Vékonyréteg-kromatografids moédszer benzoesav specifikus
kimutatisara

ZENEN E. VIDAUD CANDEBAT é MIGUEL O . GARCIA ROCHE*
Toxikolégiai Laboratérium, I. N. H. E. M. Infanta 1158 Linea del Ferrocarril, Havanna, Kuba

Erkezett: 1982. januar 2.

A benzoesavat és a szorbinsavat széles korben alkalmazzak névényi eredetl
élelmiszerek tartdsitdsara (pl. z6ldség konzervek, gyuimédlcslé, bor, beféttek), mivel
késlelteti a gombak szaporodasat. A szalicilsavat hasonld célbdl hasznaljak fel,
mostandban azonban ritkdbban keriil sor alkalmazéaséara. Ezek az adalékok enyhén
toxikus hatasuak, és ezért néhany orszagban szabalyoztak a legmagasabb megen-
gedhetd szinteket.

Ezen és mas fungisztatikus anyagok kimutatasara és mennyiségi meghataroza-
sara szamos madszert hasznalnak. A meghatarozas el6tt élelmiszerekbdl altalaban
desztilldlassal vagy extrahalassal torténik az izolalas. A vékonyréteg-kromato-
grafids madszerek is megfeleléek (1, 2, 3) annak ellenére, hogy a benzoe- és a szor-
binsavat nehéz elvalasztani. A szorbinsav specifikus reagensekkel mutathato ki (3),
de a benzoesavra specifikus el6hivé eddig még nem ismert, ezért élelmiszerekben
egyidejd jelenlétik esetén kimutatasuk nem kénnyd.

Ebben a kbzleményben olyan, a benzoesav kimutatdsara szolgal6 modszert
ismertetlink, amely alkalmazhaté6 egyéb fungisztatikus anyagot (szorbinsavat
vagy szalicilsavat) tartalmazé élelmiszerben is. Az ebb8l szarmazo informacié
felhasznalhaté az élelmiszerekben jelenlevd adalékok helyes spektrofotometrias
mérésére.

Médszerek

1. Tartésitészerek extrahalasa paradicsompirébdl.
Higitsuk fel a mintat (25 g) 25 cm3 vizzel. Adjunk hozza néhany csepp
85% foszforsavat és extrahaljuk etiléterrel (2x10 cm3. Mossuk &t az egye-
sitett extraktokat vizzel, és szaritsuk vizmentes natriumszulfattal. Paroljuk
be az étert, és a maradékot oldjuk fel 0,5 cm3etanolban, és kromatografal-
juk az aliquot részét vékonyrétegen.

2. Tartositoszerek extrahalasa borbdl
25 cm3mintat higitsunk fel 25 cm3vizzel. Adjunk hozza 2 cm34N foszfor-
savat és kétszer extrahaljuk etil-éter és 40—60 °C forrpontu petroléter
11 aranylu keverékével, minden egyes alkalommal 25 cm3 keveréket
hasznalva. Mossuk at a keveréket vizzel (2x10 cm3), és szaritsuk vizmentes
natrium szulfattal. Tavolitsuk el az olddszert rotaciés beparléban, oldjuk

* Szerz6k magyarorszagi tanulmanydtja alkalmaval készult dolgozat (szerk.)
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fel a maradékot 0,5 cm3 etanolban, és aliquot részt alkalmazzunk a réteg-
kromatografias kifejlesztésénél.

3. Tartésitészerek extrahalasa sajtbol.
25 g apritott mintahoz adjunk 25cm3vizet, 2 cm34N foszforsavat, és homo-
genizaljuk, majd etil-éterrel extrahaljuk az (1) szerint. Extrahaljuk az éteres
oldatot 0,1N natriumhidroxiddal (2x10 cm3), a lipideket tartalmazé éter-
fazist dobjuk el. Savazzuk a vizes fazist foszforsavval és extrahaljuk 2x10
cm3 etil-éterrel. Mossuk, szaritsuk és a tovabbiakban a fent leirtak szerint
jarjunk el.

Anyagok

. Szilikagél Q rétegek, 20x 20 cmx0,25 mm. Hevitéssel aktivaljuk min.
2 6ran at 150 —160 °C-on.

Il. Futtatékeverék: n-hexan, etil-éter és ecetsav 81:5:4 aranyu keveréke.

I11. Bromfenol kék el6hivo: 40 mg bromfenol kéket feloldunk kb. 5 cm3
etanolban. 0,01 N natriumhidroxidot adunk hozza mikropipettaval vagy
kapillarissal, amig kékeszolddé nem valik. (Lehet6leg ne legyen felesleg)
10 cm3re higitsuk vizzel.

