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Az élelmiszeriparban a legelterjedtebben alkalmazott tartositészer a
benzoesav €s a szorbinsav. Nem toxikus hatasuak, mivel nem halmozdd-
nak fel a szervezetben. A benzoesav hippursavva alakulva iiril ki, mig a
szorbinsav bioldgiai oxidacié sordn széndioxidra és vizre bomlik.

A benzoesavat altalanosabban alkalmazzak, mint a szorbinsavat, mi-
vel nincs kedvezGtlen izmdédosité hatdsa, mely korlatoznd felhaszndlési
lehetdségeit. Ezért egyre gyakrabban a szorbinsav kisebb koncentrédcidja
mellett benzoesavat is felhaszndl az ipar az élelmiszer-termékek tartdsi-
tdsdra. Ez a jelenség egyuttal magdban hordozza a két tartdsitészer
egymds melletti meghatdrozdsdnak problémdjiat. Ehhez kapcsolédik még
az élelmiszereknek, mint matrix anyagoknak az Osszetettsége (zsir, fe-
hérje, szénhidrat, aroma és szinanyagok), melyek ugyancsak nehézséget
okoznak a kvantitativ meghatidrozdskor. A tartdsitdészerek egymadstol és a
termékekben 1év6 egyéb anyagoktol torténd elvélasztasara legcélszeribb
a nagynyomdsu folyadékkromatografot (HPLC) alkalmazni. A korabbi
mérések elsdsorban titrimetridn, kolorimetridn és spektrofotometridn
[1-6] alapultak. Az els6 probdlkozdsok az egymds melletti
meghatdrozdsra a derivativ spektrofotometrids médszerek voltak [7, 8].
Ezt kovette a gazkromatografia [6, 9], majd a nagynyomdsu
folyadékkromatogrdafia. A HPLC-nek az élelmiszer-analitikdban valé
térhoditdsa lehet6vé teszi annak rutinszerd alkalmazisat. Ezt tobb
kozlemény is igazolja [3, 11-16].

Intézetiinkben HPLC-s moddszert dolgoztunk ki benzoesav és
szorbinsav egymds melletti meghatdrozdsdra, mivel a rutinszertien alkal-
mazott UV spektrofotometrids moddszerek [4, 5, 10] az élelmiszer
matrixok zavard hatdsai miatt nem specifikusak.

Anyagok és modszerek
1.Késziilék

A meghatdrozdsokat Waters nagynyomdsu folyadékkromatograffal
végeztiik, Waters 490 E programozhat6, valtoztathaté6 hullaimhosszu UV
detektorral. Az azonositas Waters 994 tipusu diddasoros UV detektorral
tortént az anyagok UV spektruma alapjan. A kiértékelést Baseline 810-
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es programmal, teriilet alatti integrdldssal végeztiik. A benzoesavat 230
nm-en, a szorbinsavat 262 nm-en mértiik.

Elvélasztasra Radial Pak TM Cig 8x100 mm-es, 4 pm-es szemcseméretld
kolonndt haszndltunk. Az injektdlt mennyiség minden esetben 20 pl volt. Az
eluens 0,0185 M nétrium-acetat pH 4,5 puffer : acetonitril 70:30 ardnyu elegye
volt. A pH-t ecetsavval dllitottuk be. A mobil fazist 0,45 um porusatmérdjd
szUr6n szUrtiik, majd ultrahangos késziiléken 5 percig buborékmentesitettiik.
Az eluens dramlési sebessége 1 cm3/perc volt.

2. Anyagok és reagensek

A benzoesav, a szorbinsav és a natrium-acatdit MERCK mindségtek,
a kénsav a foszforsav, a natrium-hidroxid, a vizmentes natrium-szulfat,
a kdlium-hexaciano-ferrat(Il), a kristdlyos cink-szulfdt Reanal alt.
mindséglek, a petroléter 30-40 °C Carlo Erba, az acetonitril RS per
HPLC Carlo Erba mindségtiek voltak.

Desztillalt vizként ioncserélés utdni livegkésziilékbdl desztillalt vi-
zet hasznéltunk.

