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Metode de laborator pentru analiza
calitatii nutritionale

Modul de formare practica

Modulul de instruire practica este menit sa ofere principiile de baza
Si pregatirea practica necesara realizarii analizelor chimice, fizice
si fiziologice a probelor de legume si fructe, precum si a unor
produse agroalimentare. Modulul va consta din aplicatii practice si
tehnici de laborator pentru pregatirea probelor, a extractiei si
analizei acestora, precum si prelucrarea datelor analitice obtinute.
Acest modul de formare practica cuprinde metode analitice uzuale,
dar si metode avansate, care vor completa cunostintele teoretice
ale studentilor, masteranzilor si doctoranzilor si totodata le va
dezvolta abilitatile practice necesare pentru cercetarea in domeniu.

——mmm
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Descriptori ai rezultatelo
invatarii

La finalul modulului, cursantul ar trebui .
sa fie capabil sa: .

Competente generale .

SLEIE R Cunostinte, intelegere si

competente profesionale

Pregatirea unui post de lucru
1 pentru o metoda analitica
specifica

Selectarea metodei analitice

1 adecvate pentru determinarea
calitatii nutritionale la diferite
tipuri de fructe

Lucrul in laborator in mod
independent sau cu
indrumare minima, atunci
cand este necesar

Dobandirea cunostintelor

Lucrul in echipa cu indrumare
minima, atunci cand este
necesar

practice privind abordarile de
laborator utilizand diferite
metode de caracterizare

Demonstrarea unor abilitati
bune de laborator

Interpretarea unui rezultat pe
baza datelor obtinute

Demonstrerea capacitatii de a
intelege rezultatele obtinute
pentru a interpreta
informatiile provenite dintr-o

varietate de metode analiti
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Unitatea 1. Determinarea substantei uscate

loana Catuneanu,
Andreea Barbu

1.1. Principiul metodei

Aceasta metoda determina umiditatea unei probe, ca procent
de pierdere de masa, prin incalzire in anumite conditii, in
functie de natura matricei. Diferenta de masa a probei inainte
si dupa procesul de uscare reprezinta cantitatea de apa
eliminatg, respectiv substanta uscata.

1.2. Aparatura si reactivi
Metoda 1

Moara de laborator;

Etuva cu termostat si ventilatie, capabila sa mentina
o temperatura intre 70 °C si 130 °C £ 5 °C;

Exsicator cu agent desicant activ;

Balanta analitica, cu precizie de + 1 mg;

Tavite de sticla cu capac etans, astfel incat proba sa -
nu absoarba umiditate, cu o capacitate intre 25 mL
si 100 mL;

T
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Metoda 2

—2» Moara de laborator;
—> Termobalantg;

—

Tavi de uscare realizate dintr-un material
neabsorbant, precum sticla sau aluminiul.

1.3 Pregatirea probei

« Evitati lasarea probei in contact prelungit cu atmosfera
inconjuratoare;
o Indepartati corpurile straine de dimensiuni mari din proba;
O, Omogenizati bine proba de laborator inainte de a preleva
proba de lucru.
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Probe care nu necesita macinare;:

Nu este necesara macinarea produsele care au o
distributie a dimensiunii particulelor similara cu cea
prezentata in Tabelul 1.

Dimensiunea Procent
particulei (mm) %
<1.7 100
<1.0 /0
<0.5 20

Tabel 1. Distributia dimensiunii particulelor pentru produsele care nu necesitd macinare.

Probe care necesita macinare;

Daca probele nu respecta caracteristicile dimensiunii particulelor
indicate in Tabelul 1, acestea trebuie macinate.

Macinare

Macinati rapid o cantitate din proba de laborator, ajustand moara
astfel incat sa obtineti particule cu dimensiunile indicate in
Tabelul 1.

S
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1.4. Analiza probei

Conditionarea tavitei de cantarire

Inainte de uscare, tavita, impreuna cu capacul, se aduce la
masa constanta. Ulterior, se introduce proba pentru care se
determina umiditatea. Acest lucru se realizeaza prin
mentinerea tavitei in etuva la 105 °C (pentru fructe si legume)
sau 130 °C (pentru cereale si produse alimentare) timp de 1
ora, urmata de pastrare in exsicator timp de 30 de minute si
cantarire ulterioara cu o precizie de 0,001 g.

Se noteaza masa tavitei goale, impreuna cu capacul.
Procedura se repeta pana la obtinerea unei mase constante,
considerata atinsa atunci cand diferenta dintre doua cantariri
succesive apare doar la a treia zecimala. Toate valorile de
masa se consemneaza in registrul de cantarire.

Metoda 1 - Metoda folosind uscarea in etuva

Cantariti rapid o cantitate de 5 + 0,001 g din proba
— de laborator in tévita de céntarire conditionata (care

a fost cantarita anterior).

