reprezinta un proces important pentru
obtinerea unor rezultate analitice de incredere si comparabile, mai ales in domeniul
agroalimentar, unde complexitatea matricilor si variabilitatea naturala pot influenta
semnificativ determinarile analitice. Pentru a obtine un material de referinta de
adecvat, este necesara atat o baza teoretica, cat si o abordare experimentala bine
planificata, in concordanta cu cerintele standardelor SR EN ISO 17034 si ISO Guide 35
privind omogenitatea, stabilitatea si trasabilitatea metrologica.

Prima etapa a constat in documentarea literaturii de specialitate privind
dezvoltarea materialelor de referinta, cu accent pe cerintele legate de stabilitate,
omogenitate si conditiile de procesare specifice matricei alese. In etapa urmatoare, a
fost realizat un studiu pilot pe pulberea obtinuta din subprodusul rezultat dupa
extractia sucului de rosii, pentru a verifica daca aceasta matrice poate fi utilizata
pentru determinarea polifenolilor totali si ca baza pentru un material de referinta.

Pe baza rezultatelor obtinute in etapa preliminara, materialul a fost produs
printr-un proces controlat de prelucrare si ambalare, urmarind mentinerea compusilor
fenolici si limitarea variatiei intre unitatile de material de referinta. Dupa finalizarea
productiei, materialul a fost evaluat pentru omogenitate si stabilitate in cadrul studiilor
desfasurate pe durata a noua saptamani, perioada in care continutul de polifenoli totali
a fost monitorizat periodic prin analiza spectrofotometrica, in conditii stabile de
depozitare.

Raportul centralizeaza etapele prin care a fost realizat materialul de referinta,
de la documentare pana la studiile de omogenitate si stabilitate, si reuneste
informatiile din rapoartele elaborate anterior, astfel incat sa prezinte in mod structurat
intregul parcurs al procesului.
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2. Metodologia de dezvoltare a materialelor de referinta

Orice proces de dezvoltare a unui material de referinta incepe cu o etapa de
documentare si analiza preliminara. Aceasta faza are rolul de a defini in mod clar scopul
materialului, parametrii analitici de interes, matricea adecvata si cerintele tehnice sau
reglementarile care trebuie respectate. Se analizeaza literatura de specialitate,
standardele relevante, metodele analitice disponibile si eventualele provocari legate
de stabilitate, omogenitate sau disponibilitatea materiei prime. Documentarea asigura
o baza solida pentru deciziile ulterioare si contribuie la construirea unei metodologii
coerente.

Inainte de initierea propriu-zisa a procesului de dezvoltare, este recomandat
realizarea unor studii de fezabilitate/pilot. Acestea au rolul de a evalua posibilitatea
tehnica si practica de a obtine un material de referinta cu caracteristicile dorite, luand
in considerare factori precum disponibilitatea matricei, comportamentul parametrilor
in timp, infrastructura analitica existenta si cerintele de calitate. Rezultatele studiului
permit ajustarea timpurie a abordarii si reduc riscurile asociate etapelor ulterioare.

Dezvoltarea unui material de referinta implica o succesiune de etape planificate
(Figura 1), fiecare avand un rol esential in asigurarea calitatii, trasabilitatii si
reproductibilitatii materialului. Procesul porneste cu selectia atenta a materiei prime,
urmata de procesare si obtinerea unui lot omogen de material, ambalat in forma finala.

Selectia Studiul de

materiei prime omogenitate

*  Relevants *  Uscare *  Esantionare + Conditii *  Analizi de
* Reprezentativitate *  Macinare *  Variabilitate in controlate laborator
* Disponibilitate * Omogenizare unitate + Timp v Metods validat
*  Calitate * Sitare *  Variabilitate intre
o N . * Temperatura * Valori atribuite
* Compatibilitate *  Stabilizare unitati
analitica *  Analiza statistica * Umiditate * Incertitudine
*  Reproductibilitate + Perioadi de *  Figa tehnicd
valabilitate

Figura 1. Principalele etape in dezvoltarea materialelor de referinta
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Ulterior,
caracterizarea parametrilor vizati.
Pentru ca aceste etape sa fie realizate intr-un mod coerent si compatibil cu
bunele practici internationale, metodologia are la baza cerintele prevazute in

standardul

SR EN

Cod SMIS 2021+ 309287

se realizeaza studiul de omogenitate,

ISO 17034:2017

producatorilor de materiale de referinta”.
Pe langa acest standard ISO 17034:2017, in dezvoltarea materialelor de referinta
sunt relevante si alte standarde internationale, recent actualizate, care detaliaza

aspecte

specifice precum terminologia,

continutul

studiul de stabilitate si

»,Cerinte generale pentru competenta

documentatiei, utilizarea,

caracterizarea si evaluarea stabilitatii. Acestea sunt sintetizate in tabelul 1.

Tabel 1. Standardele ISO relevante pentru dezvoltarea materialelor de referinta

Numar standard

Titlu

Descriere

ISO 17034:2016

Cerinte generale pentru
competenta producatorilor de
materiale de referinta

Stabileste cerintele pentru
organizatiile care produc
materiale de referinta, inclusiv
certificate.

ISO Guide 30:2015

Materiale de referinta - Termeni si
definitii selectate

Defineste termenii esentiali
utilizati in domeniul materialelor
de referinta.

ISO 33401:2024

Continutul certificatelor,
etichetelor si documentatiei

insotitoare

Detaliaza informatiile obligatorii
din documentatia care insoteste
materialele de referinta.

ISO 33403:2024

Cerinte si recomandari pentru
utilizarea materialelor de
referinta

Ofera recomandari privind
utilizarea corecta si eficienta a
materialelor de referinta.

ISO 33405:2024

Abordari pentru caracterizarea si
evaluarea omogenitatii si
stabilitatii

Prezinta metode pentru
caracterizarea materialelor de
referinta si evaluarea omogenitatii
si stabilitatii.

ISO 33406:2024

Abordari pentru materiale de
referinta cu proprietati calitative

Ofera orientari privind producerea
si caracterizarea materialelor cu
proprietati calitative.

IBA ¢

o"n,

"".

A

|_|me

LN.C.D.T.LM.




Cofinantat de
Uniunea Europeana

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

2.1 Selectia materiei prime si procesare acesteia

Selectia materiei prime reprezinta una dintre cele mai importante etape in
dezvoltarea unui material de referinta, intrucat caracteristicile acesteia vor influenta
direct omogenitatea, stabilitatea si relevanta materialului final. Alegerea trebuie
realizata in functie de scopul analitic urmarit, de parametrii care vor fi caracterizati si
de compatibilitatea matricei cu metodele disponibile de analiza. Materia prima trebuie
sa fie reprezentativa pentru aplicatia vizata si sa permita prelucrarea ulterioara fara
pierderi semnificative ale compusilor de interes.

Printre criteriile de selectie se numara disponibilitatea constanta a sursei, gradul
de variabilitate naturala, susceptibilitatea la degradare, nivelul de contaminare si
comportamentul termic sau chimic al componentei analitice. Tn cazul matricelor de
origine biologica, cum sunt cele alimentare, este esentiala si evaluarea prezentei unor
factori interferenti, cum ar fi activitatea enzimatica sau umiditatea variabild. Tn mod
ideal, materia prima selectata trebuie sa permita obtinerea unui lot suficient de mare,
pentru a sustine atat validarea interna, cat si eventualele aplicatii externe ale
materialului.

Tn unele cazuri, selectia materiei prime presupune compararea mai multor surse
sau variante ale aceleiasi matrice, urmata de teste preliminare privind compozitia,
omogenitatea si compatibilitatea cu procesul tehnologic. O selectie riguroasa in aceasta
faza reduce semnificativ riscurile in etapele ulterioare si contribuie la
reproductibilitatea pe termen lung a materialului de referinta.

Dupa selectia materiei prime, procesarea are rolul de a aduce materialul intr-o
forma omogena si stabild, adecvata etapelor de omogenizare, ambalare si analiza. In
functie de tipul de matrice, pot fi aplicate operatii precum uscarea, macinarea, sitarea
si omogenizarea mecanica preliminara, cu scopul de a reduce variabilitatea si de a
preveni segregarea in lot.

Controlul atent al umiditatii, dimensiunii particulelor si conditiilor de prelucrare
este esential pentru a asigura stabilitatea compusilor de interes si pentru a limita
pierderile sau contaminarile. Procesarea parametrilor sensibili impune masuri specifice
pentru a limita degradarile, precum cele de natura termica, oxidativa sau enzimatica.

La finalul acestei etape, materialul procesat este depozitat temporar in conditii
controlate si poate fi supus unor verificari intermediare, pentru a evalua daca
proprietatile fizico-chimice sunt conforme cu cerintele. O procesare corecta reprezinta
premisa necesara pentru obtinerea unui material omogen si reproductibil.
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2.2 Studiului de omogenitate pentru materialele de referinta

Studiul de omogenitate constituie o etapa esentiala in procesul de dezvoltare si
caracterizare a unui material de referinta. Un material de referinta omogen asigura ca
fiecare unitate are practic aceeasi compozitie sau valoare a proprietatilor de interes.
in acest fel, utilizatorii materialului pot obtine rezultate analitice precise si
reproductibile, indiferent de unitatea folosita. Conform cerintelor standardelor
internationale, precum ISO 17034 - ,Cerinte generale pentru competenta
producatorilor de materiale de referinta”, producatorii de materiale de referinta
trebuie sa evalueze omogenitatea pentru fiecare proprietate de interes si sa includa
contributia eventualei eterogenitati in incertitudinea de masurare a valorilor.

In continuare este prezentatd metodologia generald recomandatd pentru
realizarea unui studiu de omogenitate, cu aplicabilitate in domeniul materialelor de
referinta.

2.2.1 Importanta omogenitatii unui material de referinta

Omogenitatea unui material de referinta se refera la gradul in care proprietatile
sale sunt uniforme atat intre unitati, cat si in interiorul fiecarei unitati (daca se iau
sub-esantioane din acelasi recipient. O omogenitate buna este caracterizata printr-o
variabilitate inter- si intra-unitate redusa, astfel incat orice esantion prelevat sa fie
reprezentativ pentru intregul lot.

Este relevant de subliniat ca, in conformitate cu standardele internationale,
evaluarea omogenitatii intre unitati (Figura 2) este o cerinta obligatorie, deoarece
fiecare unitate a materialului de referinta trebuie sa fie echivalenta din punct de
vedere al proprietatilor masurate, pentru a asigura comparabilitatea rezultatelor
obtinute in diferite conditii de utilizare.
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aome e
Figura 2. Schema de comparare a omogenitatii intre
unitati de MR

Intrucat fiecare unitate a materialului de referintd trebuie si prezinte
caracteristici metrologice comparabile din perspectiva proprietatilor masurate,
omogenitatea intre unitati este esentiala pentru a asigura obtinerea unor rezultate
analitice consistente, indiferent de unitatea utilizata.

La randul ei, omogenitatea in interiorul unei unitati(Figura 3) devine relevanta
in situatiile in care se preleveaza doar o portiune (sub-esantion) din continutul
recipientului pentru analiza, in astfel de cazuri, este necesar ca orice sub-esantion de
dimensiune adecvata sa reflecte compozitia intregii unitati. In schimb, daca materialul
este utilizat integral la fiecare determinare (cum este cazul recipientelor mono-doza),
omogenitatea interna are o importanta relativ scazuta, insa omogenitatea intre unitati
ramane o cerinta fundamentala pentru obtinerea unor rezultate analitice precise.
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Figura 3. Schema de comparare a omogenitatii in cadrul unei unitati
de MR

Omogenitatea unui material de referinta este esentiala pentru obtinerea unor
rezultate analitice reproductibile si pentru mentinerea trasabilitatii acestora. Prin
urmare, evaluarea omogenitatii este o etapa obligatorie in cadrul dezvoltarii
materialelor de referinta, furnizand informatii esentiale privind eventuale variatii de
compozitie, prezenta impuritatilor distribuite neuniform sau deficientele aparute in
procesul tehnologic (amestecare incompleta, macinare neuniforma, etc.).

