Hinweis

Bei dieser Datei handelt es sich um ein Protokoll, das einen Vortrag im Rahmen
des Chemielehramtsstudiums an der Uni Marburg referiert. Zur besseren
Durchsuchbarkeit wurde zudem eine Texterkennung durchgefihrt und hinter das
eingescannte Bild gelegt, so dass Copy & Paste moglich ist — aber Vorsicht, die
Texterkennung wurde nicht korrigiert und ist gerade bei schlecht leserlichen
Dateien mit Fehlern behaftet.

Alle mehr als 700 Protokolle (Anfang 2007) kdnnen auf der Seite
http://www.chids.de/veranstaltungen/uebungen _experimentalvortrag.html
eingesehen und heruntergel aden werden.

Zudem stehen auf der Seite www.chids.de welitere Versuche, Lernzirkel und
Staatsexamensarbeiten bereit.

Dr. Ph. Reif3, im Juli 2007



Philipps-Universitit-Marburg
Ubungen zum Experimentalvortrag
im SS 1997

Leitung: Prof. Dr. Perst,

Dr. Butenuth, Dr. Gerstner

/’\‘(.
Schriftliche Ausarbeitung des
Experimentalvortrages zum Thema
~L.ebensmittelkonservierungstoffe

vorgelegt
von Thorsten Damm

Marburg, im Juli 1997

Seite 1 von 20
Chemie in der Schule: www.chids.de



Inhaltsverzeichnis

VORSTELLUNG DER GLIEDERUNG

ALLGEMEINES ZUM KONSERVIEREN
Moglichkeiten der Konservierung
Was ist Konservieren?
Notwendigkeit der Konservierungsmittel
Wirkungsweise der Konservierungsmittel
Angriffspunkte an der Mikroorganismenzelle:
pH - Abhéngigkeit der konservierenden Wirkung
GESCHICHTLICHER UBERBLICK
VORSTELLUNG EINIGER KONSERVIERUNGSMITTEL
Versuch 1: Nachweis von Milchsdure in Kefir
Versuch 2: Konservierende Wirkung der Sorbinsdure als Schimmelschutzmittel
Versuch 3: Halbquantitativer Nachweis der Sorbinsdure in Margarine
Versuch 4: Konservierende Wirkung der Benzoesdure als Garungsinhibator
Versuch 5: Nachweis von Benzoesdure in Coca-Cola-Light (Mohler-Reaktion)

Versuch 6: Konservierende Eigenschaften der Ascorbinsdure
Versuch 7: Quantitative Bestimmung der Ascorbinsdure in Apfelsaft

LITERATURLISTE:

Chemie in der Schule: www.chids.de

A = - - T AV T T N . ]

M~~~
N L WL~

19

20

Seite 2 von 20



Vorstellung der Gliederung

1.Allgemeines zum Konservieren
- Moglichkeiten der Konservierung
- Was ist Konservieren
- Notwendigkeit der Konservierungsmittel

- Wirkungsweise der Konservierungsmittel

2.Geschichtlicher Uberblick

3.Vorstellung einiger Konservierungsmittel mittels der
Uberfithrung ihrer konservierenden Wirkung und

ithres Nachweises in Lebensmitteln.
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Allgemeines zum Konservieren

Moglichkeiten der Konservierung

Sﬁlzen Kiilte Trocknen uv
Sz:uern Kuhlf:n Gefrier Rontgen
Piokeln Gefrieren - Y-Bestrahlung
Riuchern Hitze
Konservierungsm. Pasteurisieren

Sterilisieren

Abbildung 1: aus Didaktische Uberlegungen zum Thema Lebensmittelkonservierung, in

NiU-Chemie 4 (1993) Nr. 19, S. 14
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Was ist Konservieren?

Konservieren: conservare (lat.) = erhalten, bewahren
Konservierungsmittel dienen dazu, verderbliche Materialien in ihrem gegenwirtigen Zustand

zu erhalten und sie vor der Zersetzung durch chemische, physikalische und biologische
Einflisse zu bewahren.

Notwendigkeit der Konservierungsmittel

Durch die Trennung der Orte der Produktion und des Konsums, die Entwicklung von
Ballungszentren mit umfassenden, differenzierten Erndhrungsbediurfnissen und den
internationalen Warenaustausch wird Konservierung bei einer Vielzahl von Produkten
notwendig. Um allerdings einem MiBbrauch beim Einsatz der Konservierungsmittel
vorzubeugen, hat die EG in Zusammenarbeit mit der WHO Richtlinien fir
Konservierungsstoffe herausgegeben, die zwischenzeitlich mehrfach auf den neusten Stand
gebracht wurden. In diesen Richtlinien wird dem Einsatz der Konservierungsmittel mittels
des ADI-Wertes (acceptable daily intake) ein Limit auferlegt. Die ADI-Werte driicken in
mg/kg Korpergewicht die Menge eines Stoffes aus, die man ohne Bedenken pro Tag ein
Leben lang zu sich nehmen kann.

