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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metodd de izolare a micro-
plasticelor (MPs) din lapte si derivate procesate din
lapte (iaurt, smantana si unt), cu aplicabilitate Tn dome-
niul sigurantei alimentare. Metoda, conform inventiei,
consta Tn urmatoarele etape:

A- pretratarea materiei prime (lapte si produse
procesate din lapte cu continut ridicat de gasime) cu
reactivi de puritate avansata in urmatoarele rapoarte
masice: lapte:apa oxigenata de 10:1, iaurt:NaOH:apa
distilata de 1:0,2:100, smantana: dodecilsulfat de
sodiu:NaOH:apa distilata de 1:0,1:0,12:100, unt:dode-
cilsulfat de sodiu: NaOH: apa distilata de
1:0,5:0,125:62,5, pentru digestia matricei organice com-

plexe si omogenizarea prin agitare la 150 rpm, timp de
20 min,

B - digestia propriu-zisa prin ultrasonare la
30°C, timp de 20 min,

C - filtrare sub vid pe filtre cu porozitate de
12...15 pm si mentinerea amestecului pe baia de apa la
60°C pana la filtrarea complets; in final MPs izolate sunt
cuantificate si caracterizate prin tehnici analitice
complexe.

Revendicari: 5
Figuri: 1
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METODA RAPIDA DE IZOLARE A MICROPLASTICELOR DIN LAPTE, IAURT,
SMANTANA SI UNT

Inventia se referd la METODA RAPIDA DE IZOLARE A MICROPLASTICELOR DIN
LAPTE, IAURT, SMANTANA SI UNT cu aplicabilitate in domeniul industriei si securitatii
alimentare. Metoda de izolare este caracterizatd prin aceea cd pentru realizare necesiti o
succesiune de 3 etape: A. pretratarea probelor cu reactivi ultrapuri necesari digestiei matricei
organice complexe i omogenizarea prin agitare la 150 rpm, timp de 10 minute; B. digestia
propriu-zisd prin ultrasonare la 30°C, timp de 20 minute; C. filtrarea sub vid pe filtre cu
porozitate 12-15 pm.

Conform inventiei, metoda poate fi aplicatd pentru fiecare produs, din categoria
mentionatd, indiferent de continutul de grasime al acestuia. Termenul “metoda de izolare™ folosit
in prezenta inventie include o serie de procedee individuale, care necesitd o cantitate micd de
reactivi chimici uzuali si echipamente de cercetare uzuale laboratoarelor de analiza/cercetare.

Avantajul principal al inventiei este faptul ca isi gédseste o utilitate practica .in industria
alimentard (laboratoare de analizd primard, analizd complexd, control de calitate a materiei
prime, respectiv a produselor finite, compartiment de informare a consumatorului/Autoritatea
Nationala pentru Protectia Consumatorilor), cu rol de avertizare asupra riscului de contaminare
cu microplastice asupra sanatatii umane, dar si rol de avertizare si congtientizare a furnizorilor si

procesatorilor in vederea imbunétitirii procesului tehnologic si al produselor finite.

Toate aceste considerente stau la baza conceptului acestei inventii care permite o izolare

rapidi, eficienta si cu costuri reduse a microplasticelor din lapte, iaurt, smiantina si unt.

in ultimii ani, la nivel international, dar si la nivelul Roméniei, o serie de contaminanti
chimici, de origine antropogend, adesea etichetati drept Contaminants of Emerging Concern
(CECs), cum ar fi compusii perfluorinati, alchilfenolii, produsele farmaceutice, pesticidele,
metalele carcinogene, polimeri §.a. prezenti in apa, sol, aer si implicit in lantul trofic prin
alimente, au intrat in atentia autoritétilor, dar §i a cercetétorilor, in ceea ce priveste riscul pentru

mediu si implicit pentru sdnatatea umana.
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In ultimii ani s-a tot incercat reglementarea de citre Uniunea Europeana in ceea ce
priveste monitorizarea si evaluarea impactului microplasticelor asupra mediului. Cele mai multe
studii si reglementdri au fost indreptate asupra apelor si a mediului acvatic (inclusiv mediului
marin) — Directiva Cadru Strategia pentru Mediul Marin adoptatd la 17 iunie 2008, a fost
revizuita in 2017 cu introducerea reglementirilor privind poluarea cu microplastic. In ceea ce
priveste prezenta microplasticelor in produsele alimentare, cele mai multe studii au fost realizate
pe api potabila, peste, crustacee si fructe de mare (Abidli si colab., 2019; Akhbarizadeh si colab.,
2019; Akoueson si colab., 2020; Barboza si colab., 2020; Birnstiel si colab., 2019; Bour si
colab., 2018; Bonello si colab., 2018; Dalmau-Soler si colab., 2021; Daniel si colab., 2020; Ding
si colab., 2019; Kankanige D. si colab., 2020; DIRECTIVA 2008/56/CE A PARLAMENTULUI
EUROPEAN SI A CONSILIULUI din 17 iunie 2008 de instituire a unui cadru de actiune
comunitard in domeniul politicii privind mediul marin (Directiva-cadru ,,Strategia pentru mediul
marin™)).

Avand in vedere faptul cd la nivelul Romaéniei nu existd o legislatie specifica
monitorizarii confinutului de microplastice din produse alimentare si implicit nu existd studii de
specialitate realizate In acest domeniu, considerim ca prezenta inventie este una originala, de
actualitate, cu inalt grad de noutate in directiile prioritare ale Strategiei Nationale de
Cercetare, Dezvoltare si Inovare (SNCDI 2021-2027). Astfel, inventia reprezintd un punct
important de pornire pentru izolarea, cuantificarea §i caracterizarea microplasticelor din lapte,
iaurt, smantand si unt, cu scopul stabilirii unor limite / praguri / valori admisibile necesare
evaludrii riscului asupra sanitatii umane.

O astfel de preocupare la nivel mondial este de inteles deoarece o serie de fragmente
minuscule de plastic, de forme si dimensiuni variate, avind compozitii diferite si
nebiodegradabile, ajung rapid in ecosistemele marine, de apa dulce si terestre si implicit in apa
potabila si lantul alimentar (Zhou si colab., 2023; Andrady, 2017; Laskar si Kumar, 2019; Pham
si colab, 2023). Microplasticele (MPs) sunt fragmente solide de dimensiuni extrem de mici (< 5
mm), de obicei fibre, care confin in principal diferifi polimeri (de exemplu, cei obisnuiti sunt
polietilena (PE), polistirenul (PS), polipropilena (PP), polietilen tereftalatul (PET) si nailon) si
aditivi utilizai in procesul initial de polimerizare (Andrady, 2017; Banica si colab, 2023).
Fibrele, precum si fragmentele de dimensiuni mici incluse in categoria microplasticelor

secundare sunt unul dintre cei mai rdspanditi contaminanti emergenti (EC) (Geissen si colab.,
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2015). Pe de alta parte, MPs, cu o suprafatd mare si proprietati hidrofobe, pot adsorbi antibiotice,
metale grele, precum si alfi compusi nocivi, prezentdnd pericole semnificative atit pentru
oameni, cdt si pentru mediu (Bai si colab., 2023).

