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Determinazione della saccarina e dei ciclamati per mezzo
della spettrofotometria infrarossa*™

D. Coppini e A. Albasini

Istituto di Chimica Farmaceutica e Tossicologica dell’Universita di Modena

Come ¢ noto, le sostanze chimiche che maggiormente vengono impiegate quali
dolcificanti artificiali sono oggi la saccarina (solfimmide benzoica) ed 1 ciclamat
(sali di sodio o di calcio dell’acido cicloesilsolfammico), essendo la dulcina prati-
camente abbandonata, dato che prove sperimentali hanno fatto sorgere il dubbio
di una possibile azione cancerigena (1).

Da quando ne furono riconosciuti il notevole potere dolcificante e la non
tossicita alle dosi di impiego, I'uso di tali edulcoranti si ¢ andato sempre piu
estendendo e, di pari passo, anche le ricerche analitiche atte ad individuarne la pre-
senza qualitativa e quantitativa hanno sempre piu interessato i ricercatori. Le in-
dagini analitiche si sono pertanto indirizzate all’ identificazione e conseguente
dosaggio dei singoli composti, sia da soli che in presenza 'uno dell’altro, nei
prodotti di uso farmaceutico, negli alimenti e nei dietetici.

La ricerca e determinazione della saccarina ¢ fondata di solito sui noti meto-
di che contemplano la sua trasformazione in sostanze dotate di caratteristiche
reazioni, come quelle classiche dei solfati o dei solfuri, previa mineralizzazione, o
quelle dell’acido salicilico previa fusione alcalina. Inoltre, la saccarina ¢ stata de-
terminata per trasformazione in ammoniaca e successiva valutazione col reattivo
di Nessler (2, 3, 4) o titolazione con acido solforico (5); per fusione con acido
fenolsolfonico e conseguente formazione di fenolsolfonftaleina (rosso fenolo) (6, 7,
8); per ossidazione con acqua ossigenata e reazione con solfato di rame e sodio
nitrito, con sviluppo di una colorazione rossa (9, 10); per ossidazione con potassio
permanganato e reazione con sali ferrici (11); per precipitazione con naftilamina
e solfato di rame, e conseguente formazione di una sostanza violetta solubile in
cloroformio (12) o con piridina e solfato di rame con formazione di un com-
plesso celeste solubile in cloroformio (13, 14, 15); per precipitazione, in soluzione
acetica, con nitrato d’argento e titolazione dell’eccesso del sale d’argento con
ammonio solfocianato (16).

Sono state pure impiegate, per la ricerca e determinazione della saccarina, le
moderne tecniche di indagine, quali la cromatografia su carta (17, 18, 19, 20) o
su strato sottile (21), la gascromatografia (22), dopo trasformazione nel su» N-
metilderivato, la spettrofotometria nell’ultravioletto (23), la polarografia (24, 25,
26), I’elettroforesi su carta (27).

I sali dell’acido cicloesilsolfammico, in particolare quelli di sodio e di calcio,
sono entrati nell’uso quali edulcoranti molto piti di recente. Le metodiche di ri-

* Ricerche eseguite con il contributo del C. N. R.
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conoscimento e di dosaggio sono prevalentemente basate sulla trasformazione, in
ambiente acido, dell’acido ciclamico in cicloesene per azione dell’acido nitroso
(28, 29, 30, 31, 32) e successiva precipitazione dell’acido solforico come solfato di
bario. Modificazioni a questo metodo consistono nel titolare direttamente la so-
luzione acida di ciclamati con soluzione standard di sodio nitrito impiegando
come indicatore esterno una cartina amidoiodurata (33), o nel precipitare lo ione
SOs con cloruro di bario e nel titolare I’eccesso di bario con soluzione di EDTA
impiegando blu di calceina come indicatore di fluorescenza (34). Un metodo in-
teressante, sempre basato su detta reazione, ¢ stato messo a punto da Rees (35):
questo A., eseguita la trasformazione dell’acido ciclamico in cicloesene per azione
dell’acido nitroso, estrae il cicloesene con etere di petrolio e ne esegue il dosaggio
gascromatograficamente.

