(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $1 MARCI
Bucuresti

ROMANIA

a1y RO 135177 A2
51) Int.Cl.
GO1N 30/02 20691

(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: A 2019 00873
(22)  Data de depozit: 06/12/2019

(41) Data publicarii cererii:
30/08/2021 BOPI nr. 8/2021

(71) Solicitant:
+ INCDO-INOE 2000, FILIALA INSTITUTUL
DE CERCETARI PENTRU
INSTRUMENTATIE ANALITICA
CLUJ-NAPOCA, STR.DONATH NR.67,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO

(72) Inventatori:
+ BECZE ANCA, BD.NICOLAE TITULESCU,
NR.16, AP.35, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
* ROMAN CECILIA - MARIA,
PIATA ABATOR, BL.B, AP.5,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
+ BABALAU - FUSS LILIANA VANDA,
STR. MEHEDINTI, NR.65-67, BL.C7, SC.2,
ET.1, AP.76, CLUJ- NAPOCA, CJ, RO
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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda de determinare a falsi-
ficarii uleiurilor alimentare. Metoda, conform inventia
consta Tn prepararea probei de ulei alimentar prin dilu-
are cu izo-propanol 1:100 si filtrare pe cartus de 45 um,
urmatéa de analiza a 4 compusitocoferoli prin tehnica de
lichid cromatografie de presiune inaltd cu detector de
fluorescenta, la lungimi de unda: excitatie la 290 nm si

emisie la 330 nm, astfel ca profilul de tocoferoli
determinat are o corelare de 0,997 cu materia prima din
care provine uleiul si procesul tehnologic utilizat pentru
obtinere acestuia.
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Prezenta inventie se refera la 0 metoda de determinare a adulterarii uleiurilor prin
analiza tocoferolilor utilizand tehnica de lichid cromatografie de presiune inalta cu
detector de fluorescenta (HPLC-FLD) care asigura depistarea cu o probabilitate de min.
98,31% a adulterarilor uleiurilor.

Prezentarea stadiului tehnicii in momentul actual la nivel international. Principal
metoda care se aplica la nivel mondial in scopul depistarii adulterarii uleiurilor alimentare este
determinarea profilului acizilor grasi prin GC-FID (gaz cromatograf cu detector cu ionizare in
flacara) si GC-MS (gaz cromatograf cuplat cu spectrometru de masa). Aceste tehnici sunt
folosite pentru depistarea adulterarilor uleiurilor vegetale cum ar fi uleiul de masline, uleiul de in.
[1-7] Pentru a dezvolta o metoda de depistarea a adulterarilor este de asemenea, necesara
dezvoltarea unei metodei statistice pe baza rezultatelor obtinute la experimentari. Selectivitatea
metodei este direct proportionala cu modelul matematic dezvoltat. Pentru determinarea acizilor
grasi este necesara percurgerea etapelor de extractie, esterificare si derivatizare a probelor.
Aceste etape sunt costisitoare si din punct de vedere al reactivilor dar si din punct de vedere al
timpului necesar realizarii analizei. De asemenea, datorita diferentelor care pot aparea in mod
natural in profilul acizilor grasi este imposibila depistarea adulterarilor la amestecuri realizate in
scopul adulterarii produsului la procente sub 15 % adaos, ceea ce duce la un grad de predictie
foarte scazut pentru metodele gaz-cromatografice.

Lichid-cromatografia de inalta performanta sau cromatografia lichida de inalta presiune
(HPLC) este o metoda cromatografica care se utilizeaza pentru a separa un amestec de compusi,
pentru a identifica, cuantifica sau purifica componentele individuale ale amestecului. HPLC
cuplat cu un spectrometru de masa este cel mai des folosit in identificarea adulterarilor uleiurilor
vegetale.[8-11] Metodele bazate pe lichid-cromatografie sunt dezvoltate pentru determinarea
triacilglicerolului, doar a a-tocoferolului sau a componentelor heterociclice oxigenate.