Cele mai comune structuri polimerice raportate in MPs (Li si colab., 2019), identificate
prin diferite tehnici vibrationale - cum ar fi p-FTIR (Banica i colab., 2023; Jenner si colab.,
2022; Montano si colab., 2023; Campanale si colab., 2023) si p-Raman (Beckingham si colab.,
2023; Wirmnkor si colab., 2019) - au fost nailon-12 (poliamida-12), nailon-6, polibutilen tereftalat,
polietilend izotereftalat, polietilen tereftalat, polimetil metilacrilat, polipentaeritritil tereftalat,
polipropilen tereftalat, polietilena, polipropilend, polistiren, polietilen (tefluoroetilen, poliacrilat),
polietilend (tefluoroetil), copolimeri de stearat de alil/acetat de vinil, copolimer de
atilend/metilacrilat, copolimer ‘de etilend/acrilat, copolimer de butilend/etilend/stiren, copolimer
de acrilati de stiren, trimetilsiloxisilicat. Acesta este motivul pentru care este important si se
masoare $i sd se evalueze riscurile de toxicitate, persistenta si bioacumulare a MP la oameni, §i in
special la copii.

Microplasticele au fost identificate in aproape toate organismele acvatice, cu implicatii
directe in lantul alimentar. Conform cercetarilor recente, s-a descoperit ca MPs au o influenta
asupra diferitelor tesuturi si celule din diferite organe ale corpului uman, inclusiv plaméni
(Amato-Lourenco si colab., 2021). De asemenea, microplasticele pot adsorbi si transporta pe
suprafata lor micropoluanti daunatori, cum ar fi nonilfenolii, impreund cu poluantii secundari
cum ar fi bifenilii policlorurati (PCB) si diclorodifenildicloretilena (DDE) (Lusher si colab.,
2017; Mistri si colab., 2021; Singh si colab., 2022; Rummel si colab., 2017).

Avand 1n vedere cd microplasticele sunt adesea invizibile pentru ochiul uman, ele sunt
relativ usor de ingerat de catre oameni, in principal prin inhalare sau ingerare. Alimentele contin
cea mai mare cantitate de microplastice care ajung in organismul uman. Mai multe studii au
raportat ca fructele si legumele (Li si colab., 2019; Conti si colab., 2020), precum si plantele
medicinale (Lu si colab., 2020) contin o cantitate semnificativd de fragmente microplastice si
nanoplastice absorbite de radicinile fructelor, legumelor si plantelor din sol. Evident,
contaminarea alimentelor proaspete cu MPs se regéseste si in produsele procesate sau derivate,
cum ar fi ceaiul ambalat sau ceaiul rece, sucuri naturale sau alte bauturi racoritoare, aga cum au

subliniat Shruti si colab. (2020). In concluzie, la consumul de legume proaspete, fructe si plante
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medicinale se presupune cd contaminarea se transmite in lanful alimentar, prin produsele
procesate si in cele din urma cétre oameni (Kadac-Czapska si colab., 2022).

Un alt aliment zilnic important folosit de oameni este sarea si studii au raportat ci contine
si fragmente de microplastic (Karami si colab., 2017; Lee si colab., 2021; Kosuth si colab.,
2018), dar cea mai interesanta intrebare se refera la prezenta microplasticelor in laptele crud sau
de marca si dacd este posibil ca acest aliment si fi imun la contaminarea cu microplastice.
Cateva studii timide au incercat s raspunda acestei dileme, dar mai degraba incomplet $i mai
mult prin prisma presupunerilor (Kutralam-Muniasamy si colab., 2020; Diaz-Basantes si colab.,
2020). De ce sunt atat de putine studii? Pentru ca, spre deosebire de alte alimente precum apa,
pestele, fructele, legumele, plantele, bauturile (sucuri, bauturi energizante sau bere) si chiar si
carnea, laptele este un aliment extrem de complex. Complexitatea laptelui este datdi de
compozitia sa chimica (substantd grasa: grasimi - gliceride, fosfatide si steroizi; substanta fara
grasimi: proteine - cazeine §i proteine sterice, lactoza, minerale - Ca, Se, Zn, Mg, I - si alte
substante fird grasime precum enzimele, vitaminele, pigmentii, gazele), fiind considerat cel mai
complet aliment. Pe de altd parte, datoritd pH-ului sdu neutru, continutului ridicat de apa si
nutrienti, laptele crud este un produs extrem de perisabil care serveste ca substrat optim de
crestere pentru agentii patogeni (Lencho si Seblewongel, 2018 ; Yenew si colab., 2020). Efectele
pozitive asupra sdndtdfii pot rezulta din prezenta acidului oleic, acidului linoleic conjugat,
acizilor grasi omega-3, acizilor grasi cu lant scurt §i mediu, vitaminelor, mineralelor si
substantelor bioactive. S-a demonstrat cd laptele cu continut ridicat de grasime prelungeste
timpul de tranzit gastrointestinal prin cresterea timpului mediu de digestie in comparatie cu
laptele semi-degresat. Triacilglicerolii sunt alcatuiti din acizi grasi saturati (4-24 atomi de C) si
reprezintd aproximativ 95% din componenta lipidica. Fiecare moleculd de triacilglicerol are un
aranjament de acizi grasi care ii conferd o forma lichida la temperatura corpului. Alte lipide din
lapte includ acizii grasi liberi (FFA), care reprezintd mai putin de 0,5% din toate lipidele din
lapte, colesterolul (mai putin de 0,5% din fractia lipidica), fosfolipidele (aproximativ 1%) si
diacilglicerol (aproximativ 2% din fractiunea lipidicd) (Keenan and Patton, 1995; Jensen and
Newburg, 1995; Haug si colab., 2007). Mai mult de jumaitate din acizii grasi din lapte sunt
saturafi (de exemplu, acid butiric, acid caprilic, acid capric, acid lauric), reprezentind
aproximativ 19 g/LL de lapte. Singurul acid gras nesaturat cu cel mai mare continut in lapte este

acidul oleic (18:1c9) care se ridica la aproximativ 8 g/L de lapte integral. In consecint3, laptele
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contribuie substantial la aportul alimentar de acid oleic (Haug si colab., 2007). Acidul oleic
reprezintd aproximativ 25% din grasimea din lapte, iar raportul dintre acidul oleic si acizii grasi
polinesaturati este relativ mare (Alfthan si colab., 1997). Aproximativ 2 g/L. de acizi grasi
polinesaturati sunt prezenti in lapte, dintre care majoritatea sunt acizi linoleic (18:2 omega-6) si
a-linolenic (18:3 omega-3). Acesti acizi grasi pot fi transformati in acizi grasi cu 20 de atomi de
carbon, cum ar fi acidul arahidonic (20:4 omega-6) si acidul eicosapentaenoic (20:5 omega-3)
(Haug si colab., 2007). Aproximativ 1% din totalul lipidelor din lapte sunt fosfolipide si
glicosfingolipide. Comparativ, in aceste lipide sunt prezenti mai multi acizi grasi polinesaturati
decét in triacilgliceroli (Jensen si Newburg, 1995). in plus, aproximativ 80% din compozitia
proteicd a laptelui este cazeina. Scopul biologic al cazeinei este de a transporta calciul si fosfatul
de calciu in organism. Aminoacizii esentiali $i aminoacizii cu lant ramificat se gésesc in cantitati
mai mari in lapte si au functii specifice in metabolismul uman (Nilsson si colab., 2007). Pornind
de la aceastd scurtd descriere a compozitiei chimice a laptelui, se poate observa de ce
investigatiile privind prezenfa MP sunt limitate.

