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Abstract « Among foods and beverages with high added phosphate content Cola-type soft drinks are sig-
nificant contributors to dietary phosphate intake due to the presence of phosphoric acid, used as an acidity
regulator. Despite this, current regulations do not mandate manufacturers to disclose the phosphate content
of their products. This research aimed to quantify the phosphate content in commercially available cola bev-
erages packaged in aluminium cans. The study employed an ion chromatography system with a suppressed
conductivity detector (IC-SCD), utilizing a mixture of aqueous sodium carbonate and sodium bicarbonate
as the eluent. This method enabled simultaneous identification and quantification of other inorganic anions
such as fluoride, chloride, nitrite, bromide, nitrate, and sulfate. The results showed that three anions (fluoride,
bromide, nitrite) were absent in the samples. Chloride concentrations ranged from 4.1 to 81.9 ppm, nitrate
from 2.2 to 59.3 ppm, sulfate from 20.5 to 66.8 ppm, and phosphate from 9.2 to 596 ppm. Exploratory data
analysis categorized the samples into four groups based on their anion composition. The average phosphate
concentration of 455 ppm was below the acceptable daily intake, suggesting that moderate consumption of
cola-type beverages does not disproportionately contribute to daily phosphate intake. However, the low pH
could potentially damage tooth enamel and cause gastrointestinal problems, while the high sugar content
presents an independent health risk, making cola-type beverages unsuitable for a healthy diet.
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Introduction

Coca-Cola, an internationally recognized beverage, was
formulated in 1886 by John S. Pemberton. Initially mar-
keted as a patented medicine, and as a ‘wonder drug) it
contained coca leaf extract (including cocaine) from the
leaves of the coca bush (Erythroxylum coca) and a signif-
icant amount of caffeine. Later, due to health concerns,
cocaine was removed from the beverage, which was then
marketed as a soft drink [1,2].
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While Pemberton is credited with the invention, Asa
Candler propelled Coca-Cola to global fame between
1888 and 1892 by acquiring the rights to its production
and launching extensive marketing campaigns, which
helped the Coca-Cola brand to conquer the United States
and later the whole world [1,3]. Despite its worldwide
success, cola-type beverages face criticism due to poten-
tial adverse health effects [1,2].

The distinctive flavor of cola-type beverages arises from
a blend of flavorings, sweeteners, and additives. Although
the precise composition varies among manufacturers, cer-
tain components are characteristic of cola-type drinks.
Natural and artificial flavorings, such as citrus oils, vanilla
extract, cinnamon, nutmeg, and coriander, contribute to
their unique taste [4]. Caramel coloring typically provides
their color, while phosphoric acid and citric acid ensure the
desired acidity [5]. Most cola-type beverages contain a sig-
nificant amount of caffeine for its stimulant effect [6].
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Primary sweeteners include sucrose and high-fruc-
tose corn syrup. Sugar-free versions often utilize artifi-
cial sweeteners like acesulfame potassium, aspartame,
sodium cyclamate, saccharin, and increasingly popu-
lar alternatives such as steviol glycosides and sucralose
[7-9]. Among the ingredients of cola-type soft drinks
sugars, sweeteners, and phosphoric acid/ phosphate rep-
resent the main physiological and health concerns. High
consumption of sugar-sweetened beverages contributes
to excessive carbohydrate intake, increasing the risk of
weight gain and related chronic conditions.

Among foods and beverages known to be high in
added phosphate, Cola-type soft drinks are notable for
their high added phosphate content, which manufactur-
ers use to achieve the desired acidity. However, manufac-
turers are not obligated to disclose the phosphate con-
tent on product labels and in most cases do not provide
quantitative data. The phosphoric acid content in cola
beverages poses additional health risks due to their high
acidity, with pH values between 2 and 3. These drinks can
significantly erode tooth enamel [10]. Phosphoric acid
content can be determined through potentiometric titra-
tion, but the method lacks specificity and is influenced by
the presence of other acids in the beverage [11].

A more common approach is the molybdenum blue
spectrophotometric method, where phosphate ions react
with ammonium molybdate to form a soluble phosphomo-
lybdate complex. This complex, when reduced, produces a
deep blue compound measurable at 880 nm using a spectro-
photometer [12]. Widely applied in the food industry, this
method is frequently used to determine phosphate levels in
cola beverages [11,13,14]. Shafi Al-Jorani and co-workers
advanced this technique by developing a method suitable
for measuring microlitre size samples to determine the
phosphate content in soft drinks [15].

Ion chromatography (IC) is one of the most versatile
analytical methods for determining inorganic ions. In
the food industry, it is used to measure nitrite and nitrate
content of meats [16], thiocyanate in dairy products [17],
and phosphate in soft drinks [5]. The IC method also
finds applications in the pharmaceutical industry and
environmental chemistry [19, 20].

This research aimed to determine and compare the
phosphate content of commercially available cola-type soft
drinks, while simultaneously doing qualitative and quanti-
tative analyses of other inorganic anions. The results were
analyzed statistically to identify similarities and differences
in the anion content of different cola-type beverages.
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Materials and methods

Materials

The experiments were conducted using a Dionex IonPac
AS23 (250 x 4 mm) analytical column. The eluent was
prepared by diluting a carbonate/bicarbonate stock
solution (Dionex AS23 Sodium Carbonate/Bicarbonate
Concentrate Eluent 100X) as specified by the manu-
facturer. For reference, we used the Dionex Combined
Seven Anion Standard II solution, containing 20 ppm
fluoride (F"), 100 ppm chloride (CI'), nitrite (NO, "), bro-
mide (Br), nitrate (NO;), sulfate (SO,>"), and 200 ppm
phosphate (PO,*). All Dionex products were sourced
from Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA).
The ultrapurified water used to prepare the solutions
was obtained using a Barnstead Nanopure Diamond
(Thermo Fisher Scientific, USA) water purification sys-
tem. Potassium sodium tartrate tetrahydrate and diso-
dium malate necessary for the spike method were pur-
chased from Merck KGaA (Darmstadt, Germany).

