Zadanie 4.
Zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej do oznaczania
benzoesanu sodu w produktach przemystowych

Instrukcja do éwiczer opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £ddzkiego.

1. Wstep

Sezonowe wystepowanie niektoérych produktow spozywczych oraz ich mata trwatosc,
sktonity cztowieka do opracowania sposobdw pozwalajacych na przedtuzenia ich przydatnosci do
spozycia. Od dawna w gospodarstwach domowych do utrwalania ZywnoS$ci stosowano: naturalne
chlodzenie, suszenie, solenie, wedzenie czy tez fermentacje. Natomiast w miar¢ rozwoju
cywilizacji doskonalono istniejgce i wprowadzano nowe sposoby konserwacji zywnos$ci. Obecnie
do najczesciej wykorzystywanych metod konserwacji zywno$ci naleza: metody termiczne
(chtodzenie, zamrazanie, pasteryzacja, sterylizacja, tyndalizacja), metody osmoaktywne
(zaggszczanie, cukrzenie, solenie, peklowanie), metody mikrobiologiczne, metody radiacyjne, oraz
chemiczne utrwalanie Zywnosci.

Chemiczne utrwalanie zywnos$ci polega na zastosowaniu substancji chemicznych, ktore
wywoluja efektywne utrwalenie zywnosci przy stosunkowo matych dawkach. Substancje te zwane
konserwantami zmniejszajg szybkos$¢ lub catkowicie zahamowuja procesy mikrobiologiczne
powodujace psucie zywnos$ci. Dzialanie konserwantow moze powodowa¢ u drobnoustrojow
uszkodzenie bton cytoplazmatycznych i $cian komorkowych, czy inaktywacje pewnych enzymow
lub metabolitow waznych w ich procesach zyciowych. Wsrdd substancji dozwolonych do
konserwowania Zywno$ci mozna znalez¢ antybiotyki, azotany (III) i (V), tlenek siarki (IV) i
siarczany (IV) oraz kwasy benzoesowy, mrowkowy, propionowy jak i ich sole.

Kwas benzoesowy (E 210) oraz jego sole: sodu (E 211), potasu (E 212) lub wapnia (E 213),
sg szeroko stosowane w przemysle spozywczym do konserwacji zywnosci, gdyz hamujg rozwdj
drozdzy, plesni 1 wielu gatunkdéw bakterii. Dzialanie konserwujace benzoesanow polega na
oddzialywaniu na bton¢ komorkowg oraz hamowaniu reakcji enzymatycznych, zwlaszcza
wywotanych przez dehydrogenaze glukozowo-fosforanowa i L-mleczanowa. Kwas benzoesowy
jest drobnokrystalicznym, biatym cialem stalym, slabo rozpuszczalnym w wodzie, w
przeciwienstwie do jego soli. Ze wzgledu na rozpuszczalno$¢ w konserwacji zywnosci czgsciej
stosuje si¢ benzoesan sodu niz sam kwas benzoesowy.

Kwas benzoesowy i jego sole moga by¢ stosowane do utrwalania przetworéw owocowych,
warzywnych, rybnych jak réwniez napojow. Stosowane sg takze jako konserwanty w réznego
rodzaju wyrobach kosmetycznych.
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Szkodliwo$¢ substancji chemicznych, ktore zostaty dopuszczone do stosowania w przemysle
chemicznym, jest okre$lana poprzez podanie dawek dopuszczalnego dziennego spozycia.
Dopuszczalne dzienne spozycie (ang. Acceptabe Daily Intake — ADI) wyraza ile mg danej
substancji, w przeliczeniu na 1 kg masy ciala moze dziennie pobiera¢ czlowiek, przez cate zycie,
bez szkody dla organizmu. Dla benzoesanu sodu ADI wynosi 0-5 mg/kg masy ciata. Spozywanie
duzych ilosci benzoesanu moze powodowac uczulenia u astmatykow i alergikow, a u oséb
wrazliwych na aspiryn¢ zaburzenia przewodu pokarmowego. Organizm ludzki ma jednak zdolnos¢
wydalania kwasu benzoesowego i jego soli z moczem.