Die Zulassung von Konservierungsmitteln erfolgt ferner nur, wenn technische Notwendigkeit,
aber gleichzeitig gesundheitliche Unbedenklichkeit besteht.

Wirkungsweise der Konservierungsmittel

Generell kann man die Konservierungsmittel in zwei Wirkungsklassen unterteilen:

Mikrobiozide Stoffe toten Keime ab wund zerstoren unspezifisch die wichtigen
Makromolekiile der Mikroorganismenzelle.

Mikrobiostatische Stoffe hemmen Vermehrung und Wachstum der Keime, sie wirken
unspezifisch auf Cytoplasmamembranen und Stofftransport oder auf die Biosynthese von
Makromolekiilen.
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Abbildung 2: aus Saebert/Wéhrmann, Konservierung von Lebensmitteln mit und ohne Chemie, S. 18
Angriffspunkte an der Mikroorganismenzelle:

Betrachtet man eine Mikroorganismenzelle, so kommen fiir einen erfolgreichen Angriff der

KM mehrere Stellen in Frage.

so bewirken:

e Reaktionen mit der Zellmembran eine Verinderung der Permeabilitit mit erhohten
Verlusten von zelleigenen Ionen (K, PO, 3') oder eine Hemmung des Stoffaustausches

e Reaktionen mit intrazelluliren Komponenten oder Organellen eine Inaktivierung
essentieller Enzyme, eine Substratinhibierung und eine Denaturierung gewisser Proteine.

e Reaktionen mit dem Zellkern funktionelle Inaktivierungen oder Zerstérungen des
genetischen Materials.

pH - Abhiingigkeit der konservierenden Wirkung

Um in der Mikroorganismenzelle wirksam werden zu konnen, miissen die KM die aus
Lipiden und Proteinen aufgebaute Zellmembran durchdringen. Dies ist allerdings nur in ihrer
undissoziierten und somit lipidléslichen Form moglich. Daraus resultiert eine pH-
Abhingigkeit ihrer konservierenden Wirkung. Diese Abhéngigkeit sei hier am Beispiel der
Sorbin- und der Benzoesaure verdeutlicht.

Wirkung in &r des pH-Wertes

O Benzoesaure!
Sorbinsaure

Antimikrobielle Wirkung (in

Abbildung 3: aus Saebert/Wéhrmann, Konservierung von Lebensmitteln mit und ohne Chemie, S 18
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Geschichtlicher Uberblick

Konservierung ist an sich so alt wie die Menschheit.

Selbst die ersten Bewohner der Erde entwickelten sich einfache Techniken zum
Haltbarmachen von Nahrung (Trocknen, Réduchern).

Abhingig von den klimatischen Bedingungen, wurden unterschiedliche Verfahren
angewandt. So konservierten die Agypter schon um 2000 v. Chr. durch Trocknen, indem
Schlachtstiicke und Fische in Vorratskammern aufgehdngt wurden.

In feuchteren Regionen wurde durch Réuchern haltbar gemacht.

Diese Methode kann durch archidologische Funde bis auf 9000 Jahre zuriickdatiert werden.
Selbst das Salzen war weit verbreitet, denn Sumerer und Babylonier trieben regen Handel mit
Salzfleisch und Salzfisch, doch waren auch die Folgen eines zu hohen Salzkonsums bekannt.
Auch die spezifischen Moglichkeiten der Konservierung durch Milch, Honig und
Pflanzensiften wurden schon seit ca. 10000 Jahren genutzt.

Das Konservieren mit Ol kann auf ca. 3000 Jahre v. Chr. in Mesopotamien zuriickdatiert
werden, wo gekochtes Fleisch in GefaBen mit Sesamol aufbewahrt wurde.

Die wichtigsten Faktoren fur die Weiterentwicklung der frithen Konservierungsmethoden im
Altertum sind in den gesellschaftlichen und kulturellen Veranderungen zu suchen. Kriege,
Krisenzeiten und Millernten waren nur mit haltbaren Lebensmitteln zu iiberstehen.

Der Romer Plinius (24 - 79 n. Chr.) beschrieb die Aufbewahrung von Obst durch das
VerschlieBen der Oberfliche mit dicht abschlieBenden Uberziigen (Ton, Bienenwachs).