In cazul matricilor alimentare uscate precum fainurile, pulberile vegetale sau
extractele solide, obtinerea unei omogenitati adecvate este adesea dificila din cauza
eterogenitatii naturale a acestor produse (dimensiuni variabile ale particulelor,
distributie inegala a componentelor, umiditate reziduala etc.). Totusi, prin aplicarea
unor proceduri tehnologice bine controlate (uscare, macinare fina, sitare, amestecare
prelungita) si prin realizarea unui studiu metodic se poate verifica daca materialul
atinge nivelul de uniformitate necesar pentru utilizarea sa ca material de referinta in
aplicatii analitice.

Scopul principal al studiului de omogenitate este demonstrarea faptului ca
materialul de referinta candidat prezinta un grad suficient de uniformitate pentru
proprietatea sau proprietatile de interes, astfel incat variatia dintre doua unitati
selectate aleatoriu din lot sa nu fie semnificativa din punct de vedere statistic. Atunci
cand aceasta conditie este indeplinita, toate unitatile lotului pot fi considerate
comparabile din perspectiva caracteristicilor masurate. In schimb, dacd studiul
evidentiaza diferente semnificative intre unitati, materialul nu poate fi acceptat pentru
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caracterizare sau certificare fara aplicarea unor masuri corective, precum
reomogenizarea si reprocesarea lotului, excluderea unitatilor neconforme sau stabilirea
unei mase minime de esantion care sa fie utilizata la analiza, pentru a reduce influenta
variabilitatii.

2.2.2 Planificarea studiului de omogenitate

Studiul de omogenitate trebuie planificat inca din etapa de proiectare a materialului
de referinta, fiind o componenta esentiala a planului general de productie si
caracterizare. Conform ISO 33405:2024, evaluarea omogenitatii este recomandat sa se
realizeze dupa ambalarea materialului in unitati individuale (precum flacoane sau
pungi) si inainte de etapa de caracterizare propriu-zisa. Aceasta succesiune asigura ca
sunt luate in considerare eventualele variatii introduse in timpul procesului de
ambalare, cum ar fi distributia neuniforma a particulelor in functie de dimensiune sau
densitate si ofera garantia ca selectia unitatilor pentru caracterizare nu influenteaza
valorile obtinute.

Planificarea include urmatoarele aspecte principale:

Selectia proprietatilor pentru studiul de omogenitate este un element fundamental
in procesul de caracterizare a unui material de referinta. Ideal, omogenitatea ar trebui
evaluata pentru fiecare proprietate care urmeaza a fi certificata, astfel incat influenta
variatiei dintre unitati sa poata fi luata in considerare in estimarea incertitudinii
asociate.

Totusi, in practica, atunci cand materialul contine mai multi analiti, producatorul
poate selecta una sau mai multe proprietati considerate reprezentative, de obicei cele
cu un risc mai mare de variatie intre unitati - cum ar fi oligoelemente, umiditate sau
compusi prezenti in concentratii foarte mici sau eterogen distribuiti in matrice. Aceasta
abordare se bazeaza pe premisa ca, daca omogenitatea este demonstrata pentru
proprietatea cea mai susceptibila la neuniformitate, este probabil ca si celelalte
proprietati, cu comportament fizico-chimic similar, sa fie omogene. O astfel de alegere
trebuie insa justificata in mod explicit si nu este echivalenta cu o demonstratie formala
a omogenitatii pentru celelalte proprietati. In cazul in care se urmareste certificarea
valorilor mai multor analiti, omogenitatea trebuie evaluata individual pentru fiecare,
deoarece conform ISO 17034:2016, ,contributia eterogenitatii la incertitudine de
masurare trebuie evaluata pentru fiecare proprietate ce urmeaza a fi certificata”.
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Astfel, selectia limitata a proprietatilor pentru testare este acceptabila doar in cazul
valorilor informative sau atunci cand nu se atribuie o valoare certificata.

Numarul de unitati testate intr-un studiu de omogenitate depinde de
dimensiunea lotului si de recomandarile din literatura de specialitate si standardele
internationale. Conform ISO 33405:2024, acest numar trebuie sa fie suficient pentru a
permite detectarea variatiilor intre unitati si formularea unor concluzii relevante.
Pentru acest scop, ghidul propune o formula simplificata care permite estimarea
numarului minim de unitati (Nnin) ce ar trebui analizate, formulata astfel:

Nmin = max (]-l]I ‘l.,J'3 hrpmrf)

unde:

o Nmin= numarul minim de unitati de testat
o Nprod = nUmMarul total de unitati din lot

o %/Nprod = radacina cubica a numarului total de unitati

o Aceasta formula indica faptul ca, pentru loturi mari (ex. peste 100 de unitati),
trebuie selectat cel putin 10 unitati sau radacina cubica a numarului total de
unitati - alegandu-se valoarea mai mare dintre cele doua.

Exemple aplicate:
o Pentru un lot de Nprod = 3000 unitati:
VY3000 ~ 14,4 => se testeaza 15 unitati
o Pentru un lot Nprog = 500 unitati
V500 ~ 7,9 => se testeaza 10 unitati

o Pentru loturile mici, definite ca avand mai putin de 100 de unitati, standardul
ISO 33405:2024 recomanda testarea a cel putin 3 unitati sau a 10% din totalul
lotului, alegandu-se valoarea mai mare dintre cele doua. Alegerea numarului de
unitati influenteaza direct sensibilitatea testului statistic: un esantion prea mic
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poate conduce la nedetectarea unor variatii reale, in timp ce un numar excesiv
de probe determina cresterea costurilor si a volumului de munca. Prin urmare,
se recomanda respectarea acestor orientari sau, in situatii specifice, aplicarea
unei analize de putere statistica (power analysis) pentru a verifica daca studiul
experimental permite identificarea unor diferente de omogenitate relevante.
Standardul ISO ISO 33405:2024 mentioneaza explicit aceasta abordare ca metoda
valida pentru optimizarea dimensiunii esantionului.

Tn cadrul studiilor de omogenitate pentru materialele de referinta, strategia de
esantionare joaca un rol central in asigurarea validitatii statistice a rezultatelor. Spre
deosebire de studiile de stabilitate, unde accentul se pune pe modificarile
compozitionale ale unei unitati in timp, studiile de omogenitate vizeaza variabilitatea
intre unitatile unui lot. Prin urmare, esantionarea trebuie sa surprinda potentialele
variatii intre unitati, generate fie de diferente survenite in procesul tehnologic, fie de
eterogenitatea naturala a matricei, specifica materialelor agroalimentare.
Obiectivul esantionarii este de a selecta un subset de unitati pentru testare care
sa fie reprezentativ pentru intregul lot, permitand o estimare precisa a variabilitatii
intre recipiente. De regula, se utilizeaza Nmin = 10, insa pentru materiale cu risc crescut
de eterogenitate sau atunci cand cerintele de control sunt stricte, se recomanda
extinderea esantionului la 15-20 de unitati.
Standardul 1SO 33405:2024 descrie o serie de metode de esantionare ce pot fi
utilizate pentru a asigura selectia reprezentativa a unitatilor in cadrul studiilor de
omogenitate.
in continuare, sunt prezentate cele mai frecvent utilizate tipuri de esantionare:
o Esantionarea aleatorie simpla consta in selectarea complet aleatorie a unui numar
minim de unitati (Nmin) din intregul lot. Aceasta metoda este relativ usor de aplicat
atunci cand toate unitatile sunt ambalate si identificate individual, oferind o
distributie nedistorsionata a probabilitatilor. Totusi, daca nu se cunoaste ordinea
exacta de umplere a unitatilor sau posibilele variatii aparute in timpul procesului,
aceasta abordare poate omite anumite diferente sistematice intre inceputul si
sfarsitul lotului.

e Esantionarea sistematica presupune alegerea unui punct de pornire aleatoriu,
urmata de selectarea fiecarei a n-a unitate, unde n este calculat prin raportarea
totalului de unitati produse la numarul dorit de esantioane:
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n= [Ntotal]
Nmin

Aceasta metoda este adecvata in procesele continue sau semiautomate, cum este
umplerea in serie, asigurand o distributie echilibrata a probelor pe intregul lot. De
exemplu, pentru un lot de 300 de flacoane si un esantion de 10 unitati, se poate selecta
cate un flacon la fiecare 30 de pozitii (ex: 7, 37, 67 etc.), acoperind astfel cronologia
intregului proces de umplere.

o Esantionarea stratificata este recomandata atunci cand exista indicii ca pot aparea
diferente intre diferite etape ale procesului, cum ar fi inceputul, mijlocul sau finalul
umplerii. Tn acest caz, lotul este impartit in segmente (straturi), iar din fiecare
segment se selecteaza aleatoriu un numar proportional de unitati. Aceasta metoda
este utila in special pentru materiale cu comportament fizic complex, in care
distributia componentelor poate varia usor de-a lungul procesului, chiar daca
parametrii tehnologici raman constanti.

Astfel, strategia de esantionare are un rol fundamental in acuratetea
rezultatelor obtinute in orice studiu care urmareste caracterizarea unui material, in
special atunci cand se evalueaza omogenitatea.

Alegerea metodei potrivite trebuie sa tina cont atat de natura materialului, cat
si de modul in care acesta a fost procesat si ambalat. O strategie de esantionare
adecvata permite obtinerea unor rezultate reprezentative si sprijina evaluarea corecta
a variabilitatii din lot.

Stabilirea metodei de analiza este o etapa importanta in realizarea studiului de
omogenitate, deoarece performantele metodei influenteaza direct capacitatea de a
identifica eventualele diferente dintre unitatile de material. Metoda trebuie sa fie
suficient de precisa si reproductibila, astfel incat rezultatele sa reflecte in mod
reprezentativ variabilitatea materialului, fara a fi afectate semnificativ de fluctuatiile
generate de procesul de masurare.

Pentru ca studiul sa ofere concluzii relevante, variabilitatea asociata metodei
trebuie sa fie mai mica decat variabilitatea intre unitati, permitand astfel delimitarea
clard intre fluctuatiile analitice si eventualele neomogenitati ale materialului. Tn caz
contrar, acuratetea studiului poate fi scadea semnificativ.

Se recomanda utilizarea aceleiasi metode analitice care va fi aplicata si pentru
caracterizarea materialului de referinta, inclusiv in studiul de stabilitate, pentru a
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asigura coerenta metodologica si comparabilitate directa a rezultatelor in toate etapele
de evaluare.

Pentru a evalua in mod corespunzator omogenitatea materialului de referinta,
este necesar ca fiecare unitate selectata sa fie analizata de mai multe ori, prin
prelevari repetate din aceeasi unitate. Aceste masuratori, denumite replici analitice,
permit determinarea variatiei intra-unitate, adica a variabilitatii asociate procesului de
prelevare si analiza in cadrul unei singure unitati.

Conform standardelor in vigoare, se recomanda ca fiecare unitate sa fie analizata
in triplicat, pentru a permite o estimare suficient de robusta a acestei variatii. Alegerea
analizei in triplicat ofera un echilibru optim intre precizia estimarii si eficienta
resurselor (timp, material, efort analitic). Totusi, in functie de contextul aplicatiei si
de performantele metodei analitice, pot fi utilizate si doua replici, insa aceasta alegere
trebuie justificata corespunzator.