Do oznaczania benzoesanéw w produktach spozywczych mozna wykorzysta¢ technike
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Chromatografia jest metoda rozdzielania
sktadnikéw jednorodnych mieszanin w wyniku roéznego ich podziatu miedzy faze ruchomg i
nieruchomg uktadu chromatograficznego. W chromatografii cieczowej fazg ruchomg jest ciecz, a
faza nieruchomg ciato state (chromatografia adsorpcyjna), rzadziej ciecz osadzona na nos$niku
(chromatografia podziatlowa). Ten ogdlny podziat nie charakteryzuje jednak pewnych rodzajow
chromatografii, w ktérych zachodza szczegdlne przypadki oddziatywania fazy nieruchomej z
substancjami poddawanymi chromatografii. Dlatego rozroznia si¢ jeszcze chromatografi¢
jonowymienng, sitowg (zelowa) 1 powinowactwa.

Stosujac chromatografi¢ cieczowg, mozna analizowaé znacznie wigce] zwigzkow
chemicznych niz za pomoca chromatografii gazowej - ok. 80%. Moga to by¢ ciecze i ciala stale, w
tym zwigzki fatwo ulegajace rozktadowi termicznemu, polimery i zwigzki nieorganiczne.
Warunkiem analizowania tych zwigzkéw za pomoca chromatografii cieczowej jest ich
rozpuszczalno$¢ w fazie ruchome;.

Do wykonana oznaczen uzywa si¢ chromatograféw cieczowych, na wyposazeniu ktérych
musi znajdowac si¢ pompa oraz detektor (Rys 1).
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Rys. 1. Schemat chromatografu cieczowego: 1 — zbiornik fazy ruchomej, 2 — pompa, 3 —
manometr, 4 — dozownik probek, 5 — kolumna, 6 — termostat, 7 — detektor, 8 — rejestrator



Zasada dziatania chromatografu cieczowego jest nastepujaca: ze zbiornika lub zbiornikow
pompa zasysa si¢ faz¢ ruchoma nazywang tez eluentem (rozpuszczalnik lub mieszanina
rozpuszczalnikow), ktora poprzez dozownik jest ttoczona do kolumny chromatograficznej
wypelnionej fazg stacjonarng. Kolumna jest niekiedy umieszczana w termostacie. Za pomocg
dozownika do strumienia cieczy wprowadza si¢ probke, ktorej sktadniki rozdzielajg si¢ w kolumnie
1 na wyjsciu z niej s3 wykrywane przez detektor. Sygnat elektryczny z detektora po wzmocnieniu
jest zapisywany na tasmie rejestratora lub rejestrowany za pomocg integratora albo komputera w
postaci piku chromatograficznego. Przepltyw cieczy przez uklad moze by¢ kontrolowany
manometrem 1 przeplywomierzem. W niektorych przyrzadach mozliwe jest zbieranie
rozdzielonych sktadnikéw mieszanin w kolektorze frakcji.

2. Odczynniki i aparatura

— chromatograf cieczowy z pompa Series 200 firmy PerkinElmer;
— kolumna chromatograficzna z odwrécong fazg C-18;

— warunki chromatograficzne: faza ruchoma: 0,01% HCI (pH~3) /metanol (70/30), predkos¢
przeptywu fazy ruchomej 1 ml/min, analityczna dlugo$¢ fali 255 nm,

podstawowy roztwor benzoesanu sodu o stezeniu 0,01 mol/L;
— kolby miarowe, pipety automatyczne;
probki badanych substancji (napoje zakupione w pobliskim supermarkecie).

Wymagane Srodki ostroznosci

- W trakcie wykonywania ¢wiczenia wymagane noszenie odziezy ochronnej.

