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OZNACZANIE ESTROW KWASU P-HYDROKSYBENZOESOWEGO
W SOKACH OWOCOWYCH I WARZYWNYCH METODA
KOLORYMETRYCZNA

Streszczenie

Estry kwasu p-hydroksybenzoesowego (parabeny) charakteryzuja sig¢, w poréwnaniu z wigkszoscia
srodkow konserwujacych, wyzsza i prawie niezalezna od kwasowosci Srodowiska aktywnoscia prze-
ciwdrobnoustrojowa. Celem badan bylo opracowanie prostej, wygodnej i dostgpnej do wykorzystania w
wigkszosci laboratoridow metody oznaczania parabenéw w sokach owocowych i warzywnych. Wystar-
czajaco dokladng i czuta okazala sig¢ metoda kolorymetryczna polegajaca na reakcji barwnej kwasu
p-hydroksybenzoesowego (produkcie hydrolizy parabenéw) z aminoantipyring. W badaniach ustalono
optymalne warunki przygotowania proby badanej i prowadzenia reakcji barwnej. Stosujac proponowany
sposob analizy oznaczono parabeny w sokach: jablkowym, z czarmych porzeczek i pomidorowym wzbo-
gaconych w ten antyseptyk dawkami 0,02%, 0,05% i 0,1%.

Wstep

Polskie ustawodawstwo dopuszcza do konserwowania zywnosci dwa estry kwasu
p-hydroksybenzoesowego oraz ich sole sodowe: ester etylowy (E 214, E 215) i ester
propylowy (E 216, E 217). Antyseptyki te (parabeny) hamuja rozwdj ple$ni, drozdzy i
bakterii, przy czym sa szczegélnie efektywne w przypadku plesni. Parabeny sa odpor-
ne na dziatanie tlenu oraz wysokich temperatur proceséw przetwdrczych, ze steryliza-
cja wlacznie. W pordéwnaniu z kwasem benzoesowym czy sorbowym substancje te
dzialaja na mikroorganizmy kilkakrotnie silniej, a w odrdéznieniu od wigkszosci $rod-
kéw konserwujacych ich efektywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa jest w matym stopniu
zalezna od pH, stad parabeny moga by¢ stosowane do konserwowania zywnos$ci w
srodowisku kwasnym i obojetnym (zakres pH 3-8). ADI wszystkich estrow i soli so-
dowych wynosi 0-10 mg/kg masy ciata, za$ typowa dawka to 0,05-0,1% [7]. Do ozna-
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czania zawarto$ci parabendow w Zywnosci stosowane sa najczesciej metody: koloryme-
tryczna [3] oraz chromatografii GC [4, 5, 6] 1 HPLC [1, 2]. Stosunkowo prosta metoda
oznaczania parabendw jest metoda kolorymetryczna [3]. Zasada metody oparta jest na
reakcji barwnej kwasu p-hydroksybenzoesowego (produkcie hydrolizy parabenow) z
aminoantipyring. Reakcja przebiega w srodowisku o pH 9-9,5 w obecnosci czynnika
utleniajacego, dodatek niewielkiej ilo$ci sorbinianu potasu zwigksza blisko cztery razy
czuto$§é oznaczenia.

Celem podjetych badan bylo zaadaptowanie tej wlasnie metody do oznaczania pa-
rabenow w sokach.

W pierwszej czgéci badan opracowano sposob przygotowania probki i ustalono
optymalne warunki prowadzenia reakcji barwnej. Uzyskane rezultaty przedstawiono
jako opis ,,wykonania oznaczenia”.

W drugiej czgsci, stosujac opracowany sposob analizy, oznaczono parabeny w
trzech produktach: w soku jabtkowym, w zawierajacym barwniki antocyjanowe soku z
czarnych porzeczek i w zawierajacym barwniki karotenoidowe soku pomidorowym.