Samples

The study focused on cola-type beverages purchased
in aluminum cans from retail outlets. The products
included six regular and five sugar-free beverages. To
maintain anonymity, samples were labeled K1-K11.

<« _»

Sugar-free samples were identified by a “z” following the

sample number.

Methods

Sample preparation

To remove carbon dioxide and other dissolved gases,
approximately 20 mL of each beverage was degassed in
an ultrasonic bath at 30°C for three 15-minute cycles.
Insoluble particles and macromolecules were filtered out
using 0.25 um Whatman glass fiber syringe filters. Before
analysis, the samples were diluted with ultrapure water at
1:2 and 1:10 ratios. The pH was measured using a Hanna
Edge pH meter (Hanna Instruments, Rhode Island, USA)
upon opening the aluminium cans.

IC-SCD conditions

ICS-3000 (Thermo Fisher
Massachusetts, USA) ion chromatography system with a

A Dionex Scientific,
suppressed conductivity detector (SCD) was used for the
analysis. The IC-SCD method allows optimal identifica-
tion and quantification of ions with low conductivity. The
analysis was performed under the following conditions:
isocratic elution with an eluent composition of 0.45 mM
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sodium carbonate and 0.08 mM sodium bicarbonate, a
flow rate of 1.2 mL/min, and a column temperature of
25°C. Injection volume was set at 50 pL, and analysis
duration was 20 minutes. The obtained values were the
mean values of the measurements performed in tripli-
cate. The system’s validity was confirmed through inter-
laboratory validation for cola samples.

Statistical Analysis

Data acquisition and preliminary analysis were conducted
using Chromeleon 6.80 Chromatography Management
System (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).
Further statistical evaluations and exploratory data anal-
ysis were performed using Microsoft Excel 2016 and
SIMCA 18 software (Sartorius Stedim Biotech, G6ttingen,
Germany).

Results and discussion

pH Determination

The pH of cola-type soft drinks ranged from 2.41 to
2.92 (Table 1.). The obtained results were evaluated using
Grubbs’ outlier test, which revealed no significant out-
liers among the pH values of the investigated samples.
These findings align with previously reported ranges of

2.17 - 2.72 reported by Al-Jorani et al [15] and 2.40 - 2.50
measured by Bello et al [5].

IC-SCD Analysis

The samples were analyzed under identical conditions on
a Dionex IonPac AS23 (250 x 4 mm) column, enabling
the separation of inorganic anions and simple organic
anions. Chromatograms of the Dionex Combined Seven
Anion Standard II solution and diluted cola samples are
shown in Figure 1.

We investigated the presence and amount of seven
inorganic anions in our samples (Table 1.), in the order
of elution: F~, CI', NO, ", Br , NO, , PO,”, 8O, The
obtained results revealed that three of the seven anions
(F , NO, , Br) were below detection limits in all sam-
ples. Fluoride and bromide ions were present in some
samples, but did not exceed the limit of quantification
(LOQ) in the investigated samples, while nitrite ion was
not detected in the samples tested.

Among the four characteristic ions, chloride was
present in all tested samples, with concentrations rang-
ing from 4.1 to 81.9 ppm and a mean value of 16.2 ppm.
Similarly, the sulphate ion was detectable in all samples,
with concentrations ranging from 20.5 to 66.8 ppm, with
a mean value of 31.3 ppm. Nitrate concentrations ranged
from 2.2 to 59.3 ppm, with a mean value of 10.4 ppm. It is

Table 1. pH values of the tested samples after disruption and IC-SCD analysis of ion concentrations. Italicized values
denote outliers; n.d. = not detected, LOQ = limit of quantification

3- 2-

- : NO, . NO; PO, SO,
Sample H F m)* Cl m)* Br m)*
p P (ppm) (ppm) (ppm)* (ppm) (ppm)* (ppm)** (ppm)*
K1 2,59 n.d. 8,83 n.d. n.d. 4,15 545,22 33,02
K2z 2,92" n.d. 10,22 n.d. <10Q n.d. 443,94 29,86
K3 2,86 n.d. 9,68 n.d. n.d. n.d. 534,91 21,32
K4z 2,41 n.d. 81,90 n.d. <10Q 59,34 9,23 66,77
K5 2,50 n.d. 16,13 n.d. n.d. 5,21 528,32 32,20
Kéz 2,54 n.d. 21,26 n.d. n.d. 3,37 595,98 35,99
K7 2,54 n.d. 4,96 n.d. n.d. 4,83 492,31 21,17
K8 2,53 n.d. 4,05 n.d. n.d. 4,22 571,86 22,69
K9z 2,89 <10Q 9,76 n.d. n.d. 3,40 497,23 38,33
K10 2,60 n.d. 7,09 n.d. n.d. 6,72 377,21 22,64
Kllz 2,60 n.d. 422 n.d. n.d. 2,22 414,1 20,53
Linearity - 01-80(R  05-40 0,5 - 40 0,5 - 40 0,5 - 40 1,0 - 80 0,5 - 40
range =09992)  (R*=0.997) (R*=0.9993) (R*=0.998) (R’=0.997) (R’=0.997) (R’=0.9990)

"Furthest value from the average but not statistically significant as an outlier (p > 0.05). *Values calculated from samples measured at
1:2 dilution. **Values calculated from samples measured at 1:10 dilution.
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Figure 1. Chromatograms of Dionex Combined Seven Anion Standard Il stock solution and cola-type soft drinks at

tenfold dilution

important to note that two samples (K2z and K3) showed
no detectable nitrate. Phosphate concentrations varied
significantly, from 9.2 to 596 ppm, averaging 455.5 ppm,
consistent with high phosphate levels reported in similar
studies. The statistical analysis of the average concentra-
tion of the characteristic anions is presented in Table 2.
and illustrated in Figure 2.