- Roztwordw nie nalezy wdychac i1 pipetowac ustami.
- Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywa UE 67/548/EWG lub 1999/45/WE).

Kwas benzoesowy — R40
Pierwsza pomoc*:
- w razie kontaktu ze skora: sptuka¢ duza iloscig wody z mydiem.
- w razie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duzg iloscig wody, przy szeroko otwartej powiece.
- w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.

- w przypadku potknigcia NIE prowokowaé wymiotéw. Nieprzytomnej osobie nigdy nie
podawac nic doustnie. Wypluka¢ usta woda. Zasiggna¢ porady medycznej.

3. Wykonanie oznaczenia

Celem c¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci benzoesanow w produktach spozywczych
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg w ultrafiolecie™*.



a) Wyznaczenie krzywej wzorcowej

Przygotowac serie roztworow wzorcowych benzoesanu sodu, po 2 probki na kazda wartos¢
stezenia. W tym celu do probowek typu falcon o objetosci 15 ml wprowadzi¢ odpowiednie
objetosci roztworu podstawowego benzoesanu sodu, tak aby po rozcienczeniu jego stezenie
wynosito: 0,02; 0,1; 0,5 mmol/L. Otrzymane roztwory podda¢ analizie chromatograficznej,
wprowadzajac za pomocg mikrostrzykawki na kolumne chromatograficzng po 25 pl roztworu.
Opis obstugi chromatografu w osobnej instrukcji. Przy programowaniu analizy zaznaczamy, ze
rozdzialy bedziemy wykonywali wg metody chromatograficznej BENZO.MTH, a wytworzone
chromatogramy oznaczamy numerami probek, jak na zalaczonej kontrolce Prol, Pro2...
Chromatogramy zapisujemy w katalogu C:\TC4\DANE\HPLC\B_SAD\ZespM-N, gdzie M
oznacza nr grupy w kolejnosci odbywania ¢wiczen, a N nr zespotu w danej grupie. Z otrzymanych
chromatogramow odczyta¢ powierzchni¢ pikéw kwasu benzoesowego**, wyznaczy¢ krzywa

wzorcowa wg. ktorej bedziemy okreslac stezenie kwasu benzoesowego w probkach.

b) Przygotowanie probek i oznaczenie zawartosci benzoesanéw W wodach smakowych
Odgazowac¢ probke wody. Nastepnie 25 ul probki nanies¢ na kolumne chromatograficzng. W

przypadku napoju Hellena probke 50 krotnie rozcienczy¢. Analiz¢ kazdego rodzaju napoju

powtorzy¢ dwukrotnie. W celu identyfikacji piku benzoesanu probke mozna ,zaszczepic”

roztworem wzorcowym benzoesanu sodu i podda¢ analizie.

4. Opracowanie wynikow

a) Wykresli¢ prosta kalibracyjng wykorzystujac wysokosci sygnatow (pikéw) benzoesanu sodu
odczytanych z chromatograméw uzyskanych podczas analizy HPLC.

b) Wykorzystujac rownanie prostej kalibracyjnej wyznaczy¢ zawarto$¢ benzoesanu w badanych
probkach.

c) Podac¢ stezenie benzoesanu sodu w badanych probkach w [mmol/L] oraz [g/|L].

5. Literatura
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*Doktadne instrukcje postepowania sq zawarte w dotgczonych kartach charakterystyk substancji.

**Analizy HPLC i odczytywanie powierzchni pikow wykonywane sq na podstawie osobnej instrukcji.



Zadanie 4.

Zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej do oznaczania benzoesanu sodu w

produktach przemyslowych

Imig¢ i nazwisko Zespot nr

1.

2.

3.

1. Wzorzec 1 - 0.02 mmola/I
2. Wzorzec2 |- 0.1 mmola/Il
3. Wzorzec3 | - 0.5 mmola/I
4. Probka 1 Woda smakowa Hellena

5. Probka 2 Woda smakowa

Whioski:




