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Bildung von Benzol in Lebensmitteln

Jugend forscht: Natriumbenzoat als Quelle von Benzol in Lebensmitteln
und Aufklarung des Mechanismus der Benzolbildung

Jan Rosenboom, Universitit Rostock

LAlle Ding* sind Gift und nichts ist ohn* Gift;
allein die Dosis macht, dass ein Ding‘ kein Gift ist.“

Philippus Theophrastus Aureolus Bombastus
von Hohenheim, (Paracelsus)

Natriumbenzoat ist ein in vielen Lebensmitteln
verwendeter Konservierungsstoff. Er steht jedoch

in Verdacht, unter verschiedenen, in Lebensmitteln
auftretenden Bedingungen Benzol zu bilden. Im
vorliegenden Projekt wurden diese Bedingungen,
bestehend aus einem katalytischen System aus
Kupfer-lonen, Ascorbinsaure und Wasserstoffperoxid,
in Modellsystemen simuliert und auf die Bildung
von Benzol untersucht. Hierbei wurde nicht nur die
Bildung kleinerer Mengen an Benzol nachgewiesen,
es traten auch andere potenziell gesundheitsge-
fahrdende Produkte wie Phenol und verschiedene
Hydroxybenzoesauren auf. Es erfolgte auBerdem
eine kurze mechanistische Betrachtung auf Basis
einer Literaturrecherche, um die Ergebnisse so gut
wie moglich zu erkldren.
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Einleitung

Natriumbenzoat ist ein in vielen Lebensmitteln
verwendeter Konservierungsstoff, der aufgrund
seines gunstigen Preis-Leistungs-Verhdltnisses
eingesetzt wird [1]. In den letzten Jahrzehnten
gab es immer wieder Meldungen zur Bildung von
Benzol unter bestimmten Bedingungen, wenn
Natriumbenzoat verwendet wurde. Jedoch be-
ruhten alle diese Erwdhnungen, wie sich nach
einiger Recherche herausstellte, mehr oder min-
der auf einer einzigen Studie aus den 1990er Jah-
ren (Gardner und Lawrence, 1993). Da bis heute
nicht ausreichend geklart ist, ob die Verwendung
von Natriumbenzoat in Lebensmitteln nun wirk-
lich zur Bildung von Benzol fihrt und dement-
sprechend der Stoff noch immer verwendet wird,
soll dies nun uiberpriift werden. Die Bedingungen,
unter denen vermeintlich Benzol entsteht, sollen
uber die Erstellung verschiedener Modellsysteme
simuliert und die Entstehung von Benzol oder an-
deren Reaktionsprodukten gaschromatographisch
nachgewiesen werden.

Theoretische Grundlagen

Gaschromatographie

Die Gaschromatographie beruht auf dem unter-
schiedlichen Verhalten einzelner Stoffe in ver-
schiedenen Phasen. Es gibt hierbei eine mobile
und eine stationdre Phase. Die verschiedenen
zu detektierenden Stoffe werden in der mobi-
len Phase (Tragergas) transportiert. Sie weisen
je nach Beschaffenheit eine unterschiedliche
Adsorption und Loslichkeit in der stationdren
Phase auf. Dies schldgt sich dann schlussendlich
in den unterschiedlichen Zeiten nieder, die die
Stoffe in der mobilen Phase benotigen um den
Detektor zu erreichen. Diese Zeiten werden
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als Retentionszeiten bezeichnet und sind stoff-

spezifisch. Am Detektor werden die aufgrund
unterschiedlicher Retentionszeiten getrennten
Stoffe nun nachgewiesen und die Ergebnisse in
ein Gaschromatogramm gezeichnet. Es existieren

verschiedene Detektortypen, von denen hier ei-

nige kurz beschrieben werden.

Thermal Conductivity Detector (TCD)

e Einfachster Detektor, beruht auf der Warmeleit-

fahigkeit der untersuchten Stoffe
* Universell einsetzbar, aber geringe Genauigkeit

Flammen-lonisationsdetektor (FID)

e Guter Detektor fiir kohlenstoffhaltige Verbin-

dungen, hohe Genauigkeit, relativ universell
einsetzbar

e Verwendeter Detektortyp

* Genauigkeit bis 10-12 g/mL

Electron capture detector (ECD)

e Spezieller Detektor fiir halogenhaltige Verbin-

dungen
¢ Fiir diese Verbindungen hohe Sensitivitat

GC/MS

Bei GC/MS wird die Gaschromatographie (GC)

mit einem Massenspektrometer (MS) gekoppelt.

Die iiber GC getrennten Stoffe konnen einzeln

in ein Massenspektrometer eingespritzt werden.
Es besteht so die Moglichkeit die Peaks der un-

terschiedlichen Verbindungen im GC aufgrund

ihrer iiber MS ermittelten molaren Massen bzw.
charakteristischen Molekiilbruchstiicke zu iden-

tifizieren und zuzuordnen. Eine spezielle, noch

relativ junge Methode fir die Massenspektro-

metrie ist die ESI (Elektrospray-lonisation), die
durch geringe Fragmentierung eine besonders

schonende Behandlung groBerer Molekiile er-

laubt.

Spiking

Das Spiking ist eine einfachere und deutlich giin-
stigere Methode, um einzelne Verbindungen ih-

ren Peaks im GC zuzuordnen, falls nicht auf MS
zuruckgegriffen werden kann oder soll, bzw. eine

zusatzliche Identifizierung tiber eine zweite Me-

thode erfolgen soll. Sie kann nur durchgefiihrt
werden, wenn bereits ein Verdacht beziglich

der Identitit des betreffenden Peaks besteht.