Carrez 1. oldat: 15 g kdlium-[hexaciano-ferrdt(Il)]-ot 100 cm3-es
mérSlombikba deszt. vizben feloldunk, majd jelig toltjiik.

Carrez II. oldat: 30 g kristalyos cink-szulfdatot oldunk fel 100 cm3-
es mérGlombikba deszt. vizzel és jelig toltjiik.

A folyadék-szilard extrakciéhoz SPE Cig (250 mg) BST mintaels-
készit6 oszlopokat hasznéltunk.

3. Standard oldatok készitése

Folyadék-folyadék extrakcio

100 mg benzoesavnak megfelel6 mennyiségl néatrium-benzodtot, il-
letve 100 mg szorbinsavat oldunk 100 cm3-es mérédlombikba desztillalt
vizzel és jelig toltjiik. Razotodlcsérbe pipettdzunk ebbdl a torzsoldatbol 50 cm3-t,
majd hozzdadunk 2 cm3 Carrez I. és 2 cm3 Carrez II. oldatot. Allni
hagyjuk 30 percig, majd megsavanyitjuk 2 cm3 20%-os foszforsavval és
2x40 cm3 dietil-éterrel extrahaljuk. Az éteres extraktumokat
Osszegydjtjiik kb. 10 g vizmentes natrium-szulfaton megszaritjuk. Redds
szlirdpapiron keresztiil gomblombikba szlrjiik. A vizmentes ndatrium-
szulfatot még 2x10 cm3 éterrel dtmossuk és azt is a gdomblombikba
szlrjik. Vdkuumban, 40°-on 2-3 cm3-re beparoljuk. Kb. 5 cm3
acetonitrilt adunk hozza és folytatjuk a beparlast 2-3 cm3-re. A
maradékot eluenssel 50 cm3-es mér6lombikba mossuk at és jelig toltjiik.
A kalibrdciéhoz ebbdl a torzsoldatbdl eluenssel higitva készitjiik az
oldatokat benzoesav esetében 0-300 pg/cm3, szorbinsav esetében 0-75 pg/cm3
koncentricié-tartomanyban.
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Szilard-folyadék extrakcio

100 cm3-es mér6lombikba bemériink 100 mg benzoesavnak megfeleld
mennyiségl natrium-benzoatot vagy szorbinsavat, melyet 30 cm3 desztillalt
vizben feloldunk. Hozzdadunk 2 cm3 Carrez I. és 2 cm3 Carrez II. oldatot
és jelig toltjiik desztillalt vizzel. Az SPE Cig oszlopot aktivdljuk 5 cm3
acetonitrillel, majd 10 cm3 1 v/v %-os foszforsavval. Az dramlas sebessége
I cm3/perc legyen. Vigyazva, hogy a szorbens nedves dllapotban maradjon
ugyancsak 1 cm3/perc sebességgel dtbocsédtjuk a kolonndn 2 ¢cm3 1 mg/cm3
foszforsavval megsavanyitunk. Mossuk 5 cm3 1%-os foszforsav oldattal,
majd 0.25 cm3 6 mM-os ndtrium-hidroxiddal. Az organikus savakat 2 cm3
6 mM-os ndatrium-hidroxiddal eludljuk egy 5 cm3-es mér6lombikba. Az
eludtumot 2-3 csepp 85%-os foszforsavval megsavanyitjuk (pH 1-2), majd
eluenssel jelig toltjiik. Az igy kapott standard torzsoldatb6l mobil fazissal
higitva készitjiik a kalibracids sor oldatait.

4. Mintaextrakcios eljarasok
Folyadék-folyadék extrakcio

10 g mustar vagy 10 g légszaraz diabetikus kenyér mintat desztil-
lalt vizzel elszuszpenddlunk és 100 cm3-es mér6lombikba mosunk. Fe-
nolftalein indikdtor mellett 1 M-o0s nétrium-hidroxiddal enyhén
megligositjuk. Hozzdadunk 2 cm3 Carrez 1. és 2 cm3 Carrez II. oldatot,
majd jol Osszerdzzuk és desztillalt vizzel jelig toltjiik.

