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9 METODA DE DETERMINARE A ADULTERARII LAPTELUI
S| PRODUSELOR LACTATE PRIN ANALIZA BETA
CAROTENULUI UTILIZAND TEHNICA DE LICHID
CROMATOGRAFIE DE PRESIUNE INALTA CU DETECTOR

DE UV (HPLC -UV)

(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metodad de determinare a
adulterarii laptelui si a produselor lactate prin analiza
B-carotenului utilizand tehnica de lichid cromatografic
de presiune Tnaltéd cu detector UV (HPLC - UV) care
asigura depistarea cu o probabilitate de minim 97,4% a
adulterarilor din lapte si produse lactate in vederea
protejarii consumatorilor. Metoda conform inventiei are
0 duratd de analizd scurta de 12 minute si consta n
analizarea [B-carotenului din probele de lapte si produse
lactate prin separare cromatograficéd de inalta perfor-
manta (HPLC) urmata de detectie UV si consta in pre-
pararea unui probe prin cantarirea a 5 grame de proba
cu o precizie de 0,01g, saponificare cu o solutie
alcoolica de KOH 25% timp de 30 minute pe baie de
ultrasunete la o temperatura de 40°C in prezenta acidu-
lui ascorbic utilizat ca antioxidant, extractia solutiei de

saponificare cu 5 ml hexan: acetat de etil (70:30),
centrifugare si colectarea fazei organice, a doua etapa
de extractie a solutiei de saponificare cu 5 ml hexan:
acetat de etil (70:30), centrifugare si colectare faza
organica, evaporarea fazei organice colectata la sec la
rotavapor si reducere cu 1 ml faza mobila si injectare in
lichid cromatograf a fazei organice colectatad la sec
readusa in faza mobild, faza mobila fiind compusa din
30% acetonitril, metanol + acetat de amoniu 3.2g/1 70%,
cu un debit de 1 ml/minut, cu un volum de injectie de
5 ul, cu temperatura coloanei cromatografice de 40°C,
cu lungimea de unda de 460 nm si dimensiunile
coloanei cromatografice de 120mm,
EC-C18,30x150 mm, 2,7 um.
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DESCRIERE TEHNICA

Prezenta inventie se refera la o metoda de determinare a adulterarii laptelui si
produselor lactate prin analiza beta carotenului utilizand tehnica de lichid cromatografie de
presiune inalta cu detector de UV (HPLC-UV) care asigura depistarea cu o probabilitate de min.
97.4 % a adulterarilor laptelui si produselor lactate.

Prezentarea stadiului tehnicii in momentul actual la nivel international. Adulterarea
laptelui si a produselor lactate a intrat atentie la nivel mondial dupa descoperirea contaminarii cu
melamina a produselor lactate din China din 2008. Cu toate acestea, istoria adulterii laptelui este
foarte veche. In 1850 a fost raportat un scandal care implica adulterarea laptelui si care a avut ca
si consecinta moartea a 8000 de copii doar in New York. Laptele este considerat a fi ,,alimentul
ideal” datorita nutrientilor abundenti necesari atat sugarilor cat si de aduliti. Este una dintre cele
mai bune surse de proteine, grasimi, carbohidrati, vitamine si minerale. Din pacate, laptele este
foarte usor adulterat in intreaga lume. Motivele posibile din spatele acesteia pot include diferenta
de cerere si oferta, natura perisabila a laptelui, capacitatea scazuta de cumparare a clientului si
lipsa unor teste de detectare adecvate. Motivatia pentru frauda alimentara este economica, dar
impactul este o problema reala de sanatate publica [1-3]

Testele de control al calitatii laptelui sunt foarte importante pentru a asigura consumatorii
ca laptele nu a fost adulterat. Adulterarea laptelui reduce calitatea laptelui si il poate face chiar
periculos pentru consum. Sunt multe moduri de adulterare a laptelui cele mai comune sunt: [1, 4,
5]

e Adaos de apa;

e Adaos de lapte degresat;

e Adaugarea agentilor de ingrosare atunci cand laptele este degresat, deoarece
scaderea densitatii si a vascozitatii poate fi compensata prin adaugarea de substante
precum gelatina, zaharul din trestie, amidon, glucoza;

e Degresarea partiala a laptelui.

e Adaugarea de coloranti pentru a restabili culoarea pierduta prin degresare sau

diluare;
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e Alt tip de adulterare avand ca scop crestera duratei de conservare a laptelui, consta
in adaugarea de substante chimice cum ar fi: uree, sulfat de amoniu, apa oxigenata,
etc.