Mentre molto numerosi sono i metodi analitici per il riconoscimento ¢ il
dosaggio dei due edulcoranti presi singolarmente, in particolare come si & visto
quelli per la saccarina, non altrettanto si pud dire quando ci si trova in presenza
di una miscela, che ne richiede la separazione. In generale i metodi impiegati si
limitano al riconoscimento e sono basati sulla tecnica cromatografica su carta o
su strato sottile. Possiamo qui ricordare quelli di Mitchell (36) e di Ichibagase ¢
Kojima (37), che con la cromatografia su carta hanno potuto separare saccarina,
dulcina e ciclamati impiegando varie miscele di solventi; quell di Salo e coll. (38)
e di Lee (39), che per cromatografia su strato sottile hanno separato e identificato
saccarina, ciclamati e dulcina.

Ci & sembrato percio interessante studiare la possibilita di separare, ricono-
scere e determinare i due edulcoranti sintetici applicando la spettrofotometria in-
frarossa, in quanto tale tecnica, gia da noi utilizzata per la determinazione del
captano nei vini (40), pur permettendo di operare con pochissime manipolazioni e
raggiungendo una buona sensibilita, non risulta essere stata ancora impiegata, no-
nostante la forte diffusione attualmente raggiunta dagli spettrofotometri IR,
specie di «routine».

A noi pertanto si presentava il compito di separare i due edulcoranti dalle
loro miscele e di trasformarli in sostanze facilmente rilevabili all’analisi IR. Alla
separazione quantitativa siamo pervenuti sfruttando la solubilita della saccarina
nei solventi organici e dell’acido ciclamico nell’acqua. Infatti, dopo diverse prove
di estrazione con vari solventi, previa acidificazione con acidi forti e deboli per la
trasformazione della eventuale saccarina sodica in saccarina, abbiamo raggiunto
la completa separazione delle due sostanze acidificando le loro soluzioni acquose
con acido cloridrico ed estraendo con miscela benzolo-etere etilico.

In tale modo il residuo della evaporazione della fase organica & costituito
dalla saccarina, facilmente determinabile utilizzando la banda di assorbimento a
1721 ecm™, caratteristica della vibrazione di valenza del gruppo CO della sacca-
rina, banda che non ¢ presente nello spettro della saccarina sodica.

Nella fase acquosa abbiamo invece determinato I’acido ciclamico trasforman-
dolo in cicloesene secondo il sopracitato metodo di Rees (35) e sottoponendo la
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soluzione petroleterea del cicloesene alla valutazione spettrofotometrica IR uti-
lizzando per la determinazione la banda di assorbimento a 1650 cm™'.

Dai valori di assorbimento ottenuti si risale alla quantita di saccarina e di
ciclamato (espresso come ciclamato sodico) mediante curve di taratura tracciate
operando secondo la metodica che verra pit avanti riportata.

Il metodo da noi messo a punto si ¢ dimostrato oltre che rapido e sensibile an-
che di facile realizzazione pratica sia per il riconoscimento qualitativo che per il
dosaggio quantitativo di entrambi gli edulcoranti. La minima quantita dosabile
nelle nostre condizioni di esperienze & risultata dell’ordine di 0,2 mg per la sacca-
rina e di 1 mg per il ciclamato sodico.

Parte sperimentale
1. Reattivi

— Acido cloridrico puro per analisi

— Acido cloridrico 0,1 N

— Soluzione acquosa di sodio nitrito puro per analisi 0,5 M

— Miscela di etere etilico puro per analisi e benzene puro per analisi 1 :1
(v/v)

— Etere di petrolio p. e. 40—70 © puro per analisi

— Sodio solfato anidro puro per analisi

— DPotassio bromuro per spettrofotometria

— Soluzione acquosa di saccarina sodica contenente circa mg 25 esattamente
pesanti di edulcorante in 100 ml di soluzione