Az oldatot allni hagyjuk 30 percig, majd Erlenmeyer lombikba szir-
jik redds sztr6papiron keresztiil. 50 cm3 szlrletet egy rdzoétdlcsérbe
pipettdzunk, megsavanyitjuk 2 cm3 20%-os foszforsavval és extrahdljuk
kétszer 40 cm3 dietil-éterrel. Az éteres extraktokat 6sszegydjtjiik, szarit-
juk 10 g vizmentes ndtrium-szulfaton. Redds szlrOpapiron keresztiil
gdomblombikba szlrjiik. A vizmentes ndtrium-szulfdtot még 2x10 cm3
éterrel d&tmossuk és azt is a gdmblombikba szlrjiik. Vadkuumban 40°C-on
2-3 cm3-re beparoljuk. Kb. 5 cm3 acetonitrilt adunk hozzd és folytatjuk a
beparldst 2-3 cm3-re. A maradékot eluenssel 10 cm3-es mér6lombikba
mossuk és jelig toltjiik. A savtartalomtodl fiiggéen higitast készitiink.

Szilard-folyadék extrakcio

10 g mustar vagy 10 g légszaraz diabetikus kenyér mintat desztil-
lalt vizzel elszuszpenddlunk és 100 cm3-es mér6lombikba mosunk. Fe-
nolftalein indikdtor mellett 1 M-o0s nétrium-hidroxiddal enyhén
megligositjuk. Hozzdadunk 2 cm3 Carrez 1. és 2 cm3 Carrez II. oldatot,
majd jol Osszerdazzuk és desztillalt vizzel jelig toltjik. Az oldatot allni
hagyjuk 30 percig, majd Erlenmeyer lombikba szilrjiik redds szlrOpapi-
ron keresztiil. A sztrletbdl 0,45 um szlrén megszlriink 3-4 cm3-t, mely-
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bdl 2 cm3-t 1-2 csepp 85 %-os foszforsavval megsavanyitunk és 5 cm3-re
higitunk desztilldlt vizzel. Ezutdn a teljes mennyiséget az elGkészitett
oszlopra vissziik. A szerves savak az oszlop felsd részében kotddnek
meg az adszorbensen.

Mossuk az oszlopot 5 cm3 1 v/v %-os foszforsav oldattal, majd
0,25 cm3 6 mM-os natrium-hidroxiddal, melyeket elontiink.

Egyik oldat sem tartalmazott benzoesavat vagy szorbinsavat. A
szerves savak eludldsdt 2 cm3 6 mM-os ndtrium-hidroxiddal végeztiik.
Az eludtumot 5 cm3-es mérdlombikba szedtiik, savanyitottuk 1-2 csepp
85 %-os foszforsavval és eluenssel jelig toltottiik. EbbSl az oldatbol
készitettiik a higitdst, melybdl injektaltunk a késziilékbe.

Az SPE Cig oszlopot ismételten eludlva 2 cm3 6 mM-os nédtrium-
-hidroxiddal nem tartalmazott meghatdrozand6 anyagot.

Eredmények

Az élelmiszerek tartdsitdsdra felhaszndlt benzoesav és szorbinsav
egymds  melletti  meghatdrozdsdt dolgoztuk ki  nagynyomadsu
folyadékkromatografra.

A moddszer kifejlesztését az tette indokolttd, hogy dj termékként be-
vezetésre keriil6 mustdr benzoesav és diabetikus kenyér szorbinsav tar-
talmat - az MSZ szabvanyok alapjdn spektrofotometridsan meghatdrozva
- a maximdlisan engedélyezett érték folott taldltuk, a szerves savakkal
interferdlé egyéb kisérd anyagok jelenléte miatt. Elsé 1épésként a
kromatografids szétvdlasztdst tdztiik ki célul, majd pedig a hosszu
el6készitési milveletek lerdviditését. A kromatografids elvdlasztdsra
felhaszndlt eluens pH-jdnak, szerves olddszer tartalmanak, valamint
puffer koncentriacidjadnak véltoztatdsdval a kordbban mir megadott mobil
fazist taldltuk a legmegfelel6bbnek.