Dabei wird ein GC einer Vergleichsprobe der
vermuteten Verbindung im gleichen Ldsemittel

und unter gleichen Bedingungen aufgenommen.

Tritt bei der gleichen Retentionszeit in diesem
Vergleichs-GC nun ebenfalls ein Peak auf, ist die

Verbindung identifiziert. Besteht keinerlei Ver-

dacht tiber die Identitdt eines Peaks kann diese
Technik nicht angewendet werden und GC/MS
ist die Methode der Wahl.

Allgemeiner Versuchsaufbau

Nachdem Gardner und Lawrence 1993 [2] eine
Decarboxylierung von Natriumbenzoat in Ge-
genwart von Ascorbinsdure und verschiedenen
Metallionen (Cu(Il) und Fe(Il)) beobachteten
und einen Mechanismus Uber die Bildung von
Hydroxyl-Radikalen vorschlugen, sollten diese
Ergebnisse zunachst reproduziert werden.

Gardner und Lawrence verwendeten bei ihren
Versuchen jedoch nur geringe Konzentrationen
(6,25 mmol/l) Natriumbenzoat und Ascorbinsdu-
re, wie diese auch in Lebensmitteln auftreten.
Hierbei wurden Benzol-Konzentrationen im
nmol/l-Bereich festgestellt [2].

Standard-Versuch:

10 ml Natriumbenzoat-Lsg. (0,2 mol/l)
10 ml Ascorbinséaure-Lsg (0,2 mol/l)
0,02 ml HCl (konz.) 0,5-10° mol CuCl, 1-10° mol H,0,

Es soll, da keine so genaue Analytik zur Ver-
figung steht, mit deutlich hoheren Konzentrati-
onen an Natriumbenzoat und Ascorbinsaure (je
0,2 mol/l), sowie Metallionen gearbeitet werden.
Da eine Decarboxylierung des Benzoats nur tiber
die Benzoesdure verlduft, wurde zusitzlich in
saurem Milieu gearbeitet (Zugabe von ca. 0,02
ml HCI (konz.) fiir einen pH-Wert von ca. 2),
welches in Lebensmitteln, insbesondere Konser-
ven durchaus hdufig anzutreffen ist. Bei einigen
Versuchen wurde aullerdem
Wasserstoffperoxid zugegeben, SchlenkgefB.
um zusatzlich Hydroxyl-Radika-
le bereitzustellen, die aber tiber
einen von Gardner und Law-
rence vorgeschlagenen Mecha-
nismus auch unter Einsatz von
Ascorbinsdaure und Kupfer(II)—
lonen aus dem Luftsauerstoff
uber Wasserstoffperoxid gebil-
det werden konnten.

Insgesamt sind die Bedin-
gungen so ausgelegt, dass sie in
abgeschwachter Form durchaus
in Lebensmitteln (insbesondere
Konserven) auftreten konnten.
Kupfer und Eisen-lonen, die
zu vergleichbar hohen Benzol-
Konzentrationen fithren [2],
konnen durchaus in Lebensmit-
teln auftreten, Hydroxylradikale,
bzw. Wasserstoffperoxid eben-
falls in Gegenwart von Ascor-
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Abbildung 1: Versuchsansatz im
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Abbildung 2:
Beschriftetes
Gaschromato-
gramm JRO4.

298

Jugend forscht: Benzol in Lebensmitteln

binsaure gebildet werden. Ascorbinsdure tritt in
Lebensmitteln haufig auf.

Die Ansatze wurden, wenn nicht anders be-

zeichnet, tber Nacht (24 h) gertihrt. Spiter
wurde dazu tbergegangen, auch Versuche tiber

72h Versuchsdauer durchzufiihren, da in Lebens-
mitteln auch eine lingere Lagerzeit moglich ist.

Die Reaktionen erfolgten in einem Schlenkgefald
(Abbildung 1 ) bei 60 °C.

Aufarbeitung: Das gebildete Benzol wurde
mit Toluol (5 ml) extrahiert. Mit einer Spritze
wurden dann ca. 1-2ml aus der Toluol-Phase

entnommen und in ein GC-Vial mit Magnesium-

sulfat zur Trocknung gegeben. Zur Entfernung
von Feststoffen und evtl. vorhandenem Staub
erfolgte eine Filterung iiber eine Spritze in ein
weiteres Vial. Diese Probe wurde dann jeweils
gaschromatographisch untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Die detaillierten Gaschromatogramme der ein-

zelnen Versuche befinden sich im Anhang und
konnen am Stand eingesehen werden. Sie sind

jeweils soweit beschrieben, wie flr die Interpre-
tation des Versuches notwendig, bzw. bei wich-

tigen Versuchen auch eingeftigt.

Vorbereitung

Zunichst wurde das flir die Extraktion verwen-

dete Toluol selbst auf das Vorhandensein von
Benzol untersucht. Im Gaschromatogramm ist
ein sehr groBer einzelner Peak erkennbar, der
des Toluols. An der Stelle, an der laut Blindprobe
(JRO2) der Benzol-Peak auftreten sollte, ist nichts

erkennbar. Erst spater, nachdem in samtlichen
Versuchen eine ahnliche, sehr niedrige Benzol-
Konzentration auftrat und der Verdacht einer
Verunreinigung bestand, wurde das Chromato-
gramm erneut in einer grofleren VergroBerung
ausgedruckt, bei der eine geringe Konzentrati-
on an Benzol zutage trat, die mit derjenigen aus
den Versuchen vergleichbar war. Im Zuge dessen
wurde die Standard-Aufarbeitung der Versuche
verdndert. Statt mit Toluol wurde fortan mit
Ether (Diethylether) als Extraktionsmittel gear-
beitet, der keinerlei Benzol enthélt (erkennbar
in JR16).

