ZASTOSOWANIE WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII
CIECZOWEJ DO OZNACZANIA BENZOESANU SODU W
PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Instrukcja do ¢wiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska, Wydziat Chemii, Uniwersytet £édzki

PRZYGOTOWANIE DO ZAJEC

1. Przeczytaj uwaznie instrukcj¢ — zapoznaj si¢ ze wstgpem teoretycznym dotyczacym danej
metody pomiarowej oraz dokladnie przeanalizuj czynno$ci, ktéore beda wykonywane na
zajeciach.

2. Zwro¢ uwage na zagrozenia zwigzane ze stosowaniem odczynnikow chemicznych
niezbednych do wykonania ¢wiczenia (karty charakterystyk).

3. Zastanow sig¢:

- czy potrafisz wyjasni¢ podstawowe pojecia dla stosowanej metody pomiarowe;;

- czy znasz nazewnictwo oraz wzory zwigzkdéw uzywanych podczas ¢wiczenia,

- czy potrafisz omoéwi¢ budowe i dziatanie stosowanej aparatury pomiarowej;

- czy umiesz dokona¢ obliczen (w tym przeliczen st¢zen) koniecznych do prawidtowego

wykonania ¢wiczenia?

1. WSTEP TEORETYCZNY

Sezonowe wystepowanie niektorych produktow spozywczych oraz ich mata trwalose,
sktonity cztowieka do opracowania sposobdéw pozwalajacych na przedtuzenia ich przydatnosci do
spozycia. Od dawna w gospodarstwach domowych do utrwalania zywnosci stosowano: naturalne
chtodzenie, suszenie, solenie, wedzenie czy tez fermentacj¢. Natomiast w miar¢ rozwoju
cywilizacji doskonalono istniejace i wprowadzano nowe sposoby konserwacji zywnosci. 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 Zywno$ci polega na zastosowaniu substancji chemicznych, ktore
wywoluja efektywne utrwalenie zywno$ci przy stosunkowo matych dawkach. Substancje te
zwane konserwantami zmniejszaja szybko$¢ lub catkowicie zahamowuja procesy
mikrobiologiczne powodujace psucie zywno$ci. Dziatanie konserwantow moze powodowaé u
drobnoustrojow uszkodzenie blon cytoplazmatycznych i $cian komorkowych, czy inaktywacje

pewnych enzymow lub metabolitow waznych w ich procesach zyciowych. Ws$réd substancji
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dozwolonych do konserwowania zywnosci mozna znalez¢ antybiotyki, azotany (III) i (V), tlenek
siarki (IV) i siarczany (IV) oraz kwasy benzoesowy, mréwkowy, propionowy jak i ich sole.

Kwas benzoesowy (E 210) oraz jego sole: sodu (E 211), potasu (E 212) lub wapnia (E 213),
sa szeroko stosowane w przemysle spozywczym do konserwacji zywnosci, gdyz hamuja rozwoj
drozdzy, ple$ni 1 wielu gatunkdéw bakterii. Dzialanie konserwujgace benzoesanow polega na
oddziatywaniu na bton¢ komodrkowa oraz hamowaniu reakcji enzymatycznych, zwlaszcza
wywolanych przez dehydrogenaze glukozowo-fosforanowa i L-mleczanowa. Kwas benzoesowy
jest drobnokrystalicznym, bialym ciatem statym, stabo rozpuszczalnym w wodzie, w
przeciwienstwie do jego soli. Ze wzgledu na rozpuszczalno$§¢ w konserwacji zywnosci czesciej
stosuje si¢ benzoesan sodu niz sam kwas benzoesowy.

Kwas benzoesowy i jego sole moga by¢ stosowane do utrwalania przetworéw owocowych,
warzywnych, rybnych jak rowniez napojow.
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Szkodliwo$¢ substancji chemicznych, ktore zostaly dopuszczone do stosowania w
przemysle chemicznym, jest okres$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¢ cztowiek, przez cate
zycie, bez szkody dla organizmu. Dla benzoesanu sodu ADI wynosi 0-5 mg/kg masy ciala.
Spozywanie duzych ilo$ci benzoesanu moze powodowac¢ uczulenia u astmatykow i alergikow, a
u 0sob wrazliwych na aspiryne¢ zaburzenia przewodu pokarmowego. Organizm ludzki ma jednak
zdolno$¢ wydalania kwasu benzoesowego i jego soli z moczem.

Do oznaczania benzoesandw w produktach spozywczych mozna wykorzysta¢ technike
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Chromatografia jest metoda rozdzielania
sktadnikéw jednorodnych mieszanin w wyniku réznego ich podziatu mi¢dzy faz¢ ruchomg i
nieruchomg uktadu chromatograficznego. W chromatografii cieczowej faza ruchoma jest ciecz, a
faza nieruchoma ciato stale (chromatografia adsorpcyjna), rzadziej ciecz osadzona na no$niku
(chromatografia podziatlowa). Ten ogdlny podziat nie charakteryzuje jednak pewnych rodzajow

chromatografii, w ktoérych zachodza szczegodlne przypadki oddziatywania fazy nieruchomej z



substancjami  chromatografowanymi. Dlatego rozréznia si¢ jeszcze chromatografi¢
jonowymienna, sitowa (zelowa) i powinowactwa.

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

Do wykonana oznaczen uzywa si¢ chromatografow cieczowych, na wyposazeniu ktérych

musi znajdowac si¢ pompa oraz detektor (Rys. 1).
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Rys. 1. Schemat blokowy chromatografu cieczowego.
1,2 - zbiorniki eluentéw, 3- pompa, 4 - manometr, 5 - dozownik, 6 - przedkolumna, 7 -
kolumna chromatograficzna, 8 - termostat kolumny, 9 - przeptywomierz, 10 - detektor, 11

- kolektor frakcji, 12 - rejestrator lub komputer.

Zasada dziatania chromatografu cieczowego jest nastgpujaca: ze zbiornika lub zbiornikdéw
pompowana jest faza ruchoma nazywana tez eluentem (rozpuszczalnik lub mieszanina
rozpuszczalnikdw), ktéra poprzez dozownik jest tloczona do kolumny chromatograficznej
wypelnionej faza stacjonarng. Czesto w uktadzie chromatograficznym umieszczany jest uktad
odgazowywania fazy ruchomej w celu usunigcia z niej rozpuszczonego gazu, czyli powietrza.
Jest to wazne ze wzgledu zarowno na mozliwo$¢ zaktocenia procesu rozdzielenia (dodatkowe
objetosci martwe, brak powtarzalnosci procesu rozdzielenia, zapowietrzenie uktadu), jak i
detekcje. Wiasciwy proces rozdzielenia odbywa si¢ w kolumnie chromatograficznej. Kolumna
chromatograficzna to rurka wykonana ze stali, szkla lub polimeru. Kolumna wypekniona jest
ztozem, najczgsciej w formie ziaren o okreslonej $rednicy. Na koncach znajduja si¢ spieki
utrzymujace ziarna wewnatrz kolumny, a za spiekami gwinty pozwalajagce na potaczenie
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kolumny z uktadem chromatograficznym. Kolumna moze by¢ umieszczona w termostacie. Jest to
szczeg6lnie wazne w przypadku chromatografii, gdzie proces rozdzielenia zalezy od temperatury
(np.: szybko$¢ wymiany jonowej). Dzigki zastosowaniu termostatu eliminuje si¢ brak
odtwarzalnosci czasu retencji wraz ze zmiang temperatury w kolejnych rozdzieleniach. Za
pomoca dozownika do strumienia cieczy wprowadza si¢ probke, ktorej sktadniki rozdzielane sa
w kolumnie i na wyjsciu z niej s3 wykrywane przez detektor. Sygnat elektryczny z detektora po
wzmocnieniu jest rejestrowany za pomoca komputera w postaci piku chromatograficznego.
Przeptyw cieczy przez uktad moze by¢ kontrolowany manometrem (uklady statoci$nieniowe —
wlasciwie juz niespotykane) lub przeptywomierzem (uklady staloprzeptywowe). W uktadach
statoprzeptywowych manometr stuzy do uzyskania informacji o ci$nieniu wyst¢pujacym na
wejsciu na kolumne chromatograficzng. Zbyt wysokie ci$nienie moze by¢ powodem uszkodzenia
ciggtosci zloza chromatograficznego. W niektorych chromatografach mozliwe jest zbieranie

rozdzielonych sktadnikdw mieszanin w kolektorze frakcji.