Notati masa probei de lucru si a tavitei cu capac.
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Tavita deschisg, care contine proba de lucru, se
introduce in etuva, iar capacul se asaza alaturi.
—2 Uscarea se realizeaza prin mentinerea probei timp
de 2 ore la 105 °C (pentru fructe si legume) sau la
130 °C (pentru cereale si produse alimentare), pana
la eliminarea umiditatii.
Indepartati rapid tavita din etuva folosind o penseta
—2» sau manusi din bumbac, puneti capacul si
introduceti-l in exsicator. Se va astepta atingerea
temperaturii camerei (aproximativ 30—45 minute).
Dupa racire, cantariti tavita care contine proba,
—p impreuna cu capacul, cu o precizie de + 0,001 g.
Notati masa probei uscate si masa tavitei cu capac.

Procedura se repeta, iar masa este considerata
—> constanta daca diferenta dintre doua cantariri
succesive difera doar la a treia zecimala.

Nota: Nu deschideti usa etuvei in timpul uscarii si nu
introduceti produse umede in etuva inainte de a scoate
probele deja uscate, deoarece acest lucru poate duce la
rehidratarea partiala a probelor.

Q)
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Umiditatea (M%) este exprimata ca g/100 g proba si
este data de ecuatia:

M% =" (1)
unde: "
M% — umiditate;
mi — masa initiala a probei umede (g);
mf — masa finald a probei uscate (g);

Metoda 2 - Metoda folosind termobalanta

—=>» Porniti termobalanta folosind butonul de pornire/oprire;

Setati temperatura de uscare la 105 °C (pentru fructe si
legume) sau 130 °C (pentru cereale si produse alimentare);

Asezati tavita de aluminiu conditionata in locul special
prevazut si apasati tara pe aparat;

Asezati cel putin 1 g de proba macinata cat mai dispersat
posibil in tavita de aluminiu, notati masa cantarita si porniti
analiza (timpul de analiza va fi determinat automat de
termobalantd, in functie de umiditatea probei);

BRI

La finalul analizei, rezultatele (masa probei uscate exprimata in
grame, umiditatea exprimata procentual si continutul de
substanta uscata exprimat procentual) vor fi afisate automat.
Notati rezultatele in registre.

—~

!
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Unitatea 1.2. Determinarea parametrilor fiziologici ai
frunzelor folosind echipamentul portabil
multiparametru LC Pro-SD

Liliana BADULESCU,
Monica BADEA

2.1. Principiul metodei

a. Intensitatea b. Intensitatea c.Intensitatea respiratiei
fotosintezei se determinalj transpiratiei se se determina pe baza
pe baza cantitatii de CO, | determin& pe baza cantitatii de CO;
consumate de o frunza cantitatii de H,0 produse de o frunza
data in timpul analizei, eliminate de o frunz data, in conditii de
utilizand un analizor de | data, utilizand un intuneric, utilizand un
gaz nedispersiv in analizor de gaz analizor de gaz
infrarosu. nedispersiv in infrarosu. [j nedispersiv in infrarosu.

2.2. Aparatura si reactivi

—= Camera de analiza cu suprafatd cunoscuta (de obicei 6,25 cm?);
—» Echipament portabil multiparametru LC Pro-SD;

LC Pro-SD este portabil si se recomanda pentru determinari

directe in camp ale diferitilor indicatori fiziologici. Rezultatele sunt
stocate in computerul echipamentului si, de asemenea, pe un disc .
flexibil de 256 KB.

T



1]

Hort4EU

La analizor pot fi conectate camere de analiza diferite, in functie de
dimensiunea frunzei. Pentru frunzele mari, se utilizeaza camera cu
suprafata de 6,25 cm2. Camera de analiza delimiteaza un spatiu
astfel incat aerul sa fie aspirat de pe ambele parti ale frunzei, fiind
apoi dirijat printr-o baza catre analizor.

Analizorul este echipat cu senzori pentru intensitatea luminii,
temperatura si umiditate. Software-ul multiparametru LC Pro-SD
calculeaza si afiseaza peste 18 parametri, iar masuratorile pot fi
citite direct sau salvate pe disc.

2.3 Analiza probei

Pentru a determina parametrii fiziologici ai frunzelor, verificati daca
echipamentul este conectat la camera de analiza corespunzatoare
si lasati-l sa se stabilizeze timp de aproximativ 5 minute (va
semnaliza cand este stabil). Aparatul este setat cu anumiti
coeficienti care permit calcularea automata a parametrilor
fiziologici

(A = intensitatea fotosintezei; E = intensitatea transpiratiei).

Porniti aparatul si lasati-l sa se incalzeasca aproximativ 5

minute (pana se aude un semnal sonor). Alegeti o frunza
nedetasata de pe planta si introduceti-o in camera de citire.

“
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Temperatura frunzei (T_leaf = °C), fluxul de aer (ml/min),
precum si intensitatea luminii (Q_leaf = pmol m-2 s-7) sunt
masurate instantaneu. Asteptati cateva minute pentru ca frunz
sa se adapteze la intensitatea luminii dorite inainte de a colect
datele.

De asemenea, pe ecranul aparatului, pe langa aceste valori, sunt
afisate:

* intensitatea procesului de transpiratie (E = mmol H,0 m-2 s-7);
* intensitatea procesului de fotosinteza (A = umol CO, m-2 s77);
- conductanta stomatala (gs).

Valoarea negativa pentru
fotosinteza 1inseamna ca se
consuma mai putin CO; in

fotosinteza comparativ cu
cantitatea de CO, eliberata in
respiratie.

Pentru a determina intensitatea
respiratiei, camera de analiza cu
frunza nedetasatad este introdusa
intr-un invelis negru pentru a
impiedica patrunderea luminii si,
astfel, pentru a suprima

fotosinteza.
Valoarea caracteristica este afisata pe ecran ca valoare negativa.

“
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Unitatea 1.3. Determinarea intensitatii
respiratiei pentru fructe si legume

Liliana BADULESCU, Monica BADEA,
loana CATUNEANU

3.1. Principiul metodei

Intensitatea respiratiei pentru fructe si legume este determinata pe
baza masurarii cantitatii de dioxid de carbon eliberat intr-o ora de
materialul vegetal, intr-un recipient cu volum cunoscut, utilizand
tehnologie in infrarosu.

3.2. Aparatura si reactivi

Recipiente etanse cu volum cunoscut;
Cleme;

Tavite de cantarire;

Cilindru gradat, 1000 mL;

Echipament de monitorizare a CO, — Lambda T NDIR;
Balanta analitica — Radwag AS60/220.R2;

~
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3.3 Analiza probei

Pregatirea echipamentului

Verificati daca dispozitivul functioneaza si daca inregistreaza
valoarea initiala a CO; intre 400—-600 ppm.

Pregatirea probelor pentru analiza (materie prima)

. . Alegeti 3 fructe / legume din aceeasi proba si plasati-le in
recipiente etanse, in intuneric. Pentru fructe de padure si
prune, intensitatea respiratie se masoara dupa 10 minute;
pentru mere intensitatea respiratiei se masoara dupa 30 de
minute.

Dupa ce timpul mentionat a trecut, masurati mai intai
concentratia de CO, din aer (CO,i), iar apoi masurati
concentratia de CO; din interiorul recipientului etans care
contine fructele/legumele (CO,f).

Dupa masurarea concentratiei de CO, a fructelor/legumelor,
cantariti proba folosind balanta analitica, iar apoi masurati
volumul probei intr-un cilindru gradat de 1000 mL, folosind
apa.

“
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Calculul rezultatelor

Valorile citite cu echipamentul Lambda T NDIR Monitor sunt
introduse intr-un fisier Excel si calculate conform urmatoarei
formule:

. . co,, -co, =
= “xV x18.4x60
o o R - 10000 /t (2)

rale

e m

R .= intensitatea respiratiei (mg CO,/kg/ora)

V (mL) - volumul probei (mL)

CO,¢ — concentratia de CO; a probei la sfarsitul experimentului
CO, — concentratia de CO; a aerului la inceputul experimentului
m — masa probei (g)

t,— timpul de analiza (min)
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Unitatea 1.4. Determinarea intensitatii
transpiratie prin metoda cantaririi

Liliana BADULESCU, Monica BADEA,
loana CATUNEANU

4.1. Princiul metodei

Scopul acestei metode este de a determina intensitatea intensitatea
transpiratie a fructelor si legumelor. Metoda se bazeaza pe céntarirea
probei dupa un interval de timp prestabilit (de exemplu, dupa 10
minute). Pe baza diferentelor de masa se calculeaza intensitatea

transpiratie.
|

4.2. Aparatura si reactivi

—> Tavite de cantarire;
—> Balanta analiticg;
—=>» Cronometru;

~
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4.3 Analiza probei

Alegeti 3 fructe / legume din aceeasi proba si plasati-le pe

tavitele de cantarire. Pentru fructe de padure si prune

alegeti o proba mai mare (6 - 10 fructe). Notati masa

initiala (w;), porniti cronometrul pentru 10 minute, iar dupa
" trecerea timpului cantariti din nou probele (w;).

Calculul rezultatelor

T, =— x 100/t (3)

where:

Trate = intensitatea transpiratiei (g H,0/100 g proba/h).
w; - masa initiala (g)

w.- masa finala (g)

t — timpul (h)

—————— e
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Unitatea 1.5. Determinarea
concentratiei pigmentilor asimilatori
(clorofile si carotenoizi)

Aurora Dobrin, Monica
Badea, Liliana Badulescu

5.1. Principiul metodei

Aceasta metoda se bazeaza pe extractia pigmentilor intr-un solvent
organic, de exemplu acetona 80%, iar apoi pe masurarea absorbtiei
extractului folosind un spectrofotometru, la lungimile de unda de 470
nm, 646 nm si 663 nm.

