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Ueber den Nachweis von Nalicylsiure, p-Oxvbenzocsﬁuremethyl- ithyl-

pr opylester Benzoesiiure und p-Chlorbenzoesiiure in Nehmelzkiise.
Von Dr. H. HOSTETTLER

Ausgefiihrt im Chemischen Laboratorium der Schweizer. milchwirtschaftlichen und
bakteriologischen Anstalt, Liebefeld-Bern.

Nach den Untersuchungen von Csiszar!) liber die Mikrobenflora des
Schmelzkises scheint es unter Umstinden moglich zu sein, dass bald nach
dessen Herstellung eine Vermehrung der Mikroorganismen einsetzt. Sind
an der unerwiinschten Bakterienvermehrung gasbildende Mikroorganismen
beteiligt, so kommt es zu den jedem Praktiker bekannten Blihungserschei-
nungen. In der Kidsemasse bilden sich Hohlrdume, die Packung (Papp-
schachteln und Blechdosen) wird aufgetrieben, wodurch die Ware unan-
sehnlich wird. Die als Verderbnis bewertete Verinderung wird viel-
fach durch Zusatz von Frischerhaltungsmitteln zu unterdriicken versucht.
Nach dem heutigen Stand der Konservierungsmittelfrage ist die Verwen-
dung ausgesprochener Konservierungsmittel fiir Schmelzkiise ausser Sal-
peter unzuldssig und in den meisten Staaten verboten, O. Mezger und
J. Umbrecht ?).

Neben Salicylsiure und Benzoesiure gelangen in neuerer Zeit die
von Sabalilschka?®) empfohlenen Ester der p-Oxybenzoesiure zur Anwen-
dung. Ebenfalls verwendet werden die p-Chlorbenzoesiure und das Hexa-
methylentetramin, fiir dessen Nachweis D. Marotlia und F. di Stefano?)
eine gute Methode ausgearbeitet haben. Nach den Untersuchungen von
Sabalitschlka ist die Reihenfolge der hemmenden Wirkung verschiedener
Frischerhaltungsmittel auf Penicillium glaucum folgende: p-Oxybenzoe-
siureester, Ameisensiure, Benzoesdure, p-Chlorbenzoesiure, Salicylsidure,
m- und o-Oxybenzoesdure. Die Wirkung dieser Mittel auf das Bakterien-
wachstum scheint jedoch nicht im gleichen Sinne zu verlaufen wie bei
Schimmelpilzen.

Nach Gratz®) vermag ein Zusatz von 4—59%,, Benzoesiure die Bla-
hung in Schmelzkése nicht zu unterdriicken. Besser wirkt dagegen nach
seinen Angaben ein Zusatz von 29/, p-chlorbenzoesaurem Natrium. Ueber
die Eignung von Frischerhaltungsmitteln fiir die Schmelzkisefabrikation
haben auch F. Kieferle und W. Leichl®) Untersuchungen angestellt. In

1) Csiszdr, M]l(,hw Forschungen, 319, 11, 1931.

2) 0. Mezger und J. Umbrecht, Schmelzkase 1930, S. 31.

3) P. H. Sabalitschka, Pharm. Zeitg., 454, 76, 1930.

4) D. Marotta e K. di Stefano, An'ﬂﬂ,]l della C]nm Appl, 201, 16. Ref. Z. f. Unters.
d. Lebensm., 520, 60, 1930.

2] Gmtz Die Technik der Schmelzkiseherstellung, 1931, S. 126.

6) F. Kieferle un. W, Leicht, Siiddeutsche Molkereiztg., 732, 50. Jahrg., Nr, 20, 1931.
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ihren Mitteilungen finden sich jedoch keine Angaben iiber die Mengen-
verhdltnisse, sodass iiber die vergleichsweise Wirkung der von ihnen
angewendeten Konservierungsmittel keine Anhaltspunkte gegeben sind.
Weitere Literaturangaben iiber die Wirkung der Benzoesiure auf das
Mikrobenwachstum im allgemeinen finden sich in der Abhandlung von
H. Serger und K. Clark7) iiber die Konservierungsmittelfrage.