CZESC EKSPERYMENTALNA

2. Odczynniki i aparatura
— wysokosprawnychromatograf cieczowy HP 1050 (firmy Hewlett Packard);
— kolumna chromatograficzna Zorbax SB C-18;
— warunki chromatograficzne:
o faza ruchoma: 0,1% kwas octowy / acetonitryl (60% / 40% v/v),
o objetosciowa predkos¢ przepltywu fazy ruchomej: 1 mL/min,
o objetos¢ wprowadzanej probki na kolumne: 20 plL,
o analityczna dtugo$¢ fali: 255 nm;
— podstawowy roztwodr benzoesanu sodu o st¢zeniu 1,5 g/L;
— kolby miarowe o objetosci 10 mL;
— naczynka chromatograficzne o objetosci 1,5 mL;
— probowki typu Eppendorf o objetosci 1,5 mL;
— pipety automatyczne;

— probki produktéw spozywczych.



3. Wykonanie oznaczenia
Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawarto$ci soli kwasu benzoesowego w produktach

spozywczych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja w ultrafiolecie.

a) Wyznaczenie krzywej wzorcowej

Przygotowac serie roztworéw wzorcowych benzoesanu sodu, po 2 probki na kazda warto$¢
stezenia, w naczynkach chromatograficznych. W tym celu wprowadzi¢ odpowiednie objgtosci
roztworu podstawowego benzoesanu sodu, tak aby po rozcienczeniu jego stezenie wynosito: 30
mg/l; 60 mg/l; 90 mg/l; 120 mg/1; 150 mg/I.

Zarejestrowa¢ chromatogram kazdego wzorca, zanotowal czas retencji 1 wysoko$¢

uzyskanego sygnatu (piku).

b) Przygotowanie probek i oznaczenie zawartosci benzoesanow w wodach smakowych
Odgazowac¢ probke wody. 500 pl roztworu odpipetowaé do naczynka chromatograficznego

— w razie konieczno$ci odpowiednio rozcienczy¢. Zarejestrowaé chromatogram substancji

badanej. Analiz¢ kazdej probki wody powtorzy¢ dwukrotnie. W celu identyfikacji piku

benzoesanu probke zaszczepi¢ roztworem wzorcowym benzoesanu sodu i poddaé analizie.

4. Opracowanie wynikow

W sprawozdania nalezy:

a) sprecyzowac cele ¢wiczenia

b) opisa¢ doktadnie czynnosci wykonywane na zajeciach z uwzglednieniem ilosci stosowanych
odczynnikow,

c) czytelnie przedstawi¢ otrzymane wyniki (w formie tabel, rysunkow, wykresow — tytul tabeli
umieszczamy nad tabela, z kolei tytul rysunku lub wykresu umieszczamy pod rysunkiem);

d) wykresli¢ krzywa kalibracyjng wykorzystujac $rednig wysokos$¢ z dwoch sygnalow (pikow)
roztworu benzoesanu sodu o danym stezeniu odczytanych z chromatograméw uzyskanych
podczas analizy HPLC;

e) podac¢ rownanie krzywej kalibracyjnej 1 warto$¢ wspotczynnika korelacji;

f) wykorzystujac rownanie krzywej kalibracyjnej wyznaczy¢ zawarto$¢ soli kwasu
benzoesowego w badanych probkach, wynik poda¢ w [mmol/1] oraz [g/1];

g) omowi¢ wyniki 1 wyciggnacé wnioski z przeprowadzonych eksperymentow.
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