Haltbarmachung durch niedrige Temperaturen wurde bei Athendus (ca. 200 n. Chr.)
beschrieben: Lebensmittel wurden in Tonschiisseln gegeben, welche, kiihl lagernd, stindig
von auflen angefeuchtet wurden.

Um ca. 1000 n. Chr. kam die Konservierung von Friichten mit Alkohol tiber Spanien und
dessen maurische Besatzung nach Europa.

Durch die Kreuzzige kam um 1100 n. Chr. die im vorderen Orient angewandte
Konservierung mit Zucker nach Europa. Um 1450 beschreibt der Leibarzt des Fiirsten von
Tarent D Asculo die garungshemmenden Eigenschaften konzentrierter Zuckerlosungen.

1714 wies Leibniz in den , Utrechter Denkschriften” auf die Moglichkeit hin, Fleisch durch
Eintauchen in geschmolzenen Zucker haltbar zu machen. Der Verwendung von Zucker als
Konservierungsmittel stand allerdings bis 1747 sein hoher Preis entgegen. Erst Markgrafs
Entdeckung des Zuckers in der Runkelriibe fiihrte zur Entwicklung von industriellen
Entwicklungsverfahren. 1801 wurde im schlesischen Cunern die erste Zuckerfabrik
gegriindet. Die Erfindung des Verfahrens der Konservierung mit Nitrat wird dem Hollidnder
G. Beukel zugeschrieben. Allerdings wird vermutet, daf3 das nach ihm benannte Pokeln schon
um 2500 v. Chr. bekannt gewesen sei. Es gibt auch Hinweise, da3 um 400 n. Chr. gegen Ende
des Romischen Reiches Nitrat zum Rotfédrben von Fleisch verwendet wurde.

Die erste ,,Dosenkonservierung® von Fleisch erfolgte durch den franzésischen Physiker Denis
Papin (1647 - 1714), der in seinem luftdicht verschlossenen ,Papinschen Topf‘ Fleisch
erhitzte und somit konservierte.
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Als Begriinder der Konservendosentechnik galt der franzosische Koch F. Appert (1750 -
1840), der bereits 1804 - 1807 Fleisch und Gemtuse in verschlossenen Glésern haltbar machte.
Im Jahre 1809 erhielt er dafiir von Napoleon einen Preis von 12000 Ffrs.

Sein Verfahren wurde 1810 veroffentlicht und 1811 entstand die erste Konservenfabrik
(Zinn-Behilter) in Bermondsey in London.

1865 berichtet Jodin erstmals uber die antiseptische (,faulniswidrige”) Wirksamkeit der
Ameisensédure

1874 beschrieben Kolbe und Thiersch die antiseptische Wirkung von Salicylsdure

Im Jahre 1875 kam Pasteur zu der Erkenntnis, dal Mikroorganismen fiir den Verderb von
Lebensmitteln verantwortlich sind.

1875 berichtete Fleck iiber das groBBe Wirkungsspektrum der Benzoesédure als Antiseptikum,
trotzdem wurde der Salicylsdure wegen der giinstigeren Herstellung der Vorzug gegeben.

In 1923 entdeckte Sabalitschka die antimikrobielle Wirkung von p-Hydroybenzoeséiureester.
Der Einsatz von Propionsdure zur Backwarenkonservierung wurde 1938 von Hoffinann,
Dalby und Schweitzer empfohlen.

Die konservierenden Eigenschaften der Sorbinsdure, des heute wohl bedeutendsten
Konservierungsstoffs, wurden 1939 von E. Miiller bei Untersuchungen von ungesittigten
Fettsduren entdeckt. Unabhingig davon stellte Gooding 1940 die konservierende Wirkung
von Sorbinsiure in Margarine fest.

In den fiinfziger Jahren entstand die Lebensmittelkonservierung durch Bestrahlung. In den
westlichen Industrieldndern, der ehemaligen UdSSR und in Japan wurden Untersuchungen zu
Bestrahlungen von Lebensmitteln mit Cobalt- und Caesium-Isotopen durchgefiihrt.
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Vorstellung einiger Konservierungsmittel

Versuch 1: Nachweis von Milchsdure in Kefir

H H

H—C—(—c?°
[ T _TOH
H OH

Milchséure (a-Hydroxypropionsdure)

Die Ausnutzung der Milchséuregérung erfolgt seit ca. 1000 n. Chr. im Orient und in Ostasien
zur Herstellung von Sauermilch, Joghurt und Kefir.

Bei der Milchsduregirung werden Kohlenhydrate durch verschiedene Bakterien zu
Milchsdure abgebaut. Die entstandene Milchsdure wirkt sowohl durch ihr abdissoziierendes
Proton (Erniedrigung des pH-Wertes), als auch in ihrer Neutralsalz-Form konservierend.
Milchsdure wurde erstmals 1750 von Scheele in der sauren Milch gefunden, woher sie auch
ihren Namen hat. Bezuglich des ADI-Wertes unterliegt die Milchsdure keiner Begrenzung.
Untersuchungen haben ergeben, dal3 das Salz der Milchsidure hemmend auf das Auskeimen
von Buttersiure-Bakterien und sporeniibertragenden Féulnisbakterien wirkt. Selbst das
gefihrliche Toxin Bacillus botulinus (1g reichen aus, um 300 Mio. Menschen zu téten) kann
unschédlich gemacht werden.

Der Nachweis von Milchsaure in Milchprodukten erfolgt mittels der Jodoform-Probe.

Gerite:
1 Erlenmeyerkolben (50 ml), 1 Glastrichter, 1 groBes Reagenzglas, Pipette mit Hiitchen,
1 Vollpipette, 1 Peleusball

Chemikalien;
konzentrierte Iod-Kaliumiodidlésung (20 g KI, 10 g I,, 80 ml H,0)

Ablauf’

Man 4Bt durch einen doppelt gelegten Mullfilter einige Milliliter Kefir abtropfen. 3 ml des
Filtrats werden in einem groBen Reagenzglas mit Natronlauge neutralisiert. AnschlieBend
wird die 5 - 10 fache Menge einer konzentrierten Iod-Kaliumiodidlosung hinzugefiigt. Der
Ioduiberschu3 wird durch Zugabe von Natronlauge beseitigt und es fallt als Reaktionsprodukt
gelbes Iodoform aus.
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Versuch 2: Konservierende Wirkung der Sorbinsdure als
Schimmelschutzmittel

H;C CH CH
S™SCH”™ SCH” T NCOOH
Sorbinséure (trans-trans-2, 4-Hexadienséure

Sorbinsdure wurde erstmalig 1859 von Hoffmann durch Destillation von Vogelbeeren
(Sorbus aucuparia) mit anschlieBender Umféllung als ,krystallinische Saure® gewonnen.
Ihre  antimikrobielle = Wirkung wurde erst 1939 von  Miiller entdeckt.
Sorbinsdure wird im Stoffwechsel in der B-Oxidation sowohl qualitativ wie auch quantitativ
umgesetzt und zu Wasser und Kohlendioxid abgebaut.
Die antimikrobielle Wirkung der Sorbinsdure beruht auf der Hemmung von verschiedenen
Enzymen und der teilweisen Zerstorung der Zellmembran der Mikrobenzelle.

Thr Wirkungsspektrum richtet sich in erster Linie gegen Schimmelpilze und Hefen .
Hauptanwendungsgebiete der Sorbinsdure sind die Haltbarmachung von Margarine, Kise,
Fleischwaren, Marmeladen, Erfrischungsgetrinke, Back- und SiiBwaren.

Bezuglich des ADI-Wertes ist der Sorbinsédure ein Grenzwert von 25 mg/kg auferlegt worden.

Geriite:
2 Einmachgléser, Glastrichter, 2 Erlenmeyerkolben (100 ml), Spatel, Messer

Chemikalien:
Sorbinsiure, trockenes Toastbrot

Ablauf:

In einem Erlenmeyerkolben gibt man ca. 80 ml dest. Wasser. Hierzu wird solange
Sorbinsdure gegeben, bis die Losung gesittigt ist und sich ein kleiner Bodensatz gebildet hat.
Die Lésung wird anschlieBend filtriert.

Zwei Brotscheiben werden so zurechtgeschnitten, daf3 sie in die Einmachgliser passen. Die
eine Brotscheibe wird gut mit dest. Wasser, die andere mit Sorbinsdurelésung durchfeuchtet.
Danach verschlie3t man die Einmachgldser und bewahrt sie bei Raumtemperatur auf. Nach
funf Tagen =zeigt sich das konservierte Brot unveridndert, wihrend sich auf dem
unkonservierten Brot dicke Pilzrasen gebildet haben.

Die konservierende Wirkung der Sorbinsdure beruht auf ihrem ungesittigten Charakter. Uber
ihre Doppelbindungen ist sie dazu in der Lage, kovalente Bindungen mit den Thiolgruppen
der Enzyme einzugehen und diese dadurch zu inaktivieren.
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Versuch 3: Halbgquantitativer Nachweis der Sorbinsdiure in
Margarine

Um die Sorbinsdure in Margarine nachweisen zu konnen, wird sie aufgrund ihrer leichten
Wasserdampffliichtigkeit anhand einer Wasserdampfdestillation extrahiert.