Replicile analitice sunt esentiale pentru a determina daca diferentele intre
unitati se datoreaza materialului sau metodei de masurare. Fara aceste masuratori,
omogenitatea nu poate fi evaluata in mod corect. Replicile permit estimarea variatiei
intra-unitate si ofera baza necesara pentru aplicarea analizei statistice, prin care se
decide daca materialul poate fi considerat uniform.

2.3 Studiului de stabilitate pentru materialele de referinta

Dupa evaluarea omogenitatii, o alta etapa importanta in procesul de validare a
unui material de referinta o reprezinta analiza stabilitatii in timp a proprietatilor sale.
Daca omogenitatea garanteaza uniformitatea valorilor intre unitatile din acelasi lot la
un moment dat, stabilitatea urmareste ca aceste proprietati sa ramana constante, in
limite acceptabile, pe durata depozitarii si utilizarii. in cazul materialelor de referinta
cu matrice alimentara, adesea sensibile la degradari chimice, fizice sau microbiologice,
studiul de stabilitate este vital pentru a defini perioada de valabilitate si pentru a
mentine trasabilitatea valorilor atribuite in raport cu sistemul international de
referinta.

Conform cerintelor prevazute in I1SO 17034, stabilitatea reprezinta o conditie de
baza in elaborarea oricarui material de referinta, fie el certificat sau destinat utilizarii
in cercetare. Din perspectiva aplicativa, scopul studiului este de a demonstra ca
proprietatile de interes ale materialului se mentin neschimbate in conditiile
recomandate de producator atat pe termen lung, in timpul depozitarii, cat si pe termen
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scurt, in situatii de transport sau manipulare. In acest fel, analiza stabilitatii contribuie
direct la asigurarea calitatii si la consolidarea increderii in utilizarea materialului in
activitati analitice, de calibrare sau verificare.

2.3.1 Planificarea studiului de stabilitate

Planificarea studiului de stabilitate reprezinta o etapa importanta in dezvoltarea
materialelor de referinta, deoarece modul in care este conceput si aplicat testul
influenteaza direct calitatea informatiilor obtinute despre comportamentul
materialului in timp. Aceasta etapa implica stabilirea conditiilor de testare, a duratei
de monitorizare, a frecventei analizelor si a numarului de unitati testate, astfel incat
datele obtinute sa fie reprezentative pentru intregul lot si sa permita evaluarea riscului
de degradare in conditii controlate si bine documentate.

Un element important il reprezinta alegerea conditiilor de testare. Pentru
studiile de stabilitate pe termen lung, temperatura de pastrare este selectata astfel
incat sa reflecte conditiile normale de depozitare recomandate utilizatorilor, cum ar fi
20-25°C pentru materiale stabile la temperatura camerei sau 4°C pentru materiale
sensibile la temperaturi ridicate.

in paralel, poate fi adiugata o conditie de testare accelerata, de exemplu 40°C,
care permite evaluarea susceptibilitatii la degradare termica. Umiditatea relativa (RH)
si expunerea la lumina trebuie de asemenea controlate, in functie de caracteristicile
materialului. Tn cazul materialelor higroscopice, RH se mentine sub praguri critice, de
regula sub 30%, pentru a preveni absorbtia de umiditate. Pentru materialele
fotosensibile, este necesara protejarea completa fata de lumina, prin ambalare
adecvata si depozitare in conditii intunecate.

Durata studiului de stabilitate depinde de perioada de valabilitate anticipata si
de comportamentul estimat al materialului in timp. Pentru materiale alimentare solide,
cum ar fi pulberile uscate, se recomanda o perioada minima de monitorizare de 12 luni
in studiile pe termen lung, cu puncte de masurare la intervale regulate, cum ar fi la 3,
6, 9 si 12 luni. Tn cadrul studiilor pe termen scurt, aplicabile in special pentru simularea
transportului sau conditiilor de stres temporar, intervalele pot fi de ordinul zilelor - de
exemplu, 1, 3 sau 7 zile - adaptate in functie de scenariul testat.

Un alt aspect important in planificare este determinarea numarului de unitati
testate. Conform standardelor in vigoare, la fiecare punct temporal este recomandata
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analiza mai multor unitati replicate pentru a putea distinge variatiile reale ale
materialului de variabilitatea metodei de analiza. in practicd, se utilizeaza frecvent 3-
5 unitati, insa in cazul loturilor de dimensiuni reduse, aceasta abordare poate consuma
o proportie semnificativa din material.

Prin urmare, planificarea testarii trebuie adaptata, iar numarul de unitati
analizate se stabileste in functie de disponibilitatea materialului si de scopul studiului.
Unitatile selectate trebuie sa fie reprezentative pentru intregul lot si sa acopere
posibilele variatii interne (de exemplu, inceputul, mijlocul si sfarsitul productiei), in
conformitate cu ISO 17034.

Studiul experimental poate fi organizat dupa doud modele. in studiul secvential
(clasic), probele sunt analizate imediat dupa fiecare interval de expunere, iar
rezultatele se compara in functie de timp. In studiul izocron, toate probele sunt
pastrate in conditii controlate pentru perioadele definite, iar analiza se efectueaza
simultan, la finalul studiului, minimizand astfel variabilitatea de masurare intre puncte.
Alegerea studiului depinde de stabilitatea estimata a materialului, de precizia metodei
analitice si de capacitatea laboratorului de a pastra probele in conditii stabilizate, de
exemplu prin congelare la -20°C imediat dupa expunere.

Conform standardului 1SO 33405:2024, sectiunea 8.5, conditiile de testare
trebuie definite si justificate in mod explicit, iar parametrii de mediu (temperatura,
umiditate, lumind) trebuie monitorizati si documentati cu trasabilitate metrologica. In
acest scop, se recomanda utilizarea unor sisteme de monitorizare continua, cu senzorii
calibrati periodic, in special in studiile pe termen lung. Pentru materialele alimentare
uscate, se sugereaza mentinerea umiditatii relative sub 30% si, pentru simularea
conditiilor de transport, expunerea la 40°C +2°C pentru minimum 7 zile este
considerata adecvata pentru evaluarea stabilitatii in conditii de stres termic
tranzitoriu.

Evaluarea stabilitatii materialelor de referinta implica aplicarea unor strategii
experimentale diferentiate, concepute pentru a acoperi intregul spectru de conditii de
mediu la care materialul poate fi expus pe parcursul ciclului sau de viata: productie,
depozitare, transport si utilizare. Tn acest sens, studiile de stabilitate se clasifica in trei
categorii principale: stabilitatea pe termen lung, stabilitatea pe termen scurt si, atunci
cand este cazul, stabilitatea in timpul utilizarii. Fiecare tip de studiu raspunde unor
cerinte specifice privind predictibilitatea comportamentului materialului si contribuie
distinct la stabilirea duratei de valabilitate, precum si la validarea conditiilor optime
de pastrare si manipulare.
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2.3.2 Stabilitatea pe termen lung

Studiul de stabilitate pe termen lung este componenta principala a evaluarii
stabilitatii unui material de referinta, avand drept scop determinarea
comportamentului in timp al proprietatii de interes, in conditiile nominale de
depozitare specificate de producator.

Obiectivul acestui studiu este definirea perioadei de valabilitate metrologica, adica
intervalul in care valoarea atribuita materialului ramane valida, fara a depasi pragurile
acceptabile de incertitudine si fara a fi afectata de procese de degradare sau modificari
fizico-chimice.

Metodologic, studiul de stabilitate pe termen lung se desfasoara in conditii de
mediu controlat (temperatura, umiditate relativa, lumina), identice cu cele
recomandate pentru stocarea materialului (Figura 4). Se selecteaza un numar
reprezentativ de unitati din lot, care sunt pastrate pentru o perioada extinsa, de regula
minimum 12 luni, iar analizele se efectueaza la intervale de timp prestabilite (ex: 0, 3,
6, 9, 12 luni).

Conditii
optime
depozi tare
UK
N N N N
rd rd rd rd
interval Emp
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(82

TO T1 T3 T6 T9 Ti12 T24
Figura 4. Schema unui studiu de stabilitate pe termen lung
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In cazul materialelor cu stabilitate teoretic ridicatd, studiul poate continua pe
perioade multianuale, in paralel cu utilizarea comerciala a lotului (studiu in timp real),
in vederea extinderii ulterioare a valabilitatii declarate.

Pentru fiecare punct temporal, se evalueaza tendinta de variatie a valorii
analitice, prin comparare cu valoarea initiala (t = 0). Aceasta analiza urmareste sa
identifice existenta unei derivatii semnificative in timp, fie in sensul unei degradari a
analitului de interes, fie a unei modificari structurale a matricei.

In cadrul studiului experimental, se poate utiliza fie o abordare secventiala, in
care probele sunt analizate imediat dupa fiecare interval de stocare, fie o abordare
izocrona, in care toate probele sunt analizate simultan la finalul perioadei, dupa
stabilizarea acestora prin congelare profunda sau alte metode de inhibare a proceselor
de degradare. Alegerea studiuluiului depinde de resursele disponibile, natura matricei
si necesitatea minimizarii variabilitatii analitice.

Datele obtinute permit nu doar stabilirea unei perioade de valabilitate, ci si
evaluarea contributiei stabilitatii la incertitudinea totala asociata valorii atribuite, in
cazul materialelor certificate. In proiectele de cercetare, acest tip de studiu ofera
fundamentul stiintific necesar pentru definirea unui interval de utilizare sigur al
materialului si pentru caracterizarea comportamentului sau metrologic in timp.

In conformitate cu cerintele actuale din domeniul standardizarii materialelor de
referinta, studiul de stabilitate pe termen lung trebuie sa fie suficient de extins pentru
a permite nu doar detectarea unor variatii semnificative ale proprietatii monitorizate,
ci si modelarea comportamentului materialului in timp, in vederea estimarii robuste a
perioadei de valabilitate. Ghidul recomanda ca aceasta perioada de monitorizare sa
fie, in mod ideal, cel putin egala cu durata de valabilitate pe care producatorul
intentioneaza sa o declare. Alternativ, daca se doreste o lansare anticipata, se pot
utiliza date partiale, completate ulterior de un studiu de monitorizare continua, pentru
extinderea duratei de utilizare.

Pentru materiale de referinta cu matrice complexa, cum sunt cele alimentare, este
recomandata utilizarea studiului izocron, in special in situatiile in care precizia metodei
de masurare este limitata sau unde sistemul analitic poate produce rezultate variabile
in timp. Prin aceasta abordare, toate probele sunt analizate simultan la final, iar
variatiile observate pot fi atribuite exclusiv efectelor de timp si conditiilor de stocare,
minimizand contributiile externe. Acest lucru este relevant pentru materiale in care
degradarea chimica poate fi lenta si greu de detectat fara reducerea erorilor
sistematice de masurare.
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2.3.3 Stabilitatea pe termen scurt

Studiul de stabilitate pe termen scurt (Figura 5) urmareste simularea conditiilor
de stres ambiental la care materialul de referinta poate fi supus in timpul etapelor de
transport, manipulare sau depozitare temporara, in afara conditiilor optime. Scopul sau
este de a evalua rezistenta materialului la variatii tranzitorii de temperatura, umiditate
sau expunere la lumina, caracteristice lantului de distributie si de a stabili limitele
tolerabile de expunere fara afectarea valorii/valorilor atribuite.

