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Ueberpriitung einer neuen kolorimetrischen
Benzoesdure-Bestimmung

Von H. Hadorn und F. H. Doevelaar
(Laboratorium VSK Basel)

Einleitung

Spanyar, Kevei und Kiszel ') haben kiirzlich eine Arbeit publiziert, betitelt
«Fin neues einfaches Verfahren zur Bestimmung von Benzoesdure in Lebens- .
mitteln». Die verschiedenen bisher in der Literatur beschriebenen Methoden
sind meistens umstandlich und liefern ungenaue und schlecht reproduzierbare
Werte oder erfordern spezielle Apparate.

Das Prinzip des neuen Verfahrens ist kurz folgendes: Die Benzoesdaure wird
im Scheidetrichter mit Aether aus einer wisserigen Losung des konservierten
Lebensmittels ausgeschiittelt. Nach dem Abdestillieren des Aethers wird die
isolierte Rohbenzoesaure mit «Nitriersaure» im siedenden Wasserbad nitriert.
Die Nitrierungsprodukte werden mit Aether ausgeschuttelt, ausgewaschen und
der Aether abgedunstet. Die gelben Nitroverbindungen werden in einem Ge-
misch von Aceton-Alkohol geldost, mit Natronlauge versetzt und das Reaktions-
gemisch in Eiswasser gestellt, worauf innert etwa 30 Minuten eine violette Far-
bung entsteht, deren Intensitat im Photometer gemessen wird.

Vor cinigen Jahren wurde in unserem Laboratorium eine einfache Methode
zur Bestimmung der Benzoesdure in Konfitiiren ausgearbeitet ). Dabei wird die
Benzoesdure aus einer wisserigen Losung mit Chloroform in einem Perforator
extrahiert und die erhaltene Rohbenzoesaure mit 0,02 n-Natronlauge titriert.

In dieser Arbeit sollte nun zunachst die neue Methode von Spanyar und Mit-
arbeitern iiberpriift werden. Wir hofften, durch eine Kombination unserer Me-
thode mit der Farbreaktion nach Spanyar, Kevi und Kiszel die Benzoesaure-
Bestimmung in Lebensmitteln noch empfindlicher und genauer zu gestalten. Be-
sonders bei niedrigen Gehalten an Benzoesiure ware eine empfindliche Farb-
reaktion zur quantitativen Bestimmung sehr erwtinscht.

Die von Spanyar und Mitarbeitern beschriebene Farbreaktion ist eine Modi-
fikation der von Janouvsky ®) beschriebenen Reaktion. Sie ist nicht zu verwech-
seln mit der bekannten Mohlerschen Reaktion *), die meistens zum qualitativen
Nachweis der Benzoesdure verwendet wird. Die erste Stufe, d.h. die Nitrierung
der Benzoesdure erfolgt nach beiden Methoden unter ganz dhnlichen Bedingun-
gen. Deshusses ) hat in einer sehr sorgfaltigen Arbeit den ganzen Reaktionsab-
lauf studiert. Aus dem Nitrierungsgemisch hat er als Hauptprodukt 3,5-Dinitro-
benzoesaure isoliert. Daneben entstehen zum Teil in betriachtlichen Ausbeuten
noch folgende Nebenprodukte, die Deshusses alle kristallisiert und durch Deri-

vate charakterisiert hat: 2.,5-Dinitrobenzoesaure, 2.,6-Dinitrobenzoesaure,
»
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m-Nitrobenzoesaure, 2,4,6-Trinitroresorcin. Von diesen 5 Verbindungen gibt nur
die 2,5-Dinitrobenzoesaure die Mohlersche Reaktion (Rotfarbung mit Hydroxyl-
amin-Chlorhydrat und Ammoniak).

Diese Reaktion ist leider fiir quantitative Bestimmungen nicht zu gebrauchen,
weil die Farbung nicht stabil ist. Nach Rosenthaler und Capuano %) ist die Moh-
lersche Reaktion fir Benzoesaure nicht spezifisch. Salicylsaure, Zimtsaure. Lu-
minal geben unter den gleichen Bedingungen analoge Farbreaktionen.