IV. Vasklorid reagens: 1% oldat hig HCl-ben

V. Szorbinsav el6hivé: a) 0,15% kalium-bikromat 50% alkoholban, b) Tio-
barbitursav telitett etanolos oldata.
Permetezziik a)-val és 5 perc mulva 6j-vel. Hagyjuk allni néhany percig,
vagy hevitsiik 80 —90 °C-on, amig a r6zsaszin( foltok fel nem tlinnek.

V1. Benzoesav, szorbinsav és szalicilsav: standardok a.t.

szerves savak

7. 4bra
. . Aroméas savak vékonyréteg kromatogrammja.
benzoe-és fenilecetsav Réteg: szilikagél G, oldészer: n-hexan — etil-
éter — ecetsav 81:5:14, el6hivas: IIl. reagens
antranilsav (brémfenokék). 1 antranilsav, 2 szalicissav,

3 benzoesav, 4 fenilecetsav, 5 ftalsav



Eredmények és megbeszélések

Az 7. dbra mutatja a kulonféle aromas savak kromatogrammjanak alakulasat
a bromfenol reagenssel torténé kezelés utan. A szerves savak sarga szint adnak,
néhany aromas sav foltja eltér6 szinl: a benzoel- és a fenil-ecetsav rézsa-narancs-
szini mig az antranilsav lila. A lemezrél - hattérszine piszkoszold - az ecetsavat
elektromos ventillator segitségével a permetezés el6tt el kell Gzni.

A gydriben csak karboxil csoportot tartalmazé aromés savak jellegzetes
narancs-rozsaszinliek. A benzoe- és a fenilecetsavak kulonféleképpen futnak és
referencia standard segitségével azonosithatok. Nem valészinii, hogy fenilecetsav
talalhaté az élelmiszerekben, mivel nem hasznaljak adalékként és altalaban nem
fordul el6 élelmiszerként hasznalt névényi anyagokban.

A 2. és 3. dbra mutatja a szorbin-, benzoe- és szalicilsavat tartalmaz6 élelmi-
szerek extraktjainak kromatogrammijait a kilonféle el6hivék hasznédlata utan

(1., 1V. és V.). A nagyobb Rf-U pontok a 2A lemezen narancs-r6zsasziniiek és a
kisebb Rj értékliek sargak. A 2B foltok rézsaszinliek és a 3. foltja lila. Lathato,
hogy a Ill. el6hivé nem ad szint a szorbinsavval. Ha a lemezt natrium karbonattal

lGgositott permanganat oldattal permetezziik, a szorbinsav sarga foltként jelent-
kezik ésahattérszin piszkoslila lesz. Lathat6, hogy a tartésitdszer-minta extraktum
kromatografalasa standardek és el6hivok felhasznaldsaval megmutathatja, hogy
mely tartésitészerek vannak jelen az élelmiszer mintaban. Ez nagy segitséget jelent-
het, ha az élelmiszer szorbin- és benzoesavat egyarant tartalmaz, amelyek csak-
nem azonos Rf értékkel rendelkeznek még a masodik kifejlesztés utan is. Ha egy
nem specifikus reagenst, — mint a kalium permanganat — hasznéalnak, nem lehet
tudni, hogy jelen van-e szorbin- vagy benzoesav (vagy mindkett). Az V. el6hivo-
val torténd kezeléssel nyert rézsaszin( folt nem zarja ki a benzoesav jelenlétét.
Egyes szerz6k javasoljak fluoreszkald lemezek hasznalatat (1) és UV alatti vizsga-
latot, azonban az adalék sotét foltjat nehéz megkuldnboztetni, és mivel az Ry
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szerves savak
benzoe-és fenilecetsav antranilsav
2. dbra 3. dbra

Elelmiszer-tartositoszerek vékonyréteg kroma- Elelmiszer-tartositoszerek vékonyréteg kro-
togrammja szilikagél G rétegen a szévegben fel- matogrammja szilikagél G rétegen. Oldo-
tintetett oldészer-keverékek felhasznalasaval. szer: n-hexan etil-éter — ecetsav 81:5:14.
1 benzoesav, 2 szorbinsav, 3 benzoeszorbin-és El6hivas: IV el6hive; 1,2, 3,4, és5a 2
szalicilsavat tartalmazé paradicsompiré-extrak- abra szerint.

tum, 4 benzoe-, szorbin- és szalicilsavat tartal-
maz6 bor extraktum, 5 szalicilsav. El6hivéas:
A - 111. el6hivé, B- V. el6hivd



értékek igen hasonléak, igy sem kénny( megbizonyosodni arrél, hogy az egyik vagy
mindkett6 van-e jelen.

