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Metoda de determinare multireziduala a ftalatilor in probe alimentare de lapte
prin extractie ultrasonica, microextractie in faza solida in headspace si gaz
cromatografie cuplata cu spectrometrie de masa
(USE-HS-SPME-GC/MS)

DESCRIERE

Inventia se refera la o metoda analitica de determinare multireziduala, rapida,
simpla si sensibila a 6 esteri ftalici (dimetil ftalat — DMP, dietil ftalat — DEP, dibutil
ftalat — DBP, butilbenzil ftalat — BBP, di-(2-etilhexil) ftalat - DEHP si di-n-octil ftalat -
DNOP) in probe de lapte, prin extractie cu ultrasonare, urmaté de microextractie n
faza solida n headspace si gaz cromatografie cuplatd cu spectrometrie de masa
(USE-HS-SPME-GC/MS).

Extractia ultrasonica se poate aplica pentru compusi organici nevolatili sau
semi-volatili, cum sunt esterii ftalici, din probe lichide/fluide, cum este laptele.

Esterii ftalici sunt aditivi larg utilizati Tn productia materialelor plastice, pentru
cresterea flexibilitatii acestora. Utilizarea lor excesiva a dus la contaminarea
factorilor de mediu, inclusiv a laptelui, fiind considerati poluanti de mediu ubicuitari.
Datorita proprietatilor lor fizico-chimice, ftalati migreaza usor din ambalaje 1n
alimente. Concentratiile cele mai ridicate de ftalati s-au determinat in produsele
alimentare grase, cum sunt laptele, carnea, pestele, uleiurile vegetale [1]. Unii esteri
ftalici, cum sunt BBP, DBP si DIBP au efecte estrogenice, influentand negativ
sistemul endocrin uman si animal [2].

Datoritéd concentratiilor extrem de scazute ale ftalatilor in probe de lapte sunt
necesare metode de extractie si determinare foarte sensibile si precise.

In strainatate se aplicd metode analitice cuplate pentru extractia, detectia si
cuantificarea esterilor ftalici in probe de lapte, apa, ulei de masline, derivate din
carne, cum sunt: extractia lichid-lichid (LLE), extractia in fazd solida (SPE),
microextractia in fazé solidad in headspace (HS-SPME), extractia prin sorbtie pe
agitator magnetic (SBSE) urmatd de determinare prin gaz/lichid cromatografie
cuplata cu spectrometrie de masa (GC-MS, LC-MS) [1, 2, 3, 4, 5]. De asemenea, in
ultimii ani s-au dezvoltat metode de pretratament a probelor solide prin ultrasonare
pentru determinarea bifenililor policlorurati si a pesticidelor organoclorurate [6, 7].
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in tara, s-a realizat si aplicat o metoda de determinare a esterilor ftalici din
probe de lapte prin tehnica microextractie in fazd solidd in headspace si gaz
cromatografie cuplatd cu spectrometrie de masa (HS-SPME-GC/MS) [8]. Dupa
informatiile noastre nu s-a utilizat sau aplicat o metoda analitica pentru determinarea
esterilor ftalici Tn probe de lapte USE-HS-SPME-GC/MS.

Scopul prezentei inventii este elaborarea unei metode analitice de
determinare multicomponent a 6 esteri ftalici (DMP, DEP, DBP, BBP, DEHP si
DNOP) in probe alimentare (lapte), prin extractie cu ultrasonare urmata de
microextractie in fazd solida in headspace si gaz cromatografie cuplata cu
spectrometrie de masa (USE-HS-SPME-GC/MS).

Problemele tehnice pe care le rezolva inventia sunt:

- Reduce timpul de extractie cu 90% fatda de metodele conventionale

(extractia Soxhlet dureaza 10-16 ore.

Avantajele metodei:

- metoda de extractie USE permite extractia eficientd a ftalatilor din probe
alimentare complexe, cum este laptele, permite obtinerea unor limite de
detectie extrem de scazute, este mai rapida, mai ieftina si scade consumul
de solventi organici toxici comparativ cu metodele conventionale;

- metoda de extractie SPME este rapida, simpla si nu utilizeaza solventi
organici si concentreaza intr-o singura etapa extractia si concentrarea
analitilor, iar prin imersarea fibrei in headspace (HS) se elimina coextractia
altor compusi organici din matricea probei (de exemplu, lipide) asa cum s-
ar putea produce in cazul extractiilor conventionale (de exemplu, Soxhlet);

- separarea, identificarea, detectia si cuantificarea analitilor se realizeaza
simultan prin GC-MS pe coloana capilara nepolarda, in modul SIM
(monitorizarea ionilor selectati), astfel incat metoda analitica propusa de
determinare a 6 ftalati in probe de lapte este economic3, rapida, foarte
versatila, extrem de sensibila.

Metoda propusa permite determinarea multireziduala a 6 esteri ftalici (DMP,

DEP, DBP, BBP, DEHP si DNOP) in probe de lapte. Metoda folosita la pre-extractia
analitilor din probe este ultrasonarea (USE), urmata de concentrarea extractului,
apoi distrugerea lipidelor pentru eliminarea interferentelor matricei, reluarea analitilor
cu apa, microextractia lor in fazd solida n headspace, separarea analitilor pe
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coloana capilard nepolard, identificarea si cuantificarea lor prin spectrometrie de
masa Tn modul SIM, pentru cresterea sensibilitatii metodei.