Gerite:

Wasserdampfdestillationsapparatur, 7 groBe Reagenzglaser, Reagenzglasstinder, Becherglas
(1000 ml), Magnetruhrer, Tiegelzange, Vollpipette (10, 5, 2, 1 ml), MeBpipette (10 ml),
Peleus-Ball, Becherglas (50 ml), 2 Erlenmeyerkolben (200 ml), Glasstab, Waage,
MeBzylinder (25 ml), Spatel.

Chemikalien:

Magnesiumsulfat (MgSO, * 7 H,0), Kaliumdichromat (K,Cr,0,), Thiobarbitursidure, 1 m
Schwefelsaure, 0,15 m Schwefelsdure, Sorbinsdure, dest. Wasser, mit Sorbinsiure
konserviertes Lebensmittel - hier Margarine

Ablauf’

5 g der Margarine werden mit 10 ml 10 % iger Schwefelsdure und 5 - 10 g Magnesiumsulfat
im Wasserdampf destilliert, bis ungefahr 100 ml tibergegangen sind.

Wihrenddessen stellt man folgende Losungen her:

Losung 1: 0,5 % ige Thiobarbitursédurelosung
1 g Thiobarbitursdure werden in einen Erlenmeyerkolben eingewogen und mit dest. Wasser
auf 200 ml aufgefillt.

Losung 2: Kaliumdichromat in Schwefelsdure
0,15 g Kaliumdichromat werden in einen Erlenmeyerkolben eingewogen, in 100 ml dest.
Wasser aufgelost und mit 100 ml 0,15 m Schwefelsaure aufgefiillt.

Gleichzeitig wird in einem grof3en Becherglas Wasser bis zum Sieden erhitzt.

Nach Beendigung der Destillation gibt man 10 ml des Destillats in ein Reagenzglas, fiigt 20
ml der Losung 2 zu und taucht das Reagenzglas in das Wasserbad. Nach fiinf Minuten nimmt
man dieses aus dem Wasserbad, gibt 20 ml der Lésung 1 zu und erhitzt erneut im Wasserbad.

Eine Rotfarbung weist auf das Vorhandensein von Sorbinsiure hin.
Zur halbquantitativen Bestimmung des Sorbinsduregehaltes kann die Intensitit der Féarbung
mit einer parallel hergestellten kolorimetrischen Reihe verglichen werden.

Herstellung der kolorimetrischen Reihe:

In einem kleinen Becherglas wird eine gesittigte Sorbinsdurelosung hergestellt. AnschlieBend
werden 6 Reagenzgldser in einen Reagenzglasstinder gestellt.

In das erste Reagenzglas gibt man 9 ml der gesittigten Sorbinsidurelésung.

In das zweite werden 1 ml der geséttigten Sorbinsaurelosung und 9 ml dest. Wasser gegeben.
Nach gutem Durchmischen wird 1 ml der Losung entnommen, in das dritte Reagenzglas
gegeben und wiederum mit 9 ml dest. Wasser aufgefullt. So fahrt man fort (bei dem letzten
RG wird 1 ml verworfen) und erhélt eine Verdinnungsreihe von etwa 0,2 % bis etwa
0,000002 %.

Seite 11 von 20
Chemie in der Schule: www.chids.de



Mit allen Losungen verfihrt man wie mit dem Destillat und erhilt so eine kolorimetrische
Reihe.

Der Entstehung des roten Farbstoffes liegt folgendes Reaktionsgeschehen zu Grunde:

Die Sorbinsdure wird mit der schwefelsauren Kaliumdichromatlgsung einer oxidativen
Spaltung einer Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung unterzogen, wobei unter anderem auch
Malondialdehyd gebildet wird.

Das Malondialdehyd reagiert dann im néchsten Schritt mit der Thiobarbitursdureldsung in
einer Aldoladdition mit anschlieBender Aldolkondensation zu einem roten Farbstoff.
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Versuch 4: Konservierende Wirkung der Benzoesdure als
Gdirungsinhibator

HO

N

C

Benzoesiure

Benzoesiure wurde von Blaise de Vigenére erstmals 1608 aus Benzoeharz extrahiert.
Bei ihr handelt es sich um ein Konservierungsmittel, dal vom Korper in Hippursiure
umgewandelt und dann tiber den Harn ausgeschieden wird.