5.2. Aparatura si reactivi

Reactivi Aparatura
—2> Apa ultrapur; —>» Mojar cu pistil;
:Z ﬁicsigogj;quart; —=>» Balon volumetric, 50 ml;
' —> Unitate de filtrare in vid;
—> Hartie de filtry;
—=> Palnie;
—>p Balanta analitica

“
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5.3 Prepararea probei (

Cantariti 1 g de material proaspat
de fructe sau legume si mojarati-|
in prezenta nisipului de cuart pana
se obtine o pasta omogena.
Adaugati 5 mL de acetona si
continuati mojararea, apoi treceti
extractul printr-o unitate de filtrare
in vid, echipata cu hartie de filtru.
Spalati mojarul de mai multe ori
cu acetona pana la preluarea

o : : . VERAE RO WE
completa a probei, apoi transferati '
extractul filtrat in balonul cotat de
50 mL, care contine deja 10 mL de
apa ultrapura. Completati balonul
pana la semn cu acetona.

ShueTh Heueh

5.4. Analiza probei

Dupa ce spectrofotometrul a atins parametrii de utilizare,
extractul filtrat este transferat intr-o cuva de cuart cu lungimea
drumului optic de 1 cm. Folositi ca referinta acetond 80%.
Setati lungimile de unda la 470 nm, 646 nm si 663 nm si cititi
proba utilizand software-ul echipamentului.

“
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Calculul rezultatelor

(

Cunoscand absorbtia probei la toate lungimile de unda, puteti
calcula cantitatea de pigmenti utilizdnd formulele lui
Lichtenthaler si Wellburn (1983):

Ca=12.21Aces - 2.81Acse Hg/mL (4)
Cb= 20'13A646 - 5'03A663 Ug/ml_ (5)
¢, 1000 Ayy-327C, 104 C,y pg/m (6)

X+Cc= 3

229

Rezultatele pot fi apoi calculate in functie de masa si volumul
final de extractie, iar rezultatele finale se exprima in mg/g.
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Unitatea 1.6. Determinarea
continutului total de polifenoli

folosind metoda Folin - Ciocalteu
Oana-Crina Bujor, Violeta
Alexandra lon, Aurora Dobrin

6.1 Principiul metodei

|
Metoda Folin—Ciocéalteu este utilizata pe scara larga pentru
determinarea continutului total de compusi fenolici din plante si
extracte alimentare. Principiul metodei se bazeaza pe reducerea
reactivului in prezenta fenolilor, ceea ce conduce la formarea unui
complex molibden—tungsten de culoare albastra. Acesta se masoara
spectrofotometric la 760 nm, iar intensitatea culorii creste liniar odata

cu concentratia fenolilor din mediul de reactie.
|

6.2. Aparatura si reactivi

—=» Tuburi de centrifuga 15, 50 mL;
—= Eprubete de sticla de 10 mL;
—>» Balanta analiticg;

—>p Centrifuga cu racire,

—=> Agitator orbital;

—> Reagent Folin—Ciocalteu 0,2 N;
== Solutie de carbonat de sodiu 7,5%,
= Baie de apg;

—» Cronometru;

—2» Spetrofotometruy;

-
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6.3 Prepararea probei

Extractia polifenolilor din probe proaspete se realizeaza
conform metodei descrise de Stan et al. (2021). La 1 g de
proba proaspata se adauga 10 mL de metanol 70% si se lasa
la incubat in intuneric, peste noapte, la temperatura camerei.
In ziua urmatoare, extractele se agita la 500 rpm timp de 1
ora, apoi se centrifugheaza la 5000 rpm si 4 °C, timp de 10
minute. Supernatantul se colecteaza intr-un tub de centrifuga
de 50 mL, iar reziduul se re-extrage de doua ori suplimentar
cu cate 10 mL de metanol apos 70%. Toate cele ftrei
supernatante se combing, iar volumul fiecarei probe se
ajusteaza la 30 mL cu metanol apos 70%.

6.4. Analiza probei

Continutul total de polifenoli din extracte se determina prin
metoda spectrofotometrica Folin—Ciocalteu, conform lui
George et al. (2005). Se pipeteaza 0,5 mL de extract de proba
intr-o eprubeta de 10 mL, se adauga 2,5 mL de reactiv Folin—
Ciocalteu si se incubeaza timp de 2 minute la temperatura
camerei.

———
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Dupa incubare, se adauga 2 mL de solutie de carbonat de
sodiu (7,5%) si eprubeta se plaseaza intr-o baie de apa
incalzita la 50 °C timp de 15 minute. La finalul incalzirii,
eprubeta se raceste intr-o baie cu apa si gheata.

Dupa ce spectrofotometrul ajunge Ila parametrii de
functionare, extractul racit se transfera intr-o cuveta de cuart
cu lungimea traseului optic de 1 cm. Ca referinta se utilizeaza
metanol 70%. Se seteaza lungimea de unda la 760 nm, iar
absorbtia probei se inregistreaza cu ajutorul software-ului
echipamentului.

Calcularea rezultatelor

Concentratia extractului (ug/mL) se calculeaza pe baza unei
curbe de calibrare, utilizand acid galic ca standard analitic.
Dupa determinarea concentratiei extractului, se calculeaza
concentratia totala de polifenoli conform formulei urmatoare:

* *
Cugmy Vmy " D

C mgGAEI00G) ¢ (/
(mg ) m(g) * —IO ( )

unde:

C (mg GAE/100 g) — concentratia totala de polifenoli raportata la mg
Gallic acid equivalents (GAE) la 100 g de proba;

C (ug/mL) - concentratia extractului;

V (mL) - volumul final al extractului;

m (g)- masa probei;

D - dilutia extractului

~



1]

Hort4EU

BIBLIOGRAFIE

Stan, A, Frincu, M., lon, V.A., & Badulescuy, L. (2021). Modified Atmosphere Influence
In Organic ‘Tita’ Plums Quality, Scientific Papers. Series B, Horticulture. 65(2), 77-82.
Georgé, S., Brat, P., Alter, P. & Amiot, J.M. (2005). Rapid determination of polyphenols
and vitamin C in plant-derived products. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
53,1370-1373.




1]

Hort4EU

Unitatea 1.7. Determinarea vitaminei C
utilizand HPLC-DAD

Andreea Barbu, Oana-Crina Bujor,
Violeta Alexandra lon, Liliana
Badulescu

7.1. Principiul metodei

Metoda determina acidul ascorbic (vitamina C) din fructe sau
legume proaspete prin extractia analitului cu acid o-fosforic.
Vitamina C este identificata si cuantificatd utilizdnd HPLC-DAD.
Principiul separarii prin HPLC se bazeaza pe distributia analitului
intre faza mobila (eluent) si faza stationara (materialul de umplere
al coloanei). In functie de structura chimica a analitului, moleculele
sunt retinute diferit in timpul trecerii prin faza stationara.

7.2. Aparatura si reactivi

Reactivi

—> Apa ultrapurg;
—=> Acid orto-fosforic;
—> Acid formic;
—=> Acid ascorbic;
—» Acetonitril;

~
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7.2. Aparatura si reactivi Aparaturd

-—a Apé u|trapuré; ._.a Filtre de Seringé RC,
— Cilindru gradatde 20mL; —» Seringa de 2 mL;
—2» Balon cotat de 10 mL; —> Plita magnetic3;

—>» Balon cotat de 1000 mL; —> Vortex;
—2 Tuburi de centrifugd de 15 ML —» Balanta analitica;

—» Flacoane de 1,5 mL; —> Centrifugs;
—>» Capace pentru flacoane; —2» HPLC-DAD:;
—» Micropipete 10-100 pL; — Coloana C18 (4,6 x 50 . .

mm, 1,8 ym d.i.); o

—=>» Coloana de garda C18
(4,6 x 12,5 mm, 5 pm
d.i.);

—=> Micropipete 100-1000 pL,;

7.3. Pregatirea probei

La 1 g de proba se adauga 2 mL de acid o-fosforic (2 %, v/v) si
se mojareaza timp de 1 minut la temperatura camerei.
Amestecul este trecut cantitativ in tuburi de centrifugare de 15
mL si se aduce la un volum final de 10 mL cu acid o-fosforic (2
%, V/V).

—
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Dupa extractie, toate probele se centrifugheaza timp de 5
minute la 7000 rpm si 4 °C, se filtreaza si se analizeaza
imediat utilizand HPLC-DAD.

7.4. Analiza probei

Identificarea si cuantificarea acidului ascorbic se realizeaza
prin cromatografie lichida de inalta performanta (HPLC),
utilizand un detector DAD, pe baza metodei descrise de Stan
et al. (2020). Separarea cromatografica a compusilor se va
efectua utilizadnd o coloana C18 si o coloana de garda C18.
Temperatura coloanei in timpul analizei va fi mentinuta la 30
°C. Volumul de injectie va fi de 2 pL, cu recomandarea ca
probele sa fie pastrate in autosampler la temperatura
scazuta, din cauza degradarii rapide a acidului ascorbic.
Faza mobila consta din 0,05 % acid formic in apa, v/v,
utilizand o elutie izocratica la un debit de 0,5 mL/min. Acidul
ascorbic este determinat la o lungime de unda de 244 nm.