JRO1: GC reines Toluol, Blindprobe
JRO2: GC Blindprobe Toluol mit einigen ml Benzol
JR16: GC Ether

NMR-Spektrorgramm des Natriumbenzoats in D,0

Aulerdem wurde vor Versuchsbeginn ein
NMR-Spektrogramm des Natriumbenzoats er-
stellt, welches, um der in Lebensmitteln verwen-
deten Qualitdt nahezukommen, im Internet als
Lebensmittelzusatzstoff bestellt, und nicht als
Laborchemikalie eingekauft wurde. In diesem
Spektrum waren ausschlieBlich die Sighale des
Natriumbenzoats zu erkennen, keinerlei Ver-
unreinigungen, etwa durch anhaftendes Benzol,
waren nachweisbar.
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Erste Versuche (JR04-07)

Bei Zugabe der Salzsdaure zu der jeweiligen Ver-

suchslosung trat jeweils ein weiller Niederschlag
auf, bei dem es sich um die entstehende, fein

verteilte, nur schlecht in Wasser 16sliche Ben-

zoesaure handelt. JRO4, JRO5 und JRO7 wiesen

eine milchig weile Farbung auf, JRO6 eine mil-

chig blaue.
JRO4: Standard-Versuch ohne Wasserstoffperoxid

10 ml Natriumbenzoat-Lsg.

10 ml Ascorbinséure-Lsg

0,02 ml HCI

0,5-107 mol CuCl,

Versuchsdauer 24h, Raumtemperatur
JRO5: Standard-Versuch

wie JR04, auBerdem 1-10°mol H,0,

JRO6: Standard-Versuch ohne Ascorbinsaure
JRO7: Standard-Versuch ohne CuCl,

Nach Ablauf von 24h, stellte sich bei JRO4 und
JRO5 eine braunliche Farbung ein, JRO6 wies
immer noch eine blaue Farbung auf. JRO7 wies
keine Farbung auf.

Auswertung, Identifikation
der Reaktionsprodukte
In den Gaschromatogrammen zu den Versuchen

JRO4-07 ist ein groRerer Peak bei einer Retenti-

onszeit von etwa 28,5 min zu erkennen, hierbei
handelt es sich um das durch die durch die Zugabe

von Salzsdure in Benzoesiure Uiberfiihrte Benzo-

at. Dieses wurde iber GC/MS identifiziert (JRO7).
Das Massenspektrum weist einen Molekiilpeak
von 122 u auf, was genau der molaren Masse
von Benzoesdure entspricht. Die Peaks der Bruch-
sticke des Molekiils lieferten auBerdem eine
Ubereinstimmung mit Benzoesiure von 98% mit
der Datenbank, sodass der Peak durch das System
zweifelsfrei als Benzoesdure identifiziert wurde.
Der kleine Peak bei einer Retentionszeit von
etwa 12 min, der auf eine geringe Konzentration
an Benzol in den erwdhnten Proben hindeutet,
ist auf das verwendete Toluol zurtickzuftihren.
Nachdem in allen Versuchen eine vergleichbare
Konzentration an Benzol auftrat, wurde das Gas-
chromatogramm des anfanglich als ,sauber” be-
trachteten Toluols erneut bei einer hoheren, mit
den Versuchen vergleichbaren, Vergroerung
betrachtet. Hierbei trat ein Benzolpeak etwa
derselben Grofe wie in den Versuchen zutage.
Das Toluol enthielt somit, anders als zunachst
aus dem GC erkennbar (JRO1), doch eine geringe
Menge an Benzol. Um eine Verfalschung der Ver-
suche, bei denen bisher offensichtlich kein Ben-

zol entstanden war, zu verhindern, wurde fortan
Ether als Extraktionsmittel verwendet. Dieser

weist eine dahnlich gute Mischbarkeit mit Ben-

zol und eine dhnlich geringe mit Wasser auf wie
Toluol, sodass er beinahe ebenso gut geeignet

ist. Einzig der Siedepunkt des Ethers ist gerin-

ger, sodass die Gaschromatogramme moglichst

direkt nach Probenentnahme aufgenommen wer-

den miussen, um ein Verdampfen des Ethers zu
vermeiden. Dies war einer der Griinde (neben
der vermeintlichen Reinheit des Toluols), dass zu
Anfang Toluol und nicht Ether fur die Extraktion
verwendet wurde.

Diese Problematik wurde leider erst spat er-
kannt, sodass erst ab JR14 Ether als Extraktions-

mittel verwendet wurde. Dennoch konnten die
hier erzeilten Ergebnisse zur Identifikation der
anderen Reaktionsprodukte verwendet werden.
Bei den betreffenden Versuchen ist, wie sich

spater bei der Verwendung von Ether als Extrak-

tionsmittel herausstellen sollte, ohnehin kein
Benzol entstanden.

Versuche bei 60 °C

Da bei den vorherigen Versuchen kein, bzw. nur

wenig Benzol entstanden war, wurden die Reak-

tionsbedingungen verscharft, jedoch nur so weit,
wie sie gerade noch im Produktionsprozess bzw.
in der Lagerung auftreten konnten. Eine ldangere
Versuchsdauer ist der generell langen Lagerungs-
dauer von Lebensmitteln durchaus angemessen
und eine Temperatur von 60 °C kann im Produk-
tionsprozess oder bei Lagerung in der Sonne etc.
durchaus vorkommen.