Ihr Wirkungsspektrum ahnelt dem der Sorbinséure sehr, es richtet sich gegen aerobe
Bakterien, Schimmelpilze und Hefen. Allerdings ist ihre Wirkung starker vom pH-Wert
abhingig, weshalb sie auch zur Konservierung saurer Lebensmittel wie z. B. Margarine,
Marmeladen, Fruchtsifte, Fleisch- und Fischkonserven benutzt wird.

Thre antimikrobielle Wirkung basiert ebenso wie bei der Sorbinsdure auf enzym-
inaktivierenden und Mikrobenzellwand irritierenden Effekte. Sie durchdringt in
undissoziierter Form die Wand der Mikrobenzelle und hemmt im Inneren der Zelle dann
Enzyme:

e des Essigsaurestoffwechsels
e der oxidativen Phosphorylierung
e und des Citratcyclus ( o-Ketoglutarséure- und Bernsteinsduredehydrgenase)

Beziiglich des ADI-Wertes unterliegt die Benzoesdure einem Grenzwert von 5 mg/kg.
Die Verhinderung der alkoholischen Gérung, dem é&ltesten chemischen Syntheseverfahren der
Menschheit, wird als Hemmung des Enzymsystems der Hefe (Zymase) interpretiert.
Bei der ,alkoholischen Gérung“ werden Zucker (Hexosen, C,H,0,) vornehmlich die

Monosaccharide Glucose und Fructose, in Gegenwart von Hefepilzen, die den
Enzymkomplex Zymase enthalten, zu Ethanol und Kohlendioxid abgebaut.

(Zymase)
CH;,0, ————— 2 C,H,OH + 2 CO,

Geriite:
je 2 Erlenmeyerkolben (300 ml, 50 ml), Becherglas (500 ml), 2 durchbohrte Gummistopfen,
Tropfpipette mit Hiitchen, Glastrichter, Glasstab, Spatel, Waage

Chemikalien und Materialien:
Traubenzucker, Hefe, Calciumcarbonat, Benzoeséure, dest. Wasser, Filterpapier
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Ablauf:

Zunichst wird Kalkwasser hergestellt. Dazu gibt man unter Riihren in einen
Erlenmeyerkolben (50 ml) mit etwa 40 ml dest. Wasser so lange Ca(OH),, bis eine gesittigte
Losung mit Bodenkorper entstanden ist. Diese Losung wird durch einen mit Filterpapier
bestiickten Glastrichter in einen zweiten Erlenmeyerkolben filtriert.

Fir die Girlosung werden in einem Becherglas (500 ml) 30 g Traubenzucker eingewogen und
mit 200 ml dest. Wasser gelost. In dieser Zuckerlosung werden anschlieBend 50 g Hefe
aufgeschlimmt und das entstandene Gemisch gleichméaBig auf zwei (+/-) gekennzeichnete
Erlenmeyerkolben (300 ml) verteilt. In den (+)-Kolben werden einige Spatelspitzen
Benzoesidure hinzugegeben und beide Kolben mit den in Gummistopfen befindlichen
Garrohrchen verschlossen. In die Gérrohrchen wird anschlieBend mit der Tropfpipette
vorsichtig Kalkwasser gefullt.

In dem Kolben ohne Benzoesdure setzt schon nach einigen Minuten ein Garungsproze3 ein.
Das hierbei entstehende CO, wird im mit Calciumhydroxid gefullten Géarrohrchen anhand
einer sich einstellenden Triibung als Calciumcarbonat CaCO; nachgewiesen.

In der mit Benzoesdure konservierten Zuckerlosung unterbleibt der Garungsprozef.
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Versuch 5: Nachweis von Benzoesdiure in Coca-Cola-Light
(Mohler-Reaktion)

11! Achtung, Durchfiihrung nur im Abzug !!!

Gerite:
Schiitteltrichter (500 ml) mit Stopfen, sowie Stativmaterial fir dessen Halterung,
Mefizylinder (250 ml), je eine Vollpipette zu 10 ml und 2 ml, MeBpipette (10 ml), Peleus-
Ball, Tropfpipette mit Hiitchen, 2 Erlenmeyerkolben (50 ml), 2 Becherglaser (500 ml, hohe
Form), 1 groBes Reagenzglas, Reagenzglasstinder, Magnetrithrer, Tiegelzange Spatel,
Waage

Chemikalien und Materialien:

Diethylether, Kaliumnitrat (KNO;), Hydroxylaminhydrochlorid (NH,OCI), konz.
Schwefelsaure, 25 % ige Ammoniaklosung, Eis, dest. Wasser, Benzoesdure-haltiges
Erfrischungsgetrank (hier Coca-Cola-Light), Filterpapier, pH-Indikatorpapier

Ablauf’
Wasser wird in einem Becherglas auf der Heizplatte mit Magnetrithrer zum Sieden gebracht.
Gleichzeitig werden folgende Losungen hergestellt:

Losung A: In einen Erlenmeyerkolben wird 1 g KNO; eingewogen und in 10 ml konz.
Schwefelsdure gelost.