Luind in considerare matricea organicd complexd a laptelui, ca materie primd pentru
produse procesate, prezenta inventie propune o metoda de referintd privind izolarea/separarea
MPs din lapte, iaurt, smantina si unt. Aceasta a fost testatd cu succes pe produse comercializate
sub marci variate, din categoria produselor bio si non-bio, cu continut diferit de grasime. De
asemenea, metoda propusi a fost testatd pe lapte crud si derivate din lapte colectate de la micii
fermieri. Pentru o imagine completa privind relatia cauzi-efect, cercetdrile inventatorilor s-au
finalizat cu o serie de tehnici analitice fizico-chimice complexe: microscopie optica, microscopie
electronicd cu baleiaj (SEM), spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier cuplatd cu
microscopie opticd (u-FTIR), care vin sd sustind in premierd importanta corelatiei compozitiei
chimice, structurii, marimii, culorii §i sursei de provenienta, contribuind la intocmirea unei baze

de date referitoare la MPs din alimente.

Sunt cunoscute din stadiul anterior al tehnicii, procedee cum ar fi:

Documentul W02021144321A1 Detection of plastic microparticles in a milk based
sample by flow cytometry (de Franceschi F. si colab., 2021) care se refera la detectia
microparticulelor de plastic din lapte folosind citometria in flux. In acest proces, digestia

proteinelor, grasimilor si carbohidratilor se realizeaza folosind enzime sau amestecuri de enzime
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prin incubarea la o temperaturd cuprinsi in intervalul 20-70°C, timp de 2-60 minute. Dupi
digestie, probele au fost filtrate pe membrane de nitrocelulozi cu pori de 0.1-6 pm. Membrana
continind particulele de plastic este incubatd la un pH cuprins in intervalul 10-12, iar dupa
indepartarea acestei membrane se dilueaza solutia si se analizeaza prin citometrie in flux.

Documentul W02021144322A1 Detection of plastic microparticles in a powder-based
sample by flow cytometry (Cominetti si colab., 2021) este realizat de acelasi colectiv ca si
precedentul, iar procedeul este similar — cu mentiunea ca pudrele sunt hidratate in prealabil.

Documentul CN115436504A Method for measuring contents of PP, PS and PE micro-
plastics in food by pyrolysis gas chromatography (Huang si colab., 2022) se refera la
determinarea continutului de polipropilena, polistiren si polietilend din probe alimentare (apd si
sare de masd) prin gaz-cromatografie cu piroliza (Py-GC), insa procedeul de izolare nu se poate
aplica in cazul laptelui sau al derivatelor din lapte.

Documentul CN116008048A Method for evaluating tap water risk caused by aging of
plastic water pipe (He si colab., 2023) se referd la determinarea microplasticelor si aditivilor
plastici din apa potabild transportatd prin conducte de plastic degradate/imbatranite, insa
procedeul de izolare nu se poate aplica in cazul laptelui sau al derivatelor din lapte.

Documentul 10.1016/j.scitotenv.2020.136823 Branded milks — Are they immune from
microplastics contamination? (Kutralam-Muniasamy si colab., 2020) se referd la izolarea si
caracterizarea microplasticelor din lapte (lapte integral, lapte delactozat, formule pentru bebelusi,
lapte proaspat), insa protocolul de izolare prin simpla incalzire (fard a fi precizatd temperatura)
urmata de filtrare nu a putut fi aplicat in cazul laptelui sau al derivatelor din lapte intrucat filtrele
de celulozd s-au colmatat, ceea ce inseamnd cd autorii nu au luat in considerare matricea
organicd complexd a laptelui, metoda neputénd fi reprodusa de niciun alt colectiv de autori prin
prisma informatiilor lacunare.

Documentul 10.31883/pjfns/163061 Microplastics in a Traditional Turkish Dairy
Product: Ayran (Buyukunal si colab., 2023) se referd la izolarea si caracterizarea
microplasticelor din lapte, smantdnd, culturi starter, si Ayran (produs fermentat din lapte cu
adaos de api si sare). In acest caz, metoda de izolare este mare consumatoare de reactivi: 20 mL
proba se amesteca cu 20 mL apa ultrapuri (fard microplastice) si 2 mL detergent multienzimatic;
se amestecd timp de 2 minute la 40°C, apoi se adaugd 10 mL acid etilendiaminotetraacetic

(EDTA) si se amesteca 3 minute la 40°C. in final se adauga 2 mL hidrat de tetrametilamoniu, se
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incubeazd amestecul la 80°C timp de 1 minut si se filtreazd imediat. Metoda nu furnizeazi

informatii referitoare la continutul de grisime al laptelui, smantinii sau ayranului, originea

acestora, precum s§i specia animald a laptelui/smantdnii. Din descrierea studiului se

concluzioneaza faptul ca s-a urmdrit procesul tehnologic de obtinere a ayranului si evidentierea

punctelor critice de control pe fluxul tehnologic astfel incat sa se reducd gradul de contaminare

cu microplastice.

Solutiile tehnice din procedeele/metodele descrise mai sus prezintd urmitoarele

dezavantaje:

Documentele WO2021144321A1 si W02021144322A1 descriu metode similare de
izolare a microplasticelor prin utilizarea unor intervale largi de temperatura (20-70°C)
si timp (2-60 minute), fard a preciza tipul de enzime sau reactivii utilizati, motiv
pentru care reproducerea metodei este dificila de realizat.

Documentele CN115436504A si CN116008048A au ca scop izolarea
microplasticelor din apa potabila si sare de masa, procedeele descrise fiind imposibil
de aplicat pentru probe de lapte, iaurt, smantana sau unt.

Pentru probele de lapte, iaurt, smantdna sau unt disponibile in Romania, protocolul
descris in documentul 10.1016/j.scitotenv.2020.136823 nu a putut fi aplicat intrucat
filtrele din celulozi cu pori de 12-15 pm s-au colmatat §i nu s-au putut filtra probele
doar prin simpla incilzire a acestora.