JRO8: Standard-Versuch bei 60 °C und 72h Reaktionsdauer

10 ml Natriumbenzoat-Lsg.

10 ml Ascorbinsaure-Lsg

0,02 ml HCl

0,5-10°mol CuCl,

1-10°mol H,0,

JR12: emeut gemessene Probe JR08, inzwischen verunreinigt

JR13: erneut aus dem Versuchsansatz abgefiillte Probe von
JRO8, nicht verunreinigt

JR16: Ortho-Hydroxybenzoesaure (Salicylsaure) in Toluol,
Vergleichschromatogramm fiir Spiking
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Abbildung 3:
Gleichgewicht
des Benzoats in
saurem Milieu.
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Abbildung 4:
Bestrahlung des
Versuchsansatzes.
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Erneut war die Entstehung eines braunen Nie-

derschlags zu beobachten. Hierbei handelt es

sich vermutlich um Cu(I), welches bei der Re-
duktion des zugegebenen, blauen Cu(Il) entsteht.
Cu(Il)-Verbindungen sind haufig blau, Cu(I)-

Verbindungen wie Kupfer(I)-Oxid sind hingegen
haufig braun.[3]

Das Gaschromatogramm des Versuches JRO8
verursachte anfangs gro8e Probleme. Zunachst
erfolgte eine Messung im Zuge der Reinigung
des Gerdtes versehentlich bei 300 °C, hierdurch
war das betreffende Chromatogramm nicht zu

gebrauchen. Bei einer weiteren Messung trat ei-

ne Verunreinigung auf. Erst die dritte Messung

der neuabgefillten Probe (JR13) war verwendbar.

In diesem Chromatogramm waren nun endlich
Reaktionsprodukte erkennbar. Es trat ein Peak
bei etwa 30,5 min auf. Ein weiterer, kleinerer
war bei 24 min erkennbar. (Identifikation in
einem spateren Versuch)

Identifikation der Reaktionsprodukte

Zur Identifikation der Reaktionsprodukte wur-
de ein ESI (Electrospray Ionization)-MS durch-

gefiihrt (JR12). Hierbei ergab sich eine molare

Masse von 137 g/mol, welches der Masse der Hy-

droxybenzoesdure entspricht. Diese Verbindung
war auch vorher bereits vermutet worden, da der
Peak kurz hinter der Benzoesaure auftritt und
somit auf eine dhnliche Verbindung hindeutet.
Fir eine zweifelsfreie Identifikation wurde

nun ein GC der ortho-Hydroxybenzoesaure auf-

genommen um Uber Spiking zu tiberpriifen, ob
es sich wirklich um die vermutete Verbindung
handelt. Da im Vergleichschromatogramm (JR16)
an der fraglichen Stelle ebenfalls ein Peak auftrat,
ist das Reaktionsprodukt nun eindeutig als ortho

-Hydroybenzoesaure identifiziert.

Decarboxylierung durch Alkylamine

Da in den bisherigen Reaktionen kein Benzol ent-
standen war, wurden weitere mogliche Mecha-
nismen zur Benzolbildung bzw. Decarboxylierung
aromatischer Carbonsiduren (wie Benzoesdure)
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bei in Lebensmitteln moglichen Bedingungen
(geringe Temperatur, max. 60 °C) recherchiert.
Cahiez, Moyeux et. al., 2013 [3] beschreiben
eine durch Kupfer katalysierte Decarboxylierung
von aromatischen Carbonsduren in Verbindung
mit Alkylaminen bei fiir die Chemie sehr milden
Reaktionsbedingungen (unter 100 °C)[4].

JR09: Verwendung von TMEDA

10 mL Natriumbenzoat-Lsg.
0,5-107 mol CuCl,

0,02 ml HCl

0,5-10° mol TMEDA

60 °C, 72 h

Das Vorkommen von Alkylaminen in der Na-
tur ist bekannt. Es wurde daher ein Versuch mit
TMEDA (Tetramethylethylendiamin), einem Al-
kylamin, das vorhanden war und welches nach
Cahiez, Moyeux et. al., 2013 [3] auch die besten
Resultate lieferte, samt der notwendigen Kupferi-
onen, durchgefihrt.

Im Gaschromatogramm sind keine zusatzlichen
Peaks gegentiiber dem vorherigen Versuch erkenn-
bar, die Benzol-Konzentration ist ahnlich grol wie
bei den vorherigen Versuchen, sie stammt aus der
bekannten Toluol-Verunreinigung. Der Einsatz
von TMEDA fihrte nicht zu einer Bildung von
Benzol. Dies liegt evtl. darin begriindet, dass von
den Autoren Nitrobenzoesdure anstatt von Ben-
zoesdure als Edukt verwendet wurde [4]. Es be-
stand jedoch der Verdacht, dass bei Benzoesaure
ein ahnliches Resultat auftreten wiirde. Dies ist
augenscheinlich nicht der Fall.

Bestrahlung des Versuchsansatzes

Da auBerdem der Verdacht besteht, dass der
Mechanismus der Decarboxylierung radika-
lisch ablauft, wurden zwei Versuche mit einer
Bestrahlungsapparatur fir hochintensives Licht
durchgefiihrt (Abbildung 4). Hierbei wurden die
beiden Ansdtze fiir drei Stunden mit hochinten-
sivem Licht bestrahlt. Um beide Ansdtze mit dem
Lichtleiter der Apparatur, der nur einen gerin-
gen Durchmesser besal3, bestrahlen zu kdénnen,
wurden nur die halben Volumina des Standard-
Ansatzes und damit kleinere Versuchsgefdlle
(,Fingerschlenks“) verwendet.