Studiulul experimental presupune expunerea materialului la conditii intentionat
nefavorabile (ex: temperaturi de 30-40°C, umiditate ridicata, ciclicitate zi/noapte), pe
intervale de timp scurte (e.g., 1, 3, 7, 14 zile), care reflecta duratele maxime de tranzit
anticipate. Conditiile de testare trebuie sa reflecte un scenariu realist de stres,
raportat la ambalaj si modul de distributie. In cazul materialelor sensibile la lumin& sau
oxigen, se poate include testarea in ambalaje transparente sau semipermeabile, pentru
a analiza influenta conditiilor externe asupra stabilitatii.
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Figura 5. Schema unui studiu de stabilitate pe termen scurt
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Analizele se efectueaza imediat dupa incheierea perioadei de expunere, iar
valorile obtinute se compara cu cele ale materialului pastrat in conditii standard
(martor). Evaluarea se axeaza pe detectarea unor variatii rapide si semnificative ale
proprietatii monitorizate, care ar putea indica o instabilitate acuta sau o sensibilitate
ridicatd a materialului la factori ambientali. In absenta unor astfel de variatii,
materialul este considerat stabil la transport, iar producatorul poate include in
documentatie instructiuni privind conditiile acceptabile de manipulare si expediere,
precum si eventuale precautii (e.g., ambalare termoizolanta, transport refrigerat).

Studiul de stabilitate pe termen scurt este critic in prevenirea pierderii valorii
metrologice a materialului inainte de utilizare si pentru a garanta ca logistica de
distributie nu afecteaza performanta analitica a lotului, in special in cazul materialelor
cu stabilitate redusa sau ambalate in conditii atmosferice conventionale.

Pentru a maximiza relevanta rezultatelor, este recomandata analiza unui numar
suficient de unitati replicate (de exemplu, 3-5 replici pe punct temporal), iar
rezultatele sa fie comparate nu doar cu valoarea initiala, ci si cu valorile martor
pastrate la temperatura nominala (ex: 20°C). Daca in urma testarii se constata o
deviatie semnificativa, 1SO 17034 sugereaza adoptarea unor masuri preventive
obligatorii, precum modificarea ambalajului, limitarea duratei de transport sau
introducerea unor conditii stricte de expediere, inclusiv monitorizarea temperaturii pe
durata livrarii.

2.3.4 Stabilitatea in utilizare

Stabilitatea in timpul utilizarii se refera la comportamentul materialului dupa
desigilarea recipientului si in timpul expunerii repetate la aer, umiditate sau lumina,
in contextul manipularii de laborator. Relevanta acestui tip de stabilitate depinde de
frecventa si durata utilizarii fiecarei unitati de material, precum si de caracteristicile
fizico-chimice ale matricei, in special daca aceasta este higroscopica, oxidabila sau
volatila.

Evaluarea se efectueaza prin simularea conditiilor reale de utilizare, in care
materialul este expus la aer ambiental pentru intervale definite (ex: 1, 3, 7 zile), cu
sau fara inchiderea partiala a recipientului intre utilizari. Se poate analiza efectul mai
multor cicluri de deschidere/inchidere, pentru a testa impactul manipularii repetate.
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in paralel, se pastreaza un set de flacoane martor, nedeschise, in conditii standard,
pentru comparatie.

Analizele efectuate urmaresc identificarea unor modificari semnificative ale valorii
proprietatii monitorizate, care pot aparea ca urmare a absorbtiei de umiditate, a
oxidarii analitului de interes sau a pierderii prin volatilizare. De asemenea, se pot
evalua modificari vizibile (culoare, miros, agregare) care pot influenta manipularea
materialului.

Rezultatele obtinute permit formularea unor instructiuni de utilizare dupa
deschidere, precum: utilizarea imediata, limitarea duratei de expunere sau depozitarea
in recipiente etanse. Pentru materialele de referinta alimentare sub forma de pulbere,
acest tip de stabilitate este, de regula, mai putin critic, insa poate deveni relevant in
cazul in care se observa activitate higroscopica sau sensibilitate la oxigen.

Pentru materiale sub forma de pulbere, se poate determina gradul de expunere
acceptabil exprimat in unitati de timp sau in numar de cicluri de deschidere. De
asemenea, ghidurile internationale recomanda ca, pentru materialele cu risc ridicat in
utilizare, sa fie evaluata inclusiv compatibilitatea recipientului cu reutilizarea
(etanseitate, transfer de umiditate). I1SO 17034 precizeaza ca, in absenta unor date de
stabilitate post-deschidere, producatorul trebuie sa recomande utilizarea imediata, iar
orice reutilizare trebuie sa fie explicit conditionata de pastrarea materialului in mediu
controlat.

2.4 Caracterizarea materialului de referinta

Atribuirea valorii proprietatii selectate reprezinta etapa centrala in procesul de
caracterizare a unui material de referinta, constand in estimarea unei valori orientative
pentru o proprietate metrologica relevanta. Chiar si in absenta unei acreditari 1SO
17034, aceasta etapa poate fi realizata cu rigoare, atata timp cat sunt respectate
principiile de trasabilitate, utilizarea metodelor validate si documentarea completa a
procedurilor. Scopul atributiei 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.

Exista mai multe abordari utilizate in atribuirea valorii informative, in functie de
resursele disponibile, nivelul de complexitate al matricei si scopul utilizarii
materialului. n lipsa unor teste interlaboratoare, o strategie comund constd in
caracterizarea interna cu ajutorul unuia sau mai multor laboratoare competente,
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utilizand metode analitice validate si echipamente calibrate. Cu toate acestea, pentru
consolidarea increderii in valorea atribuita, pot fi utilizate si teste interlaboratoriale,
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.

Metodele analitice utilizate in cadrul acestor caracterizari, fie interne, fie
interlaboratoriale, trebuie sa fie trasabile la standarde internationale sau nationale
recunoscute. In mod ideal, se utilizeazd metode de referintd (standardizate sau
oficiale), dar pot fi acceptate si metode alternative, cu conditia ca acestea sa fie
complet validate si sa demonstreze rezultate comparabile. Fiecare laborator
participant trebuie sa opereze in conditii controlate si sa documenteze fiecare etapa
analiticd, 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 si, preferabil, inainte de inceperea studiului de stabilitate. Prelevarea unitatilor
destinate caracterizarii se realizeaza pe baza unui plan reprezentativ, care sa acopere
intregul lot.

In cazul utilizirii unor studii interlaboratoare, unitatile distribuite catre
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. Chiar si
in lipsa acreditarii, o atribuire fundamentata pe bune practici analitice si colaborari
interlaboratoriale asigura credibilitate stiintifica si relevanta practica pentru
utilizatori.
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3. Fundamentarea conditiilor tehnice si metodologice pentru dezvoltarea
materialului de referinta

Pielita rosiei este o matrice bogata in compusi fenolici, concentrand pana la 98%
din totalul polifenolilor prezenti in fruct. Flavonoidele, principala clasa de polifenoli,
se localizeaza aproape exclusiv in coaja, in timp ce pulpa contine cantitati neglijabile,
iar semintele contribuie preponderent cu acizi fenolici, in concentratii mai reduse
comparativ cu pielita.

Principalii compusi identificati in pielita includ naringenin chalcona (flavonoid
predominant), rutina (quercetin-3-O-rutinozid), derivati ai quercetinei si
kaempferolului, precum si acizi fenolici precum clorogenic, cafeic, p-cumaric si ferulic
. Aceasta compozitie determina o capacitate antioxidanta semnificativ superioara in
coaja fata de celelalte parti ale fructului.

In procesarea industriala a rosiilor, rezulta subproduse bogate in coji si seminte,
care pastreaza majoritatea compusilor bioactivi. Polifenolii din aceste reziduuri, in
special flavonoidele si acizii fenolici, sunt relativ stabili la tratamentele termice uzuale,
mentinand un potential antioxidant valoros.

Continutul total de polifenoli din pielita variaza semnificativ in functie de
genotip. Soiurile de tip cherry tind sa aiba un continut mai ridicat, in timp ce soiurile
mari (Roma, San Marzano) prezinta valori moderate , iar unele varietati salbatice pot
atinge concentratii exceptionale.

Valorile determinate pentru continutul de polifenoli pot varia in functie de
metoda analitica utilizata, precum si de o serie de factori experimentali. Metoda Folin-
Ciocalteu, aplicata pe scara larga pentru estimarea continutului total de polifenoli,
ofera rezultate comparabile intre studii atunci cand este implementata in conditii
standardizate. Tn unele cazuri, determinarea este completatd de tehnici
cromatografice, precum HPLC, care permit cuantificarea individuala a compusilor
fenolici majori.

Aceste diferente metodologice, alaturi de variatiile legate de parametrii de
extractie si analiza, pot conduce la rezultate distincte. Totusi, standardizarea
protocoalelor analitice contribuie la obtinerea unor valori reproductibile si
comparabile. Aceasta uniformizare este esentiala in contexte care necesita precizie
analitica ridicata, precum selectia unei materii prime cu profil fenolic bine definit sau
dezvoltarea unui material de referintd. In astfel de aplicatii, acuratetea si
comparabilitatea datelor devin criterii fundamentale.

:.«-.» A INA ' |
|@ﬂ wimee 2 714 <5




Cofinantat de
Uniunea Europeana

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

3.1 Consideratii privind compozitia fainii din pielite de rosii

Faina obtinuta din pielite uscate de rosii constituie o sursa concentrata de
compusi polifenolici, intrucat eliminarea apei prin uscare determina cresterea valorii
raportate a continutului total de polifenoli pe unitatea de masa a produsului uscat.
Totusi, daca uscarea nu este controlata corespunzator, unele metode termice pot cauza
pierderi ale polifenolilor (prin degradare oxidativa), mai ales in prezenta oxigenului si
a enzimelor oxidante. Prin aplicarea unor metode de uscare controlata, care limiteaza
degradarea termica si oxidativa, se poate conserva o proportie mult mai mare din
polifenolii initiali.

Din perspectiva omogenitatii, aceasta compozitie neuniforma, atat ca origine,
cat si ca structura fizica, poate genera variatii intre loturi sau chiar intre recipiente din
acelasi lot. Granulometria diferita, densitatea componentelor si posibilitatea de
segregare in timpul manipularii impun utilizarea unor metode riguroase de omogenizare
si ambalare.

in ceea ce priveste stabilitatea, prezenta compusilor fenolici, cu reactivitate
ridicata fata de oxigen, lumina si temperatura, determina o sensibilitate ridicata la
degradare in conditii de depozitare inadecvate. De asemenea, umiditatea reziduala si
activitatea apei (aw) pot influenta reactivitatea chimica, proliferarea microbiana sau
reactiile de oxidare.

3.2 Variatia continutului total de polifenoli in faina din pielite de rosii

Continutul total de polifenoli din pielitele de rosii, exprimat in mg
miliechivalenti acid galic/100 g (mg GAE/100g) substanta uscata, variaza considerabil
in functie de soiul utilizat. Aceasta variabilitate reflecta diversitatea genetica a
tomatelor si este bine documentata in literatura de specialitate. De exemplu, intr-un
studiu comparativ pe 10 soiuri cultivate in conditii identice, valorile continutului total
de polifenoli determinate in pielite au variat intre 35 si 157 mg GAE/100 g. Soiurile de
tip cherry tind sa aiba concentratii mai ridicate de polifenoli, datorita raportului mare
suprafata/volum si caracteristicilor genetice specifice. Un studiu raporteaza pentru
aceste soiuri un interval de 64,6 pana la 440 mg GAE/100 g, in functie de varietate si
conditiile de crestere. Tn cazul tomatelor de dimensiuni mari, destinate procesarii
industriale, valorile continutului total de polifenoli din pielite sunt de obicei moderate,
insa coaja ramane cea mai concentrata parte a fructului in compusi antioxidanti.
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Studiile arata ca hibrizii comerciali pot acumula concentratii mai mari de
polifenoli in coaja comparativ cu soiurile traditionale. De exemplu, Szabo et al. (2019)
au raportat un continut total de polifenoli de 155 mg GAE/100 g uscat in pielitele soiului
Mirsini, semnificativ mai ridicat decat media celorlalte probe analizate (~76 mg/100 g).
n contrast, un soi local romanesc (Taranesti roz) a prezentat doar 58 mg GAE/100 g
uscat.