— Soluzione acquosa di ciclamato sodico contenente circa mg 50 esattamente
pesanti di edulcorante in 100 ml di soluzione

2. Apparecchiatura
— Imbuti separatori della capacitd di 50 ml con rubinetto in teflon
— Capsule di vetro a fondo rotondo, capacita ml 25
— Matraccini tarati da 25 ml
— Bagnomaria termostatato
— Mortaio 1n agata
— Cella con finestre in CaF, (spessore 0,25 mm)
— Spettrofotometro Perkin Elmer mod. 257
— DPressa idraulica Weber PW 20
— DPastigliatrice sotto vuoto Weber mod. 8

3. Curva di taratura per la saccarina
Per la preparazione della curva di taratura della saccarina abbiamo introdotto
in imbuto separatore ml 0,5—2,0 (pari a mg 0,12—0,5 circa) della soluzione
acquosa di saccarina sodica di cui al. n. 1, portato a 10 ml con acqua e aci-
dificato fino a pH 4 con acido cloridrico 0,1 N. La soluzione viene estratta
una prima volta per 3 minuti con 10 ml e successivamente altre due volte per
1 minuto con 5 ml di miscela benzolo-etere etilico. Gli estratti benzol-eterei
contenenti la saccarina vengono essiccati su sodio solfato anidro, concentrati

241



04

03

02

01

a piccolo volume in capsula di vetro e
trasferiti quantitativamente in mortaio
di agata nel quale erano stati in pre-
cedenza pesati mg 300 di KBr. Si-eva-
pora sotto lampada a raggi IR, avendo
cura di non superare la temperatura di
45 °,

Terminata |’evaporazione si mescolano
intimamente KBr e sostanza e con la
tecnica usuale si prepara la pastiglia da
sottoporre all’analisi IR. Con la tecnica
della linea di base si misura [’assorbi-
mento della banda a 1721 cm™! e si
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di Lambert-Beer ¢ valida da 0 fino a
0,5 mg, perd per quantita inferiori a 0,2 mg ’errore supera il * 10 .
Curva di taratura per il ciclamato sodico
Per tracciare la curva di taratura del ciclamato sodico abbiamo seguito, come
gia detto, il metodo di Rees (35), basato sulla trasformazione dell’edulcorante
in cicloesene. A tal fine, in matraccio tarato da ml 25 abbiamo introdotto ml
1—15 (pari a mg 0,5—7,5) della soluzione di cui al n. 1, acidificato con 2 ml
di acido cloridrido concentrato e aggiunto 1 ml della soluzione di sodio nitrito
0,5 M e 1 ml di etere di petrolio, esattamente misurato.
Si chiude il matraccio col tappo, si agita per 3 minuti e si porta a volume
con acqua, distillata, facendo in ogni caso attenzione che lo strato petroletereo,
che contiene in soluzione il cicloesene, si trovi nella parte pit sottile del collo.
Per mezzo di una siringa si preleva una porzione di detta soluzione, la si in-
troduce nella cella di misura e si
traccia lo spettro IR tra 1800 e
1500 c¢cm™, usando come riferi-
mento una identica cella con-
tenente etere di petrolio. Si mi-
sura ’assorbimento a 1650 cm™
e si traccia la curva di taratura
riferita al ciclamato sodico, ripor-
tata in fig. 2. La legge di Lam-
bert-Beer ¢ rispettata fino a 7 mg.

5. Determinazione della saccarina ¢
del ciclamato sodico in presenza

" i P 2 b

: 5 e R = / uno dell’altro i

2 mg Si introducono in imbuto separa-
tore volumi di soluzioni acquose dei due edulcoranti compresi tra quelli indi-

cati ai n. 3 e 4, si diluisce con acqua a 20 ml, quindi si porta a pH4 con acido



cloridrico 0,1 N. Si estrae una prima volta per 3 minuti con 10 ml di miscela
benzolo-etere etilico e altre due volte per 1 minuto con ml 5 di detta miscela.
Si procede poi alla determinazione della saccarina, contenuta nella soluzione
benzoleterea e dell’acido ciclamico contenuto nella soluzione acquosa proce-
dendo come indicato rispettivamente ai n. 3 e 4.

I dati ottenuti in queste determinazioni coincidono esattamente con i valori

delle curve di taratura in fig. 1 e 2.

Riassunto

E’ stato messo a punto un metodo per riconoscere e dosare per via spettrofotometrica
infrarossa saccarina e ciclamati in miscela, previa estrazione in ambiente acido della
saccarina con benzolo-etere etilico e trasformazione dell’acido ciclammico in cicloesene,
secondo il metodo di Rees.

Per la ricerca e il dosaggio della saccarina abbiamo utilizzato la banda a 1721 cm—!,
per il cicloesene in soluzione petroleterea la banda a 1650 cm—!. I valori ottenuti sono
statl espressi rispettivamente in saccarina e in ciclamato sodico.

Le dosi minime rilevabili quantitativamente sono di 0,2 mg per la saccarina e di 1 mg
per il ciclamato sodico.

Lusammenpassung

Es wurde eine Methode ausgearbeitet fiir den Nachweis und die Bestimmung von
Saccharin und Zyclamat in Mischung mittels Infrarot-Spektrophotometrie; zuvor erfolgte
die Extraktion des Saccharins in saurem Milieu mit Aethylither-Benzol und die Umwand-
lung der Cyclaminsiure in Cyclohexen, nach der Methode Rees.

Fir den Nachweis und die Bestimmung des Saccharins haben wir die Bande bei
1721 cm—1, fiir Zyclohexen in Petrolitherlésung die Bande bei 1650 cm~1 verwendet. Die
erhaltenen Werte sind als Saccharin bzw. Natriumcyclamat angegeben. Die quantitativ
nachweisbaren Minimaldosen betragen 0,2 mg fiir Saccharin und 1 mg fiir Natriumcycla-
mat.

Résumée

Une méthode a été mise au point pour reconnaitre et doser un mélange de saccharine
et de cyclamates par voie spectophotométrique dans 'infrarouge, aprés extraction, en mi-
lieu acide, de la saccharine au moyen de benzane-éther-éthylique et transformation de
I’acide cyclamique en cyclohexéne, selon la méthode de Rees.

Pour la recherche et le dosage de la saccharine, nous avons utilis¢é la bande a
1721 cm=1, pour le cyclohexéne, en solution dans I’éther de pétrole, la bande a 1650 em—!.
Ces valeurs obtenues ont été exprimées respectivement comme saccharine et comme cycla-
mate de sodium. Les doses minimales accessibles & I’estimation quantitative sont de
0,2 mg pour la saccharine et de 1 mg pour le cyclamate de sodium.
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Summary

A method utilizing IR-spectrophotometry for the identification and determination of

saccharin and cyclamates in mixture has been developped. Saccharin is extracted from an
acid medium with benzene-ether, and cyclamic acid is transformed into cyclohexene,
following the method of Rees.

For the identfication and determination of saccharin we have used the band at

1721 ecm—1, for cyclohexene in petroleum ether solution, the band at 1650 cm—t. The va-
lues obtained are expressed in saccharin and in sodium cyclamate, respectively. Minimum
doses which can be quantitatively determined are 0,2 mg of saccharin and 1,0 mg of
sodium cyclamate.
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De quelques principes de statistique
appliqués a la numération bactérienne

Par Emile Nowvel

(Service d’hydrobiologie et de microbiologie des denrées alimentaires)
Institut d’hyvgiene Geneve

Toute statistique de numération bactérienne, qu’il s’agisse de dénombrement

direct ou de dénombrement aprés culture, comporte, comme toute autre statistique
de numération

A) un dénombrement;
B) la mesure des résultats;
C) la valeur des résultats obtenus;

]
2.
3:

A. Dénombrement

Le dénombrement statistique comporte trois conditions essentielles:

Les objets a compter doivent étre concréts;
I’unité doit étre définie;
la masse doit étre limitée dans le temps et dans Iespace.
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