Procesul descris pentru izolarea microplasticelor din Ayran (prezentat in documentul
10.31883/pjfns/163061) utilizeazd detergent multienzimatic in amestec cu acid
etilendiaminotetraacetic (EDTA) si hidrat de tetrametilamoniu, insi nu sunt
prezentate date concludente referitoare la concentrafia si puritatea compusilor din
detergentul enzimatic (Deconex® Prozyme Active, Boer Chemie, Zuchwil,
Switzerland). De asemenea, solutia propusid nu se poate aplica pentru gama de
produse luatd in discutie in prezenta inventie (lapte, iaurt, smantdnd si unt) — cu

confinut ridicat de grasime.
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Problema tehnici pe care o rezolvi inventia consta in stabilirea unei metode de izolare

a microplasticelor din lapte, iaurt, smantana si unt indiferent de continutul de grasime. Pentru

fiecare produs in parte sunt precizate exact cantitétile de proba si reactivi, precum si parametri

optimi de lucru.

Metoda propusa conform inventiei elimini dezavantajele mentionate prin aceea ci:

sunt cunoscute cantitatile de probe si reactivi;

sunt cunoscufi parametri optimi de lucru in ceea ce priveste timpul si viteza
agitatorului in etapa de pretratare, timpul si temperatura in etapa de digestie, precum
si temperatura de incubare a amestecului péna la filtrarea complets;

timpul total necesar parcurgerii celor 3 etape este relativ scurt (~30 minute);

implicd un consum redus de reactivi uzuali (apad oxigenatd, hidroxid de sodiu,
dodecilsulfat de sodiu, apa ultrapuri) ceea ce implica costuri reduse;

echipamentele necesare efectudrii celor trei etape sunt nelipsite din orice laborator de
analizid/cercetare;

acopera patru categorii de produse consumate zilnic de cele mai expuse categoriile de
varsta (copii 0-3 ani, prescolari-gcolari, adolescenti, i varstnici);

fiecare protocol individual se poate aplica pe orice produs din gama indiferent de

continutul de grésime sau originea acestuia, fie el procesat sau neprocesat.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmitoarele avantaje:

timp redus de lucru (~30 minute);

cantitati reduse de reactivi,

aplicarea eficienta (izolarea completd a microplasticelor) a fiecarui procedeu, in
functie de natura produsului, indiferent de continutul de grasime;

nu sunt necesare echipamente care sd necesite costuri ridicate prin prisma
consumabilelor, utilitatilor sau o pregatire deosebita a operatorului;

parametri comuni de lucru pentru toate produsele mentionate (lapte, iaurt, smantana si
unt), se variaza doar cantitatile de proba si reactivi, ceea ce permite izolarea simultana
a microplasticelor din diferite categorii de probe (conform Figura 1);

grad scazut de toxicitate al produsilor rezultati (reziduuri).
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Metoda propusa de prezenta inventie poate fi implementata in fabricile de productie pe
parcursul procesului de control cu scopul identificérii operatiilor cu risc crescut de contaminare
accidentald cu MPs.

Inainte de aplicarea metodei propuse, pentru evitarea unei potentiale contaminiri cu
microplastice, este necesard filtrarea reactivilor lichizi (inclusiv apa ultrapurd) si stergerea
suprafetei de lucru cu alcool etilic 70% (Zhang si colab., 2021). De asemenea, toate

instrumentele din sticld sunt curatate si sterilizate (temperatura minima 100°C, timp 48 h).

Intr-un exemplu concret de realizare a inventiei se parcurg etapele (Figura 1):

A. pretratarea probelor cu reactivi ultrapuri necesari digestiei matricei organice complexe si
omogenizarea prin agitare la 150 rpm, timp de 10 minute;

B. digestia propriu-zisa se realizeaza prin ultrasonare la 30°C, timp de 20 minute;

C. filtrarea pe filtre cu porozitate 12-15 um.

Dupa finalizarea celor 3 etape, filtrele sunt stocate in cutii Petri (sterilizate in prealabil) la
temperatura camerei pand la analiza propriu-zisa a microplasticelor. Investigatiile fizico-chimice
privind cuantificarea §i caracterizarea MPs sunt realizate utilizdnd tehnici analitice de inalta
sensibilitate si precizie, $i anume: microscopie optica, microscopie electronica cu baleiaj (SEM)
si spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier cuplatd cu microscopie opticd (u-FTIR) —

conform Figurii 1.
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REVENDICARI

Metoda rapidd de izolare a microplasticelor din lapte, iaurt, sméintdnd si unt este
caracterizatd prin aceea ci este realizatd intr-o succesiune de 3 etape: A. pretratarea
probelor cu reactivi ultrapuri necesari digestiei matricei organice complexe §i omogenizarea
prin agitare la 150 rpm, timp de 10 minute; B. digestia propriu-zisa prin ultrasonare la 30°C,
timp de 20 minute; C. filtrarea sub vid pe filtre cu porozitate 12-15 um.

Procedeul de izolare a microplasticelor din lapte, conform revendicdrii 1, este caracterizat
prin aceea ci se realizeazd conform urmatoarelor etape: A. 500 mL proba si 50 mL apa
oxigenata (30-31%, prefiltratd) — indiferent de continutul de grésime — se mentin pe agitator
magnetic timp de 10 minute la 150 rpm; B. Amestecul obtinut in etapa A se ultrasoneaza
timp de 20 minute la 30°C; C. Filtrarea se realizeaza pe filtre cu porozitate 12-15 pm.
Amestecul se pastreazi pe baie de apa, la temperatura de 60°C pana la filtrarea completa.

Procedeul de izolare a microplasticelor din iaurt/iaurt de baut fara adaosuri de fructe, legume

sau cereale, conform revendicadrii 1, este caracterizat prin aceea cd se realizeazi conform
urmatoarelor etape: A. 5 g probd, 1 g NaOH si 500 mL apa distilata prefiltratad — indiferent
de continutul de grisime — se mentin pe agitator magnetic timp de 10 minute la 150 rpm; B.
Amestecul obtinut mai sus se ultrasoneaza timp de 20 minute la 30°C; C. Filtrarea se
realizeaza pe filtre cu porozitate 12-15 pm. Amestecul se pastreazi pe baie de apa, la
temperatura de 60°C pana la filtrarea completa.

Procedeul de izolare a microplasticelor din sméntdnd, conform revendicdrii 1, este
caracterizat prin aceea ci se realizeazd conform urmétoarelor etape: A. 5 g probd, 0.5 g
dodecilsulfat de sodiu, 0.6 g NaOH si 500 mL apa distilata prefiltratd — indiferent de
continutul de griasime — se mentin pe agitator magnetic timp de 10 minute la 150 rpm; B.
Amestecul obtinut mai sus se ultrasoneazd timp de 20 minute la 30°C; C. Filtrarea se
realizeaza pe filtre cu porozitate 12-15 pm. Amestecul se pastreazi pe baie de apa, la
temperatura de 60°C pana la filtrarea completa.