In contrast, soiurile de procesare, precum Roma si San Marzano, prezinta
concentratii moderate de polifenoli in pielite, insa datele cantitative disponibile sunt
mai limitate. Studiul a raportat pentru coaja soiului San Marzano un continut de
aproximativ 32 mg GAE/100 g, ceea ce ar corespunde, dupa conversie la substanta
uscata, unei valori semnificativ mai mari, avand in vedere continutul ridicat de apa al
pielitelor.

Diferentele intre soiuri sunt atribuite variabilitatii genetice in biosinteza
flavonoidelor si conditiilor de cultivare. De exemplu, s-a raportat ca stresul hidric a
crescut continutul total de polifenoli in pielitele unui soi traditional de la 152 la 361
mg GAE/100 g. Desi factorii de mediu pot amplifica continutul total de polifenoli,
pentru dezvoltarea unui material de referinta este preferabila utilizarea unui lot
cultivat in conditii controlate, pentru a asigura consistenta compozitionala.

Aceasta variabilitate a fost confirmata si printr-un studiu realizat de INCDO INOE
2000 - Filiala ICIA Cluj-Napoca, care a evaluat stabilitatea fractiilor vegetale rezultate
din procesarea tomatelor, respectiv, seminte si pielite, cu scopul de a selecta o materie
prima adecvata pentru dezvoltarea unui material de referinta candidat, valoros din
punct de vedere nutritional si functional.

In cadrul acestui studiu au fost analizate pulberi din trei soiuri de rosii cultivate
in conditii similare. Valorile continutului total de polifenoli determinate prin metoda
Folin-Ciocalteu evidentiaza diferente notabile intre soiuri, iar, comparativ, faina
obtinuta din pielitele rosiilor cherry analizata in cadrul Institutului National de
Cercetare-Dezvoltare pentru Bioresurse Alimentare - IBA Bucuresti prezinta o
concentratie net superioara de polifenoli.

Valorile continutului total de polifenoli determinate in cadrul studiului sunt
prezentate Tabelul 2, precum si in probele proprii obtinute din rosii cherry, se
incadreaza in intervalele raportate in literatura de specialitate, confirmand influenta
semnificativa a soiului si a fractiunii analizate asupra compozitiei fenolice. Pielitele de
rosii cherry au prezentat cea mai ridicata concentratie de polifenoli dintre toate
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probele testate, confirmand potentialul ridicat al acestui tip de rosii pentru aplicatii
antioxidante.

Tabel 2. Continut total de polifenoli in pielite si seminte de rosi

Soiul de rosii Tipul probei mg GAE/100 g
Prekos Pielite uscate 158,1

Buzau 1600 Pielite uscate 131,9

Floradade Pielite uscate 117,6

Prekos Seminte uscate 142,6

Buzau 1600 Seminte uscate 114,3

Floradade Seminte uscate 128,5

Rosii cherry Pielite + seminte uscate | 590,47

Totusi, avand in vedere disponibilitatea practica a materiei prime la nivel
industrial, pentru dezvoltarea ulterioara se va utiliza un lot provenit din procesarea
industriala a tomatelor, compus preponderent din pielite provenite de la soiuri mari,
selectionate pentru productivitate si procesabilitate.

3.3 Factori de degradare a polifenolilor in pulberea din pielite de rosii

Stabilitatea acestor compusi este influentata de mai multi factori fizico-chimici,
ceea ce impune un control riguros al conditiilor de procesare, ambalare si depozitare a
pulberii.

Unul dintre principalii factori de degradare este expunerea la lumina, in special
in spectrul ultraviolet si vizibil. Radiatiile luminoase declanseaza reactii de fotooxidare,
care duc la alterarea structurala a polifenolilor si la scaderea capacitatii antioxidante.
Studii efectuate pe produse pe baza de rosii depozitate in ambalaje transparente au
raportat pierderi semnificative ale continutului de polifenoli in conditii de iluminare
directa. Utilizarea unor recipiente opace sau din sticla bruna reprezinta o metoda
eficienta de protectie, prin reducerea transmiterii radiatiilor UV si vizibile si limitarea
degradarii fotochimice a compusilor fenolici.
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Oxigenul este un alt factor major de degradare, favorizand reactiile de oxidare
atat in sisteme lichide, cat si in pulberile vegetale. Aceste reactii determina scaderea
activitatii biologice a polifenolilor si pot modifica proprietatile vizuale si gustative ale
produsului. Expunerea la oxigen, chiar la temperaturi moderate, a condus la pierderi
semnificative ale flavonoidelor si acizilor fenolici in studiile de stabilitate realizate pe
extracte si pulberi din tomate. Pentru reducerea expunerii la oxigen se recomanda
utilizarea de recipiente ermetice, cu volum de aer rezidual minim. Optional, se pot
introduce absorbante de oxigen, frecvent utilizate in industrie si adaptabile si in
laborator pentru conservare pe termen lung.

Temperatura de depozitare influenteaza direct rata reactiilor chimice care duc
la degradarea polifenolilor. Cresterea temperaturii accelereaza reactiile de oxidare si
hidroliza, mai ales in absenta protectiei fata de lumina si oxigen. Studiile efectuate pe
extracte de tomate depozitate la 30-60°C au evidentiat degradari rapide ale
polifenolilor si carotenoidelor. Tn schimb, depozitarea la 4°C reduce semnificativ rata
acestor reactii. Studiile au evidentiat ca pierderile de polifenoli si activitate
antioxidanta sunt mai lente in conditii refrigerate decat la temperatura camerei sau in
medii accelerate.

Umiditatea reprezinta un factor critic in stabilitatea pulberilor vegetale. Prin
cresterea activitatii apei (aw), umiditatea favorizeaza mobilitatea moleculara si
accelereaza reactiile de degradare. in pulberile uscate, umiditatea excesivd duce la
aglomerare, pierderea higroscopicitatii controlate si degradarea compusilor bioactivi.
Studii pe diverse pulberi vegetale, inclusiv dragon fruit si tomate, au aratat ca niveluri
ridicate de umiditate relativa (peste 50%) sau aw > 0,3 duc la pierderi semnificative ale
polifenolilor. Se recomanda mentinerea aw sub 0,3, prin uscare eficienta si depozitare
in recipiente etanse, preferabil cu desicanti (ex. silica gel).

Interactiunile cu materialul de ambalare pot de asemenea influenta stabilitatea
polifenolilor, in special in cazul ambalajelor polimerice. Materialele cu proprietati
ridicate de transfer al oxigenului sau cu capacitate de adsorbtie a compusilor fenolici
pot accelera degradarea acestora. Aceste efecte sunt neglijabile in sticla, dar au fost
documentate in ambalaje PET, in special in cazul sucurilor si pastelor de tomate.

In concluzie, degradarea polifenolilor in pulberea din pielite de rosii este
determinata de factori multipli: lumina, oxigen, temperatura, umiditate si tipul
ambalajului. Pentru mentinerea stabilitatii compozitionale este importanta utilizarea
unor ambalaje protectoare si a unor conditii de depozitare controlate, adaptate
caracteristicilor fizico-chimice ale produsului.
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3.4 Strategii de conservare a polifenolilor in faina din pielite de rosii.

Pentru a preveni degradarea compusilor fenolici din pulberile vegetale, inclusiv
a fainii obtinute din pielite de rosii, este necesara aplicarea unor masuri de conservare
care sa limiteze expunerea la lumina, oxigen, umiditate si temperaturi ridicate.
Mentinerea stabilitatii polifenolilor in timpul depozitarii si utilizarii impune un control
strict asupra acestor factori.

O prima masura consta in ambalarea individuala a probelor in recipiente etanse,
evitand astfel deschiderea repetata a unui singur recipient si expunerea succesiva la
aer si umiditate. Aceasta strategie este deosebit de utila in cadrul studiilor de
stabilitate, unde sunt necesare esantionari la intervale diferite de timp.

Ambalajul joaca un rol determinant in protectia fata de factorii externi. Dintre
optiunile disponibile, sticla bruna ofera avantaje semnificative. Aceasta asigura o
bariera eficienta impotriva radiatiilor UV si vizibile, reducand riscul de foto-oxidare,
principala sursa de degradare a flavonoidelor si acizilor fenolici. in plus, sticla nu
permite transferul de oxigen si vapori de apa, oferind o protectie superioara fata de
materialele plastice precum PET sau HDPE, care permit difuzia gazelor si pot favoriza
interactiuni chimice cu peretii recipientului.

Pe langa protectia fata de lumina si oxigen, mentinerea unei activitati a apei
(aw) sub 0,3 este critica pentru stabilitatea polifenolilor. Aceasta se realizeaza printr-
un proces eficient de uscare, depozitare in recipiente etanse si, optional, utilizarea
desicantilor. De asemenea, depozitarea la temperaturi scazute (aproximativ 4°C)
reduce semnificativ rata reactiilor oxidative si hidrolitice, contribuind la conservarea
pe termen lung a proprietatilor antioxidante.

Din punct de vedere practic, sticla bruna este disponibila in volume adecvate
(30-100mL), permite etichetare si sigilare. Alegerea acestui tip de ambalaj ofera
garantii suplimentare privind integritatea probei si constanta valorilor analitice
atribuite pe durata depozitarii.

Astfel, integrarea unor masuri simple cum ar fi ambalare in sticla bruna, etansare
eficienta, controlul umiditatii si temperaturii, contribuie la conservarea polifenolilor in
faina din pielite de rosii si la pastrarea stabilitatii valorii proprietatilor.
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3.5 Strategia de testare a omogenitatii si stabilitatii materialului

Pe baza analizei prezentate anterior privind variabilitatea continutului total de
polifenoli in functie de soi, conditiile de mediu si procesul de uscare, se contureaza
cerintele de baza pentru validarea materialului de referinta candidat. Faina obtinuta
din pielite de rosii reprezinta o matrice alimentara concentrata in compusi bioactivi,
fnsa acestia sunt susceptibili la degradare oxidativa in timp, chiar si in conditii
controlate. Astfel, testarea omogenitatii si stabilitatii contribuie direct la confirmarea
calitatii materialului candidat.

Pentru testarea omogenitatii si stabilitatii, va fi aplicata esantionarea aleatorie
simpla, prin selectarea unui numar prestabilit de unitati din intregul lot. Probele vor fi
prelevate din pozitii diferite ale lotului, astfel incat sa reflecte potentialele variatii
generate in timpul procesului de ambalare.

Avand in vedere dimensiunea redusa a lotului (aproximativ 50 unitati), testarea
omogenitatii va fi realizata initial pe 5 flacoane selectate aleatoriu din diferite zone
ale lotului. Pe fiecare unitate se va determina continutul total de polifenoli prin metoda
Folin-Ciocalteu. Rezultatele obtinute vor fi analizate pentru a identifica posibile variatii
intre flacoane. Daca nu se constata diferente semnificative, materialul va fi considerat
omogen in raport cu dimensiunea lotului.

in cazul in care variatiile depasesc pragul acceptabil, materialul va fi
reomogenizat si retestat. Aceasta testare initiala este adecvata pentru loturi mici si va
fi completata ulterior de testari extinse, daca este necesar. Desi faina din pielite de
rosii are o stabilitate relativ buna in absenta apei, literatura de specialitate arata ca
polifenolii pot suferi degradari semnificative in primele luni de depozitare, inclusiv la
temperaturi scazute.