Among the samples analyzed, one (K4z) was labeled
as phosphate-free and demonstrated the lowest measured
phosphate concentration of 9.2 ppm. While this sample
was not fully phosphate-free as described, the phosphate

Table 2. Statistical indicators of characteristic anions

ion concentration was indeed orders of magnitude lower
than in other cola-type soft drinks. It is noteworthy that
the pH of the K4z sample was the lowest recorded among
all samples, presumably due to the presence of alternative
acidifying agents replacing phosphoric acid.

During chromatographic analysis, in addition to peaks
corresponding to the tested inorganic ions, 4-6 unidenti-
fied peaks were observed. Based on product composition
data and literature, these peaks are likely attributable to
low molecular weight organic acids (e.g., acetic, citric,
and lactic acids) detectable using conductivity detectors.

Statistical indicator Cl' (ppm) SO,” (ppm) NO; (ppm) PO, (ppm)
Average 16,2 31,3 10,4 455,5
Min 4,1 20,5 2,2 9,2

Q1 6,0 22,0 3,4 429,0
Median 9,7 29,9 4,2 497,2
Q3 13,2 34,5 5,2 540,1
Max 81,9 66,8 59,3 596,0
Interquartile range (IQR) 7,2 12,5 1,8 111,0
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Figure 2. Characteristic anion concentrations in
different cola-type soft drinks.

Specifically, in the phosphate-free K4z sample, the manu-
facturer lists malic acid (as malate ions) and tartaric acid
(as tartrate ions) as acidifying agents. To confirm their
presence, the K4z sample was analyzed using the spiking
method. Known concentrations of disodium malate and
potassium sodium tartrate were added to the K4z sample,
and the resulting chromatogram showed increased peak
height and area corresponding to malate and tartrate
ions, verifying their presence.

The measured phosphate concentrations align well
with values reported in the literature for cola-type bev-
erages. Jesenkovi¢-Habul et al. reported phosphoric
acid concentrations ranging from 274.8-691.1 ppm
and 337.5-723.1 ppm using spectrophotometric meth-
ods [14]. Utange et al. identified phosphate levels of
207.2-969.1 ppm via potentiometric analysis [11], while
Al-Jorani et al. observed concentrations between 250-825
ppm using a spectrophotometer with a microflow injec-
tion system [15]. Using an ion chromatographic method
similar to our approach, Bello et al. measured phosphate
concentrations between 440-570 ppm [5]. These values
are consistent with our findings of 377-597 ppm (exclud-
ing the low-phosphate K4z sample).

A key advantage of the presented ion chromatographic
method is its ability to simultaneously quantify multiple
anions, whereas previous studies have primarily focused
on determining phosphate or phosphoric acid concentra-
tions alone.

Exploratory data analysis

The exploratory data analysis assessed the distribution of
four characteristic anions (chloride, nitrate, phosphate,
and sulphate) across the samples. As an initial step,
Grubbs’ test was employed to identify and exclude out-

liers, with a significance level of p < 0.05. The ion com-
position of the K4z sample revealed significant outliers
for all tested anions. As shown in Table 1, K4z exhibited
negligible phosphate content compared to other samples
but contained notable amounts of chloride, nitrate, and
sulphate. Consequently, this sample was categorized as
a separate group based on its unique anion profile and
excluded from subsequent exploratory data analysis.

The analysis of the remaining ten samples revealed
three distinct groups based on their inorganic anion con-
tent (Figure 3).

o Group 1: Samples K1, K5, K6z, and K9z demon-
strated higher concentrations of chloride and sul-
phate.

o Group 2: Samples K2z and K10 exhibited elevated
nitrate concentrations compared to other samples.

o Group 3: Samples K3, K7, K8, and K11z showed
intermediate levels of chloride, nitrate, and sulphate,
along with slightly higher phosphate concentrations
relative to the other groups.

Physiological effects of phosphate

Phosphorus, an essential mineral, is predominantly pres-
ent in foods as phosphate and phosphate esters. Within
the human body, phosphorus plays a vital role in the
formation of bones, teeth, and DNA. As a component
of phospholipids, it contributes to the structure of cell
membranes and participates in cellular metabolism and
energy storage via adenosine triphosphate (ATP) [21,22].
Phosphorus and phosphate homeostasis is primarily reg-
ulated by the intestines, bones, and kidneys, with normal
serum phosphate levels in adults ranging from 2.5 to 4.5
mg/dL. Impaired renal function, however, can lead to sig-
nificant elevations in serum phosphate levels [23].

In 2019, the European Food Safety Authority (EFSA)
established an Acceptable Daily Intake (ADI) for phos-
phate of 40 mg/kg body weight, expressed as phospho-
rus, equivalent to 2.8 g of phosphorus for a 70 kg adult.
This intake is sufficient to support normal physiological
functions. However, the EFSA noted that average dietary
phosphate exposure often exceeds this benchmark, pri-
marily due to the high phosphate content in animal- and
plant-based foods such as dairy products, meat, and seeds,
combined with significant contributions from inorganic
phosphate salts used as food additives and preservatives.
Inorganic phosphates are highly bioavailable, leading to
greater intestinal absorption and contributing to the risk
of excessive phosphate intake [22,25]. Excessive phos-
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Figure 3. a) data clustering after the exclusion of the K4z test sample and b) loading plots of the data

phate intake can have adverse long-term health effects,
particularly on kidney function, especially in individuals
with pre-existing renal impairment [26,27]. Additionally,
reduced phosphate excretion can negatively impact the
cardiovascular system [28,29] and the normal function-
ing of the skeletal system [30].