Procedeul de izolare a microplasticelor din unt, conform revendicdrii 1, este caracterizat
prin aceea ci se realizeaza conform urmatoarelor etape: A. 8 g proba, 4 g dodecilsulfat de
sodiu, 1 g NaOH si 500 mL apa distilata prefiltrata — indiferent de continutul de grasime — se

mentin pe agitator magnetic timp de 10 minute la 150 rpm; B. Amestecul obtinut mai sus se
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ultrasoneaza timp de 20 minute la 30°C; C. Filtrarea se realizeaza pe filtre cu porozitate 12-
15 pum. Amestecul se pastreaza pe baie de apd, la temperatura de 60°C pénd la filtrarea

completa.
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Figura 1. Metoda rapida de izolare a microplasticelor din lapte, iaurt, smantin

metode fizico-chimice de investigare a acestora.
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DESCRIERE MODIFICATA

METODA RAPIDA DE IZOLARE A MICROPLASTICELOR DIN LAPTE, IAURT,
SMANTANA SI UNT

Inventia se referd la METODA RAPIDA DE IZOLARE A MICROPLASTICELOR DIN
LAPTE, TAURT, SMANTANA SI UNT cu aplicabilitate in domeniul industriei si securitatii
alimentare. Metoda de izolare este caracterizatd prin aceea cd pentru realizare necesiti o
succesiune de 3 etape: A. pretratarea probelor cu reactivi ultrapuri necesari digestiei matricei
organice complexe si omogenizarea prin agitare la 150 rpm, timp de 10 minute; B. digestia
propriu-zisd prin ultrasonare la 30°C, timp de 20 minute; C. filtrarea sub vid pe filtre cu
porozitate 12-15 pm.

Conform inventiei, metoda poate fi aplicatd pentru fiecare produs, din categoria
mentionatd, indiferent de continutul de grasime al acestuia. Termenul “metoda de izolare™ folosit
in prezenta inventie include o serie de procedee individuale, care necesitd o cantitate mici de
reactivi chimici uzuali si echipamente de cercetare uzuale laboratoarelor de analizéd/cercetare.

Avantajul principal al inventiei este faptul ci isi gaseste o utilitate practicd in industria
alimentard (laboratoare de analizd primard, analizd complexd, control de calitate a materiei
prime, respectiv a produselor finite, compartiment de informare a consumatorului/Autoritatea
Nationald pentru Protectia Consumatorilor), cu rol de avertizare asupra riscului de contaminare
cu microplastice asupra sénatétii umane, dar si rol de avertizare si constientizare a furnizorilor si

procesatorilor in vederea imbunétatirii procesului tehnologic si al produselor finite.

Toate aceste considerente stau la baza conceptului acestei inventii care permite o izolare

rapida, eficienta §i cu costuri reduse a microplasticelor din lapte, iaurt, smantana si unt.

in ultimii ani, la nivel international, dar si la nivelul Roméniei, o serie de contaminanti
chimici, de origine antropogend, adesea etichetati drept Contaminants of Emerging Concern
(CECs), cum ar fi compusii perfluorinati, alchilfenolii, produsele farmaceutice, pesticidele,
metalele carcinogene, polimeri s.a. prezenti in apd, sol, aer si implicit in lanful trofic prin
alimente, au intrat In atentia autoritatilor, dar si a cercetétorilor, in ceea ce priveste riscul pentru

mediu si implicit pentru sénétatea umana.
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DESCRIERE MODIFICATA

In ultimii ani s-a tot incercat reglementarea de citre Uniunea Europeana in ceea ce
priveste monitorizarea si evaluarea impactului microplasticelor asupra mediului. Cele mai multe
studii si reglementiri au fost indreptate asupra apelor si a mediului acvatic (inclusiv mediului
marin) — Directiva Cadru Strategia pentru Mediul Marin adoptatd la 17 iunie 2008, a fost
revizuitd in 2017 cu introducerea reglementdrilor privind poluarea cu microplastic. In ceea ce
priveste prezenta microplasticelor in produsele alimentare, cele mai multe studii au fost realizate
pe apa potabil, peste, crustacee si fructe de mare (Abidli si colab., 2019; Akhbarizadeh si colab.,
2019; Akoueson si colab., 2020; Barboza si colab., 2020; Birnstiel si colab., 2019; Bour si
colab., 2018; Bonello si colab., 2018; Dalmau-Soler si colab., 2021; Daniel si colab., 2020; Ding
si colab., 2019; Kankanige D. si colab., 2020; DIRECTIVA 2008/56/CE A PARLAMENTULUI
EUROPEAN SI A CONSILIULUI din 17 iunie 2008 de instituire a unui cadru de actiune
comunitard in domeniul politicii privind mediul marin (Directiva-cadru ,,Strategia pentru mediul
marin”)).

Avand in vedere faptul cd la nivelul Roméniei nu existd o legislatie specifica
monitorizérii continutului de microplastice din produse alimentare i implicit nu exista studii de
specialitate realizate in acest domeniu, consideram ci prezenta inventie este una originali, de
actualitate, cu inalt grad de noutate in directiile prioritare ale Strategiei Nafionale de
Cercetare, Dezvoltare si Inovare (SNCDI 2021-2027). Astfel, inventia reprezintd un punct
important de pornire pentru izolarea, cuantificarea si caracterizarea microplasticelor din lapte,
iaurt, smantana si unt, cu scopul stabilirii unor limite / praguri / valori admisibile necesare
evaludrii riscului asupra sanatitii umane.

O astfel de preocupare la nivel mondial este de inteles deoarece o serie de fragmente
minuscule de plastic, de forme si dimensiuni variate, avdnd compozitii diferite si
nebiodegradabile, ajung rapid in ecosistemele marine, de apa dulce si terestre si implicit in apa
potabila si lantul alimentar (Zhou si colab., 2023; Andrady, 2017; Laskar si Kumar, 2019; Pham
si colab, 2023). Microplasticele (MPs) sunt fragmente solide de dimensiuni extrem de mici (< 5
mm), de obicei fibre, care contin in principal diferiti polimeri (de exemplu, cei obisnuiti sunt
polietilena (PE), polistirenul (PS), polipropilena (PP), polietilen tereftalatul (PET) si nailon) si
aditivi utilizati in procesul initial de polimerizare (Andrady, 2017; Banica si colab, 2023).
Fibrele, precum si fragmentele de dimensiuni mici incluse in categoria microplasticelor

secundare sunt unul dintre cei mai rdspanditi contaminanti emergenti (EC) (Geissen si colab.,
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2015). Pe de alta parte, MPs, cu o suprafatd mare si proprietéti hidrofobe, pot adsorbi antibiotice,
metale grele, precum gi alti compusi nocivi, prezentdnd pericole semnificative atit pentru
oameni, cit si pentru mediu (Bai si colab., 2023).

Cele mai comune structuri polimerice raportate in MPs (Li si colab., 2019), identificate
prin diferite tehnici vibrationale - cum ar fi p-FTIR (Banica si colab., 2023; Jenner si colab.,
2022; Montano si colab., 2023; Campanale si colab., 2023) si u-Raman (Beckingham si colab.,
2023; Wirnkor si colab., 2019) - au fost nailon-12 (poliamid&-12), nailon-6, polibutilen tereftalat,
polietilend izotereftalat, polietilen tereftalat, polimetil metilacrilat, polipentaeritritil tereftalat,
polipropilen tereftalat, polietilend, polipropilena, polistiren, polietilen (tefluoroetilen, poliacrilat),
polietilend (tefluoroetil), copolimeri de stearat de alil/acetat de vinil, copolimer de
atilend/metilacrilat, copolimer de etilend/acrilat, copolimer de butilend/etilend/stiren, copolimer
de acrilati de stiren, trimetilsiloxisilicat. Acesta este motivul pentru care este important si se
mdsoare §i sa se evalueze riscurile de toxicitate, persistentd si bioacumulare a MP la oameni, si in
special la copii.

Microplasticele au fost identificate in aproape toate organismele acvatice, cu implicatii
directe in lantul alimentar. Conform cercetarilor recente, s-a descoperit cd MPs au o influenta
asupra diferitelor tesuturi §i celule din diferite organe ale corpului uman, inclusiv pliméani
(Amato-Lourenco si colab., 2021). De asemenea, microplasticele pot adsorbi si transporta pe
suprafata lor micropoluanti ddunatori, cum ar fi nonilfenolii, impreund cu poluantii secundari
cum ar fi bifenilii policlorurati (PCB) si diclorodifenildicloretilena (DDE) (Lusher si colab.,
2017; Mistri si colab., 2021; Singh si colab., 2022; Rummel si colab., 2017).

Avand in vedere cd microplasticele sunt adesea invizibile pentru ochiul uman, ele sunt
relativ usor de ingerat de catre oameni, in principal prin inhalare sau ingerare. Alimentele contin
cea mai mare cantitate de microplastice care ajung in organismul uman. Mai multe studii au
raportat cd fructele si legumele (Li si colab., 2019; Conti si colab., 2020), precum si plantele
medicinale (Lu si colab., 2020) contin o cantitate semnificativd de fragmente microplastice si
nanoplastice absorbite de réddicinile fructelor, legumelor si plantelor din sol. Evident,
contaminarea alimentelor proaspete cu MPs se regiseste si in produsele procesate sau derivate,
cum ar fi ceaiul ambalat sau ceaiul rece, sucuri naturale sau alte bauturi récoritoare, asa cum au

subliniat Shruti si colab. (2020). In concluzie, la consumul de legume proaspete, fructe si plante
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medicinale se presupune cd contaminarea se transmite in lantul alimentar, prin produsele
procesate si in cele din urma catre oameni (Kadac-Czapska si colab., 2022).

Un alt aliment zilnic important folosit de oameni este sarea si studii au raportat ca contine
si fragmente de microplastic (Karami si colab., 2017; Lee si colab., 2021; Kosuth si colab.,
2018), dar cea mai interesanta intrebare se referd la prezenta microplasticelor in laptele crud sau
de marca §i dacad este posibil ca acest aliment s fi imun la contaminarea cu microplastice.
Cateva studii timide au incercat sd raspundd acestei dileme, dar mai degraba incomplet si mai
mult prin prisma presupunerilor (Kutralam-Muniasamy si colab., 2020; Diaz-Basantes si colab.,
2020). De ce sunt atat de putine studii? Pentru c&, spre deosebire de alte alimente precum apa,
pestele, fructele, legumele, plantele, bauturile (sucuri, bauturi energizante sau bere) si chiar si
carnea, laptele este un aliment extrem de complex. Complexitatea laptelui este dati de
compozitia sa chimicd (substantd grasa: grasimi - gliceride, fosfatide si steroizi; substanta fara
grasimi: proteine - cazeine si proteine sterice, lactoza, minerale - Ca, Se, Zn, Mg, I - si alte
substante fard grasime precum enzimele, vitaminele, pigmentii, gazele), fiind considerat cel mai
complet aliment. Pe de alta parte, datoritd pH-ului s&u neutru, continutului ridicat de api si
nutrienti, laptele crud este un produs extrem de perisabil care serveste ca substrat optim de
crestere pentru agentii patogeni (Lencho si Seblewongel, 2018 ; Yenew si colab., 2020). Efectele
pozitive asupra sédndtitii pot rezulta din prezenta acidului oleic, acidului linoleic conjugat,
acizilor grasi omega-3, acizilor grasi cu lant scurt §i mediu, vitaminelor, mineralelor si
substantelor bioactive. S-a demonstrat ci laptele cu continut ridicat de grisime prelungeste
timpul de tranzit gastrointestinal prin cresterea timpului mediu de digestie in comparatie cu
laptele semi-degresat. Triacilglicerolii sunt alcétuiti din acizi grasi saturati (4-24 atomi de C) si
reprezintd aproximativ 95% din componenta lipidica. Fiecare moleculd de triacilglicerol are un
aranjament de acizi grasi care 1i conferd o forma lichida la temperatura corpului. Alte lipide din
lapte includ acizii grasi liberi (FFA), care reprezintd mai putin de 0,5% din toate lipidele din
lapte, colesterolul (mai putin de 0,5% din fractia lipidicd), fosfolipidele (aproximativ 1%) si
diacilglicerol (aproximativ 2% din fractiunea lipidicd) (Keenan and Patton, 1995; Jensen and
Newburg, 1995; Haug si colab., 2007). Mai mult de jumétate din acizii grasi din lapte sunt
saturati (de exemplu, acid butiric, acid caprilic, acid capric, acid lauric), reprezentind
aproximativ 19 g/L de lapte. Singurul acid gras nesaturat cu cel mai mare continut in lapte este

acidul oleic (18:1c9) care se ridica la aproximativ 8 g/L de lapte integral. In consecints, laptele
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contribuie substantial la aportul alimentar de acid oleic (Haug si colab., 2007). Acidul oleic
reprezintd aproximativ 25% din grasimea din lapte, iar raportul dintre acidul oleic si acizii grasi
polinesaturati este relativ mare (Alfthan si colab., 1997). Aproximativ 2 g/L. de acizi grasi
polinesaturati sunt prezenti in lapte, dintre care majoritatea sunt acizi linoleic (18:2 omega-6) si
a-linolenic (18:3 omega-3). Acesti acizi grasi pot fi transformati in acizi grasi cu 20 de atomi de
carbon, cum ar fi acidul arahidonic (20:4 omega-6) si acidul eicosapentaenoic (20:5 omega-3)
(Haug si colab., 2007). Aproximativ 1% din totalul lipidelor din lapte sunt fosfolipide si
glicosfingolipide. Comparativ, in aceste lipide sunt prezenti mai multi acizi grasi polinesaturati
decét in triacilgliceroli (Jensen si Newburg, 1995). In plus, aproximativ 80% din compozitia
proteica a laptelui este cazeind. Scopul biologic al cazeinei este de a transporta calciul si fosfatul
de calciu in organism. Aminoacizii esentiali i aminoacizii cu lant ramificat se gisesc in cantitati
mai mari in lapte si au functii specifice in metabolismul uman (Nilsson si colab., 2007). Pornind
de la aceastd scurtd descriere a compozitiei chimice a laptelui, se poate observa de ce
investigatiile privind prezenta MP sunt limitate.

Luind in considerare matricea organicad complexa a laptelui, ca materie priméd pentru
produse procesate, prezenta inventie propune o metodd de referintd privind izolarea/separarea
MPs din lapte, iaurt, smintana si unt. Aceasta a fost testatd cu succes pe produse comercializate
sub marci variate, din categoria produselor bio si non-bio, cu continut diferit de grasime. De
asemenea, metoda propusi a fost testatd pe lapte crud si derivate din lapte colectate de la micii
fermieri. Pentru o imagine completd privind relatia cauzi-efect, cercetérile inventatorilor s-au
finalizat cu o serie de tehnici analitice fizico-chimice complexe: microscopie opticé, microscopie
electronicd cu baleiaj (SEM), spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier cuplatd cu
microscopie opticd (u-FTIR), care vin si sustind in premierd importanfa corelatiei compozitiei
chimice, structurii, marimii, culorii si sursei de provenientd, contribuind la intocmirea unei baze

de date referitoare la MPs din alimente.

Sunt cunoscute din stadiul anterior al tehnicii, procedee cum ar fi:

Documentul WO02021144321A1 Detection of plastic microparticles in a milk based
sample by flow cytometry (de Franceschi F. si colab., 2021) care se referd la detectia
microparticulelor de plastic din lapte folosind citometria in flux. in acest proces, digestia'

proteinelor, grisimilor si carbohidratilor se realizeazi folosind enzime sau amestecuri de enzime
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prin incubarea la o temperaturd cuprinsd in intervalul 20-70°C, timp de 2-60 minute. Dupa
digestie, probele au fost filtrate pe membrane de nitroceluloza cu pori de 0.1-6 pm. Membrana
contindnd particulele de plastic este incubatd la un pH cuprins in intervalul 10-12, iar dupa
indepirtarea acestei membrane se dilueaza solutia si se analizeaza prin citometrie in flux.

Documentul W02021144322A1 Detection of plastic microparticles in a powder-based
sample by flow cytometry (Cominetti si colab., 2021) este realizat de acelasi colectiv ca si
precedentul, iar procedeul este similar — cu mentiunea cé pudrele sunt hidratate in prealabil.

Documentul CN115436504A Method for measuring contents of PP, PS and PE micro-
plastics in food by pyrolysis gas chromatography (Huang si colab., 2022) se referd la
determinarea continutului de polipropilend, polistiren si polietilena din probe alimentare (api si
sare de masd) prin gaz-cromatografie cu piroliza (Py-GC), insd procedeul de izolare nu se poate
aplica 1n cazul laptelui sau al derivatelor din lapte.

Documentul CN116008048A Method for evaluating tap water risk caused by aging of
plastic water pipe (He si colab., 2023) se referd la determinarea microplasticelor si aditivilor
plastici din apa potabild transportatd prin conducte de plastic degradate/imbétranite, insi
procedeul de izolare nu se poate aplica in cazul laptelui sau al derivatelor din lapte.

Documentul 10.1016/j.scitotenv.2020.136823 Branded milks — Are they immune from
microplastics contamination? (Kutralam-Muniasamy si colab., 2020) se referd la izolarea si
caracterizarea microplasticelor din lapte (lapte integral, lapte delactozat, formule pentru bebelusi,
lapte proaspat), insd protocolul de izolare prin simpla incélzire (fara a fi precizatd temperatura)
urmati de filtrare nu a putut fi aplicat in cazul laptelui sau al derivatelor din lapte intrucét filtrele
de celulozd s-au colmatat, ceea ce Inseamnd cd autorii nu au luat in considerare matricea
organicd complexa a laptelui, metoda neputind fi reprodusé de niciun alt colectiv de autori prin
prisma informatiilor lacunare.

Documentul 10.31883/pjfns/163061 Microplastics in a Traditional Turkish Dairy
Product: Ayran (Buyukunal si colab., 2023) se refera la izolarea si caracterizarea
microplasticelor din lapte, sméntand, culturi starter, si Ayran (produs fermentat din lapte cu
adaos de apa si sare). In acest caz, metoda de izolare este mare consumatoare de reactivi: 20 mL
proba se amestecad cu 20 mL apé ultrapura (fard microplastice) si 2 mL detergent multienzimatic;
se amestecd timp de 2 minute la 40°C, apoi se adaugd 10 mL acid etilendiaminotetraacetic

(EDTA) si se amesteca 3 minute la 40°C. In final se adauga 2 mL hidrat de tetrametilamoniu, se
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incubeazd amestecul la 80°C timp de 1 minut si se filtreazd imediat. Metoda nu furnizeaza
informatii referitoare la continutul de grasime al laptelui, sméanténii sau ayranului, originea
acestora, precum §i specia animald a laptelui/sméntdnii. Din descrierea studiului se
concluzioneaza faptul cd s-a urmdérit procesul tehnologic de obtinere a ayranului si evidentierea
punctelor critice de control pe fluxul tehnologic astfel incat sd se reducéd gradul de contaminare

cu microplastice.

Solutiile tehnice din procedeele/metodele descrise mai sus prezinti urmatoarele

dezavantaje:

- Documentele W0O2021144321A1 si W0O2021144322A1 descriu metode similare de
izolare a microplasticelor prin utilizarea unor intervale largi de temperaturé (20-70°C)
si timp (2-60 minute), fird a preciza tipul de enzime sau reactivii utilizati, motiv
pentru care reproducerea metodei este dificiléd de realizat.

-  Documentele CN115436504A si CN116008048A au ca scop izolarea
microplasticelor din apé potabild si sare de masé, procedeele descrise fiind imposibil
de aplicat pentru probe de lapte, iaurt, sménténa sau unt.

- Pentru probele de lapte, iaurt, smantand sau unt disponibile in Roménia, protocolul
descris in documentul 10.1016/j.scitotenv.2020.136823 nu a putut fi aplicat intrucéit
filtrele din celuloza cu pori de 12-15 pum s-au colmatat si nu s-au putut filtra probele
doar prin simpla incélzire a acestora.

- Procesul descris pentru izolarea microplasticelor din Ayran (prezentat in documentul
10.31883/pjfns/163061) utilizeaza detergent multienzimatic in amestec cu acid
etilendiaminotetraacetic (EDTA) si hidrat de tetrametilamoniu, insd nu sunt
prezentate date concludente referitoare la concentratia si puritatea compusilor din
detergentul enzimatic (Deconex® Prozyme Active, Boer Chemie, Zuchwil,
Switzerland). De asemenea, solutia propusd nu se poate aplica pentru gama de
produse luatd in discutie in prezenta inventie (lapte, iaurt, sméintdnd si unt) — cu

continut ridicat de grasime.
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Problema tehnici pe care o rezolvi inventia consti in stabilirea unei metode de izolare
a microplasticelor din lapte, iaurt, sméntand si unt indiferent de continutul de grisime. Pentru
fiecare produs in parte sunt precizate exact cantititile de proba si reactivi, precum §i parametri

optimi de lucru.

Metoda propusa conform inventiei elimini dezavantajele mentionate prin aceea ca:

sunt cunoscute cantititile de probe si reactivi,

sunt cunoscufi parametri optimi de lucru in ceea ce priveste timpul si viteza

agitatorului in etapa de pretratare, timpul si temperatura in etapa de digestie, precum

si temperatura de incubare a amestecului pana la filtrarea complets;

- timpul total necesar parcurgerii celor 3 etape este relativ scurt (~30 minute),

- implicd un consum redus de reactivi uzuali (apd oxigenatd, hidroxid de sodiu,
dodecilsulfat de sodiu, apa ultrapurd) ceea ce implica costuri reduse;

- echipamentele necesare efectudrii celor trei etape sunt nelipsite din orice laborator de
analizd/cercetare;

- acoperd patru categorii de produse consumate zilnic de cele mai expuse categoriile de
vérsta (copii 0-3 ani, pregcolari-gcolari, adolescenti, si varstnici);

- fiecare protocol individual se poate aplica pe orice produs din gama indiferent de

continutul de grasime sau originea acestuia, fie el procesat sau neprocesat.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmitoarele avantaje:

timp redus de lucru (~30 minute);

-~ cantitati reduse de reactivi;

- aplicarea eficientd (izolarea completd a microplasticelor) a fiecarui procedeu, in
functie de natura produsului, indiferent de continutul de grasime;

- nu sunt necesare echipamente care sd necesite costuri ridicate prin prisma
consumabilelor, utilitdtilor sau o pregétire deosebitd a operatorului,

-~ parametri comuni de lucru pentru toate produsele mentionate (lapte, iaurt, sménténa si

unt), se variaza doar cantitétile de proba si reactivi, ceea ce permite izolarea simultana

a microplasticelor din diferite categorii de probe (conform Figura 1);

- grad scazut de toxicitate al produsilor rezultati (reziduuri).
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Metoda propusd de prezenta inventie poate fi implementatd in fabricile de productie pe
parcursul procesului de control cu scopul identificarii operatiilor cu risc crescut de contaminare
accidentald cu MPs.

Inainte de aplicarea metodei propuse, pentru evitarea unei potentiale contaminiri cu
microplastice, este necesard filtrarea reactivilor lichizi (inclusiv apa ultrapurd) si stergerea
suprafetei de lucru cu alcool etilic 70% (Zhang si colab., 2021). De asemenea, toate

instrumentele din sticld sunt curdtate si sterilizate (temperatura minima 100°C, timp 48 h).

Pentru realizarea inventiei se parcurg etapele prezentate in Figura 1:

A. pretratarea probelor cu reactivi ultrapuri necesari digestiei matricei organice complexe si
omogenizarea prin agitare la 150 rpm, timp de 10 minute;

B. digestia propriu-zisa se realizeaza prin ultrasonare la 30°C, timp de 20 minute;

C. filtrarea pe filtre cu porozitate 12-15 pm.

Dupa finalizarea celor 3 etape, filtrele sunt stocate in cutii Petri (sterilizate in prealabil) la
temperatura camerei pana la analiza propriu-zisa a microplasticelor. Investigatiile fizico-chimice
privind cuantificarea §i caracterizarea MPs sunt realizate utilizdnd tehnici analitice de inaltd
sensibilitate si precizie, §i anume: microscopie opticd, microscopie electronica cu baleiaj (SEM)
si spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier cuplata cu microscopie optica (u-FTIR) —
conform Figurii 1.

1. Pentru extractia microplasticelor din probe de lapte se parcurg urmitoarele
etape:

Al. pretratarea a 500 mL lapte cu 50 mL apd oxigenatd (30-31%, prefiltratd) si omogenizarea
prin agitare (utilizind agitator magnetic) la 150 rpm, timp de 10 minute;

B1. digestia propriu-zisa se realizeaza prin ultrasonarea amestecului obtinut in etapa Al la 30°C,
timp de 20 minute;

C1. filtrarea amestecului obtinut in etapa Bl pe filtre cu porozitate 12-15 pm. Amestecul se
pastreazi pe baie de ap4, la temperatura de 60°C pani la filtrarea completa.

Dupa finalizarea celor 3 etape (Al, B1, C1), filtrele sunt stocate in cutii Petri (sterilizate
in prealabil) la temperatura camerei pana la analiza propriu-zisd a microplasticelor.

2. Pentru extractia microplasticelor din probe de iaurt se parcurg urmitoarele

etape:
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A2. pretratarea a 5 g iaurt (iaurt/iaurt de baut fird adaosuri de fructe, legume sau cereale) cu 1 g
hidroxid de sodiu si 500 mL apa distilatd prefiltratd si omogenizarea prin agitare (utilizand
agitator magnetic) la 150 rpm, timp de 10 minute;
B2. digestia propriu-zisa se realizeazi prin ultrasonarea amestecului obtinut in etapa A2 la 30°C,
timp de 20 minute;
C2. filtrarea amestecului obtinut in etapa B2 pe filtre cu porozitate 12-15 pm. Amestecul se
pastreazi pe baie de api, la temperatura de 60°C pana la filtrarea completa.

Dupa finalizarea celor 3 etape (A2, B2, C2), filtrele sunt stocate in cutii Petri (sterilizate
in prealabil) la temperatura camerei pana la analiza propriu-zisi a microplasticelor.

3. Pentru extractia microplasticelor din probe de smantini se parcurg urmitoarele
etape:
A3. pretratarea a 5 g smanténa cu 0.5 g dodecilsulfat de sodiu, 0.6 g hidroxid de sodiu si 500 mL
apd distilatd prefiltratd si omogenizarea prin agitare (utilizdnd agitator magnetic) la 150 rpm,
timp de 10 minute;
B3. digestia propriu-zisé se realizeaza prin ultrasonarea amestecului obtinut in etapa A3 la 30°C,
timp de 20 minute;
C3. filtrarea amestecului obtinut in etapa B3 pe filtre cu porozitate 12-15 pm. Amestecul se
pastreaza pe baie de apa, la temperatura de 60°C pani la filtrarea completa.

Dupa finalizarea celor 3 etape (A3, B3, C3), filtrele sunt stocate in cutii Petri (sterilizate
in prealabil) la temperatura camerei pané la analiza propriu-zisa a microplasticelor.

4. Pentru extractia microplasticelor din probe de unt se parcurg urméatoarele etape:
A4, Pretratarea a 8 g unt cu 4 g dodecilsulfat de sodiu, 1 g hidroxid de sodiu si 500 mL api
distilata prefiltratd si omogenizarea prin agitare (utilizand agitator magnetic) la 150 rpm, timp de
10 minute;
B4. digestia propriu-zisé se realizeaza prin ultrasonarea amestecului obtinut in etapa A4 la 30°C,
timp de 20 minute;
C4. filtrarea amestecului obtinut in etapa B4 pe filtre cu porozitate 12-15 pm. Amestecul se
péstreaza pe baie de api, la temperatura de 60°C péana la filtrarea completa.

Dupa finalizarea celor 3 etape (A4, B4, C4), filtrele sunt stocate in cutii Petri (sterilizate

in prealabil) la temperatura camerei pana la analiza propriu-zisd a microplasticelor.

10
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