Astfel, perioada initiala de testare va fi de 2,5-3 luni, timp in care materialul
va fi depozitat in flacoane din sticla bruna, protejate de lumina, la temperatura de
4 °C. Optional, o serie de probe va fi pastrata experimental si la 25 °C, pentru a evalua
influenta conditiilor uzuale de depozitare. Analizele se vor efectua saptamanal, cu
accent pe monitorizarea evolutiei continutului total de polifenoli.

Aceasta perioada a fost aleasa deoarece degradarea compusilor fenolici se poate
manifesta rapid, in special in primele luni de stocare, asa cum indica date din
literaturd. Tn functie de rezultatele obtinute, monitorizarea va continua ulterior, pe
termen lung, pentru a determina perioada maxima de valabilitate si conditiile optime
de pastrare a materialului.
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Aceasta strategie are rolul de a demonstra ca faina din pielite de rosii
indeplineste conditiile necesare pentru utilizarea ca material de referinta in
determinarea continutului total de polifenoli, avand omogenitatea si stabilitatea
demonstrate, precum si o valoare analitica trasabila si reproductibila.

Strategia de analiza poate fi revizuita in functie de evolutia proiectului si de
eventuale situatii neprevazute care pot influenta desfasurarea studiilor. Orice ajustare
va urmari pastrarea coerentei metodologice si atingerea obiectivelor propuse.

4. Studiu pilot pentru faina rezultata din extractia sucului de rosii

In momentul actual, materialele de referinta certificate destinate determinarii
polifenolilor totali sunt, in general, substante pure sau solutii standardizate de compusi
fenolici specifici. Cele mai frecvent utilizate MRC-uri includ acidul galic, catechina,
quercetina si acidul clorogenic, toate disponibile in forma purificata si certificate
conform standardului ISO de la furnizori renumiti precum Sigma-Aldrich si NIST. Aceste
materiale de referinta sunt folosite in special pentru calibrarea echipamentelor cum ar
fi spectrofotometrele UV-Vis sau sistemele HPLC, unde se urmareste construirea unei
curbe de calibrare bazate pe concentratii cunoscute ale acestor compusi.

Desi materialele de referinta pe baza de substante pure sunt esentiale pentru
calibrarea instrumentelor si verificarea metodelor, ele nu reflecta intotdeauna
complexitatea reala a probelor analizate. Atunci cand sunt analizate probe alimentare
sau vegetale, utilizarea unui material de referinta obtinut dintr-o matrice complexa,
cu caracteristici similare, contribuie la o evaluare mai realista a comportamentului
compusilor si a performantei metodei analitice. Astfel de materiale de referinta permit
evaluarea performantei analitice in contexte mai apropiate de cele reale, metodele
devenind mai robuste si conferind incredere in rezultatele analitice obtinute.

Astfel, matricea aleasa pentru dezvoltarea materialului de referinta in cadrul
proiectului a fost pielita de rosii, selectie facuta in cadrul workshopului datorita
posibilitatii reale de valorificare in economia circulara si continutului sau bogat in
compusi bioactivi.

4.1 Testarea initiala a matricei selectate pentru continutul de polifenoli

Pentru a reproduce cat mai exact compozitia si structura resturilor vegetale
provenite din procese industriale de prelucrare, a fost realizata o procesare
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experimentala la nivelul statiei pilot, utilizand ca materie prima 5,25 kg de rosii cherry
proaspete, achizitionate din comert.

Rosiile au fost procesate printr-o metoda de stoarcere cu presare la rece,
utilizand un echipament de tip storcator cu ax melcat (Figura 6), cu scopul de a separa
fractia lichida de componenta solida (pielite si pulpa reziduala).

Figura 6. Storcator cu presare la
rece

In urma procesului, a rezultat o cantitate de 0,88 kg de deseu vegetal compact
(Figura 7A), reprezentand partea solida retinuta dupa extractia sucului. Aceasta
fractiune, considerata relevanta pentru dezvoltarea ulterioara a unui material de
referinta, a fost supusa unui proces de uscare controlata cu ajutorul unui uscator
convectiv (Figura 7B), desfasurat la o temperatura constanta de 50°C, timp de 17 ore
si 45 de minute.

Parametrii precum tempetatura si perioada de uscare au fost selectati pentru a
reduce semnificativ continutul de umiditate pana la un nivel rezidual scazut, favorabil
conservarii si procesarii ulterioare, fara a compromite stabilitatea compusilor fenolici
prin supraincalzire.
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ngura 7. A) Deseu vegetal compacft B)Uscator convectiv

in urma procesului de uscare efectuat in conditii controlate a fost obtinut o
cantitate finala de 107,7 grame de masa solida uscata (Figura 8), reprezentand
fractiunea reziduala provenita din pielitele si resturile vegetale
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Dupa uscarea completa, proba a fost maruntita initial cu ajutorul unui
blender(Figura 9A), pentru a facilita manipularea si prelucrarea ulterioara. In aceasta
etapa s-a obtinut un amestec cu textura neuniforma, in care se regaseau atat particule
fine, cat si fragmente vizibile de pielite si seminte. Pentru a imbunatati gradul de
omogenitate, materialul a fost ulterior procesat cu o moara de laborator(Figura 9B),
obtinandu-se o pulbere fina, asemanatoare unei faini, in care au fost integrate inclusiv
semintele, considerate parte din compozitia naturala a matricei. Acest proces a permis
obtinerea unei probe uniforme, potrivita pentru analiza continutului de polifenoli si
pentru evaluarea fezabilitatii ca potential material de referinta.

¥
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Figura 9. A) Maruntirea initiala a masei uscate B) Macinarea masei uscate cu moara de laborator

4.2 Procedura de extractie pentru determinarea continutului de polifenoli totali

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 la
temperatura camerei timp de 4 ore. 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 a optimiza extractia compusilor polifenolici, peste reziduul ramas a fost
adaugat un volum de 10 mL metanol si supus unui proces suplimentar de vortexare timp
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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.

4.3 Determinarea continutului de polifenoli totali

Principiul metodei Folin-Ciocalteu se bazeaza pe reducerea reactivului Folin-
Ciocalteu de catre compusii fenolici, proces in urma caruia se formeaza un complex
albastru de molibden-tungsten. Intensitatea acestei culori, masurata spectrofotometric
la 752 nm, creste proportional cu concentratia de compusi fenolici din proba.

Determinarea continutului total de polifenoli a fost realizata prin metoda Folin-
Ciocalteu, adaptata conditiilor specifice laboratorului. In practicd, 500 pL de extract
metanolic au fost amestecati cu 5 mL reactiv Folin-Ciocalteu (1:15), la care s-au
adaugat 500 pL de carbonat de sodiu 20%. Dupa o perioada de incubare de 20 de minute,
la temperatura camerei si in intuneric, absorbtia compusului colorat a fost masurata la
752 nm cu un spectrofotometru (Specord 210 UV-VIS, Analytic Jena, Germania).

Pentru cuantificare, a fost realizata o curba de calibrare utilizand solutii de acid
galic cu concentratii cuprinse intre 0,005 si 0,175 mg/mL, preparate si analizate in
aceleasi conditii ca si probele (R? = 0,9999). Rezultatele au fost exprimate ca mg
echivalenti acid galic la 100 g (mg GAE/100 g). (Figura 10).

14 1

y =7,5083x +0,0106
1,2 A R?=0,9999

absorbanta

0 T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2

concentratie (mg/mL)

Figura 10. Curba de calibrare utilizata pentru determinarea compusilor fenolici
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4.4 Rezultate obtinute

Continutul de polifenoli totali in proba initiala a fost de 629,91 mg GAE/100 g
substanta uscata (s.u). Pe parcursul depozitarii s-a constatat o reducere treptata a
concentratiei compusilor fenolici. Dupa o saptamana, valoarea TPC a inregistrat o
scadere de 5,08%, iar dupa doua saptamani s-a observat o diminuare de 12,52% (Tabel
3).

Tabel 3. Continutul de TPC in subprodusul analizat, pe parcursul depozitarii

Proba Timp de depozitare Umiditate TPC (mg GAE/100g)
rap. las.u
initial 6,33 629,91
Subprodus 1 saptamana de la to 6,41 597,91
2 saptamani de la to 7,05 551,03

Pentru a putea defini un material de referinta certificat privind continutul de
polifenoli totali, studiile realizate au demonstrat ca, pe o perioada de valabilitate de
doua saptamani, valoarea certificata este de 590,47 + 7% mg GAE/100 g substanta
uscata. Aceasta valoare a fost stabilita pe baza determinarilor analitice repetate si a
analizei statisticii rezultatelor.

Este important de subliniat ca umiditatea reprezinta un factor determinant care
influenteaza semnificativ continutul de polifenoli totali raportat la substanta uscata. in
cadrul acestei subactivitati, proba analizata a prezentat o valoare medie a umiditatii
de 6,60 + 7%, ceea ce poate influenta atat stabilitatea compusilor fenolici, cat si
precizia determinarilor analitice.

5. Etapele tehnologice in productia materialului de referinta

5.1 Productia materialului de referinta

Materialul de referinta a fost produs pe baza materiei prime constituite din pielite
de rosii (Figura 11), provenite din fluxul tehnologic al procesarii industriale a acestora.
Matricea a fost utilizata in forma sa integrala, incluzand pielitele, semintele si fractiile
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solide, pentru a reflecta compozitia reala a subprodusului agroalimentar rezultat din
procesare.

Prin aceasta abordare s-a urmarit obtinerea unui material omogen, stabil si
reprezentativ, care sa poata fi utilizat in determinari analitice privind compusii
bioactivi specifici produselor vegetale. Procesul s-a desfasurat la scara de laborator, in
conditii controlate, cu aplicarea unor etape succesive de prelucrare:

e receptia si conservarea materiei prime
e uscarea

e macinarea in doua etape

e ambalarea

e sigilarea

Aceste etape fiind concepute pentru a asigura pastrarea proprietatilor fizico-
chimice si stabilitatea materialului obtinut.

’/ ¢
v 1 ral B

Figura 11. Deseul umed obtinut in urma stoarcerii sucului de rosii
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5.1.1 Uscarea controlata a deseului

Proba de deseu vegetal a fost supusa unui proces de uscare controlata utilizand
un uscator convectiv Memmert 100-800 (Figura 12).

Figura 12. Proba de deseu vegetal supusa procesului de uscare

Procesul de tratare termica s-a realizat la o temperatura constanta de 50°C, pe
o durata de aproximativ 17 ore. Parametrii de uscare (Figura 13) (temperatura si timpul
de expunere) au fost selectati astfel incat sa asigure reducerea semnificativa a
continutului de umiditate pana la un nivel rezidual scazut, favorabil conservarii si
procesarii ulterioare.
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Figura 13. Parametrii de uscare
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5.1.2 Macinarea probei obtinute

Dupa finalizarea procesului de uscare, proba a fost maruntita preliminar cu
ajutorul unei rasnite de laborator MRC-300CC (Figura 14), pentru a facilita manipularea
si procesarea ulterioara. In urma acestei etape s-a obtinut un amestec cu textura
neuniforma (Figura 15), continand atat particule fine, cat si fragmente vizibile de
pielite, nervuri si seminte.