Conclusion

Based on the average phosphate concentrations of 455
ppm and 500 ppm (excluding the low-phosphate sample)
obtained in our experiment, it can be concluded that an
individual with an average body weight of 70 kg would
need to consume over 6 liters of soft drinks per day to
exceed the acceptable daily intake (ADI) value. Therefore,
moderate consumption of cola-type soft drinks does
not disproportionately contribute to daily phosphate
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intake. However, excessive consumption can significantly
increase phosphate intake when combined with other
dietary sources, both natural and additive. Furthermore,
the potential risks associated with these beverages, including
tooth enamel erosion and digestive disorders due to their
low pH (2.41-2.92), as well as the risk of nutritional imbal-
ances from their high sugar content, render them unsuitable
for inclusion in a balanced diet.

Our IC-SCD method enables the simultaneous deter-
mination of inorganic anions in cola-type soft drinks.
This analytical approach offers high accuracy, reliability,
and rapid measurement times. Given its exceptional sen-
sitivity, the method described here is adaptable for the
detection of inorganic anions in other aqueous solutions,
such as bottled waters, soft drinks, milk, syrups, and sus-
pensions, even at ppm (mg/L) concentrations.
Abbreviations

o ENB - acceptable daily intake
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» EFSA - European Food Safety Authority

o IC - Ton chromatography

o IC-SCD - Ion chromatography system with sup-
pressed conductivity detector

+ IQR - interquartile range
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Osszefoglalé - A magas hozzaadott foszfattartalommal rendelkezd élelmiszerek és italok kozil kiemelkedd
helyet foglalnak el a koéla tipusu tditéitalok, amelyekben a foszforsav mint savassagot biztositd adalékanyag
van jelen. Mindazondltal a jelenlegi jogszabalyok értelmében, a gyartok nem kotelesek feltiintetni a termékek
foszfattartalmat. Kutatdsunk targya kereskedelmi egységekbdl vasarolt, aluminium dobozos kiszerelésben for-
galmazott kéla tipusu tUditéitalok foszfattartalmanak meghatarozasa volt. Méréseinket szupprimalt vezetdké-
pesség detektorral elldtott ionkromatografids rendszeren (IC-SCD) végeztiik, natrium-karbonat és natrium-hid-
rogén-karbonéat vizes oldatanak keverékét hasznalva eluensként. Az alkalmazott médszer lehetévé tette a
foszfat ionok mellett mas szervetlen anionok (fluorid, klorid, nitrit, bromid, nitrat, szulfat) azonositdsat és meny-
nyiségi meghatarozasat is. A kapott eredmények alapjan megallapithaté, hogy a vizsgélt anionok kozul harom
(fluorid, bromid, nitrit) nem taldlhatd meg probdinkban. A karakterisztikus anionok kdzil a klorid 4,1-81,9 ppm,
a nitrdt 2,2-59,3 ppm, a szulfat 20,5-66,8 ppm, valamint a foszfat 9,2-596 ppm koncentracidintervallumban
helyezkednek el. Az eredmények explorativ adatelemzése alapjan a probdk négy csoportba sorolhatoak: ala-
csony foszfattartalmu Gditéitalok, jelentésen eltérd aniondsszetétellel (1 termék), magasabb klorid és szulfat
tartalmu prébak (4 termék), magasabb nitrdt tartalommal rendelkezé prébak (2 termék), valamint enyhén
magasabb foszfat tartalommal rendelkezd probék (4 termék). Az altalunk meghatarozott 455 ppm éatlag fosz-
fatkoncentracio joval az elfogadhato napi bevitel értéke alatt taldlhato, igy a mérsékelt kola tipusu Uditéitalok
fogyasztasa nem jarul ardnytalanul hozza a napi foszfatbevitelhez. Ugyanakkor, az alacsony pH érték okozta
potencidlis fogzomanc kdrosodas és emésztdszervi bantalmak, valamint a magas cukortartalom ellenjavaltté

teszi ket a normal diéta részeként.

Kulcsszavak - ionkromatogréfia, IC-SCD, foszfat, kdla
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Bevezeto

A Coca-Cola egy vilagszerte ismert tiditéital, melynek
receptjét John S. Pemberton (1831-1888) dolgozta ki
1886-ban. Eredeti formdjaban szabadalmazott orvossag-
ként, valojdban ,csodaszerként” forgalmaztak, 9sszetéte-
lében megtalalhato volt a kokacserje (Erythroxylum coca)
leveleinek kokain tartalmu kivonata, valamint jelentés
mennyiségli koffein is. Késébb, nyilvanvald egészségligyi
okokbol, a kokaint eltavolitottak az akkor mar tditéital-
ként is forgalmazott termékbdl [1,2]. Noha Pembertont
tartjak a Coca-Cola feltaldlojanak, a terméket és mar-
kat Asa Candler (1851-1929) tette vilaghirtvé. Candler
1888 és 1892 kozott fokozatosan felvasarolta a Coca-Cola
gyartasanak jogait, ezzel egyidében egyre elterjedtebb
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marketing kampanyt folytatott, elérve azt, hogy a Coca-
Cola, mint marka meghdditsa az Amerikai Egyesiilt
Allamokat, késébb pedig vilagszerte ismertté valjon [1,3].
Vilagsikeriiktdl figgetleniil, a kola tipusu tidit6italoknak
szamos kritikusa is akad, elsésorban a lehetséges egész-
ségkarositd hatasuk miatt [1,2].

Edesitdszerként els6sorban szachardzt és magas fruk-
téztartalmu kukoricaszirupot haszndlnak. A cukormen-
tes valtozatok Osszetételében leggyakoribb hasznalt édesi-
tészerek kozé tartozik az aceszulfam-kalium, aszpartam,
natrium-ciklamat, szacharin, valamint az egyre nagyobb
népszeruségnek drvendd szteviozidok és szukraldz [7-9].