Losung B: In einen Erlenmeyerkolben werden 0,5 g NH,OC]I eingewogen und mit 25 ml dest.
Wasser gelost.

Des weiteren wird ein Becherglas zur Hilfte mit Eis gefiillt.

In einem Schiitteltrichter werden 200 ml des Erfrischungsgetrinkes mit 30 ml Ether
mehrmals kraftig geschuttelt. Dabei wird immer wieder vorsichtig enthiftet.

AnschlieBend hangt man den Schiitteltrichter zur Trennung der Phasen offen in einen gut
befestigten Stativring. Trennen sich die Phasen dabei nicht deutlich, so kann das Gemisch
unter Zusatz von etwas Kochsalz erneut geschiittelt werden (,,Aussalzen®). Haben sich die
Phasen getrennt, wird die wafrige Phase abgelassen und verworfen.

Die Etherphase wird in einem Reagenzglas aufgefangen, welches dann in das siedende
Wasser gestellt wird. Ist der Ether verdunstet, wird das Reagenzglas mit der Tiegelzange
entnommen, vorsichtig 2 ml der Losung A hineingegeben und erneut im siedenden Wasser
(bis zum Entweichen brauner Dampfe) erwdarmt. Nun wird das Reagenzglas im Eisbad
gekiihlt, das Reaktionsgemisch vorsichtig mit 4 ml dest. Wasser und nach erneutem Kiihlen
mit 4 ml der Losung B versetzt. Dieses Gemisch wird tropfenweise mit Ammoniakldosung
alkalisch gemacht und anschlieBend im nicht mehr siedenden Wasserbad noch fiinf Minuten
erwiarmt. Eine auftretende Rotfarbung weist auf das Vorhandensein von Benzoesiure hin.
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Im ersten Schritt wird die Benzoesdure durch die Zugabe von Schwefelsaurer’
Kaliumnitratlosung nitriert. Dabei wirkt der Erstsubstituent, die Carboxyl-Gruppe,

desaktivierend und meta-dirigierend. Es erfolgt eine Nitrierung in meta-Stellung. Durch den

Eintritt einer Nitrogruppe, die wiederum auch desaktivierend und meta-dirigierend wirkt,

erfolgt eine weitere Substitution in wiederum zu beiden Substituenten befindlicher meta-

Stellung. Es erfolgt also eine Di-Nitrierung zur 3, 5-Dinitrobenzoesdure. AnschlieBend wird

die 3, 5-Dinitrobenzoesédure mittels des starken Reduktionsmittels Hydroxylaminhydrochlorid

zur 3, 5-Diaminobenzoeséure reduziert, die anhand einer Rotfirbung zu erkennen ist.
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Versuch 6: Konservierende Eigenschaften der Ascorbinsiiure

0
HO
0
/
Ho” (H
HO—C—
CH,0H

L-Ascorbinsiure ((R)-5-[(S)-1,2-Dihydroxy-ethyl]-3,4-dihydroxy-5H-furan-2-
on)

Isoliert wurde der ,antiskorbutische” Stoff 1927 von Szent-Gyorgyi aus Paprika, Kohl und
Nebennieren.

L-Ascorbinsdure zihlt zwar zu der Gruppe der Antioxidantien, doch werden diese aufgrund
ihrer konservierenden Eigenschaften auch zum Konservieren von Lebensmitteln eingesetzt.
Die Jahresweltproduktion der L-Ascorbinsdure betragt 35000 - 45000Tonnen, wobei die
Fleischwaren- und fruchtverarbeitende Industrie die gro3ten Abnehmer darstellen.
Da die Ascorbinsdure zu den Lebensmitteln gezédhlt wird unterliegt sie beziiglich des ADI-
Wertes keinem Limit.

Als Antioxidationsmittel besitzt sie reduzierende Eigenschaften, die auf die leichte reversible
Oxidation der Endiolgruppe zu einer a-Dicarbonylgruppe zuriickzufiihren ist.

Diese reduzierenden Eigenschaften macht man sich bei der Unterbindung der enzymatischen
Braunung eines Apfels zu Nutze.