Materialy i metody badan

Materialy; soki: jablkowy, z czarnych porzeczek i pomidorowy ,,Fortuna”, nie
zawierajace konserwantéw. Do badanych sokow dodano sol sodowa estru etylowego
kwasu p-hydroksybenzoesowego (ester PHB, Na) w dawkach 20, 50 i 100 mg/100
cm’.
Wykonanie oznaczenia
A. Przygotowanie probki
10 cm’ analizowanego soku zakwasi¢ 2 cm® 25% H,SO, i ekstrahowaé dwa razy
eterem dietylowym (20 cm® i 10 cm®). Ekstrakt eterowy przemy¢ woda destylowana
(20 cm?®) i ekstrahowaé trzy razy 2 N NaOH (po 10 cm?®). Ekstrakt alkaliczny
ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej w ciggu 5 minut, po ochlodzeniu zobojetnié
stez. HCl wobec fenoloftaleiny i uzupelni¢ probke woda destylowana do objetosci
40 cm’,

B. Przygotowanie roztworu wzorcowego
Nawazke 10 mg estru PHB, Na rozpusci¢ w minimalnej ilosci wody destylowanej,
dodaé 30 cm® 2N NaOH i dalej postepowa¢ jak z ekstraktem alkalicznym probki.
Uzyskany roztwor wzorcowy posiada stgzenie 250 pg estru PHB, Na. Krzywa
wzorcowa wykre§lié w zakresie stezen 50-300 ug/cm® (0,2-1,2 ¢cm® roztworu
WZOIrcowego).

C. Reakcja barwna
1+2,5 cm® probki oraz 0,2+1,2 cm’® roztworu wzorcowego uzupelnione do 2,5 cm’
woda destylowana, 0,5 cm’® roztworu sorbinianu potasu (0,5% r-r wodny), 2 cm’
buforu o pH 9,5 (5 cm® 25% amoniaku, 6 g NH,C1 uzupetnione do 100 cm® woda
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destylowana), 0,1 cm® roztworu aminoantipyriny (2% r-r wodny), 0,5 cm’ roztworu
nadtlenodisiarczanu amonu (2% r-r wodny).
Po 15 minutach przeprowadzi¢ pomiary absorbancji przy A = 510 nm wobec proby
kontrolnej zawierajacej w miejsce probki wodg destylowana.

Przemiany parabenu podczas analizy

H,N Hs
Na H H NTCH;
W OH , (NH);8:0s  zyyigzek
— —
barwny
COOC;H; COOC,H; COOH
Ester PHB,Na Ester PHB Kwas PHB Aminoantipyrina

Wyniki badan i dyskusja

Wydzielanie parabenéw z analizowanych produktéw prowadzone jest zazwyczaj
metoda ekstrakcji w dwoéch etapach. W pierwszym etapie parabeny, po zakwaszeniu
probki, ekstrahowane sg do rozpuszczalnika lipofilnego, najczesciej w tym celu stoso-
wane sa eter dietylowy lub chloroform. W drugim etapie zwiazki te z warstwy orga-
nicznej ekstrahowane sa do wodnego roztworu wodorotlenku sodu.

Na podstawie wynikow badan wstepnych do ekstrakcji parabenéw z sokow wyty-
powano eter dietylowy, a do ich reekstrakcji z eteru 2 N NaOH. Zastosowanie tych
odczynnikéw zapewnito dobry odzysk parabenu przy minimalnych ilosciach ekstrakcji
i objgtosciach czynnikow ekstrahujacych. Podczas ekstrakcji alkalicznej zachodzita
czesciowa hydroliza estru PHB do kwasu p-hydroksybenzoesowego, ogrzanie roztwo-
ru zasadowego w ciagu 5 minut we wrzacej tazni wodnej zapewnialo calkowitg jego
hydrolize. Konieczne okazalo sie zobojgtnienie ekstraktu zasadowego, aby uzyskac
odpowiednia alkaliczno$¢ w reakcji barwnej. W rezultacie w probce przygotowanej do
reakcji barwnej stezenia parabenu byly cztery razy nizsze w poréwnaniu do jego stezen
w sokach, ale mie$cily sie w granicach czulosci proponowanej metody.