A kola tipusu uditéitalok osszetételében szerepld sza-
mos vegyiilet koziil elsésorban a cukrok és édesitészerek,
valamint a foszforsav/foszfat relevans élettani és egészség-
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tigyi szempontbdl. A cukorral édesitett tiditSitalok nagy-
mértékd fogyasztasa hozzajarul az ajanlott napi szén-
hidrat bevitel meghaladdsdhoz, ami jelent§sen fokozza
a testsilynévekedés, valamint a kapcsolodd kronikus
betegségek kockazatat.

A kozismerten magas hozzdadott foszfattartalom-
mal rendelkezd élelmiszerek és italok koziil kiemelkedd
helyet foglalnak el a kdla tipusu uditditalok, amelyekben
foszforsavat hasznalnak a termék savassaganak beallitd-
sara. Ett6] fiiggetlentil azonban, a gyartok nem kotelesek
feltiintetni a termék foszfattartalmat és legtobb esetben
nem adnak meg mennyiségi adatot erre vonatkozdan.
Ugyanakkor a kola tipusu tiditSitalok foszforsav tartalma
mas egészségligyi kockdzatot is hordoz magaval, a rend-
kiviill magas savassag miatt. Irodalmi adatok alapjan, a
kola tipusu tditéitalok pH értéke 2 és 3 kozott mozog,
ami nagymeértékben karosithatja a fogzomanc szerkezeti
épségét [10].

A foszforsavtartalom meghatarozhaté potenciomet-
rids titrdlassal, azonban a moddszer nem specifikus, a
kapott eredményeket befolydsolhatja az tditéitalokban
taldlhatdo mas savak jelenléte is [11]. A foszfattartalom
mérésére hagyomanyosan a molibdén-kék spektroszko-
pias mddszert alkalmazzak. A mddszer elve, hogy a fosz-
tat ionok vizoldékony foszfomolibdatot képeznek ammo-
nium-molibdat reagenssel. A komplex redukcidja soran
képz6dé mélykék vegyiilet abszorpciés maximuma 880
nm-en mérheté spektrofotométer segitségével [12]. A
molibdén-kék modszert elterjedten hasznaljak az élelmi-
szeriparban, koztiik a kola tipusu tiditéitalok foszfattar-
talmanak meghatarozasara is [11,13,14]. Shafi Al-Jorani
és munkatarsai [15] a molibdén-kék modszert tovabb
fejlesztve, egy mikroliter nagysagrend(i mintdk mérésére
is alkalmas modszert dolgoztak ki tidit6italok foszfattar-
talmanak meghatarozasara.

Napjaink egyik leggyakrabban alkalmazott mtiszeres
analitikai modszere szervetlen ionok meghatarozasara
az ionkromatografia (IC). Az IC-t sikeresen alkalmaz-
zak élelmiszeriparban péld4ul husok nitrit és nitrat tar-
talmanak [16], tejtermékek tiocianat tartalmanak [17],
vagy uditSitalok foszfat tartalmanak meghatarozasra
[5]. Ugyanakkor az IC modszerek jelentés alkalmazast
nyertek a gyogyszeripar [18] és kornyezetkémia [19,20]
tertiletén is.

Kutatasunk elsddleges célja a kereskedelmi egységek-
ben megvasarolhaté kola tipusu iiditéitalok foszfat tar-
talmanak meghatdrozasa és Osszehasonlitasa volt. Ezzel
egyidében, mas szervetlen anionok mindségi és mennyi-

ségi meghatdrozasat is elvégeztiik. A kapott adatokat sta-
tisztikai elemzésnek vetettiik ala, megallapitva a kiilon-
boz6 kola italok aniontartalma kozotti hasonldsagokat,
illetve kiilonbségeket.

Anyag és modszer

Anyagok

A méréseket egy Dionex IonPac AS23 (250 x 4 mm)
analitikai oszlopon végeztiik. Eluensként az allofazis
gyartoja dltal el6irt modon higitott karbonat/bikarbonat
torzsoldat (Dionex AS23 Sodium Carbonate/Bicarbonate
Concentrate Eluent 100X) szolgalt. Referenciaként a
megfeleld koncentraciéra higitott Dionex Combined
Seven Anion Standard II oldatot hasznaltunk, a torzsol-
dat Osszetételében 20 ppm fluorid (F'), 100 ppm klo-
rid (CI"), nitrit (NO,"), bromid (Br’), nitrat (NO; ) és
szulft (SO,*"), valamint 200 ppm foszfat (PO+>") taldl-
hat6. A Dionex termékeket a Thermo Fisher Scientific
(Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) gyart6tol
szereztiik be. Az oldatok elkészitéséhez hasznalt ultra-
tisztitott vizet Barnstead Nanopure Diamond (Thermo
Fisher Scientific, Amerikai Egyesiilt Allamok) viztisztito
rendszerrel éllitottuk elé. A spike mddszerhez hasznalt
kalium-néatrium-tartarat-tetrahidratot és dinatrium-ma-
latot a Merck KGaA (Darmstadt, Németorszag) gyartdtol
szereztiik be.

Mintak

A vizsgélat targyat kereskedelmi egységekbdl vasarolt,
aluminium dobozos kiszerelésben forgalmazott, kola
tipusu tditSitalok képezték. Az igy beszerzett termékek
kozott hat normal cukortartalmu, valamint 6t cukormen-
tesnek nyilvanitott tditSital szerepelt. A kereskedelmi
nevek hasznalatdnak elkeriilése végett, a kisérlet soran a
mintakat K1-K11 jeloléssel lattuk el, valamint a minta-
szdm utan feltlintetett z bettivel jeloltiik a cukormentes
uditéitalokat.