Calcularea rezultatelor

Concentratia de acid ascorbic a extractului (ug/mL) este
calculata pe baza unei curbe de calibrare (de obicei 0-200
ug/mL, cu exceptia kiwi 0—400 pg/mL).
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m

Dupa ce concentratia din extract a fost determinata,
urmatorul pas este utilizat pentru a calcula concentratia de
acid ascorbic din proba, dupa cum urmeaza:

* *
Cugmy Vmy " D

Mg * 10

C (mgGAE/100g)= (8)

unde:

C (mg GAE/100 g) — concentratia totala de polifenoli raportata la mg
Gallic acid equivalents (GAE) la 100 g de prob3;

C (ug/mL) - concentratia extractului;

V (mL) - volumul final al extractului;

m (g)- masa probei;

D - dilutia extractului
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Unitatea 1.8. Determinarea zaharurilor
utilizand HPLC-RID

Andreea Barbu, Liliana Badulescu

8.1. Principiul metodei

Zaharurile din fructe si legume proaspete sunt determinate prin
extractie cu solutie de etanol 80%, urmata de concentrare si filtrare.
|dentificarea si cuantificarea zaharurilor se realizeaza prin tehnica
HPLC-RID. Principiul separéarii in HPLC se bazeaza pe distributia
analitului (probe) intre o faza mobila (eluant) si o faza stationara
(materialul de umplere al coloanei). in functie de structura chimica a
analitului, moleculele sunt retinute diferit in timpul trecerii prin faza

stationara.
|
8.2. Aparatura si reactivi
Reactivi
—= Apa ultrapura;
—=> Etanol;
=== Acetonitril;

—= Zaharuri (glucoza, fructoza, zaharoza, altele);

~
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Aparatura

— Filtre RC pentru seringi; ~ —» T4&vi pentru cantarire;
—2» Seringa de 2 mL; —» Tuburi de centrifuga 15 si 50 mL;
2 Pahar Erlenmeyer, —> Balanta analitic;

—2 Balon cotat de 10 mL; —>» Evaporator rotativ;
—> Baloane cufundrotund S0mL; —» HPLC-RID ;

—2 Pipete Pasteur; —>» Coloana NH2, 4,6 x 250
—» Flacoane de 1,5 mL; mm, 5 ym;

—> Capace pentru flacoane; —2» Coloana de garda NH2, 4,6
x 12,5 mm, 5 um;

8.3. Pregatirea probei

Se cantareste 1 g de material brut, se adauga 2 mL de etanol
(80%, v/v) si se mojareaza timp de 1 minut la temperatura
camerei. Amestecul este transferat cantitativ intr-un pahar
Erlenmeyer si adus la un volum de 10 mL, apoi extras intr-o
baie ultrasonica timp de 15 minute la 80 °C. Supernatantul
este colectat intr-un tub de centrifuga de 50 mL, iar reziduurile
sunt reextrase cu 10 mL de etanol (50%, v/v) intr-o baie
ultrasonica timp de 15 minute la 80 °C.




Hort4EU

Al doilea supernatant va fi colectat in acelasi tub de centrifuga
de 50 mL, iar reziduurile vor fi reextrase cu 10 mL de apa intr-o
baie ultrasonica timp de 15 minute la 80 °C. Al treilea
supernatant va fi reunit cu cele doua supernatante anterioare,
atingdnd un volum final al extractului de 30 mL. Extractul
obtinut (30 mL) va fi transferat intr-un balon cu fund rotund de
50 mL si evaporat la un evaporator rotativ pana la un volum
sub 10 mL.

Dupa evaporare, extractul va fi transferat intr-un balon cotat de
10 mL si adus la semn cu apa ultrapura. Extractul va fi filtrat cu
o seringa de 2 mL si un filtru RC de 0,45 pm, intr-un flacon de
1,5 mL si analizat imediat prin HPLC-RID.

8.4. Analiza probei 5

Faza mobila trebuie supusa ultrasunetelor timp de 5 minute

inainte de conditionarea sistemului si analiza. Faza mobila

apoasa nu trebuie utilizata mai mult de 2 - 3 zile. Proba trebuie

preparata cat mai rapid posibil pentru a evita
x denaturarea/oxidarea compusilor.
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Separarea cromatografica se realizeaza utilizdnd metoda
HPLC, un detector RID si o coloana NH, (4,6 x 250 mm, 5 pm
i.d.). Faza mobila este un amestec de ACN cu H,0 (85:15),
utilizdnd o elutie izocratica la un debit de 1,8 mL/min.
Temperatura coloanei termostatate si a detectorului va fi
setata la 30 °C, iar volumul de injectie al probei va fi de 30 pL.

Calcularea rezultatelor

Concentratia de zaharuri din extract (mg/mL) este calculata
pe baza unei curbe de calibrare (0-10 mg/mL). Dupa
determinarea concentratiei in extract, urmatorul pas este
utilizat pentru calcularea concentratiei de zaharuri din proba,
dupa cum urmeaza:

*
C(pg/mL) V(mL) * D
= ¢
Mo 10

(9)

C (mgGAE/1009)=
unde:
C (mg GAE/100 g) — concentratia totala de polifenoli raportata la
mg Gallic acid equivalents (GAE) la 100 g de probg;
C (ug/mL) - concentratia extractului;
V (mL) — volumul final al extractului;
m (g)- masa probei;
D - dilutia extractului

~
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Unitatea 1.9. Determinarea compusilor
volatili utilizand GC-MS

Violeta Alexandra lon,
Oana-Crina Bujor

9.1. Principiul metodei

Uleiurile volatile sunt extrase prin hidrodistilare utilizand un
aparat NeoClevenger. Uleiurile volatile obtinute sunt diluate in
hexan si analizate prin cromatografie de gaze cuplata cu
spectrometrie de masa (GC-MS). Rezultatele sunt exprimate ca
procent din compusii identificati.

9.2. Aparatura si reactivi
Reactivi

—> Hexan,
— Sulfat de sodiu anhidru;

—> Apd;

i
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Aparatura

—2 Cilindru gradatde 10 mL;  —p Balant3 analitica;

— E/Ilgcoar.\e; 10100 UL —> Sistem de incalzire
—2 Micropipete 10- ML, LabHeat;

—=» Micropipete 100-1000 pL; > Congelator;
—> Filtru de seringa PTFE 0,45 HM_3p Sistem GC- MS;

—> Slstem.NeoC.)Ieyenger T Coloan3 cromatografica
extractia uleiurilor volatile;, DB-5 MS, lungime 30 m,

0,25 x 0,25 x 0,25 mm.
9.3. Pregatirea probei

O cantitate suficienta de proba (aproximativ 300 g de material
proaspat) se intinde pe hartie de filtru curatd, iar orice alt
material vegetal care nu apartine probei este indepartat.

Cu ajutorul unei balante tehnice se cantareste cantitatea
necesara pentru efectuarea analizei, in functie de tipul
matricei. Materialul vegetal cantarit se introduce intr-un balon
rotund de 4 L, care se plaseaza in cuibul de incalzire. Se
adauga apa peste proba din balonul de 4 L pana cand nivelul
acesteia depaseste usor nivelul cuibului de incalzire.
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Sistemul NeoClevenger se pozitioneaza deasupra balonului si
se fixeaza pe stativ. Se deschide fluxul de apa de racire pentru
a mentine sistemul rece. Robinetul NeoClevengerului se
inchide, iar sistemul se umple cu apa distilata, avand grija ca
palnia sa contina permanent apa.

Se conecteaza cuibul de incalzire si se seteaza initial la putere
maxima (incalzire completa a cuibului). La inceput, se seteaza
o treapta de incalzire de 10 si se apasa butonul ON, iar dupa ce
apa cu proba incepe sa fiarba, se reduce treapta de incalzire la
S.

Extractia se desfasoara timp de 3 ore de la inceputul fierberii
(timpul se noteaza in caietul de laborator). La final, volumul
total de ulei din sistemul NeoClevenger se masoarg, iar apa Si
uleiul se transfera intr-un flacon. Uleiul se colecteaza apoi cu o
micropipeta intr-un tub Eppendorf de 1,5 mL si se congeleaza
la -20 °C pana la analiza.

Balonul de 4 L se goleste si se lasa sa se raceasca. Reziduurile
vegetale din balon se eliming, iar balonul se clateste de mai
multe ori cu apa, etanol si apa distilata. Sistemul
NeoClevenger se clateste cu apa de la robinet, etanol si apa
distilata.
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Unitatea 1.10. Determinarea acizilor grasi
(saturati si nesaturati) prin GC-MS

Violeta Alexandra lon,
Oana-Crina Bujor

10.1. Principiul metodei

Grasimile sunt supuse procesului de saponificare, prin care acizii grasi
sunt eliberati din trigliceride, fosfolipide etc., rezultand acizi grasi liberi.
Acestia sunt ulterior transesterificati pentru a forma esteri metilici ai
acizilor grasi. Matricele care nu sunt uleiuri sau grasimi pure necesita
o etapa de extractie pentru eliberarea fractiei lipidice in vederea
analizei. Acizii grasi sunt analizati prin cromatografie gazoasa cuplata
cu spectrometrie de masa (GC—-MS), dupa conversia lor in esteri
metilici ai acizilor grasi (FAME).

10.2. Aparatura si reactivi
Reactivi
Amestec standard de 37 de esteri metilici ai acizilor grasi
- (FAME);
—> Apa ultrapurg;
—» Hexan;
—>» Metoxid de potasiu;
—» Sulfat de sodiu anhidry;
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Reactivi

—>» Metanol;
—=» Acid clorhidric;

—p Solutie de metoxid de potasiu 2 mol/L in metanol:
se dizolva 7,8 g metoxid de potasiu in 100 mL
metanol anhidru; se prepara proaspat in ziua
utilizarii; se poate utiliza si metoxid de sodiu de
aceeasi concentratie;

—=>» Metanol anhidru (cu sita moleculard): la 1 L
metanol HPLC se adauga doua ,degete” de sita
moleculara; se agita si se lasa minimum 24 h
inainte de utilizare;

—=>» Solutie de acid clorhidric in metanol (~20%, fractie
masica): se cantaresc 80 g metanol anhidru si se
adauga 54 g HCI 37%, sub hota.

Aparatura

—2 Cilindru gradat 10 mL;

—=>» Tuburi de reactie 20 mL cu sept si capac;
—=> Balon Erlenmeyer 250 mL;

—» Micropipete 10-100 pL;




Hort4EU

—=» Micropipete 100-1000 pL;
—2» Filtre de seringad PTFE;
—2» Plitd magneticd IKA RH B2;

— \ortex Bio-Rad BR-2000;

—2» Frigider Bosch;

—>» Balanta analitica Radwag AS60/220.R2;

— Sistem GC Agilent 6890N;

—= Detector MS Agilent 5973N,;

—» Autosampler Agilent 7683;

—>» Coloana cromatografica HP-5MS, lungime 30 m, diametru
0,250 mm, grosime film 0,25 pm.

10.3. Pregatirea probei

Se céantaresc intre 50 + 0,1 mg si 75 + 0,1 mg din proba in fiecare
fiold de reactie. Toate fiolele sunt tratate simultan, dupa cum
urmeaza:

—» se adauga 4 mL n-hexan;
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—2 se adaugd aproximativ 75 mg sulfat de sodiu anhidru si
se dizolva proba prin agitare;

—2>» se adauga 4 mL metoxid de potasiu, se inchide ermetic
fiola si se agita timp de 20-50 s; solutia devine imediat
opalescenta datorita formarii glicerinei, care se separa rapid;
—>» se adauga 2 mL solutie de acid clorhidric 20% si un
agitator magnetic;

—p fiola se inchide si se introduce in blocul de incalzire,
preincalzit la 50 + 3 °C, timp de 20 minute, sub agitare
constanta; amestecul se agita manual de mai multe ori in
acest interval, aceasta etapa se poate realiza si Ia
temperatura camerei. Fiola se raceste sub jet de apa rece si
se agita energic; stratul superior, care contine esterii metilici,
se separa prin decantare si se transfera intr-o fiola pentru
injectie GC. Daca masa probei este cuprinsa intre 50 si 75
mg, concentratia esterilor metilici este de aproximativ 2%
(fractie masica)

Solutia este pregatita pentru analiza GC-MS. Daca se
utilizeaza injector split, se recomanda dilutii de pana la 1%.
Solutiile de esteri metilici sunt adecvate pentru analiza
cromatografica imediata; daca este necesar, pot fi pastrate
cateva saptamani sub gaz inert, la 4-8 °C.
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10.4. Analiza probei

Metoda de analiza pentru verificarea conditiilor cromatografice
este descrisa mai jos:

coloana capilara Ultra-inert HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
pum grosimea filmului).

program de temperatura al cuptorului coloanei: stationar la
50 °C timp de 4 min, crestere de la 50 °C la 150 °C cu
4°C/min, crestere de la 150 °C la 192 °C cu 2 °C/min,
stationar la 192 °C timp de 10 min, crestere de la 192 °C la
300 °C cu 2 °C/min.

heliu ca gaz purtator, cu debit de 0,5 mL/min.

volum de injectie 2 pL, splitless.

energie de ionizare 70 eV, interval de masa 40-450 m/z la 2
scanari/s.

temperaturile pentru injector, linia de transfer MS si sursa de
ioni au fost de 250 °C, 280 °C si respecti ~77 ~

Rezultate

Compusii vor fi identificati pe baza timpului de retentie si a
comparatiei spectrelor de masa cu standarde analitice. Fiecare
compus va fi raportat ca procent din totalul compusilor.
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Calculation: Mean and Median

« What are the mean and median of these
measurements? (19.4, 19.5, 19. 6, 19.8,
20.1 ppm (parts per milliga

= DYoulube Q g

Descriptive Statistics

1. Measures of Frequency:
Count, Percent, Frequency

2. Measures of Central Tendency
Mean, Median, and Mode

3. Measures of Dispersion or Variation:
Range, Variance, Standard Deviation

4. Measure of Position:
Percentile Ranks, Quartile Ranks

Statistics in Analytical Chemistry Part 1
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Gaussian Curve

results in a scatter of results centered on the true value

for repeated measurements on a single sample.

Error: results in all measurements exhibiting a definite

difference from the true value

Relative frequency
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Statistics in Analytical Chemistry Part 2
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» The average mass of gas from air in Table

4-3 is x, = 2.310 11 g, with a standard
deviation of s, = 0.00014 =7
measurements). The m s from
chemical sources is x, = ™ g with s,
= 0.00138 (n,= 8 measurements).

= EBVoulube Q a

T-test

« A sample was certified by NIST to contain
3.19 wt% sulfur. The measurements
obtained using the sample are 3.29, 3.22,
3.30 and 3.23 wt % sulfur. Does this agree
with the reference?
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Source here



https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/atomic-absorption-spectroscopy-principles-and-applications-356829
https://youtu.be/rNhKNJVHBxQ?si=veSZNNPXJvWNLQZp
https://youtu.be/tEFPITf7KwY?si=tz5ocEA64dErxGRC
https://www.youtube.com/watch?v=tEFPITf7KwY
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