Figura 14. Rasnita de laborator Figura 15. 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 16). In urma acestui proces s-a
obtinut o pulbere fina, cu aspect similar fainii (Figura 17), in care au fost integrate
toate componentele structurale — semintele, pielitele si nervurile — considerate parti
naturale ale matricei vegetale.
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Figura 16. Moara de laborator Figura 17. Pulberea obtinuta utilizand o
moara de laborator

5.1.3. Ambalarea materialului de referinta

Materialul de referinta candidat a fost ambalat in borcane din sticla bruna cu
volum nominal de 50 g, alese pentru protectia continutului fata de lumina si variatiile
de umiditate. in fiecare recipient (Figura 18) au fost introduse aproximativ 20 g de
material (Figura 19), cantitate considerata adecvata pentru analizele prevazute si
pentru mentinerea uniformitatii lotului.

Figura 18. Flacon din sticla brun Figura 19. Material cantarit pentru ambalare
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Ambalarea s-a realizat cu respectarea conditiilor de igiena si manipulare atenta a
pulberii, pentru a evita pierderile si contaminarile accidentale.

Dupa umplere, fiecare flacon a fost inchis etans si sigilat cu folie de aluminiu prin
convectie, pentru a asigura protectia impotriva umiditatii si a contactului cu aerul.
Ulterior, flacoanele au fost etichetate cu informatiile esentiale privind lotul, masa si
data ambalarii, permitand o identificare rapida si o trasabilitate completa a fiecarei
unitati.

Figura 20. Materialul de referinta

5.2 Metode alternative de procesare si ambalare a materialului de referinta

in luna septembrie 2025, in cadrul laboratorului INCDTIM a fost receptionata o
proba de 1 kg de material vegetal (Figura 21), destinata evaluarii unei metode
alternative de ambalare a materialului de referinta. Pentru dezvoltarea fluxului
tehnologic necesar obtinerii materialului vegetal in fiole vidate, proba a fost impartita
in doua fractiuni si supusa unor proceduri experimentale de deshidratare, respectiv
liofilizare si distilare criogenica.
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Figura 21. Materialul vegetal (faina obtinuta din tomate)

Prima fractiune, constituita din faina de tomate uscata prin liofilizare, a fost
utilizata pentru umplerea a 100 de fiole, fiecare continand cate 2 grame de material
de referinta. Pentru cea de-a doua fractiune, s-a aplicat un proces experimental de
distilare criogenica, cu scopul indepartarii complete a apei.

Au fost definite etapele tehnice ale protocolului de distilare criogenica,
parametrii de siguranta si conditiile necesare derularii procesului, precum si modul de
organizare a activitatilor ulterioare. Pentru completarea cadrului conceptual, sunt
prezentate principiile distilarii criogenice si avantajele acestei tehnici in obtinerea unui
material vegetal complet deshidratat (faina de tomate), adecvat pentru catalogare si
pastrare ca material de referinta.

5.2.1 Distilarea criogenica

Distilarea criogenica este o tehnica avansata de separare care utilizeaza
temperaturi extrem de scazute pentru a condensa si indeparta complet apa dintr-o
matrice. Procesul presupune:

- racirea probei sub punctul de inghet al apei, pana la temperaturi foarte joase (in
laboratorul din INCDTIM se utilizeaza azot lichid, -196°C),

- urmata de sublimarea sau condensarea apei intr-un sistem inchis, controlat, in
conditii de vid.

Desi aceasta metoda este consacrata in special pentru separarea gazelor,
distilarea criogenica prezinta aplicatii valoroase si in domeniul alimentar, in special in
cadrul laboratoarelor de cercetare, unde este necesara obtinerea unor probe complet
anhidre.
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Obiectivul a constat in utilizarea distilarii criogenice pentru obtinerea unui
material vegetal complet lipsit de apa, cu potentialul de a fi utilizat ca material de
referinta in analize ulterioare, asigurand astfel omogenitate si stabilitate optima.
Utilizarea in laborator a materialelor de referinta este importanta pentru asigurarea
calitatii rezultatelor experimentale, fiind intens folosite pentru calibrarea
echipamentelor si asigurarea parametrilor de performanta ai metodelor.

Avantajul major al distilarii criogenice consta in capacitatea sa de a
indepartarea complet apa, fara a afecta semnificativ compozitia chimica a materialului
analizat, ceea ce o face ideala pentru cercetari de stabilitate a matricei investigate
sau inhibarea activitatii microbiene. Comparativ cu alte metode de deshidratare,
precum liofilizarea sau uscarea la temperaturi ridicate, distilarea criogenica ofera
numeroase beneficii:

- eliminarea completa a apei (100%): spre deosebire de liofilizare, care atinge o
eficienta de aproximativ 96% (lasand un reziduu de umiditate de circa 4%), distilarea
criogenica permite extragerea integrala a apei din matrice;

- inhibarea completa a activitatii bacteriene: lipsa totala a apei inseamna ca
dezvoltarea microbiana este complet stopata, ceea ce este esential pentru studii
privind conservarea, stabilitatea si siguranta alimentara;

- pastrarea integritatii chimice a matricei: procesul are loc la temperaturi foarte
scazute, ceea ce minimizeaza degradarea compusilor sensibili la caldura (ex. vitamine,
enzime, pigmenti naturali);

n cadrul laboratorului INCDTIM, se utilizeaza distilarea criogenicd pentru extragerea
completa a apei din diverse matrici alimentare, cum ar fi:

- legume si fructe - unde umiditatea naturala este ridicata (70-90%);

- produse de origine animala (carne, ouad);

- cereale - care in starea lor naturala, neprocesate, au un continut de apa care variaza
intre 10% si 15%;

- miere de albine - o matrice alimentara complexa, a carui procent de apa nu depaseste
20%.

5.2.2 Dezvoltarea si stabilirea protocolului de lucru pentru extractia apei din
materialul de referinta
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Astfel, intregul proces, de la sosirea probei de material vegetal in laborator,
pana la obtinerea fiolelor vidate care contin acest material complet uscat, a cuprins
mai multe etape:

- eliminarea completa a apei printr-un proces de distilare crigenica;

Il - incarcarea fiolelor de pastrare a materialului de referinta;

lIl - vidarea acestor fiole;

IV - inchiderea fiolelor utilizand un pen alimentat cu un amestec gazos de propan

(25%) si butan (75%);

V - izolarea fiolelor pentru prevenirea deteriorarii acestora in timpul

transportului, prin utilizarea tuburilor termocontractabile.

5.2.3 Indepartarea completa a apei prin distilare criogenica

Utilizand instalatia brevetata de distilare criogenica pentru extractia, fara
fractionare izotopica, a apei din miere [brevet nr. RO138008 (A0)], s-a dezvoltat, testat
si standardizat protocolul de lucru specific pentru extractia apei din materialul vegetal
propus ca material de referinta in cadrul proiectului - faina obtinuta din tomate.
Procesul a presupus un efort sustinut de adaptare tehnologica, fiind axat pe optimizarea
parametrilor operationali pentru a asigura un consum minim de resurse, un grad ridicat
de eficienta energetica si costuri reduse de procesare. Rezultatul consta intr-o metoda
reproductibila, robusta si scalabila, aliniata cerintelor unui cadru de cercetare
competitiv si in acord cu obiectivele de performanta asumate prin proiect. Acest
protocol consta in urmatorii pasi (Figura 22):
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Figura 22. Schema instalatiei de distilare criogenica

In fiola port-proba 2 se pune o cantitate de faind obtinutad din tomate si se
cantareste (pentru determinarea ulterioara, cu exactitate, a continutului de apa din
proba).

Tn vederea optimizarii costurilor, s-au conceput fiole de volum variabil, pentru a
permite procesarea unei cantitati mai mari de material vegetal in procesul de distilare
criogenica.

A fost initiat un proces de optimizare a protocolului, cu accent pe obtinerea unui
randament maxim al procedurii si pe reducerea costurilor energetice asociate etapelor
de extragere criogenica. in acest context, s-a decis fabricarea unui set extins de fiole
(Figura 23), cu volume variabile, pentru a permite cantarirea unor cantitati progresiv
mai mari de proba.
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Figura 23. Fiole cu volume variabile

Astfel, procesul a debutat cu o fiola incarcata cu 25,0 g de material vegetal, urmata de
utilizarea unor mase de 37,48 g, 37,79 g, 68,5 g, respectiv 85,0 g - aceasta din urma
reprezentand cea mai mare cantitate procesata (Figura 24).
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a)
Figura 25. Etape intermediare ale protocolului de lucru

Se ataseaza fiola colectoare 1 si fiola port-proba 2, care contine material vegetal,

la puntea de distilare 4 (Figura 25 a,b).
2. Se videaza instalatia (vid preliminar 103 torr) pana la valva 5.
Se imerseaza port-proba 2 in cuibul incalzitor (setat in intervalul de temperatura

50°- 60°C), iar fiola colectoare 1 se imerseaza in azot lichid (Figura 266).
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Figura 26. Pasi din timpul procesului de distilare criogenica

. Se deschide valva (robinetul) 5 spre linia de vid.

. Pe masura ce aerul din instalatie este evacuat, incepe procesul de extractie propiu-
zisa a apei din proba de tomate. Pentru o extractie totala a apei aferente probei de
25 g faina de tomate, acest proces dureaza aproximativ patru ore. Apa extrasa
condenseaza pe peretii fiolei colectoare imersata in azot lichid.

. Cand toata apa a fost extrasa din proba, se opreste incalzirea cuibul si se inchide
valva 5 spre pompa de vid.

. Se coboara treptat vasul ce contine azotul lichid, astfel incat apa colectata sa se
dezghete treptat (Figura 16 c-e).

. Cand s-a dezghetat toata apa, se depresurizeaza instalatia si se extrage apa cu
ajutorul unei pipete. Toata proba de apa extrasa este depusa in flaconul destinat
analizei izotopice ulterioare.
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Consumul de energie si cel de azot lichid s-au inregistrat si monitorizat pe parcursul
derularii procesului (Figura 27):

Figura 27. Monitorizare consum energie si azot

Din Tabel 4, se observa ca probele liofilizate contineau 4% umiditate reziduala,
iar prin aplicarea procesului de distilare criogenica s-a obtinut uscarea completa
(100%) a materialului vegetal.

S-a constatat ca, exceptand fiola cu proba de 25 g, toate celelalte fiole cu probe,
in ciuda diferentelor de masa, au necesitat aceleasi conditii operationale - respectiv
acelasi timp de procesare, acelasi volum de azot lichid si acelasi consum energetic -
pentru realizarea etapei de extragere completa a apei prin distilare criogenica. In
concluzie, s-a stabilit ca fiola incarcata cu 85 g proba este cea care indeplineste
conditiile de a distila cea mai mare cantitate de material de referinta, cu un consum
optrim de energie si azot lichid.

Tabel 4. Parametrii inregistrati pe parcursul optimizarii protocolului de lucru

Cantitatea Timp Cantitatea | Procent Consum energie Consum azot
de proba extractie apa apa (KWh) lichid (litru)
(grame) (ore) extrasa (%)
(ml)
25.00 4 1.00 4.00 0.55 1.0
37.48 6 1.50 4.00 1.16 1.5
37.79 6 1.51 4.00 1.16 1.5
68.50 6 2.74 4.00 1.16 1.5
85.00 6 3.40 4.00 1.16 1.5
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5.2.4 Inchiderea fiolelor care contin cele doua fractiuni de probe: liofilizate si
distilate criogenic

in etapa urmatoare, in luna octombrie, atat din materialul vegetal liofilizat, cat
si din materialul vegetal complet uscat, s-au cantarit cate 2 g in fiole din Pyrex, cu
diametrul de 10 mm. in prealabil, fiolele au fost spilate cu apa bidistilata (operatiune
repetata de 10 ori) si clatite ulterior cu apa ultrapura (procedura repetata de 5 ori)
(Figura 30). Etapa finala de uscare s-a realizat timp de 24 de ore la o temperatura de
130°C. (Figurile 28, 29).