JR 10: Standard-Versuch
3 h Bestrahlung
JR11: angesauerte Natriumbenzoat-Lsg. und Titandioxid

3 h Bestrahlung
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Ansatz 1 stellte das normale katalytische Sy- | Verbindung Retentionszeit in min (ca.)
stem mit Kupferionen, Araboascorbinsdaure und . .
Wasserstoffpgroxid dar. Dieses wurde wie ublich Toluol B sl 8
zu der Natriumbenzoat-Losung gegeben, einige  Ether (Extraktionsmittel) 7.5
Tropfen Salzsdure hinzugefiigt und dann fiir drei ~ Benzol 12,8
Stunden bestrahlt. ) - 24

Im zweiten Ansatz wurden zu der angesduerten .
Natriumbenzoat Lsung nur 0,1 g Titandioxid ge-  benzoesdure 28,5
geben, da Mechanismen bekannt sind, iber die  ortho-Hydroxybenzoesdure 30,5
mit Titandioxid als Katalysator aus Wasser Hydro- Ether-Verunreinigungen 40,5 45,2
xylradikale gebildet werden konnen. Hier wurde
ebenfalls 3 Stunden bestrahit. Tabelle: Retentionszeiten der immer wieder auftretenden Verbindungen.

Die Versuche lieferten keine Resultate, in den
Gaschromatogrammen sind keinerlei Reaktions-
produkte erkennbar. Die tibliche Verunreinigung
durch Benzol aus dem Toluol trat auf.

Versuche mit Ether als Extraktionsmittel

Inzwischen hatte ich entdeckt, dass die immer
gleichen Benzol-Peaks in den Gaschromatogram-
men der einzelnen Versuche aus einer Verunrei-
nigung des Toluols stammen. Um zu uberpriifen
ob wirklich kein Benzol entstanden war und die
Ergebnisse in Bezug auf die Bildung von ortho-
Hydroxybenzoesdure zu tUberprifen wurde Ver-
such 4 erneut durchgefiihrt, nur dieses Mal mit
Ether als Extraktionsmittel.

Das Gaschromatogramm zeigt bis auf den Ether
die gleichen Peaks wie bei Versuch 4. Jedoch
sind einige bei Versuch 9 besser ausgepragt.

Im Gaschromatogramm ist erkennbar, dass
zwar kein Benzol entstanden ist, aber dafiir viele
andere Peaks vorhanden sind. Zundchst einmal
ist erneut ein Peak bei einer Retentionszeit von

)

ca. 30,6 min vorhanden, die Entstehung von or-
tho-Hydroxybenzoesaure ist klar reproduzierbar.
Bei Peaks die nahe bei der ortho-Hydroxybenzoe-
saure liegen (bei ca. 32,1 und 33,4 min) handelt
es sich wahrscheinlich um Meta- und Para-Hydro-
xXybenzoesdure, da es unwahrscheinlich ist, dass
hier nur die ortho-Form entsteht und ahnliche
Verbindungen generell ahnliche Retentions-
zeiten aufweisen.

Bei dem Peak bei einer Retentionszeit von 24
min handelt es sich um Phenol, es wurde als
mogliches Reaktionsprodukt vermutet und tUber
Spiking identifiziert. (JR19, Ether mit Phenol)
(Abbildung 5)

Bei den Peaks um 7,5 und bei 40,5 und 45,2
min handelt es sich um Verunreinigungen des
Ethers. Sie treten in allen Proben mit Ether auf,
auch in denjenigen, denen ausschlieBlich Phenol
(JR19), bzw. Hydroxybenzoesdaure (Salicylsdure)
(JR16) hinzugefiigt wurde. Insofern muss es sich
um Stoffe handeln, die aus dem verwendeten
Ether stammen (Tabelle).

Abbildung 5: Beschriftetes Gaschromatogramm JR14 mit den Reaktionsprodukten.
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Abbildung 6: Araboascorbinsaure (D-Isoascorbinsaure).

Blindversuch,
nur Natriumbenzoat und Wasserstoffperoxid

Da Wasserstoffperoxid selbst ein starkes Oxida-
tionsmittel ist und damit nicht auszuschlielen
ist, dass seine Prasenz alleine zu etlichen Reakti-
onsprodukten fiihrt, wurde nun ein Blindversuch
nur mit Wasserstoffperoxid und angesduerter
Natriumbenzoat-Losung durchgefihrt.

Im Gaschromatogramm des Versuches zeigt
sich, dass die Entstehung des Phenols wohl auf
das Vorhandensein von Wasserstoffperoxid zu-
rickzufihren ist (Phenol-Peak hier vorhanden),
die der Hydroxybenzoesduren jedoch nicht.

JR18: Blindversuch Natriumbenzoat und Wasserstoff-
peroxid

10 ml Natriumbenzoat-Lsg.
0,02 ml HCl
1,0-10% mol H,0,

Verwendung von L-Ascorbinsaure
anstatt von Araboascorbinsaure

Da bisher in keinem der Versuche Benzol ent-
standen war und die Versuchsergebnisse von
Gardner und Lawrence nicht reproduzierbar
waren, wurden erneut alle Versuche betrachtet,
die Anordnung tiberprift und die Ergebnisse aus-
gewertet.

Hierbei fiel erneut eine Randbedingung auf,
der bei der Versuchsplanung zundchst keine
Bedeutung beigemessen worden war. Aufgrund
eines Bestellfehlers war versehentlich bei der Be-
stellung der Ascorbinsdure nicht L-Ascorbinsdure,
sondern das andere Epimer, die Araboascorbin-
sdure bestellt worden. Dem war zunéchst kei-
ne Bedeutung beigemessen worden, da sich die
beiden Strukturisomere nur in einem einzigen
Stereozentrum unterscheiden. Der Unterschied
besteht lediglich darin, dass bei der Araboascor-
binsdure eine Hydroxylgruppe nach vorne ge-
klappt ist, wahrend sie bei der L-Ascorbinsdure
nach hinten geklappt ist. Da in keiner der Pu-
blikationen zu dem Thema spezifiziert wurde,
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Abbildung 7: L-Ascorbinsaure.

welches Epimer verwendet wurde und ,,norma-
les“, natiirliches Vitamin C ohnehin ein Isome-
rengemisch ist, war nicht angenommen worden,
dass die Art des Epimers fir die geplanten Ver-
suche eine Rolle spielt, da es sich ja nicht um
Versuche mit biologischen Enzymen handelt, bei
denen nur eine Form aktiv ist.

Nachdem aber alle bisherigen Versuche mit
D-Isoascorbinsdure keine Benzolbildung aufwie-
sen, wurde, trotz der oben genannten Griinde,
L-Ascorbinsdure bestellt und der Versuch JR14
mit L-Ascorbinsdaure wiederholt (Abbildungen 6
und 7).

JR20: Standard-Versuch mit L-Ascorbinsaure anstatt
von Araboascorbinsaure

10 ml Natriumbenzoat-Lsg.
10 ml L-Ascorbinsdure-Lsg
0,02 ml HCl

0,5-107 mol CuCl,
1,0-10° mol H,0,

60°C, 72 h

In dem stark vergroRerten Ausschnitt des Gas-
chromatogramms JR20 zeigt sich, dass in diesem
Versuch im Gegensatz zu den vorherigen Versu-
chen mit Araboascorbinsaure etwas Benzol ent-
standen ist. (Abbildung 8)

Zum Vergleich ist der gleiche Abschnitt aus
dem Chromatogramm JR 14 in der Abbildung
9 aufgefiihrt, in dem kein Benzol entstanden
ist. Der Benzolpeak, der dort erkennbar ist, un-
terscheidet sich im Gegensatz zu JR20 kaum
vom Hintergrundrauschen. Somit scheint die
Verwendung von L-Ascorbinsdure fiir die
Bildung von Benzol von entscheidender Be-
deutung zu sein.

Ungefahre Quantifizierung des entstandenen
Benzols und Phenols

Benzol
Eine ungefihre Quantifizierung der entstan-
denen Benzolmenge kann anhand eines Ver-
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Additicnal Info : Peak(s) manually integrated
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Abbildung 8: GC JR20 vergroBert.

Abbildung 9: GC JR14 vergroBert.

Additional Info : Peak(s) manually integrated

FID1 B, (1510\11510002310.D)

: :

'95 Phenol => I

bl o

gleichs der Integrale der entsprechenden Peaks
mit demjenigen der Benzoesdure erfolgen. Die
Konzentration der Benzoesdure ist bekannt, da
durch die Zugabe der Salzsdure (siehe oben)
sollte das Natriumbenzoat vollstandig in Benzo-
esaure Uberfiihrt worden sein. Ein Vergleich der
Integrale erlaubt eine ungefihre Quantifizierung,

da die betrachteten Molekiile dhnlich grof3 sind
und eine dhnliche molare Masse haben. Auf eine
genaue Quantifizierung der Benzolmenge tiber
die Erstellung einer Verdinnungsreihe wurde
verzichtet, da diese aufgrund der sehr geringen
Mengen ebenfalls nur ungefdhre Ergebnisse
liefern wurde. Es ist fraglich, ob bei dieser Ver-
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0,2 mol
C(Benzoat)-V(Benzoat—Lsg.) _— 1 10mML _0,0998mol

Reaktionsprodukte

c(Benzoesdure) =

V(ges.) 20,04mL L
c(Benzoesiure) _ Integral (Benzoesiure)
c(Benzol) B Integral (Benzol)
Int L (B 0 0,0998mol
neegra enzo e et
c(Benzol) = i -c(Benzoesdue) =

Integral (Benzoesiure) 21558

nlBenzoII = 5i49-10'6 moI‘L g 0i0204 L= 1l12 10" mol d

Abbildung 10:
Grobe Ein-
ordnung der
Quantitaten.

fahrensweise eine saubere Eichkurve entstiinde,
und die zusatzlichen Erkenntnisse rechtfertigen
den erheblichen Aufwand (mehrere zusitzliche
GCs, Arbeit mit Benzol) nicht. Die errechneten
Werte sind aus diesem Grund sehr ungenau, er-
lauben aber um eine grobe Einordnung der Quan-
titdten zu erhalten (Abbildung 10).

In der Publikation von Gardner und Lawrence
wurden Konzentrationen von maximal 37,3
nmol/l erwahnt. Dies ist deutlich geringer als die
in Abbildung 10 errechnete Konzentration. Aller-
dings wurde auch mit 6,25 mmol/l eine deutlich
geringe Konzentration an Natriumbenzoat einge-
setzt.

Zur besseren Vergleichbarkeit der entstan-
denen Mengen wird hier nun die Ausbeute der
Reaktion berechnet. Im Vergleich zu Synthesen,
z. B. im organischen Bereich erscheint diese na-
turlich gering aber hier geht es ja auch darum,
dass eine Reaktion zum Benzol als Schadstoff ja
eigentlich unerwtiinscht ist.

M (Literatur) = 37,3-10° mol/l1 / 6,25 -10° mol/l
= 5,968-10° =0,0005968%

M (JR20) = 5,49-10° mol/1 / 0,0998 mol/l = 5,5
-10° = 0,0055%

Die erreichte, ungefdhr quantifizierte Ausbeu-
te ist also in jedem Fall mit derjenigen aus der
Literatur vergleichbar (hier sogar um eine Gro-
Renordnung groBer). Die hoheren Werte konnten
auch darin begriindet liegen, dass im Vergleich
zu der Studie mit reiner L-Ascorbinsdaure gear-
beitet wurde, die anscheinend die einzige Form
ist, die zu Benzolbildung fiihrt. In der Studie ist
das verwendete Epimer der Ascorbinsdure nicht
naher spezifiziert und teils als Vitamin C bezeich-
net. Vitamin C ist ein Gemisch verschiedener
Strukturisomere der Ascorbinsdure.

C(Phenou - Integral (Phenmj)

- c(Benzoesdue) =
Integral (Benzoesiure)

76.15 ‘0,0998m01
) —

_ L _sc.p0?
= e 3,510 mol/L

Ausbeute (Phenol) = 3,5-10* mol/1/0,0998 mol/l
= 0,0035 = 0,35%
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unter versch. Bedingungen

In der Abbildung 11 sind alle
Reaktionsprodukte der Benzo-
esdure bei den verschiedenen
Edukten dargestelit.

Mechanistische
Betrachtungen

Um den Mechanismus der Benzolbildung bzw.
der Bildung der anderen Produkte aufzuklédren,
wurden die eigenen experimentellen Daten he-
rangezogen und eine Literaturrecherche durch-
gefiihrt.

Zunéchst einmal verlduft der Mechanismus der
Benzolbildung aus Benzoat tiber die Benzoesdu-
re. Dies zeigt sich daran, dass die Benzolbildung
eindeutig pH-abhangig ist [2]. Je niedriger der
pH-Wert, desto mehr Benzol entstand in der
zitierten Studie. Das liegt daran, dass sich bei
einem abnehmenden pH-Wert das Gleichgewicht
zwischen Benzoat und Benzoesdure nach dem
Prinzip nach Le Chatelier auf die Seite der Ben-
zoesaure verschiebt.

Eine Decarboxylierung von Natriumbenzoat
durch Hydroxyl-Radikale wird in der Literatur als
moglich beschrieben [2]. Diese konnten aus dem
zugesetzten Wasserstoffperoxid oder auch aus
dem beteiligten Luftsauerstoff gebildet werden.
Hierbei erfolgt erst eine Reaktion zum Superoxid
Anion, welches dann disproportioniert und Was-
serstoffperoxid bilden kann. Anschliefend kann
durch eine metallkatalysierte Reduktion durch
Wasserstoffperoxid aus dem Wasserstoffperoxid
das Hydroxyl-Radikal gebildet werden [2].

Cu?* + H,Asc = Cu* + HAsc + H*
Cu*+0,—=Cu**+ 0,

20, +2H*—= 0,4+ H0,

Cu* + H,0, = Cu’* +OH + OH

Der Unterschied zwischen D-Isoascorbinsiu-
re (Araboascorbinsdure) und L-Ascorbinsidure
ist gering. Lediglich an einem C-Atom liegt
eine unterschiedliche raumliche Orientierung
vor. Dies gentigt aber bereits fur gravierende
Unterschiede in der biologischen Wirksamkeit.
D-Isoascorbinsaure zeigt lediglich 5 % der bio-
logischen Aktivitdt der L-Ascorbinsaure, andere
Strukturisomere gar keine [5]. Auch bei den
chemischen Eigenschaften, bei denen die Ste-
reoisomerie bei Weitem einen nicht so groflen
Einfluss besitzt wie in der Biochemie, gibt es
geringfligige Unterschiede.

Sie wird in wéssrigen Modellsystemen schnel-
ler als die L-Ascorbinsdure oxidiert [5]. Das be-
deutet, dass in kirzerer Zeit bei Verwendung
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60°C, 72 h Versuchsdauer
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Abbildung 11: Ubersicht iiber die Reaktionsprodukte bei 60 °C und 72h Versuchsdauer.

von D-Isoascorbinsaure mehr Hydroxylradikale
als bei der Verwendung von L-Ascorbinsdure
entstehen konnten. Dies konnte wiederum dazu
fihren, dass eventuell entstandenes Benzol, das
vermutlich Uber Benzyl-Radikale gebildet wird
mit den in groleren Mengen vorhandenen Hy-
droxylradikalen zu Phenol rekombiniert. Auch
konnte die hohere Konzentration an Hydroxyl-
Radikalen dazu fihren, dass nicht nur eine Decar-
boxylierung stattfinden kann, sondern auch eine
Hydroxyl-Gruppe an den Benzolring der Benzoe-
sdure addiert wird und sich so die verschiedenen
Salicylsauren bilden.

Wird die L-Ascorbinsdure nun langsamer oxi-
diert, konnte dies zu einer langsameren Freiset-
zung der Hydroxylradikale fihren, die wiederum
nur eine Reaktion zu Benzol und Phenol (Rea-
kombination eines Benzyl- und Hydroxyl-Radi-

kals) verursacht und keine zusitzliche Addition
einer Hydroxylgruppe an die Benzoesdure.

Die vorgeschlagene Erklarung entstand auf Ba-
sis der vorhandenen Literatur und der bisherigen
Ergebnisse und ist noch nicht ausreichend expe-
rimentell belegt.