Moédszerek

Mintael6készités

A szén-dioxid és mas oldott gazok eltavolitasa érdekében
minden termékbdl megkozelitéleg 20 mL-t ultrahangfiir-
dében torténé gaztalanitdsnak vetettiink ald, haromszor
15 percig, 30°C-on. Ezt koveten 0,25 pm-es

Whatman iivegszalas (GF) fecskenddsziir6 segitségével
eltavolitottuk a mintakbol az oldhatatlan részecskéket
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1. abra. A Dionex Combined Seven Anion Standard Il térzsoldat és a kéla tipusu Gditéitalok tizszeres higitasban

felvett kromatogramjai

és makromolekuldkat. A miiszeres analizisnek alédvetett
mintakat injektalas el6tt 1:2 és 1:10 aranyban higitottuk
ultratisztitott vizzel. Az aluminium dobozok megbon-
tasakor meghatdroztuk az udititalok pH-jat Hanna
Edge pH-méré segitségével (Hanna Instruments, Rhode
Island, Amerikai Egyesiilt Allamok).

IC-SCD kériilmények

A vizsgalathoz egy Dionex ICS-3000 (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok)
ionkromatografias rendszert hasznaltunk, szupprimalt
vezetGképesség detektorral (Suppressed Conductivity
Detection, SCD). Az IC-SCD mddszer lehet6vé teszi az
alacsony vezetéképességgel rendelkezé ionok optimalis
azonositasat és mennyiségi meghatarozasat. Az alkalma-
zott vizsgalati koériilmények: analizis id6: 20 perc, eluens
Osszetétele: 0,45 mM natrium-karbonat (Na,CO;), 0,08
mM nétrium-hidrogén-karbonat (NaHCO;), izokrati-
kus elucid, eluens aramldsi sebessége: 1,2 mL/perc, osz-
lop tipusa: Dionex IonPac AS23 (250 x 4 mm), oszlop
hémérséklet: 25°C, injektdlt minta térfogata: 50 pL. A
bemutatott értékek a haromszoros ismétléssel végzett
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meérések atlagértékeit jelolik. A kisérlet elvégzése soran

a gyart6 altal javasolt mddszert alkalmaztuk, laborkézi
validalassal bizonyitva a modszer alkalmazhatosagat a
kola mintak esetén.

Statisztikai adatfeldolgozds

Az ionkromatografids rendszer irdnyitasa, az adatok
begytjtése, valamint els¢dleges feldolgozasa a Chromeleon
6.80 Chromatography Management System (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt
Allamok alkalmazés segitségével valdsult meg. Az adatok
statisztikai feldolgozasat Microsoft Excel 2016, az explo-
rativ adatelemzést SIMCA 18 (Sartorius Stedim Biotech,
Gottingen, Németorszag) programokkal végeztiik el.

Eredmények és megbeszélés

pH meghatarozas

A kola tipust iditéitalok pH értéke a 2,41-2,92 inter-
vallumban helyezkedett el (1. tablazat). A kapott ered-
ményeket Grubbs’ outlier teszt segitségével értékeltik ki,
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1. tablazat. A probak megbontas utdn mért pH értékei és az IC-SCD analizis sordn meghatdarozott ionkoncentraciok.
A doélt szedéssel kiemelt eredmények kiugré értékeket jeldlnek (p<0,05). n.d. — nem észlelhetd, LOQ — meghatarozasi

hatar
Proba pH F (ppm)* Cl (ppm)* NOZ’ (ppm)* Br (ppm)* (II;I)?S;,( PO 43' (ppm)** SO 42' (ppm)*
K1 2,59 n.d. 8,83 n.d. n.d. 4,15 545,22 33,02
K2z 2,927 n.d. 10,22 n.d. <LOQ n.d. 443,94 29,86
K3 2,86 n.d. 9,68 n.d. n.d. n.d. 534,91 21,32
K4z 2,41 n.d. 81,90 n.d. <LOQ 59,34 9,23 66,77
K5 2,50 n.d. 16,13 n.d. n.d. 5,21 528,32 32,20
Ké6z 2,54 n.d. 21,26 n.d. n.d. 3,37 595,98 35,99
K7 2,54 n.d. 4,96 n.d. n.d. 4,83 492,31 21,17
K8 2,53 n.d. 4,05 n.d. n.d. 4,22 571,86 22,69
K9z 2,89 <LOQ 9,76 n.d. n.d. 3,40 497,23 38,33
K10 2,60 n.d. 7,09 n.d. n.d. 6,72 377,21 22,64
K11z 2,60 n.d. 4,22 n.d. n.d. 2,22 414,1 20,53
Linearitasi i 0,1-8,0 0,5-40 0,5-40 0,5-40 0,5-40 1,0-80 0,5-40
tartomany (R’=0,9992)  (R?=0,997)  (R’=0,9993)  (R>=0,998)  (R>=0,997) (R=0,997) (R’=0,9990)

Legtavolabbi érték az atlagtdl, de nem szignifikdnsan kiugré érték (p > 0,05). * 1:2 higitasban mért mintakbol szamitott értékek. ** 1:10

higitasban mért mintakbdl szamitott értékek.

melynek értelmében megallapithatd, hogy nincs szignifi-
kansan kies6 érték a mintak pH értékei kozott. A kapott
eredményeink jo megfelel6séget mutatnak az Al-Jorani
és munkatdrsai dltal kozolt 2,17-2,72 kozotti pH értékek-
kel [15], valamint a Bello et al 4ltal mért 2,40-2,50 kozotti
értékekkel [5].