Obecno$¢ barwnikow antocyjanowych i karotenoidowych w badanych sokach
okazala si¢ nieistotna i nie miala wplywu na przebieg oznaczeh. W tabeli 1. przedsta-
wiono uzyskane wyniki analiz oraz odpowiadajace im wspétczynniki statystyczne.



92

Anna Stasiak

Tabelal
Wyniki oznaczania estru etylowego kwasu p-hydroksybenzoesowego w sokach.
The results of p-hydroxybenzoic acid determination in the juices.
Wspot ik
.. , .| Dawka Oznaczona zawarto$¢ | Odchylenie sp9 czyl?n.x
llos¢ powtorzef parabenu parabenu standardowe Zmiennosct
Coefficient of
S9k Number of Dose of | Determined content of Standard o¢ .101.en °
Juice repeated variations
.. paraben paraben S
determinations \Y
mg/100cm’ | mg/100cm’ % mg/100cm’ %
10 20 18,0 90,0 2,00 11,1
jfbnl‘:‘,"l’lyice 10 50 484 96,8 136 238
PP 10 100 99,8 99.8 0,31 0,3
Z czarnych
porzeczek 8 100 99,7 99,7 0,57 0,6
Blackcurrant
juice
Pomidorowy
. 8 100 99,3 99,3 0,62 0,6
Tomato juice

Otrzymane wyniki upowazniaja do pozytywnej oceny proponowanej metody ko-
lorymetrycznej oznaczania parabendéw. Metoda ta charakteryzuje sig prostota, dokfad-
noscia oraz wysokim odzyskiem parabendéw i moze by¢ stosowana do badan rutyno-
wych w laboratoriach o podstawowym wyposazeniu.

Whioski

1. Dobrym i skutecznym rozpuszczalnikiem do ekstrakcji parabenéw z sokéw owo-
cowych 1 warzywnych jest eter dietylowy. IloSciowe wydzielenie konserwanta z
sokoéw uzyskuje sig prowadzac ekstrakcje dwa razy przy uzyciu kolejno dwdéch i
Jjednej objgtosci rozpuszczalnika w stosunku do objgtosci soku.

2. 'Reekstrakcje parabenu z eteru dietylowego nalezy prowadzi¢ trzy razy, kazdora-
Zowo przy uzyciu trzykrotnie mniejszej objgtosci 2 N NaOH w stosunku do obje-
tosci ekstraktu etylowego.

3. W celu uzyskania powtarzalnych wynikéw oznaczen kolorymetrycznych wazne
jest zachowanie odpowiedniej alkalicznosci roztworu podczas prowadzenia reakcji

barwnej (pH 9.0 + 9.5).

4. Bledy proponowanej metody oznaczania parabendéw zaleza od ich poziomu w pro-
duktach i wynosza :
e dla dawki 20 mg/100 cm® ~ 10%,
e dla dawki 50 mg/100 cm’ ~ 3%,
e dla dawki 100 mg/100 cm’ < 1%.
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DETERMINATION OF P-HYDROXYBENZOIC ACID ESTERS IN FRUIT AND VEGETABLE

JUICES USING A COLORIMETRIC METHOD

Summary

p-Hydroxybenzoic acid esters (parabens) exhibit antimicrobial activity higher than the majority of

conservants, and almost independent on pH. Our studies aimed at development of a simple , convenient
and easy to use in most laboratories method of parabens determination in fruit and vegetable juices. A
colorimetric method based on a formation of a light-absorbing dye, as a product of reaction of p-
hydroxybenzoic acid released from parabens with aminoantipyrine, occured to be sufficiently precise and
sensitive. Optimal conditions of sample preparation and performance of an assay were also established.
This developed procedure was applied for parabens determination in apple, blackcurrant and tomato
Juices, fortified with these antiseptics at concetration of 0.02%, 0.05% and 0.1%.