1. Fiir den Nachweis der in neuester Zeit beim Schmelzkise haupt-
siachlich angewendeten Frischerhaltungsmittel schien uns wichtig zu
wissen, wie weit die Nachweismoglichkeiten der in Betracht fallenden
Methoden sich erstrecken. Zu diesem Zweck stellten wir eine Reihe
Schmelzkasemuster her und versetzten sie mit steigenden Mengen Konser-
vierungsmittel. Zum Schmelzen wurde Dinatriumzitratlosung verwendet,
hergestellt nach den Vorschriften von Paszlior (Gratz, S. 59). Zudem
wurde ca. 100 Kochsalz zugesetzt. Auf diese Weise wurden folgende
Schmelzkidseproben hergestellt:

Gewicht der Menge zugefiig- . :

No. | Schmelzkéise- | ten Konservie- Henide !lezeldmulng | - Handelshezeichnung °)
et rungsmittels der Konservierungsmittel ;

S = e e s | it
1. 300 200 Benzoesiiure Benzoesiure-Priparat
2.1 300 100 > -
3. 600 kein Zusatz — =
4. 300 200 p-Oxybenzoesiure-Methylester | Nipagin M, Solbrol M, Azipan
5.1 300 100 » —=
6.1 300 200 p-Oxybenzoesiiure- Aethylester Nipagin A, Solbrol A
7.1 300 100 » , -
8.1 300 200 p-Oxybenzoesiiure-Propylester | Nipasol, Solbrol P
9.1 300 100 » =
10. 300 100 Salicylsiure —
I1.| 200 50 p-Chlorbenzoesiure Mikrobin

Fiir die Proben No. 1, 4, 6, 8 betrigt der Konservierungsmittelzusatz
somit 2/3%/y; fiir No. 2, 5, 7, 9 und 10 1/,/,, und fiir die Probe No. 11
1/:%00- Unter Beriicksichtigung der Angaben von Grafz*) konnen nied-
rigere Zusitze als wirkungslos angenommen werden und fallen somit
ausser Betracht.

Da siamtliche oben angefiihrten Frischerhaltungsmittel mit Wasser-
dampf flichtig sind, schien uns die Wasserdampfdestillation das geeig-
netste Verfahren um eine Trennung von der Kisemasse und den beim
Schmelzverfahren zugesetzten Chemikalien herbeizufithren. Zu diesem
Zweck wurde der Schmelzkise (20—50 g) mit wenig destilliertem Wasser
verrieben, in einem 500 cm? Stehkolben gebracht, 50 cm? heisses Wasser

") H. Serger u. K. Clarf, Chem. Ztg., 838, 55. Jahrg,, Nr. 87, 1931.
8) A. Belre, Chem. Ztg., 325, b4, 1930.
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und 20 cem? 10-prozentige Schwefelsiure zugefiigt und Wasserdampt
durchgeleitet. Hatte sich die Kidsemasse vollstindig gelost, so wurde
auch unter dem Kolben eine kleine Flamme angeziindet. Zur Priifung auf
ein einzelnes Konservierungsmittel geniigten 2—300 c¢m?® Destillat. Beim
Nachweis verschiedener Mittel nebeneinander wurde die Destillatmenge
entsprechend gesteigert. Der Nachweis der einzelnen Frischerhaltungs-
mittel geschah nach folgenden Methoden:

a) Benzoesdure. Zuerst versuchten wir die Benzoesédure durch Oxyda-
tion mit Wasserstoffperoxyd in Salicylsiure iiberzufithren und dann mit
Ferrichlorid als solche nachzuweisen. Bei Anwendung des von Nicholls?)
ausgearbeiteten Verfahrens erhielten wir immer nur eine wenig charakte-
ristische Farbung, die sich auch zeigte, wenn die Probe mit p-Oxybenzoe-
saureester gemacht wurde. Wesentlich zuverldssiger schien uns dagegen
die Probe nach Mohler1?) in der verbesserten Form nach wvon der Heide
und Jacob ) zu sein. Die Reaktion geht am besten, wenn die Benzoesiure
vorher gereinigt wird. Hiezu werden die 2-—300 ¢m? Destillat mit Natron-
lauge alkalisch gemacht, auf dem Wasserbad auf etwa 500 C. erwidrmt und
hernach allmihlich soviel von einer 5-prozentigen Permanganatlosung
zugesetzt, bis die Rotfarbung erhalten bleibt. Salicylsiure und p-Oxyben-
zoesaureester werden dabei zerstort, wie wir uns selbst {iberzeugen
konnten, wéhrend Benzoesidure nicht angegriffen wird. Diese Behandlung
ist nicht zu unterlassen, denn bei der Priifung zeigte sich, dass Salicyl-
sdure eine dhnliche Farbreaktion ergibt. Die Ester der p-Oxybenzoesiure
storen die Mohler'sche Reaktion, sodass diese auch bel Anwesenheit von
Benzoesdure negativ ausfillt. Nach dem Erkalten wird das iiberschiissige
Permanganat mit schwefliger S#dure reduziert und mit verdinnter
Schwefelsdure angesduert bis sich der gebildete Braunstein lost. Danach
schiittelt man einmal mit 40 cm? und dreimal mit 25 cem?® Aether
aus. Der dtherische Auszug wird dreimal mit 5 cm? destilliertem Wasser
gewaschen und der Aether auf wenige em® abgedunstet. Der letzte Aether
wird am besten durch Ueberleiten von Luft weggenommen. Der Riick-
stand wird quantitativ in ein Reagensglas verbracht, der Aether wie
angegeben entfernt und die Probe nach Mohler ausgefiihrt wie sie im
Handbuch von Rosenthaler1?) angegeben ist. Die bei Anwesenheit von
Benzoesdure erhaltene Rotfdarbung bleibt wahrend der ersten 2 Stunden
bestehen, geht aber bei lingerem Stehen an der Luft (16 Stunden) voll-
standig zuriick.

b) Para-Oxybenzoesiureester. Als ausgezeichnetes Gruppenreagens
von grosser Empfindlichkeit erweist sich das Millon’sche Reagens. Von

9) J. R. Nicholls, The Analyst, 19, 53, 1928.

10) Mohler, Bull. Soc. chim., 414, 3. Zt. f. analyt. Chem., 202, 36, 1897.
Y YVon der Heide w. Jakob, Z. U. N. G, 141, 19, 1910.

12) Rosenthaler, Nachweis der organischen Verbindungen, 2. Aufl., 1928.
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den andern hier in Betracht fallenden Frischerhaltungsmitteln geben
Benzoesdure und p-Chlorbenzoesidure keine Farbung, dagegen gibt Salicyl-
sdure dieselbe Reaktion. Man hat sich demnach stets von deren An- oder
Abwesenheit zu iiberzeugen, was am besten durch Zusatz eines Tropfens
verdiinnter Ferrichloridlosung (0,1 n) zu 50 cm? Destillat geschieht.
Durch kolorimetrischen Vergleich mit abgestuften Mengen einer O0,1-
prozentigen Salicylsiurelosung kann die Menge Salicylsdure im Destillat
ermittelt werden. Ergibt die Probe mit Eisenchlorid, dass Salicylséure
abwesend ist, so wird das gesamte Destillat mit Aether ausgeschiittelt,
der #therische Extrakt mit Wasser gewaschen und der Aether abge-
dunstet. Zum Riickstand gibt man einige em?® destilliertes Wasser und 5
bis 10 Tropfen Millon'sches Reagens hinzu und stellt ca. 15—20 Minuten
auf ein siedendes Wasserbad. Bei Anwesenheit der p-Oxybenzoesiureester
tritt eine deutliche blass- bis kirschrote Férbung auf. Durch kolorimetri-
schen Vergleich mit genau bekannten Mengen der Ester ist eine quanti-
tative Ermittlung moglich. Die Firbung ist sehr besténdig. Selbst nach
8 Tagen Stehen an der Luft zeigte sich kein Riickgang im Farbton.

Ergibt die Eisenchloridreaktion dagegen die Anwesenheit von Salicyl-
saure, so muss diese vorher entfernt werden. Dies geschieht, indem man
den dtherischen Extrakt dreimal mit 4 cm? 1/,, n Natronlauge durch-
schiittelt. Dadurch wird die Salicylsiure vollstindig weggenommen, ohne
dass die Ester angegriffen werden. Man wischt noch dreimal mit 5 cm?
destilliertem Wasser, dunstet den Aether ab und fiihrt die Reaktion mit
Millon’schem Reagens aus wie angegeben.

¢) p-Chlorbenzoesdiure. Zum Nachweis der p-Chlorbenzoesiure ist der
Chlornachweis der zuverlassigste. Das Wasserdampfdestillat wird mit
Aether ausgeschiittelt, der Aether abgedunstet und der Riickstand der
Sublimation unterworfen. Im Sublimat wird dann das Chlor nach der
organischen Elementaranalyse durch Erhitzen mit chlorfreiem Kalk nach-
gewiesen. Zur Sublimation haben wir die Vakuumsublimation angewendet,
wobei wir die Temperatur des Glyzerinbades langsam von 70 auf 909
steigerten. Diese Reinigungsmethode ist deshalb notwendig, weil bei der
Wasserdampfdestillation kleine Mengen Chlor, wohl herstammend vom
Kochsalz der Kisemasse ins Destillat gehen.

Ueber die Bestimmungsversuche der einzelnen Frischerhaltungsmittel
in den von uns hergestellten Schmelzkiisen berichtet die Zusammen-
stellung auf Seite 69.

Die Proben wurden mehrmals ausgefiihrt und stets ungefihr die-

selben Mengen Konservierungsmittel gefunden. Es ergibt sich daraus,
~dass es nach den angegebenen Methoden gelingt, die aufgefiihrten Frisch-
erhaltungsmittel bei den angegebenen Konzentrationen nachzuweisen. Es
ergibt sich ferner, dass es nicht gelingt, die gesamte Menge der im Kise-
teig vorhandenen Konservierungsmittel zu erlangen.
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Angewendete Gefundene

Kaseprobe Menge Reaktion Menge Konser-

Sthmelzkise vierungsmittel
g mg
1. (23 %o0) 20 Benzoesiure, kriftig rot 6
2. (/3 %o0) 20 » » E 25
3. (ohne Zusatz) 40 » negativ 0
4. (%3 %oo) 20 p-Oxybenzoesiiure-Methylester, kraftige Rotfirbung 3

5. (13 %oo) 20 » deutliche » 15
3. (ohne fusatz) 40 » farblos 0
6. (%3 %o0) 20 p-Oxybenzoesiure-Aethylester, kriftice Rotfirbung 2,5
7. (/3 %00) 20 » deutliche » 1
3. (ohne Zusalz) 40 » farblos 0
8. (%3 %oo0) 20 p-Oxybenzoesiiure-Propylester, kriftige Rotfirbung 2
9. (13 %o0) 20 » deutliche » 1
3. (ohne Znsatz) 40 » . farblos 0
10. (Y3 %o0) 20 Salicylsdaure, kraftig violett 3,2
3. (ohne Zusatz) 40 > farblos 0

11. (Y4 %o) 20 p-Chlorbenzoesiiure positiv

Benzoesiinre negativ

3. (ohne Zusatz) 40 p-Chlorbenzoestiure negativ

2. Vielfach werden die Konservierungsmittel nicht einzeln ange-
wendet, sondern als Gemisch. Im Handel gibt es eine Reihe solcher Misch-
priparate. Zudem kann sich jeder selbst eine Mischung herstellen. Von
den im Handel erhiltlichen Mischpriparaten sind zu erwihnen: Animal-
Spezial, das ein Gemisch von Benzoesdure und Hexamethylentetramin dar-
stellt, Animal-K (Benzoesdure und Ameisensdure), Abakterin (p-Chlor-
benzoesdure und Benzoesiure), Nipakombin (sehr wahrscheinlich ein Ge-
misch von p-Oxybenzoesduredithyl- und propylester, C. 1930 II. 2708),
Hadenon (Benzoesiure, benzoesaures Natrium und Mikrobin) u. a. m.

Um die Nachweismoglichkeit der Frischerhaltungsmittel in solchen
(Gemischen festzustellen, haben wir 300 g Schmelzkédse hergestellt mit
Zusatz von 100 mg Benzoesiure, 100 mg Salicylsiaure, 100 mg p-Oxyben-
zoesaureestergemisch und 100 mg p-Chlorbenzoesdure. Die Arbeitsweise
gestaltet sich wie folgt:

40—50 g Kisemasse werden der Wasserdampldestillation unter-
worfen bis 900 em?® Destillat vorhanden sind. Das Destillat wird in zwei
Teile geteilt.

I. In 50 c¢m3 wird die Salicylsdure kolorimetrisch bestimmt und auf
die gesamte Destillatmenge umgerechnet (gefunden 9 mg). Die ibrigen
400 em?® werden einmal mit 50, dreimal mit 30 cm?® Aether ausgeschiittelt.
Der dtherische Extrakt wird nun dreimal mit 4 em?® 1/y, normal Natron-
lauge ausgeschiittelt. Benzoesdure, Salicylsdure und p-Chlorbenzoesiure
gehen in die wéasserige Phase, wihrend die p-Oxybenzoesidureester im
Aether verbleiben. Es wird dreimal mit 5 em?® destilliertem Wasser ge-
waschen und das Waschwasser zum alkalischen Auszug gefiigt. Im #the-
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rischen Auszug wird der Aether abgedunstet und die Reaktion mit
Millons-Reagens vorgenommenn (gefunden 2,5 mg). Der alkalische Auszug
wird auf dem Wasserbad wie angegeben mit Permanganatlosung behandelt,
die abgekiihlte und wieder farblos gemachte Losung einmal mit 30 und
dreimal mit 20 em3 Aether ausgeschiittelt, dreimal mit 5 cm? destillier-
tem Wasser gewaschen, der Aether abgedunstet und die Probe auf Benzoe-
saure ausgefiihrt (gefunden 3 mg).

II. Die Probe auf p-Chlorbenzoesdure wird wie unter ¢ angegeben
ausgefithrt. (Probe kraftig positiv.)

Es gelingt somit auf diese Weise bei gleichzeitiger Anwesenheit ver-
schiedener Frischerhaltungsmittel die einzelnen Stoffe qualitativ nach-
zuweisen.

Zusammenfassung.

1. Es wird gezeigt, dass es mit den beschriebenen Untersuchungs-
methoden gelingt einen Zusatz von 1/3%/,, Salicylsiure,  Benzoesiure,
p-Oxybenzoesdureester sowie von 1/,%/,, p-Chlorbenzoesdure zu Schmelz-
kise qualitativ nachzuweisen.

2. Die Arbeitsmethode wird beschrieben, die gestattet, die ange-
fiihrten Frischerhaltungsmittel bei ihrer gleichzeitigen Anwesenheit in

Schmelzkése in einer Konzentration von 1/,%/,, noch deutlich einzeln
nachzuweisen.

Kupferbestimmung in Wein.
Von Dr. TH. von FELLENBERG.

(Aus dem Laboratorium des eidgendssischen Gesundheitsamtes,
Vorstand: Prof. Dr. J. Werder.)

Die 3. Auflage des Schweizerischen Lebensmittelbuches schreibt zur
Bestimmung von Kupfer in Wein die elektrolytische Methode vor, sei es
im Wein selbst oder in der Asche nach Aufschliessen mit Schwefelsiure
und Salpetersaure.

Die elektrolytische Bestimmung erfordert nun aber relativ viel
Ausgangsmaterial. Unter Verwendung von 50 em® Wein kommen bei dem
erlaubten Grenzwert von 10 mg Kupfer im Liter nur 0,5 mg zur Wigung,
was viel zu wenig fiir eine genaue Bestimmung ist; auch bei Verwendung
von einigen 100 em? ist die zur Bestimmung gelangende Menge noch sehr
gering, abgesehen davon, dass man oft nicht iiber so viel Material ver-
fligen wird. Ich habe daher ein jodometrisches Verfahren ausgearbeitet,
welches mit sehr kleinen Mengen noch genaue Resultate liefert.
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