“

Figura 28. Fiolele au fost Figura 29. Cantarire probelor Figura 30. Etapa finala de
spalate cu apa bidistilata uscare

A urmat etapa de modelare a fiolei, utilizand flacara cu oxigen, in vederea
obtinerii unei geometrii a fiolei potrivita pentru procedura de vidare si inchidere a
fiolelor. (Figura 31)
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Figura 31. Modelarea fiolei cu flacéa de oxigen

Tot acest proces s-a realizat pe materialul vegetal grupat in doua categorii: i)
materialul vegetal uscat prin liofilizare si ii) materialul vegetal din care s-a extras apa
prin distilare criogenica (Figura 32). Pentru vidarea si inchiderea fiolelor care contineau
faina obtinuta din tomate, dar uscata prin liofilizare, timpul de eliminare a aerului a
fost mai indelungat din cauza procentului de apa ramas dupa liofilizare (4 %) si probele
s-au vidat mai greu comparativ cu probele obtinute prin distilare criogenica.
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Figura 32. Fiole cu material vegetal uscat
prin cele doua metode

Pasul urmator a constat in izolarea fiolelor pentru prevenirea deteriorarii
acestora in timpul transportului, prin utilizarea tuburilor termocontractabile (Figura
24) si a unui pistol cu aer cald (200°C) (Figura 33):

Figura 33. 1zolarea probelor
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Pentru a diferentia materialul de referinta provenit din probele liofilizate fata
de cele uscate prin distilare criogenica, s-au utilizat tuburi termocontractabile de doua
culori diferite: rosu, pentru probele liofilizate, si albastru, pentru cele obtinute prin
distilare criogenica (Figura34). La final, s-au obtinut in total 200 de fiole, fiecare set
cuprinzand cate 100 de fiole, izolate cu tub termocontractabil rosu si respectiv
albastru. Temperatura de pastrare a fiolelor este temperatura camerei (19-25°C).

Figura 34. Fiole sigilate cu tuburi termocontractabile
rosii si albastre

6. Analiza si interpretarea rezultatelor pentru materialul de referinta produs

6.1  Procedura de extractie pentru determinarea continutului de polifenoli totali

Pentru extractia compusilor polifenolici, s-au cantarit 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)(Figura35) 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.
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Pentru a recupera complet compusii polifenolici, peste reziduul ramas (ce ramane
dupa ce se coleceaza extractul) a fost adaugat un volum de 10 mL metanol si supus unui
proces 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)
Figura 35. Echipamentele utilizate pentru obtinerea extractelor (a) vortex, (b)
centrifuga

6.2 Determinarea continutului de polifenoli totali

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.

Continutul total de compusi polifenolici a fost determinat prin metoda Folin-
Ciocalteau, 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
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dezvoltat a fost masurat spectrofotometric la 752 nm utilizdnd 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?2=0,9999). Rezultatele au fost exprimate ca medie a 6 rezultate, in mg miliechivalent;i
acid galic/100 g (mg GAE/100g) (Figura 36).

1,4 -

y =7,5083x +0,0106
12 R?=0,9999

absorbanta

0 0,05 0,1 0,15 0,2
concentratie (mg/mL)
Figura 36. Curba de calibrare pentru acid galic utilizata pentru determinarea
compusilor polifenolici

6.3 Reactivi utilizati

e Reactiv Folin Ciocalteau - Sigma Aldrich
e Acid galic - Sigma Aldrich

e (Carbonat de sodiu - Carl Roth

e Metanol - Carlo Erba

Dupa obtinerea materialului de faina de rosii, s-au realizat studii pentru
evaluarea omogenitatii si stabilitatii acestuia, conform cerintelor ghidurilor 1ISO 17034
si ISO Guide 35. Aceste studii au avut ca scop verificarea uniformitatii distributiei
analitului in intreg lotul de material si asigurarea faptului ca proprietatile certificate
raman neschimbate pe parcursul perioadei de valabilitate. Evaluarea omogenitatii s-a
efectuat pe un set reprezentativ de unitati selectate aleator, iar stabilitatea a fost
monitorizata in timp (9 saptamani), in conditii controlate de temperatura si umiditate,
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pentru a confirma stabilitatea si reproductibilitatea materialului in utilizari analitice
repetate.

6.4 Evaluarea omogenitatii probei de faina obtinuta din subprodusele reziduale
(pielite si seminte) rezultate in urma procesarii rosiilor

Testele de omogenitate sunt esentiale pentru a asigura consistenta proprietatilor
materialelor de referinta in toate unitatile si in cadrul unitatilor individuale. Ghidul ISO
35:2017 ofera indrumari detaliate privind efectuarea testelor de omogenitate ca parte
a procesului de productie a MR (Figura 37).

Testele de omogenitate asigura:

- omogenitatea intre unitati: toate unitatile MR au valori ale proprietatilor
consistente in limita incertitudinii declarate;

- omogenitatea n 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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Figura 37. Schema pentru evaluarea omogenitatii fainii
obtinute din suprodusul ramas dupa stoarcerea rosiilor

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.

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

subesantioanele.

6.4.1 Rezultate obtinute in urma evaluarii omogenitatii

in vederea caracterizarii si certificarii materialului de referinta, s-au realizat studii
privind omogenitatea acestuia, conform recomandarilor ISO Guide 35. Lotul de faina
obtinut a fost subdivizat in trei flacoane brune, etans inchise, care au fost pastrate in
conditii controlate, la intuneric si la o temperatura de 4 °C. Ulterior, din fiecare flacon
au fost prelevate probe care au fost analizate in dublu, in vederea evaluarii

omogenitatii materialului.
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Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 5.

Tabel 5. Determinarea continutului de polifenoli totali in materialul analizat pentru evaluarea
omogenitatii

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

In continuare, 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.

Astfel in analiza omogenitatii s-au analizat 3 loturi, fiecare lot in dublu. Aplicand
analiza statistica cu programul MiniTab, se obtin urmatoarele:

e Varianta intre loturi (SB) - 609,24 (mg/100g)?

e 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

e Incertitudinea totala (include variabilitatea intre loturi si intre replici) - 16,08
mg/100g

Mai departe, 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.

"",

l@ﬂ .:;:mm A

LN.C.D.T.LM.




Cofinantat de
Uniunea Europeana

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

6.5 Evaluarea stabilitatii probei de faina obtinuta din subprodusele reziduale (pielite
si seminte) rezultate in urma procesarii rosiilor

Pentru evaluarea stabilitatii fainii de rosii in vederea elaborarii unui material de
referinta certificat, au fost pregatite initial 27 de probe ambalate in flacoane etanse.
Pe parcursul a noua saptamani de depozitare, s-au analizat cate trei flacoane in fiecare
saptamana, fiecare proba fiind determinata in dublu. Determinarile au vizat continutul
total de compusi polifenolici, in scopul urmaririi variatiilor acestora in timp si al
evaluarii stabilitatii matricei (Figura 38).

TO T2 T4 Té T8

T1 T3 T5 T7 T9

v ¥  J v ¥

timp (saptdméni) >

Figura 38. Schema pentru evaluarea stabilitatii fainii obtinute din suprodusul ramas dupa stoarcerea
rosiilor

6.5.1 Rezultate obtinute in urma evaluarii stabilitatii

Rezultatele obtinute in urma determinarilor efectuate asupra fainii din
subprodusul ramas dupa stoarcerea rosiilor sunt prezentate in Tabelul 6. Pe baza
acestor date, s-a initiat procesul de elaborare a unui material de referinta certificat,
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destinat utilizarii in calibrarea si verificarea metodelor analitice pentru determinarea
compusilor polifenolici din produse vegetale.

Tabel 6. Continutul de TPC in faina obtinuta din subprodusul ramas dupa stoarcerea rosiilor

Timp de Codificare Proba in Umiditate TPC (mg Medie lot Medie
depozitare dublu (%) GAE/100g)
rap. las.u
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
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2 5,32 705,07
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
T6 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

Stabilitatea fainii obtinute din subprodusul ramas dupa stoarcerea rosiilor,
utilizata pentru analiza compusilor polifenolici, a fost evaluata pe durata a 9
saptamani. Pentru fiecare saptamana, au fost analizate cate trei flacoane, fiecare
determinata in dublu. 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 7.
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Tabel 7. 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.

Pe baza analizei tuturor rezultatelor din cele 9 saptamani (3 flacoane x 2 replici
pe saptamana), valoarea medie a continutului de polifenoli, in faina obtinuta din
subprodusul ramas dupa stoarcerea rosiilor, a fost determinata ca fiind 736,5 + 25,5
mg TPC/100g s.u., interval [711,00-762,00]. Aceasta valoare reflecta intreaga
variabilitate observata intre replici si intre flacoane pe parcursul perioadei de 9
saptamani, fiind astfel recomandata ca valoare informativa pentru materialul de
referinta. Intervalul media + deviatia standard ofera o estimare a incertitudinii
asociate si poate fi utilizat pentru compararea si calibrarea metodelor analitice
utilizate in determinarea compusilor polifenolici.

Este important de subliniat ca umiditatea reprezinta un factor determinant care
influenteaza semnificativ continutul de polifenoli totali raportat la substanta uscata.
Analiza de determinare a umiditatii a fost efectuata prin metoda clasica, la etuva, la
temperatura de 105°C, timp de 4 ore.
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In cadrul acestei subactivitati, proba analizata a prezentat o valoare medie a
umiditatii de 5,08 + 0,14, interval [4,94-5,22] ceea ce poate influenta atat stabilitatea
compusilor fenolici, cat si precizia determinarilor analitice.

Concluzii

Metodologia utilizata a permis dezvoltarea si evaluarea unui material de
referinta pe baza de faina din pielite de rosii, in conformitate cu principiile prevazute
in SR EN ISO 17034 si ISO Guide 35. Etapele parcurse au inclus documentarea, studiul
pilot, producerea lotului si evaluarea comportamentului materialului in ceea ce
priveste omogenitatea si stabilitatea pe termen scurt.

Analiza literaturii a evidentiat factori importanti care influenteaza calitatea unui
material vegetal de tip pulbere, precum variabilitatea naturala a compozitiei,
susceptibilitatea la oxidare si rolul conditiilor de depozitare in mentinerea compusilor
bioactivi. Pe baza acestor informatii a fost formulat un plan de testare care a inclus
criterii de esantionare, ambalare si monitorizare in conditii controlate.

Evaluarea omogenitatii a aratat ca diferentele dintre flacoane sunt reduse si nu
indica variatii relevante din punct de vedere analitic. Testarea stabilitatii pe durata
celor noua saptamani a confirmat ca materialul de referinta isi mentine proprietatile
in conditiile definite de depozitare, fara modificari semnificative ale nivelului de
polifenoli.

n acest stadiu, materialul poate fi caracterizat printr-o valoare informativa a
continutului de polifenoli, utila pentru validarea metodelor analitice si pentru activitati
de control al calitatii. Monitorizarea pe termen lung ramane necesara pentru
confirmarea stabilitatii extinse si pentru completarea caracterizarii metrologice.

Rezultatele obtinute sustin potentialul utilizarii pielitelor de rosii ca sursa pentru
dezvoltarea unui material de referinta vegetal destinat determinarii polifenolilor totali
si deschid posibilitatea extinderii cercetarilor catre loturi mai mari si perioade de
depozitare mai lungi.
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