IC-SCD meghatarozas
A probakat azonos koriilmények kozott futtattuk a
Dionex IonPac AS23 (250 x 4 mm) oszlopon, ami lehe-
tévé tette a szervetlen anionok és egyszerii szerves anio-
nok szétvalasztasat. A referenciaként hasznalt Dionex
Combined Seven Anion Standard II torzsoldat, valamint
a probak kromatogramjai az 1. abran lathatoak.
Vizsgalatunk soran hét szervetlen anion jelenlétét és
mennyiségét vizsgaltuk a probdinkban (1. tablazat), az
eltcio sorrendjében: F, Cl, NO, , Br,NO;, PO,”, SO,”.
A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy a hét
anion koziil harom (F, NO”, Br’) nem karakterisztikus a
vizsgalt tiditditalokra. Ezek koziil a fluorid- és bromidio-
nok jelen voltak egyes mintdkban, azonban egyetlen pro-
baban sem érték el a meghatarozasi hatart (LOQ), mig
a nitrition nem volt kimutathaté a vizsgalt mintakban.
A négy karakterisztikus ion koziil a klorid minden vizs-
galt mintaban jelen volt, 4,1-81,9 ppm kozotti értékkel,
valamint 16,2 ppm atlagértékkel. Hasonldan, a szulfation
is minden mintaban detektalhaté volt, koncentracidja
20,5-66,8 ppm intervallumban helyezkedett el, 31,3 atla-
gértékkel. A nitration mért értéke 2,2-59,3 ppm kozott

helyezkedik el, a kapott koncentraciok atlagértéke 10,4
ppm. Fontos megjegyezniink, hogy két mintaban (K2z,
K3) a nitrationok nem voltak kimutathaték. Végiil, a
foszfation jelenlétét is igazoltuk minden vizsgalt minta-
ban, 9,2-596 ppm kozotti értékekkel, valamint 455,5 ppm
atlagkoncentracidval, ami megfelel az irodalmi adatok
alapjan elvart magas koncentracionak. A karakterisztikus
anionok atlagkoncentracidjanak statisztikai elemzését a
2. tablazat tartalmazza, valamint 2. abra szemlélteti.
Foszfat tartalmat tekintve, a vizsgalt mintdink
egyike (K4z) a cimkén feltiintetett 9sszetétel alapjan
nem tartalmaz foszfitionokat, ami az altalunk mért
legkisebb, 9,2 ppm foszfat tartalommal hozhato6 6ssze-
fuggésbe. Bar a minta nem felel meg teljességében a
leirasaban szereplé foszfit-mentes Osszetételnek, a

2. tablazat. A karakterisztikus anionok statisztikai
indikatorai

2- 3-

.Stat.is?tikai CrI" (ppm) SO, NO;~ PO,

indikator (ppm) (ppm) (ppm)
Atlag 16,2 31,3 10,4 455,5
Min 4,1 20,5 2,2 9,2

Q1 6,0 22,0 3,4 429,0
Median 9,7 29,9 4,2 497,2
Q3 13,2 34,5 5,2 540,1
Max 81,9 66,8 59,3 596,0
IQR 7,2 12,5 1,8 111,0

IQR: Interkvartilis tartomany
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2, abra. Karakterisztikus anionok koncentraciéja
kiilonb6z6 koéla tipusu uditditalokban

benne talalhat6 foszfationok koncentracidja valoban
nagysagrendekkel kisebb, mint mas kéla tipust idits-
italok esetén. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a
termék pH-ja az altalunk mért legalacsonyabb érték,
vélhetéen a foszforsavat helyettesitd mas savak hatasa
miatt.

Méréseink soran, a vizsgalt szervetlen ionoknak meg-
felel6 csticsok mellett, 4-6 ismeretlen cstics is megjelent
a kromatogramokon. A termékek Osszetételének leirdsa,
valamint irodalmi adatok alapjan, ezek a csticsok valo-
szintleg kis molekulatomegti szerves savaknak felelnek
meg (ecetsav, citromsav, tejsav stb.), melyek vezet6keé-
pesség detektorral érzékelheték. Kiilon figyelmet érde-
mel a kordbban emlitett foszfit-mentes K4z termék,
melynek 9sszetételében a gyarté almasavat (malationok)
és borkdsavat (tartarationok) tiintet fel, mint savanyitd
adalékanyagokat. Ennek bizonyitasara a K4z prébankat
ujabb meghatarozasoknak vetettiik ala, spike mddszert
alkalmazva, melynek soran a K4z mintdhoz ismert kon-
centracioju dinatrium-malat oldatot, illetve kalium-nat-
rium-tartardt oldatot adtunk. Osszehasonlitva az igy
kapott oldat kromatogramjat a K4z kromatogramjaval
észrevehet a malat, valamint tartarationoknak megfelel6
csucsok magassaganak és gorbe alatti teriiletének néve-
kedése.

Az altalunk mért foszfattartalom jo megfeleldséget
mutat az irodalomban kozolt eredményekkel kola tipusu
tiditSitalok esetén. Igy, Jesenkovi¢-Habul és munkatdrsai
az alkalmazott spektrofotometrids modszertdl fiiggden
274,8-691,1 ppm, illetve 337,5-723,1 ppm kozotti fosz-
forsav koncentraciot mértek [14], Utange et al. potencio-
metrids modszerrel 207,2-969,1 ppm foszforsav tartalmat
azonositottak [11], mig Al-Jorani és munkatarsai 250—
825 ppm kozotti foszfattartalmat mértek mikrodramlasos
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injektalasi rendszerrel ellatott spektrofotométer segitsé-
gével [15]. Az dltalunk kidolgozott mddszerhez hasonlo
ionkromatografias modszert alkalmazva, Bello et al. 440
és 570 ppm kozotti foszfatkoncentraciot mértek [5], ami
jo atfedésben van az altalunk kapott 377-597 ppm kozotti
értékekkel (az alacsony foszfattartalommal rendelkez6
minta kizarasa utan kapott intervallum). A bemutatott
modszer egyik jelentés elénye, hogy egyiddben lehet6vé
teszi tobb anion mérését, mig az irodalomban elérhetd
kutatasok kizarolag a foszfat, illetve foszforsav koncent-
racidjanak meghatarozasat céloztak meg.

Explorativ adatelemzés

Az explorativ adatelemzéstink a négy karakterisztikus
anion (klorid, nitrat, foszfat, szulfit) megoszlasat térké-
pezte fel a vizsgalt mintakban. Az elemzés els6 1épéseként
Grubbs’s tesztet alkalmaztunk a kiugré értékek azono-
sitdsara és kizarasara. Ennek értelmében, a K4z termék
iondsszetétele szignifikdnsan kiugré értéket mutatott (p
<0,05) minden karakterisztikus ion esetén. Amint az 1.
tabldzatban is lathato, az emlitett minta elhanyagolhat6
foszfattartalommal rendelkezik mas mintdkhoz képest,
ugyanakkor jelentdsebb mennyiségii klorid, nitrat és
szulfét tartalmat azonositottunk. Igy, a K4z préba anion
tartalma alapjan kiilon csoportot képez, az explorativ
adatelemzés tovabbi lépéseibdl kizartuk.

A tiz megmaradt minta elemzése soran megallapitot-
tuk, hogy szervetlen aniontartalmuk alapjan a vizsgalt
mintaink hdarom csoportba sorolhatoak (3. dbra). Az els6
csoportba tartozo K1, K5, K6z és K9z mintak magasabb
klorid és szulfat tartalommal rendelkeznek. A masodik
csoport tagjainal, K2z és K10 mintdk esetén, magasabb
nitrat koncentrdciét mértink mds mintdkhoz képest.
Végiil, a harmadik csoportba sorolt K3, K7, K8, illetve
K11z mintdk esetén az elemzés dtmeneti értékeket
mutatott klorid, nitrat és szulfat esetén, tovabba enyhén
magasabb foszfat tartalmat az el6z6 két csoport tagjaihoz
képest.

A foszfat élettani hatasai

A foszfor egy fontos asvanyi anyag, els6sorban foszfat és
foszfatészterek formajaban talalhaté meg az élelmiszerek-
ben. Az emberi szervezetben a foszfor a csontok, fogak és
DNS osszetételében szerepel. Ugyanakkor foszfolipidek
formadjaban a foszfor része a sejtmembran szerkezetének,
valamint a sejtanyagcsere és energiaraktarozas soran
zajlo folyamatokban is részt vesz, adenozin-trifoszfat
formdjaban [21,22]. A foszfor és foszfat homeosztazisat
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plots)

elsGsorban a bélrendszer, csontok és vesék szabalyozzak,
feln6tteknél a vér normal foszfatkoncentracidja 2,5-4,5
mg/dl kézott mozog. Csokkent vesemikodés esetén a
foszfationok szérumszintje jelentésen megemelkedhet
[23].

Az Eurépai Elelmiszerbiztonségi Hatosdg (EFSA)
2019-ben kiadott tudomanyos kozleményében a fosz-
fat elfogadhaté napi bevitelét (ENB) 40 mg/testsuly-
kilogrammban hatdrozta meg, foszforban kifejezve,
ami 2,8 g foszfornak felel meg egy 70 kg testsullyal
rendelkezé feln6tt esetén. Ez a mennyiség sziikséges
az emberi szervezet normal miikodéséhez, ugyanak-
kor a kozlemény felhivja a figyelmet, hogy az atlag-
populdcio az ENB-nél nagyobb foszfat bevitelnek van
kitéve [24]. Ennek els6dleges oka az allati és novényi
eredet(i élelmiszerek, elsdsorban a tejtermékek, husok
és magvak, magas foszfattartalma, amihez hozzdado-
dik a tartositoszerként és adalékanyagként hasznalt
foszfatsok jelent6s mennyisége. Mivel ez utdbbi fosz-
fatforrds tobbségében szervetlen eredeti, a bélbél

valo felszivodasa igen nagymértékd, jelentésen hoz-
zdjarulva a magas foszfatbevitel kockazatahoz [22,25].
Nagymennyiségt foszfat bevitele a szervezetbe hosszu-
tavon kdros hatassal lehet a vesék miikodésére, féleg
mar meglévé vesekarosodds esetén [26,27]. A csokkent
foszfatkitiriilés ugyanakkor karos hatassal lehet a kar-
diovaszkuldris rendszer [28,29], illetve a csontrendszer
normal mikodésére is [30].

Kovetkeztetés

A kisérletiink soran kapott 455 ppm, illetve 500 ppm (az
alacsony foszfattartalmt minta kizarsa utan) atlag fosz-
fatkoncentraciot figyelembe véve elmondhat6, hogy ENB
érték tallépéséhez egy 70 kg atlagtestsulyu egyén esetén
napi tobb mint 6 liter uditéital elfogyasztasara lenne
sziikség. Ennek értelmében, a mérsékelt kola tipusa tidi-
tditalok fogyasztasa nem jarul aranytalanul hozza a napi
foszfatbevitelhez, noha tulzott fogyasztds esetén jelen-

49



2023, 96(1):37-50

tdsen novelheti a napi bevitelt mas, természetes vagy
adalékanyagként hasznalt foszfattal egytitt. Ugyanakkor,
a 2,41-2,92 kozotti alacsony pH okozta lehetséges fogzo-
manc karosodas és emésztdszervi bantalmak, valamint
a magas cukortartalom miatti taplalkozasi rendellenes-
ségek kockazata ellenjavaltta teszi dket a normal diéta
részeként.

Az altalunk kidolgozott IC-SCD modszer lehetévé
teszi szervetlen anionok egyidejii meghatarozasat kdla
tipust Udit6italokbdl. A miszeres vizsgalat nagyfoku
pontossagot és megbizhatdsagot kolcsonoz a mérések-
nek, rovid analizis idé mellett. Nagyfoku érzékenysége
miatt a bemutatott mdédszer alkalmazhat6 mds vizes oldat
(palackozott vizek, uditéitalok, tej, szirupok, szuszpen-
ziok stb.) szervetlen aniontartalmanak meghatdrozasara,
akar ppm (mg/L) tartomanyban is.
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Roviditések

o ENB - elfogadhato napi bevitel

o  EFSA - Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hat6sag

o IC - ionkromatografia

o IC-SCD - szupprimalt vezetOképesség detektorral
ellatott ionkromatografias rendszer

o IQR - interkvartilis tartomany
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