Prezentarea stadiului tehnicii in momentul actual la nivel national. Pe baza
informatiilor din literatura de specialitate detinute, in momentul actual nu exista referinte
bibliografice privind existenta de metode pentru determinarea adulterarii uleiurilor prin analiza
tocoferolilor utilizand tehnica de lichid cromatografie de presiune inalta cu detector de

fluorescenta (HPLC-FLD) in Romania.
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Scopul inventiei: asigurarea unor produse alimentare de inalta calitate sigure pentru

sanatatea consumatorului prin depistarea falsificarii uleiurilor folosind profilul de tocoferoli, care

are o mare specificitate in functie de materia prima din care uleiul a fost produs

Probleme tehnice pe care prezenta inventie doreste sa le rezolve. Metoda de

determinare a adulterarii uleiurilor prin analiza tocoferolilor utilizand tehnica de lichid

cromatografie de presiune inalta cu detector de fluorescenta (HPLC-FLD) propusa spre brevetare

rezolva urmatoarele probleme:

Durata mare de analiza pentru depistarea adulterarilor, prin reducerea duratei de
analiza la 17 minute;

Costul de analiza ridicat pentru depistarea adulterarilor; prin eliminarea etapei de
extractie sau esterificare care sunt etape necesare si costisitoare in cazul analizei prin
gaz cromatografie scazand astfel semnificativ costul de analiza;

Pierderea analitilor datorita etapelor de manipulare pe care le sufera proba in timpul
extractiei (datorita sensibilitatii compusilor la UV), prin simplificarea etapei de
preperare a probei care in metoda propusa se compune doar doua etape de preparare
probe: dilutie si filtrare;

Depistarea si a uleiurilor care nu au fost presate la rece dar care nu sunt rezultatul
unui proces de rafinare, datorita faptului ca tocoferolilii determinati prin metoda
propusa sunt foarte sensibili la temperatura, cantitatea acestora injumatatidu-se in
ulei odata cu cresterea temperaturii peste 50 °C;

Determinarea adulterarilor in cazul in care procentul falsificat este sub 15 %, datorita
specificitatii ridicate a noii metode propuse de determinare a profilului de tocoferoli
(se determina a, B, v si & tocoferol); cu metoda propusa spre brevetare se poate
determina falsificarea uleurilor alimentare cu o eficienta a predictiei de minim 98 %

deci chiar si in cazul in care falsificarea s-a realizat intr-un procent sub 5 %.

Descriere si avantaje aduse prezenta inventie

Principiul metodei

Determinarea a, B, vy, 9, tocoferolilor din probele de ulei prin separare cromatografica de

inalta performanta (HPLC) si urmata de detectie florimetrica.

Prepararea probei

diluare 1:100 cu iso-propanol;
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e filtrare pe cartus de 45 pm.

Parametrii metodei cromatografice

1. Faza mobila, compusa din ¢ Acetonitril 50 %, eMetanol 45 %, H20 5 % in
procente bine definite

Debit: 0.75 ml/min

Volum de injectie: 5 pl

Temperatura coloanei cromatografice: 30 °C

Coloana cromatografica (dimensiuni): 3.0 x 150 mm, 2.7 um

AN

Lungimi de unda: e Excitatie: 290 nm ® Emisie: 330 nm

Avantajele aduse de prezenta inventie

e Durata de analiza scurta: 17 minute;

o Prepararea probei se realizeaza rapid si eficient deoarece are doar doua etape
componente: diluare si filtrare;

e Se determina un numar de 4 compusi (o, B, v si & tocoferol) care ofera specificitate
ridicata metodei, profilul acestora avand o corelare de 0,997 cu materia prima din
care provine uleiul si procesul tehnologic folosit pentru obtinerea acestuia;

e Costul de analiza scazut, datorita simplitatii metodei atat in etapa de preparare proba
cant si in etapa de analiza, ceea ce reduce atata costul cu materialele cat si cu

manopera.
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REVENDICARI

Metoda de determinare a adulterarii uleiurilor prin analiza tocoferolilor utilizand tehnica de
lichid cromatografie de presiune inalta cu detector de fluorescenta (HPLC-FLD) caracterizata
prin aceea ca utilizeaza profilul de tocoferoli (a, B, y si 8 tocoferol) pentru depistarea adulterarii
uleiurilor, la lungimi de unda ale detectorului de fluorescenta: excitatie la 290 nm si emisie la
330 nm si etapa de preparrea a probei este compusa din doua operatii: diluare 1:100 cu iso-

propanol si filtrare pe cartus de 45 pm.
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