Viszonylag rovid id6 alatt kromatografidsan szétvdlaszthatd volt a
benzoesav és a szorbinsav. A benzoesav retencids ideje 3,2 percnek, a
szorbinsavé 4,2 percnek adddott. A benzoesavat 1 pg injektalt
mennyiség esetén (n=5) +2,1 %, mig a szorbinsavat (n=5) £3,4 % relativ
standard deviédcidval tudtuk meghatdrozni. A benzoesav kalibricids egyenese
0-300 pg/cm3, a szorbinsavé 0-75 pg/cm3 tartomdnyban linedris volt. A
kimutatdsi hatdr benzoesav esetében 0,2 pg/cm3, szorbinsavndl
0,1 pg/cm3 volt 3:1 jel/zaj ardnynaAl.
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1. abra: Ipg injektdlt tartésitészer standardok HPLC-s kromatogramja
€¢s UV spektrumai. Jelolések: 1 - benzoesav, 2 - szorbinsav

Szilard-folyadék extrakcional, SPE C;g oszlopot haszndlva vizes
minta tisztitdsdra és dusitdsdra sziikséges, hogy olyan vizzel elegyedd
szerves oldoészert haszndljunk, mely az eluens rendszerrel is
kompatibilis. Esetiinkben ez az acetonitril volt. Viz helyett 1 %-os
foszforsav oldatot alkalmaztunk, mely segitette a benzoesav és a
szorbinsav megkot8dését az oszlopon és egyuttal eltdvolitotta a savban
0ld6do interferdld anyagokat. A ndtrium-hidroxid a benzoesavat és a
szorbinsavat poldaros séikka alakitotta, melyek mar konnyen eludlhatok
voltak az oszloprol.
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2. abra: SPE Cg-as oszlopon el6készitett mustar minta (1)
és diabetikus kenyér minta (2) kromatogramjai
Jelolés: 1 - 0,54 ng benzoesav, 2 - 1,2 pg szorbinsav
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Meghataroztuk a mintdkbdl torténd visszanyerést folyadék-folyadék
extrakcidk esetében. A vizzel elszuszpenddlt mustar mintdhoz 50 és 100 p
g mennyiségli benzoesav standardot, az wugyancsak elszuszpendalt
diabetikus kenyérmintdkhoz szintén 50 és 100 pg szorbinsavat adtunk. A
mintdk el6készitését n=5 esetben végeztiik el a fent leirtaknak megfele-
l16en. Az 1. tdbldzat a benzoesav a 2. tdbldzat a szorbinsav vissza-
nyerését mutatja a hozzajuk tartozd relativ standard deviaciokkal (SD),
%-ban kifejezve.

1. tablazat:
Benzoesav visszanyerési hatdsfoka mustar mintabdl folyadék-folyadék
és szilard-folyadék extrakcié esetén.

Hozzaadott Visszanyerés hatasfoka £ SD (%)
standard mennyiség folyadék-folyadék szilard-folyadék
ng extrakcio extrakcio
50 89 + 10 95 +3
100 92+ 5 97 £2

2. tablazat:
Szorbinsav visszanyerési hatdsfoka diabetikus kenyér mintabol
kiilonb6z6 extrakcids eljarasokkal.

Hozzaadott Visszanyerés hatasfoka =+ SD (%)
standard mennyiség folyadék-folyadék szilard-folyadék

ug extrakcio extrakcio

50 89,7 £ 4,0 92,5+ 1,5

100 90,3 £ 3,5 95,1 £2,0

A két el6készitési mddszert Osszehasonlitva megdllapithatd, hogy a
tartositoszerek nagyobb  visszanyerési hatdsfokkal ¢és nagyobb
pontossdggal hatdrozhatok meg szilard-folyadék extrakci6é alkalmazasa
esetén. Ennek a mddszernek az anyag, az idé és az energia-
felhaszndldsa is lényegesen alacsonyabb a hagyomdnyos folyadék-
folyadék extrakciondl. Az anyagfelhaszndlds tovabb csdkkenthetd az
el6készit6 SPE Cjg-as oszlopok regenerdldasdval. 8-10 1smételt
felhasznédlds mellett még nem tapasztaltuk a kolonna hatékonysdganak
csOkkenését. A regenerdldast igy végezziik, mint a kolonna aktivalasat.