Die von Spanyar und Mitarbeitern benutzte Farbreaktion (violette Farbung
auf Zusatz von Natronlauge zu den in Aceton-Alkohol gelosten Nitrierungspro-
dukten) soll nach Versuchen obiger Autoren eine Reaktion der 3,5-Dinitroben-

zoesaure sein, d.h. eine charakteristische Farbreaktion des bei der Nitrierung
entstehenden Hauptproduktes.

Ueberpriifung der Methode von Spanyar, Kevei und Kiszel

Beim Arbeiten nach der Vorschrift von Spanyar und Mitarbeitern ergaben
sich einige unerwartete Schwierigkeiten.

[solierung der Benzoesdure

Zur Isolierung der Benzoesaure geben obige Autoren 5 verschiedene Vor-
schriften, je nach Art des Lebensmittels. Zuckerreiche Lebensmittel, wie Mar-
melade und Konfitiiren werden mit der 4-fachen Menge gesittigter Kochsalz-
losung vermischt, dann wird filtriert und in einem aliquoten Teil (entsprechend
10 g Konfitiire) die Benzoesaure mit Aether ausgeschuittelt. Bei unseren Versu-
chen entstanden stets liastige Emulsionen, die sich nicht trennen liessen. Die An-
gelegenheit wurde nicht weiter verfolgt, weil nach unserer fritheren Arbeitsweise

mittels Perforation mit Chloroform die Rohbenzoesdaure elegant isoliert werden
kann.

Nitrierung

Nitriert wurde stets mit dem von den Autoren empfohlenen Nitriergemisch
(10 g Kaliumnitrat gelost in 100 ml konz. Schwefelsaure) im Wasserbad. Nach
35 Minuten wurde das Nitriergemisch abgekiihlt, vorschriftsgemdss mit Wasser
verdiinnt und im Scheidetrichter mit 30 ml Aether ausgeschiittelt. Dabei gehen
nach Spanyar die Nitroverbindungen quantitativ in den Aether iiber. Die ab-
getrennte Aetherschicht wird nach Vorschrift erst mit 20 ml, dann mit 10 ml
Wasser wiahrend 5 Minuten gewaschen. Wir beobachteten, dass dabei betrachtli-
che Mengen gelb gefirbter Nitroverbindungen in das Waschwasser gelangten.
Verwendet man zum Auswaschen anstatt destilliertes Wasser verdiinnte Schwe-
felsaure, so entstehen keine Verluste an gelb gefarbten Nitroverbindungen.

Priifung der wasserloslichen Nitroverbindungen: Da wir nach der Original-
vorschrift ziemlich stark schwankende Werte erhielten, vermuteten wir, dass
es sich bei den gelb gefarbten Nitroverbindungen, die ins Waschwasser gelan-
gen, um Verluste an 3,5-Dinitrobenzoesaure handle.

i
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Zur naheren Priufung wurde eine griossere Menge (1,00 g) Benzoesdure mit
30 ml konz. Schwefelsaure und 3,0 g Kaliumnitrat im Wasserbad wahrend 35
Minuten nitriert. Nach dem Abkiithlen wurde mit 60 ml Wasser verdiinnt und
mit 120 ml Aether ausgeschiittelt. Die Aetherschicht wurde nun fraktionenweise
mit Wasser ausgewaschen. Samtliche Waschwiésser waren intensiv gelb geféirbt.
Sie wurden mit 50 %oiger Schwefelsdaure stark angesduert und dann mit Aether
ausgeschuttelt. Die gelben Substanzen gehen dabei quantitativ in den Aether.

Ueber die Waschwassermengen und die in den einzelnen Fraktionen gefun-
denen Substanzmengen gibt die Tabelle 1 Aufschluss. Keine der 4 wasserlosli-
chen Fraktionen gab mit Aceton-Alkohol und Natronlauge eine Violettfarbung.
Es wurde lediglich eine Braunfarbung und die Ausflockung eines voluminésen
braunen Niederschlages beobachtet. Durch das Auswaschen entstehen somit
keine Verluste an Substanzen, die mittels der Spanyar-Reaktion erfasst werden.

Die durch viermaliges Ausschitteln von den wasserloslichen Anteilen be-
freite Aetherlésung hinterliess nach dem Abdestillieren des Losungsmittels
1,29 g blassgelber Kristalle, die eine intensive Spanyar-Reaktion gaben.

Tabelle 1

VOerluste an gelben Uerbindungen beim Auswaschen mit Wasser

daraus
! Waschwasser- bewinmené
Fraktion Nr. menge o e Aussehen

ml o &

1 80 99 gelbes Harz und wenig
Kristallnadeln

2 50 370 gelbes Harz
3 25 25 gelbes Harz
14 25 24 gelbes Harz

Farbreaktion

Aus der vorschriftsgemass ausgewaschenen atherischen Losung der Nitro-
produkte wurde der Aether abdestilliert und die als gelbe kristalline Masse zu-
rickbleibenden Nitroprodukte in Aceton-Alkohol 1:1 gelost und auf ein be-
stimmtes Volumen aufgeftullt. Ein aliquoter Teil wurde mit Aceton-Alkohol
weiter verdunnt, so dass das Endvolumen nach dem Laugenzusatz (0,2 ml 5 %/vige
Natronlauge) stets 10,0 ml betrug. Nach dem Mischen wurde das Reaktionsge-
- misch sofort in Eiswasser gestellt. Die violette Farbe entwickelte sich nach kurzer
Zeit. Nach Vorschrift soll die Extinktion frithestens nach 30 Minuten, spatestens
nach 70 Minuten im Pulfrich-Photometer mit Filter S 57 be1 0,5 cm Schicht-
dicke gemessen werden. Wir benutzten ein Beckman-Spektralphotometer Modell
B und Kivetten von 1 ¢cm Schichtdicke. Das Absorptionsmaximum der Violett-
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farbung liegt bei 550 mu. Wir haben beobachtet, dass das Maximum der Farb-
Intensitat nach 30 bis 40 Minuten meistens noch nicht erreicht ist.

Nachdem die Reaktionsmischung wihrend 30 bis 40 Minuten in Eiswasser
gestanden hatte, wurde sie in die Kiivetten eingeftillt und die Extinktion ge-
messen. Die Intensitat der IFarbung nimmt in der Kiivette meistens noch etwas
zu, erreicht nach weiteren 4 bis 10 Minuten ein Maximum und nimmt dann
ziemlich rasch wieder ab, wobei sich die Losung tritbt. Wenn man nun die Ex-
-tinktion in Abstanden von je einer Minute misst, lasst sich das Maximum, das
selten langer als etwa wahrend 2 Minuten einigermassen konstant bleibt, genau
erfassen. Die Werte sind dann gut reproduzierbar, wie das Beispiel in Tabelle 2
zeigt.

Tabelle 2

Zeitlicher Uerlauf und Reproduzierbarkeit der Farbreaktion nach
Spanyar und Mitarbeitern

Versuch 1 Versuch 11

photometriert Extinktion photometrriert Extinktion
nach Minuten A =550 mfl nach Minuten A = 550 ml

39 1,015 aft 1,076

41 1,062 38 1,118

42 1,112 40 1,147

43 1,142 41 1152

41 1,160 42 1,148

46 1,162

47 1,157

Nach Spanyar und Mitarbeitern ist auch die Laugenmenge von Einfluss auf
die Farbreaktion. Mit 0,3 bis 0,5 ml 5 %/siger Natronlauge auf 15 ml Endlosung
sollen praktisch die gleichen Werte erhalten werden. Bei einigen Versuchs-
serien haben wir die Laugenmenge pro 10 ml Endlésung von 0,2 auf 0,3 ml
59/vige Natronlauge erhoht. Diese Versuche waren ganz unbefriedigend. Die
Farbreaktion verlauft viel rascher und die Losungen triibten sich oft schon
wihrend des Stehens in Eiswasser. Unmittelbar nach dem Einfiillen in die Ki-
vetten sank die Farbintensitat der Losungen rasch ab. 0,2 ml 5 °/oige Natronlauge
in 10 ml Endlésung, wie sie Spanyar und Mitarbeiter empfehlen, sind somit opti-
mal.

Die Eichkurve wurde zunachst in gleicher Weise aufgenommen, wie dies
Spanyar und Mitarbeiter beschrieben. Eine gewogene Menge Benzoesaure wurde
vorschriftsgemdss nitriert, die ausgewaschenen und getrockneten Nitrierungs-
produkte in Alkohol-Aceton 1:1 gelost und von dieser Stammldsung steigende
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Mengen (entspr. 0,1 bis 0,6 mg Benzoesdure) abpipettiert, auf 9,8 ml verdinnt
und die Farbreaktion mit 0,2 ml 5 °/siger Natronlauge angestellt. Die Eichkurve
verlauft linear und ist gut reproduzierbar.

Reproduzierbarkeit der Nitrierung

Nachdem bewiesen war, dass die Farbreaktion der Nitrierungsprodukte eines
Ansatzes gut reproduzierbar ist, war noch die Irage abzukliren, ob auch die
Nitrierung stets reproduzierbar verlauft. Es wurden daher wechselnde Mengen
Benzoesdure (1,1 bis 51 mg) vorschriftsgemdss mit 5 ml Nitriergemisch (10 g
Kaliumnitrat in 100 ml konz. Schwefelsaure) im siedenden Wasserbad wahrend
35 Minuten nitriert und aufgearbeitet. Die Nitrierungsprodukte wurden in Al-
kohol-Aceton gelost und auf ein bestimmtes Volumen aufgefillt und von diesen
Stammlésungen aliquote Teile fir die Farbreaktion benttzt.

Tabelle 3

Untersuchung der Abhdngigkeit der Resultate von der Einwaage

fur Kolarimetrie ! --
TN Einwaage Stammlosung v_erweqnderer_ ;Exnnktlon g(ﬁi‘;ﬁﬁﬁfﬁh
mg Benzoesdure ml alxquc;;elr Teil A= 550my, der Einwaage
1 1,15 10 1 0,345 115,4 *
2 2.55 10 0.5 0,305 99,8
3 2,70 10 0,5 0,402 1145 *
4 4,30 10 0,5 0,538 96,2 *
h 5,36 10 0,5 0,732 105,1
6 15,45 25 0,5 0,800 99,8
7 20,70 25 0,5 1,162 108,0 *
8 29,43 25 0,5 1,546 101,0
9 51,18 50 0,5 1,225 92,1

In Tabelle 3 sind die Resultate zusammengestellt. Die Werte sind nach stei-
gender Einwaage geordnet. Zur Berechnung der kolorimetrisch gefundenen Ben-
zoesaure wurde willkiirlich eine mittlere Eichkurve beniitzt. Der Extinktion 1,00
entsprechen 0,385 mg Benzoesaure. Die Werte weichen zum Teil stark vom Soll-
wert ab (mittlere quadratische Abweichung s = + 8,0 %0). Irgend eine Gesetz-
massigkeit oder eine Abhangigkeit von der Einwaage konnte nicht gefunden
werden. Die mit * bezeichneten Proben wurde alle gleichzeitig im gleichen
Wasserbad nitriert. Die tibrigen 5 Proben bildeten eine andere Serie und wurden
ebenfalls alle zusammen im gleichen Wasserbad nitriert. In beiden Serien findet
man grosse Abweichungen nach oben und unten.
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Txtinktion In Fig.1 sind zwei Eichkurven einge-
tragen, die mit verschiedenen Stamm-

I6sungen aus den Nitrierungsversuchen
/

7 und 9 erhalten worden sind. Man sieht,
dass beide Kurven linear verlaufen, aber
stark voneinander abweichen, woraus
geschlossen werden muss, dass in den
beiden Ansitzen die 3,5-Dinitrobenzoe-
saure, welche die Farbreaktion verur-
sacht, nicht in gleicher Ausbeute ent-
standen 1st.

In Fig.1 sind noch 7 weitere Punkte
(schwarze ausgefiillte Kreise) eingetra-
gen, die mit den anderen Nitrierungsan-
satzen aus Tabelle 3 erhalten worden
sind. Auch diese Punkte streuen ziemlich
stark. Damit diirfte bewiesen sein, dass
die grossen Streuungen, die man nach
der Methode Spanyar erhilt, nicht auf
die eigentliche Farbreaktion zuriickzu-
02 04 o6 fithren sind, sondern auf die Nitrierung

mg in 40 ml der Benzoesiure, die nicht genau repro-
duzierbar verlauft. Nach Deshusses ?)
entstehen verschiedene Nitrierungspro-
dukte nebeneinander, von denen nur die
3,5-Dinitrobenzoesdure die charakteristische Farbreaktion gibt. Vermutlich ent-
stehen die verschiedenen Nitroverbindungen nicht immer genau im gleichen
Verhiltnis. Die Angaben von Spanyar und Mitarbeitern, wonach der mittlere
Fehler bei Modellversuchen + 0,9 /o betriagt und bei den fiinf verschiedenen

15

1,0

05

Figur 1. Eichkurven

Aufbereitungsverfahren fiir Lebensmittel zwischen * 2 und 6,8 %/ liegt, konnten
nicht bestatigt werden. Die Befunde obiger Autoren sind auch nicht zahlenmassig
belegt. Die fiir die Modellversuche angegebene Fehlergrenze (£ 0,9 %) stimmt
nach eigenen Untersuchungen ausschliesslich fiir Versuchsserien, die aus einer
Stamml6sung eines einzigen Nitrierungsversuches erhalten werden.

Messung der Farbintensitit der gelben Nitrierungsprodukte

Das aus der Benzoesdure bei der Nitrierung entstehende Gemisch von Nitro-
verbindungen ist intensiv gelb gefarbt. Es war daher naheliegend, anstatt eine
umstandliche und chemisch wenig tibersichtliche Farbreaktion anzustellen, ein-
fach die Extinktion der Summe der gelben Nitro-Verbindungen zu messen. Nach
beendeter Nitrierung wurde das Reaktionsgemisch wie iblich mit 10 ml Wasser
verdiinnt und mit 30 ml Aether ausgeschiittelt. Da beim Auswaschen mit Wasser
ein Teil der gelb gefarbten Verbindungen in das Waschwasser gelangt, wurde
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bei diesen Versuchen mit verdiinnter Schwefelsdaure ausgewaschen, die keine ge-
farbten Stoffe aufnimmt. Aus der adtherischen Losung lassen sich die gelben
Verbindungen mit verdiinnter Natronlauge, Soda- oder Natriumbikarbonat-
losung quantitativ ausziehen.

Das Absorptionsmaximum der gelben Nitroprodukte, gelost in 2 %/oiger Na-
triumbikarbonat-Losung, liegt bei 360 myu. Wird mit 2 °/siger Natronlauge aus-
geschiittelt, beobachtet man 2 Absorptionsmaxima. Eines liegt im Ultraviolett,
das andere bei 405 muy.

Die Farbung in 2 %siger Natronlauge nimmt langsam zu. Vermutlich findet
in stark alkalischer Losung eine Umsetzung oder Tautomerisierung statt. In
Bikarbonatl6sung bleibt die Farbung dagegen tiber 2 Stunden konstant. Es wurde
daher in allen weiteren Versuchen mit 2 %/oiger Natriumbikarbonat-Lésung aus-
geschiittelt. Beim Ausschiitteln nimmt die Bikarbonatlosung etwas Aether auf.
Als Folge davon konnen in den Kiivetten beim Photometrieren lastige Schlieren
oder Triibungen auftreten. Am einfachsten entfernt man den Aether, indem
man die auf etwa 30° G erwarmte Losung an der Wasserstrahlpumpe wahrend
einigen Minuten evakuiert. Dann wird in einem Messkélbchen oder graduiertem
Glaschen auf das gewtinschte Volumen aufgefiillt und photometriert. Die so
bereiteten Losungen gehorchen dem Beerschen Gesetz.

Mittels dieser vereinfachten kolorimetrischen Methode wurde nun der Ni-
trierungsvorgang der Benzoesaure nochmals tiberprift.

Einfluss der Nitrierdauer

Um festzustellen, nach welcher Zeit ein Maximum fir die gelben Nitro-
Verbindungen erreicht wird, haben wir 30 mg Benzoesaure mit 30 ml Nitrier-
gemisch in einem Erlenmeyerkolbchen in ein siedendes Wasserbad gestellt. In
gewissen Zeitabstanden wurden Proben von 1 ml herauspipettiert, mit Wasser
verdiinnt, mit 10 ml Aether ausgeschiittelt und die atherloslichen gelben Stoffe
mit 10 ml 2 %/eiger Natriumbikarbonat-Losung aufgenommen und darin die Ex-
tinktion bei 360 my. gemessen.

Die Farbintensitat nimmt bis zu 30 Minuten Nitrierdauer zu und bleibt dann
noch wenigstens eine halbe Stunde praktisch konstant. Nach 3-stiindiger Nitrie-
rung ist bereits eine Abnahme der Farbintensitat auf die Halfte festzustellen, wie
nachstehende Zahlen zeigen. Vermutlich werden die gelben Nitroverbindungen
bei allzulanger Reaktion wieder zerstort (Oxydation).

Extinktion bei

Nitrierdauer 360 my
10 Minuten 0,660
20 Minuten 0,929
30 Minuten 1,002
40 Minuten 1,001
60 Minuten 1,000

3 Stunden 0,552
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Reproduzierbarkeit der Nitrierung

Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu tberpriifen, wurden in zahlrei-
chen Versuchen verschiedene Mengen Benzoesdure mit je 5 ml Nitriergemisch
wahrend 40 Minuten im Wasserbad erhitzt. Die Proben wurden abgekihlt, mit
10 ml Wasser verdiinnt und wie oben angegeben im Scheidetrichter ausgeschiit-
telt. Die gelb gefarbten Bikarbonatlosungen wurden mit 2°oiger Bikarbonat-
losung weiter verdunnt, so dass 10 ml Endlosung jeweils 0,5 mg Benzoesaure
entsprachen. In Tabelle 4 sind die Resultate in Prozenten der Einwaage an-
gegeben. Die Prozentgehalte wurden aus einer mittleren Eichkurve (Regressions-
geraden) aus zahlreichen Versuchen berechnet. Die gelben Nitrierungsprodukte
von 1,00 mg Benzoesaure, gelost in 10 ml Bikarbonatlosung, entsprechen einer
‘mittleren Extinktion von 1,08. Bei allen Versuchen, auch solchen mit gleicher
Finwaage, handelt es sich um voneinander unabhangige Parallelbestimmungen.

Tabelle 4

Modellversuche mit Nitrierung reiner Benzoesdure

Messung der gelben Nitroverbindungen in 2 %/siger Natriumbikarbonatlosung bei 360 muy..

Einwaage o Einwaage %o " Einwaage /o

mg mg mg

0,10 299 0,50 103,0 4,84 99.4
0,10 25,9 0,50 117,6 5,08 100,5
0,30 34.8 1,0 101,5 5,14 116,0
0,30 184,6 1,0 99,7 7,29 102,0
0,50 118,0 1.0 1126 7,57 95,0
0.50 120,4 1,0 109.6 10,20 87,3
0,50 111,0 Tl 127,2 10,96 99,6
0,50 99,7 2,00 182:2 19,78 101,0
0.50 97,5 3,00 100,2 40,79 100,0

Die Werte streuen stark. Benzoesduremengen unter 0,5 mg lassen sich iiber-
haupt nicht mehr zuverldssig erfassen. Bei Einwaagen zwischen 1 und 40 mg
verlauft die Nitrierung einigermassen reproduzierbar, die Streuungen sind aber
grosser (mittlere quadrat. Abweichung s = £ 11,7 %) als bei der Methode von
Spanyar und Mitarbeitern (s.Tab. 3). Fiir genaue quantitative Bestimmungen ist
weder die eine noch die andere Reaktion zu gebrauchen.

Uersuche an Konfitiire

Die beiden kolorimetrischen Methoden wurden nun an einer im Haushalt
ohne Zusatz von Konservierungs- und Geliermitteln hergestellten Zwetschgen-
konfitiire ausprobiert.
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50—T75 g Konfitire wurden mit der doppelten Menge warmen Wassers ver-
rithrt, die Masse im Mixer homogenisiert und durch eine 5-fache Lage von Ver-
bandgaze unter schwachem Absaugen filtriert. Aliquote Teile des Filtrates (ent-
sprechend 20 bis 30 g Konfitiire) wurden mit 0,5 ml konz. Phosphorsdure versetzt
und im Perforator nach Pritzker und Jungkunz 7) mit Chloroform wahrend 2 bis
21/ Stunden perforiert. Eine Probe wurde ohne Benzoesiure-Zusatz verarbeitet,
den beiden anderen wurden vor der Extraktion bekannte Mengen Benzoesiure
zugesetzt.

Die Chloroform-Extrakte wurden gewogen, dann nitriert und die gelben
Nitrierungsprodukte wie beschrieben ausgeithert, dann in Natriumbikarbonat-
Losung aufgenommen und photometriert. Die Resultate sind in Tabelle 5 zusam-
mengestellt.

Es wurde bereits frither 2) darauf hingewiesen, dass man aus Konfitiiren (so-
wie auch aus anderen Lebensmitteln) bei der Perforation des wisserigen Aus-
zuges neben der Benzoesaure stets auch Verunreinigungen, meistens wachsartige
Stoffe, extrahiert. Diese Verunreinigungen gaben bereits beim Blindversuch bei
der Nitrierung gelbe wasserlosliche Verbindungen, die zu unserer Ueberraschung
ebenfalls in den Aether gelangen und beim Ausschiitteln von der Natriumbikar-
bonatlésung wiederum aufgenommen werden. Sie tduschen somit Benzoesaure
vor. Die Gelbfarbung in Natriumbikarbonat ist daher fiir die Praxis vollig un-
geeignet. In unserem Beispiel findet man in der Blindprobe einen scheinbaren
Benzoesduregehalt von 113 mg/kg Konfitiire. Auch in den beiden Versuchen mit
Benzoesaure-Zusatz werden viel zu hohe Werte gefunden.

Tabelle 5

Modellversuche mit Konfitiire

(gﬁgzv%ru;;léi) mit Zusatz mit Zusatz

Konfitiire im perforierten i
wisserigen Extrakt (Einwaage) : 30 g 30 g 20 g
Benzoesaure zugesetzt 0 5,38 mg 9,565 mg
Rohbenzoesaure gewogen 7,0 mg 13,2 mg 19,7 mg
Benzoesdure gefunden
a) ber. aus Gelbfarbung der

Nitrierungsprod. in NaHCOs 3,4 mg 8,45 mg 12,0 mg

Ausbeute in %o der Theorie — 157 % 126 %o
b) ber. aus Farbreaktion nach

Spanyar 0 4,6 mg 8,6 mg

Ausbeute in %o der Theorie — 85 % 90 %
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In einem aliquoten Teil der Nitroverbindungen wurde dann die Benzoesaure
auch nach der Methode von Spanyar und Mitarbeitern bestimmt. Diese kolori-
metrische Methode ist brauchbar, wenn auch nicht sehr genau. Die Verunreini-
gungen der Blindprobe tdauschen keine Spur Benzoesdure vor, die zugesetzten
Mengen findet man annahernd richtig wieder. Die Verluste von tiber 10 %/
lassen sich, wie mehrfach erwdhnt, durch Schwankungen beim Nitrieren erkla-
ren.

Bei Serienuntersuchungen von normal konservierten Lebensmitteln erhalt
man in der Regel betrachtliche Mengen (iber 10 mg) gut kristallisierter Roh-
benzoesaure, die sich bequem titrimetrisch bestimmen lassen. Nach dieser Me-
thode haben wir bei fritheren Modellversuchen 2) recht befriedigende Resultate
gefunden. In 8 Versuchen mit Konfitiiren lagen die relativen Abweichungen vom
Sollwert unter 4 %, in einem Versuch betrug der relative Fehler 10 /0. (Mittlere
quadratische Abweichung = 4,2 %).

Die Methode von Spanyar und Mitarbeitern kann gelegentlich wertvolle
Dienste leisten, wenn man im Zweifel ist, ob die aus einem Lebensmittel isolier-
ten, oft sehr geringen Mengen an schmierigen Stoffen («Rohbenzoesdure») tiber-
haupt Benzoesaure enthalten. Die Farbreaktion soll nach Spanyar und Mitarbei-
tern fir Benzoesiure recht spezifisch sein. Sie erlaubt eine annahernde, jedoch
keineswegs genaue Bestimmung.

Zusammenfassung

1. Die kolorimetrische Benzoesaure-Bestimmung nach Spanyar und Mitarbeitern wurde
tberpriift. Die aus dem Lebensmittel isolierte Rohbenzoesaure wird zunéchst nitriert.
Die Nitroprodukte werden in Alkohol-Aceton gelést und mit Natronlauge versetzt,
worauf sich eine violette Farbung bildet, deren Intensitat im Photometer gemessen
wird.

Q

2. Die Farbreaktion soll eine Reaktion der 3,5-Dinitrobenzoesaure sein. Bei der Nitrie-
rung der Benzoesdure entsteht jedoch immer ein Gemisch verschiedener Nitroderi-
vate.

3. Die eigentliche Farbreaktion (Spanyar-Reaktion) ist gut reproduzierbar und gehorcht
dem Beerschen Gesetz. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Nitrierung der
Benzoesaure schlecht reproduzierbar ist. Die Nitroprodukte verschiedener parallel
durchgefiihrter Nitrierungen sind verschieden stark gelb gefdarbt und geben auch
stark voneinander abweichende Farbreaktionen mit Natronlauge in Aceton-Alkohol.
Die Fehler betragen mehr als = 10 %/o.

4. Die Methode nach Spanyar und Mitarbeitern ist viel umstdndlicher und zeitrauben-
der und keineswegs genauer als die von uns frither beschriebene Perforationsmethode
mit anschliessender acidimetrischer Titration der extrahierten Rohbenzoesaure.

5. Die Methode von Spanyar ist in Zweifelsfallen und bei sehr geringen Gehalten an
Benzoesdure zur sicheren Identifizierung der nach einer beliebigen Methode isolier-
ten Roh-Benzoesaure zu empfehlen,
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Résume

Le dosage colorimétrique de l'acide benzoique selon Spanyar et ses collaborateurs
a ¢té examiné. Le principe de ce dosage est d’isoler 'acide benzoique brut, de le nitrer,
de dissoudre le produit nitré dans un mélange d’acétone et d’alcool et d’ajouter de la
soude caustique; on obtient ainsi une coloration violette dont on mesure l'intensité au
photometre.

Les auteurs ont constaté que cette méthode est plus compliquée, plus longue et en
aucun cas plus exacte que celle qu'ils ont décrite précédemment. Elle peut toutefois
rendre des services dans des cas douteux et lorsque les teneurs en acide benzoique sont
tres faibles.

Summary

Critical examination of the colorimetric determination of benzoic acid according to
Spanyar et al.

The authors conclude that the method is more complicated, takes longer time and is
not more accurate than their own one. However, the Spanyar’s reaction is applicable for
identification in uncertain cases or if the extraction residue is very impure.
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