Geriite:
1 Messer

Chemikalien:
gesittigte Ascorbinsdurelosung, 1 Apfel

Ablauf:

Der Apfel wird mit dem Messer halbiert. Die eine Hailfte wird mit der geséttigten
Ascorbinsiurelsg. bestrichen, wiahrend die andere unbehandelt bleibt.

Die unbehandelte Halfte weist schon nach kurzer Zeit eine Braunung auf, die bei der mit
Ascorbinsdurelosung behandelten Hilfte verzogert wird, bzw. ganz ausbleibt.

Es handelt sich hier um Wechselwirkungen der L-Ascorbinsiure mit den Phenolen des
Apfels. Der Saft der Apfelzelle ist normal wasserhell, doch diese farblosen phenolischen
Losungen spielen bei den Braunungsvorgingen eine wichtige Rolle. Die Gesamtmenge der
phenolischen Verbindungen betrégt je nach Sorte und Reife der Apfel zwischen 0,1 und 1 %.
Wichtige Stoffe sind dabei Chlorogensdure, Catechin, Epicatechin und das dimere
Procyanidin B2.
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Die farblosen phenolischen Inhaltsstoffe werden mit Hilfe des Enzyms Polyphenoloxidase in
Gegenwart von Sauerstoff zu den gelblichen o-Chinonen oxidiert, die dann im Weiteren zu
den dunkelbraunen Phlobaphenen polymerisieren.

Die Ascorbinsdure ist nun dazu in der Lage, in dieses Geschehen einzugreifen und die
enzymatische Braunung zu unterbinden, indem sie die o-Chinone zu den entsprechenden
o-Dihydroxyphenolen reduziert und dabei selbst zur L-Dehydro-Ascorbinsédure oxidiert wird .

o-Dihydroxy-
Dehydro- phenol 172 Oy
L-Ascorbinbsaure (farblos)
nichyf- E PPO: Polyphenoloxidase
enzymatisch PRO
L-Ascorbinsiure o-Chinon H0
(gelb)

] Polymerisation

dunkelbraune
Stoffe
(Phlobaphene)

Abbildung 4: aus Chemie in unserer Zeit, Die Chemie der L-Ascorbinsiiure in Lebensmitteln, 1993, Nr. 4
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Versuch 7: Quantitative Bestimmung der Ascorbinsdure in

Apfelsaft

Weithalserlenmeyerkolben (250 ml), Becherglas (100 ml), Biirette (50 ml), MeBpipette (10

ml), Trichter mit Filterpapier, MeBkolben (100 ml), Waage

Chemikalien:
Ascorbinsdurehaltigen  Apfelsaft, 2,6-Dichlorphenolindophenol-Natriumsalz, Essigsaure

w(5%), dest. Wasser

Ablauf:

Herstellung der 2,6-Dichlorphenolindophenol-Natriumsalzlosung:

50 mg 2,6-Dichlorphenolindophenol-Natriumsalz werden in 100 ml Wasser gelost. Es wird
einige Zeit geschiittelt und dann durch einen Filter in den MeBkolben filtriert. Die
dunkelblaue Losung ist im Dunkeln (Kihlschrank) gut haltbar; bei Raumtemperatur geht der
Gehalt an wirksamer Substanz in 6 Tagen um etwa 10 % zurtick.

Titerstellung mit reiner Ascorbinsiure:

20 mg Ascorbinsdure werden in 25 ml Essigsdure (w = 5 %) gelost und in einem MeBkolben
auf 100 ml aufgefuillt. 10 ml dieser Losung werden mit Tillmanns-Reagenz bis zur schwachen
Rosa-Férbung titriert, dabei muf3 die Rosa-Farbung 15 min. bestehen bleiben. In gleicher
Weise wird mit drei weiteren Proben verfahren.

10 ml eines naturtriiben Apfelsaftes werden mit dest. Wasser auf 150 ml aufgefiillt.
Anschliefend wird mit Tillmanns-Reagenz bis zu einer schwachen, aber bleiben Rosa-
Férbung titriert.

Uber den zuvor ermittelten Titer kann dann anhand des Verbrauches an Tillmanns-Reagenz
auf den Gehalt an L-Ascorbinsdure geschlossen werden.

(0]
OH
Cl Cl
Cl Cl
0]
0]
HO_ /[ o
/O + N — /0 + NH
Ho™ (H o7 cH
HO—-?—H HO—(IT—H
CH,OH CH,OH
O Na' -
| | Na O Na'
L-Ascorbinséure Tlllmanns Reagenz L-Dehydro- Leukoform von
tiefblau ascorbinséure Tillmanns Reagen
(farblos)
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