Produsele lactate sunt de asemenea, adulterate prin diferite tehnici:

e adaugarea de amidon;

e utilizarea altor materii prime decat cele trecute pe eticheta (lapte de vaca cand de
fapt se foloseste ulei vegetal, lapte de oaie/capra/bivolita cand de fapt se utilizeaza
lapte de vaca);

e folosirea colorantilor si aromatizantilor fara trecerea acestora pe eticheta: pentru a
induce consumatorului iluzia ca produsul este afumat, maturat, ca laptele utilizat a
fost de un anumit tip/calitate etc.;

e declararea falsa a produsului ca dint-o anumita zona sau ca fiind fabricat in anumite
conditii. [2]

Multe din adulterarile laptelui prezentate pot fi depistate cu usurinta utilizand tehnici
analitice banale, in special reactii de culoare, dar sunt foarte dificil de analizat adulterarile
produselor lactate, cum ar fi branza, in care eticheta de produs nu corespunde cu materiile prime,
tehnicile de fabricatie sau zona de provenienta. Pentru depistarea acestor adulterari sunt necesare
tehnici analitice superioare si baze de date formate care sa asigure o certitudine de minim 95% a
rezultatelor. [1]

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 laptelui si a produselor
lactate prin analiza beta carotenului utilizand tehnica de lichid cromatografie de presiune inalta cu
detector de UV (HPLC-UV) in Romania.

Scopul inventiei: asigurarea unor produse alimentare de inalta calitate sigure pentru
sanatatea consumatorului prin depistarea falsificarii laptelui si a produselor lactate, prin
determinarea beta-carotenului, care are o mare specificitate in functie de specia si conditiile de
furajare a animalului de la care provine.

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

determinare a adulterarii laptelui si a produselor lactate prin determinarea beta-carotenului
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utilizand tehnica de lichid cromatografie de presiune inalta cu detector de UV (HPLC-UV) propusa

spre brevetare rezolva urmatoarele probleme:

Durata mare de analiza pentru depistarea adulterarilor, prin reducerea duratei de

analiza la 12 minute;

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;

Permite depistarea colorantilor sintetici din lapte si produse lactate;

Permite depistarea tipului de furajare folosit pentru bovine;

Permite depistarea usoara a adulterarii laptelui de capra, bivolita cu lapte de vaca.

Descriere si avantaje aduse prezenta inventie

Principiul metodei

Determinarea B-carotenului din probele de lapte si produse lactate, prin separare

cromatografica de inalta performanta (HPLC) si urmata de detectie UV.

Prepararea probei

I.
2.

NS, AW

Cantarire 5 g de proba cu o precizie de 0.01g

Saponificare cu o solutie alcoolica de KOH 25 % timp de 30 de minute pe baie de
ultrasunete, la 40 °C in prezenta de acid ascorbic utilizat ca antioxidant;

Extractia solutiei saponificate cu 5 ml hexan : acetat de etil (70:30);

Centrifugare si colectare faza organica;

Extractia nr. 2 a solutiei saponificate cu 5 ml hexan : acetat de etil (70:30);
Centrifugare si colectare faza organica;

Evaporare faza organica colectata la sec la rotavapor si readucere cu 1 ml faza
mobila.

Injectare in lichid cromtograf a fazei organice colectata la sec readusa in faza

mobila

Parametrii metodei cromatografice (parametrii de lucru)

1.

Faza mobila, compusa din ¢ Acetonitril 30 %, # Metanol + acetat de amoniu 3.2 g/l 70

%,
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Debit: 1 ml/min
Volum de injectie: 5 pl
Temperatura coloanei cromatografice: 40 °C

Coloana cromatografica (dimensiuni): 120 mm, EC-C18, 3.0x150mm,2.7um

AN G T i

Lungimi de unda: 460 nm

Avantajele aduse de prezenta inventie

e Durata de analiza scurta: 12 minute;

e Determinarea unui singur compus permite realizarea unui tablou larg asupra
caracteristicilor si calitatii laptelui si produselor lactate;;

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 laptelui si produselor lactate prin analiza beta
carotenului utilizand tehnica de lichid cromatografie de presiune inalta cu detector de UV (HPLC-
UV) caracterizata prin aceea ca utilizeaza beta carotenul pentru depistarea adulterarii laptelui si
produselor lactate, la lungimea de unda ale detectorului de UV 460 nm si etapa de preparare a

probei este compusa din doua operatii: saponificare si extractie.
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