Dupa recoltare, proba de lapte a fost omogénizaté si s-a supus preextractiei
cu ultrasonare. Pentru aceasta, s-a cantarit cu exactitate o masa m la care s-a
adaugat un volum V de ciclohexan:diclormetan, in raport 3:1 (v/v), intr-un flacon de
sticla. Flaconul s-a introdus in baia de ultrasonare, mentinand nivelul apei deasupra
nivelului de solvent din flacon si proba s-a supus extractiei ultrasonice timp de
15...30 min, la o frecventa si putere de 35 kHz si respectiv 320 W. Dupa sonicare,
extractul a fost filtrat prin hartie de filtru, iar in reziduul solid s-a adaugat un volum V
de amestec de solventi ciclohexan:diclormetan, 3:1 (v/v), si s-a resupus extractiei
ultrasonice timp de 15...30 min, analog primei extractii. Dupa sonicare, extractul a
fost filtrat prin hartie de filtru, iar reziduul solid a fost spalat succesiv cu cate v; ml
amestec de solvent de extractie. Extractiile a avut loc la temperaturd ambianta.
Filtratele obtinute s-au reunit intr-un flacon sferic si s-au supus evaporarii la
rotavapor, pand la un volum de 1 ml. Anterior extractiei SPME, s-a realizat
distrugerea lipidelor pentru eliminarea acestor interferente. Pentru aceasta, la
volumul obtinut de 1 ml s-au adaugat v, ml acid sulfuric 20...40%, s-a agitat flaconul
pana ce statul organic a fost incolor. Extractul obtinut s-a evaporat la rotavapor pana
aproape de sec, apoi s-a introdus Tntr-un flacon pentru headspace si s-a evaporat la
sec sub un flux de azot. Pentru extractia HS-SPME, reziduul probei s-a reluat cu v;
ml apa ultrapurd, s-au adaugat m; g NaCl pentru facilitarea volatilizarii analitilor, s-a
introdus un agitator magnetic pentru omogenizarea amestecului, apoi flaconul s-a
sigilat cu dop cu septum de PTFE. Flaconul s-a introdus Tntr-o baie de incalzire la
60...90°C, viteza de agitare s-a reglat la 700...1000 rot/min, apoi fiora SPME de tip
PDMS-100 um s-a introdus in spatiul de deasupra probei (in headspace), iar
extractia s-a efectuat timp de 70...90 min. Analog s-a preparat o proba blanc, a
reactivilor. Analiza probei s-a efectuat prin GC-MS.

Analiza gaz cromatografica a celor 6 esteri ftalici s-a efectuat prin injectarea
fibrei in inletul gaz cromatografului, in modul ,splitess”, mentinut izoterm la 280°C,
timpul de desorbtie fiind de 10 minute. Coloana capilara nepolara utilizatd a fost de
tip HP-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Gazul purtator He de Tnalta puritate, cu
un debit de 1 ml/min. Programul aplicat pentru temperatura coloanei in GC a fost

urmatorul: temperatura initiald este de 100°C, de la 100 la 260°C cu o rampa de
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8°C/min; de la 260 la 310°C cu o rampa de 35°C/min si mentinuta la 310°C pentru
10 minute. Operarea spectrometrului de masa s-a efectuat in modul SIM pentru cei 6
analiti, pentru fiecare din acesti alegandu-se ionii de identificare si cuantificare
specifici. Au fost monitorizati urmatorii ioni: 77, 91, 149, 150, 163, 167, 177, 279.
Metoda USE-HS-SPME-GC/MS propusa este eficientda pentru determinarea
multireziduald a 6 esteri ftalici in probe de lapte la nivel de urme. Prin cuplarea
tehnicilor de extractie USE si SPME se obtine o tehnica mai eficienta, in comparatie
cu aplicarea celor doua metode singure, scurtand timpul de preparare a probelor,
crescand sensibilitatea metodei si reducénd volumele de solventi organici utilizate.
Parametrii de performanta ai metodei de determinare a celor 6 ftalati (DMP,
DEP, DBP, BBP, DEHP si DNOP) in lapte, prin USE-HS-SPME-GC/MS sunt:
- limitele de cuantificare pentru cei 6 analiti variaza intre 0,62-1,95 pg/kg;
- gradele de recuperare pentru cei 6 analiti variaza intre 95-102 %.
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REVENDICARE

Metoda de determinare multireziduala a ftalatilor in probe alimentare de lapte
prin extractie ultrasonica, microextractie Tn faza solida n headspace si gaz
cromatografie cuplatd cu spectrometrie de masa caracterizata prin aceea ca are la
baza determinarea a 6 esteri ftalici (dimetil ftalat, dietil ftalat, dibutil ftalat, butilbenzil
ftalat, di-(2-etilhexil) ftalat si di-n-octil ftalat) in lapte, prin tehnica USE-HS-SPME-
GC/MS, prin extractia cu ultrasunete a probelor cu amestec de solventi
ciclohexan:diclormetan, la temperatura ambianta, timp de 15...30 min, urmata de
evaporarea extractului, apoi de distrugerea acida a lipidelor, microextractia in faza
solida a analitilor si determinarea simultana a celor 6 analiti prin gaz cromatografie

cuplata cu spectrometri de masa.
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DESENE

Figura 1. Cromatograma GC/MS-SIM a unei probe de lapte pentru determinarea
esterilor ftalici prin USE-HS-SPME-GC/MS
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Figura 1. Cromatograma GC/MS-SIM a unei probe de lapte pentru determinarea
esterilor ftalici prin USE-HS-SPME-GC/MS
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