Miutan megallapitottuk, melyik fungisztatikus anyag van jelen, a megfelel
meghatérozast (altaldban UV spektrofotometria) alkalmazzuk.

Osszegezve szerzék moédszert mutattak be a benzoesav élelmiszerben torténd
kimutatasara, amely vékonyréteg-kromatografian és brémfenolkéket tartalmazé
specifikus el6hivé hasznalatan alapszik. A mdédszer hasznos lehet, ha szorbinsav
és benzoesav van ugyanabban az élelmiszerben. Az ugyanazon Rf érték(i szorbin-
és benzoesav kimutathat6 a kidolgozott mddszerrel a javasolt két el6hivot egymas
utan hasznalva. Mas el6hivé is hasznalhato egyéb lehetséges fungisztatikus anyag-
nak a mintaban térténé kimutatdsara. Ha tudjuk, hogy melyik adalék van jelen,
kivalaszthatjuk és alkalmazhatjuk a megfelel6 médszert a mennyiségi meghataro-
zésra.
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TOHKOC/IOMHO-XPOMATOITPA®VNYECKNIA METO[L OMPELENEHNSA
BEH30E KWC/OTbl B MNWEBBLIX MPOAYKTAX HOBbIM
NMPOABUTENEM

3eHaH E. Bugayp KaHgebaT, Muryen O. Mapuua Poxa

ABTOpPbI 03HAKOM/IAOT METOZ, BbISIB/IEHUA GEH30/MHOW KMCNOThI cogepxalieiics
B NPOAYKTax MUTaHUsA, OCHOBbIBAIOLWIMIACA Ha TOHKOC/IOWHON Xpomatorpadmm wu
NPUMEHEHNN CneLmMdIMYEcKoro NPosIBUTENsT cofepXallero 6pomdeHoncrHb. MeTog,
MOXeT 6bITb NOME3HLIM €C/IN B JaHHOM NPOAYKTEe MUTaHWUA COAepXMTCs copbuHoBas
Kucnota u 6eH3oiHas kucnoTta. PaspaboTaHHbIM METOAOM MOXHO onpefenntb
Be/IMUMHY Pd) copbrHOBOW KMCNOTbl 1 6GEH30MHOW KMCNOTbl ecnv npegfaraemble
NposiBUTENIN MPUMEHNM nooyepedHo. [ns o6HapyXeHWs NpoYMX BO3MOXHbIX
hyHrMcTaTMyecknx BewWeCcTB MOXHO MNPUMEHATb Takke W Apyrve MNposiBUTENN.
3Has B NPOAYyKTe MMetowmecs Ao6aBkv, MOXEM BbiAeNNTb U NPUMEHWUTbL COOTBET-
CTBYIOLMIA METOA AN OnpeaeneHnst X KomyecTsa.

EINE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE METHODE ZUM
SPEZIFISCHEN NACHWEIS VON BENZOESAURE MIT EINEM NEUEN
ENTWICKLER

Zenért E. Vidaud Candebat und Miguel 0. Garcia Roché

Zum Nachweis der Benzoesaure in Lebensmitteln wird eine auf der Anwend-
ung eines Bromphenolblau enthaltenden spezifischen Entwicklers beruhenden
dunnschichtchromatographischen Methode beschrieben. Diese Methode kann
natzlich sein, falls ein Lebensmittel gleichzeitig Sorbinsdure und Benzoeséure
enthalt. Sorbinsaure und Benzoesdure von dem selben R”-Wert sind namlich
mit der entwickelten Methode nachweisbar, wenn man beiden vorgeschlagenen
Entwickler nacheinander anwendet. Auch andere Entwickler sind anwendbar
zum Nachweis der Anwesenheit von anderen mdglichen fungistatischen Sub-
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stanzen im untersuchten Muster. Falls der anwesende Entwickler bekannt ist,
kann sogar die zur quantitativen Bestimmung geeignete Methode ausgewahlt
und angewendet werden.

A THIN-LAYER CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR THE SPECIFIC
DETECTION OF BENZOIC ACID BY A NOVEL DEVELOPER

Zenén E. Vidaud Candebat and Miguel O. Garcia Roché

A novel method is presented for the detection of benzoic acid in foods.
This thin-layer chromatographic method is based on the use of a specific de-
veloper containing bromophenolblue. The method may be useful when sorbic,
acid and benzoic acid are simultaneously present in the same food. Sorbic acid
and benzoic acid of the same Revalue can be detected by the developed method
when the proposed two developers are used after each otherc. Also another de-
veloper may be suitable for the detection of other fungistatic substances in the
sample. If the applied additive is known, an adequate method may be selected
and applied even for its quantitative determination.
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