Az 4ltalunk javasolt kromatogrdfids rendszerben a benzoesav és a
szorbinsav jol elvdlik egymadstol, a kidolgozott mddszer kvantitativ
meghatdrozédsra alkalmas. A mintael6készités a kidolgozott szilard-
folyadék extrakcids eljards alkalmazédsa esetén egyszerlien, gyorsan és
nagy pontossaggal megvaldsithaté, mely lehet6vé teszi rutinszerd
alkalmazdsat az élelmiszeranalitikdban.
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Benzoesav és szorbinsav egymas melletti meghata-
rozasa nagynyomasu folyadékkromatograffal
Nagy Erzsébet és Gosztonyi Etelka

Modszert dolgoztak ki benzoesav és a szorbinsav egymds melletti
meghatdrozdsara nagynyomadsu folyadékkromatograffal, programozhato
UV detektorral. A benzoesavat 230 nm-en, a szorbinsavat 262 nm-en
mérték, diddasoros UV detektorral azonositottdk. Szildrd-folyadék
el6készitési moddszert dolgoztak ki mustdrbdl és diabetikus kenyérbdl
tortén6 benzoesav €s szorbinsav meghatdrozdsokra, melyeket,
Osszehasonlitottdk a hagyomdnyos folyadék-folyadék extrakcids
modszerrel. A kidolgozott szildrd-folyadék extrakciés eljards jol
alkalmazhat6 a gyakorlatban megfeleld pontossdga, jo
reprodukalhatosdga és alacsony 1ddigénye miatt. A javasolt HPLC-s
eljaras lehetdvé teszi a tartdsitdoszerek egyméds melletti pontos,
kvantitativ meghatdrozdasat is.

Simultaneous determination of benzoic and sorbic acid
by high pressure liquid chromatography
Nagy, E. and Gosztonyi, E.

A method was developed for simultaneous determination of benzoic
and sorbic acid by high pressure liquid chromatography, using a
programmable UV detector. Benzoic acid was measured at 230 nm, while
sorbic acid at 262 nm and both were identified by diode array UV
detector. A solid-liquid extractive sample preparation method was devel-
oped for the determination of benzoic and sorbic acid from mustard and
diabetic bread, which was compared to the traditional liquid-liquid
extraction method. The solid-liquid extraction procedure developed by us
1s useful in practice with a relevant precision, good reproducibility and
low time demand. The HPLC procedure proposed allows the simultaneous
and exact quantitative determination of conserving agents, too.

Bestimmung von Benzoe- und Sorbisiure nebeneinander
mit Hochdruckfliissigkeitschromatographie
Nagy, E. und Gosztonyi, E.

Eine Methode wurde fiir die Parallelbestimmung von Benzoe- und
Sorbinsdure mit der Hochdruckfliissigkeitschromatographie unter
Anwendung des programmierbaren UV-Detektors erarbeitet. Die
Benzoesdure wurde bei 230 nm und die Sorbinsdure bei 262 nm
gemessen sowie mit einem Diodenreihe - UV-Detektor identifiziert. Es
wurde eine fest-fliissige Probenvorbereitungsmethode fiir die
Bestimmung von Benzoe- und Sorbinsdure im Senf und Diabetikerbrot
ausgearbeitet, die mit dem traditionellen flussig-fliissig
Extraktionsverfahren verglichen wurde. Das erarbeitete fest-fliissig
Extraktionsverfahren kann in der Praxis wegen seiner ausreichenden
Genauigkeit, guten Reproduzierbarkeit und seinem geringen Zeitbedarf
gut verwendet werden. Das vorgeschlagene HPLC-Verfahren ermdéglicht
auch die quantitative Parallelbestimmung von Konservierungsmitteln.
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