Fazit

Insgesamt zeigt sich, dass die Benzolbildung, die
unter den dargestellten Bedingungen auftritt,
wohl gering, aber bei Verwendung von L-Ascor-
binsdure eindeutig vorhanden ist. Die Ergebnisse
der Studie von Gardner und Lawrence konnten
reproduziert werden. Neben einem maoglichen,
geringen Gesundheitsrisiko durch die Benzol-
Exposition ist jedoch vor allem auch die Bildung
verschiedener Hydroxybenzoesduren, Phenol
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und anderer Reaktionsprodukte in groBeren
Quantitdten sowohl chemisch als auch gesund-
heitlich von Interesse. Phenol ist wie Benzol als
CMR (kanzerogen, mutagen, reproduktionsto-
xisch (obere Kategorie)) eingestuft, auch wenn
es als deutlich weniger gefdhrlich als Benzol zu
bewerten ist [7].

In Verbindung mit der Feststellung einer Ben-
zolbildung sollte immer auch eine grobe Einord-
nung der entstandenen Mengen erfolgen. Benzol
tritt nicht nur kunstlich auf, sondern wird auch
durch die Natur gebildet. So gibt es Studien,
nach denen sowohl in Karottensaft als auch in
Fleisch und Fisch Benzol auftreten kann [1].

Auch der Verkauf von Lebensmitteln an Tank-

stellen und insbesondere in Zeitungskiosken
fihrt zu einer erhohten Benzolbelastung, da
hier die Nahe zu weitaus grolReren Benzolquellen
gegeben ist (Benzin und Druckerschwarze) [6].
Obwohl die Verwendung von Natriumbenzoat
in Fruchtsaften den Benzolgehalt signifikant zu
erhohen scheint (0,672 statt 0,056 ug/kg) sind

diese Gehalte gegentiiber denen der an der Tank-

stelle verkauften Produkte (hier Butter mit 11 ug/
kg) deutlich geringer [6]

Trotzdem zeigt die Entstehung der zahlreichen
Reaktionsprodukte, dass Natriumbenzoat unter

in Lebensmitteln durchaus moglichen Bedin-
gungen nicht stabil ist und zu gesundheitsge-

fahrdenden Stoffen reagieren kann. Benzol und

Phenol besitzen als kanzerogene Stoffe auller-

dem keinen Grenzwert, bereits eine geringe
Exposition kann zu Krebserkrankungen fiihren.
Daher sollte die Aufnahme dieser Stoffe in jedem
Fall so gering wie moglich sein.

Chemisch fillt vor allem der Einfluss der ver-

schiedenen Ascorbinsduren auf.

Die beiden Epimere unterscheiden sich che-

misch nur in sehr geringem Mafe und doch fihrt
dies dazu, dass bei der einen Reaktion Benzol

entsteht und bei der anderen verschiedene Hy-

droxybenzoesduren. Der Reaktionsmechanismus
der Bildung der verschiedenen Produkte ist aus

wissenschaftlicher Sicht sehr interessant und ver-

Glossar

ESI: Electrospray lonisation, Methode zur Erzeugung
von lonen in der Massenspektrometrie, besonders geeig-
net fiir groBe Biomolekiile, da schonend, geringe Frag-
mentation, Chemie Nobelpreis 2002 [8]

GC: Gaschromatographie, bzw. Gaschromatogramm
MS: Massenspektrometrie

Spiking: Methode zur Identifikation eines Peaks im GC,
wenn bereits ein Verdacht besteht worum es sich han-
delt, ein GC der vermuteten Substanz wird aufgenom-
men, tritt an der gleichen Stelle wie im Probenspektrum
ein Peak auf, ist sie identifiziert.
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lauft wahrscheinlich tiber die Bildung von Hydro-
xylradikalen. Der Einfluss der unterschiedlichen
Lage einzelner Substituenten bei Epimeren, ab-
seits von enzymatischen Reaktionen und Kom-
plexchemie ist bisher nur wenig erforscht. Hier
boten sich weitere Ansatzpunkte.

Ausblick

In der Folge konnten noch einige Untersu-
chungen zu den beobachteten Reaktionen durch-
gefihrt werden. Zundchst einmal konnte eine
genauere Quantifizierung des gebildeten Benzols
erfolgen. Diese wurde bisher nicht durchgefihrt,
da mit der vorhandenen, bereits sehr genauen
Analytik selbst bei der aufwendigen Erstellung
einer Eichkurve kaum ein genaueres Ergebnis
als das vorhandene erreicht werden kann. Die
Konzentrationen an Benzol bewegen sich im
umol/l-Bereich. Hierfiir ware eine auf Lebens-
mittelanalyse spezialisierte Spurenanalytik not-
wendig. Der mogliche geringe Erkenntnisgewinn
rechtfertigte diese Vorgehensweise bisher nicht.

Des Weiteren ware es insbesondere zur ge-
naueren Beschreibung des Phanomens der Ben-
zol- oder Hydroxybenzoesdurenbildung bei den
unterschiedlichen Bedingungen, beispielsweise
im Rahmen einer wissenschaftlichen Publikati-
on, notwendig, weitere Versuche durchzufiih-
ren, um exakt zu kldren, warum bei dem einen
Epimer eine Benzolbildung auftritt und bei dem
anderen nicht. Die bisherigen moglichen Erkla-
rungen beruhen weitgehend auf Literaturrecher-
che und nicht auf ausreichend experimentellen
Daten. Insbesondere wire es auch interessant
die Konzentrationen der verschiedenen As-
corbinsdure-Isomere in den unterschiedlichen
Reaktionen tiber die Zeit zu verfolgen und so
den vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus zu
uberprifen. Auch eine Betrachtung der unter-
schiedlichen chemischen Eigenschaften unter-
schiedlicher Epimere ware sehr interessant.

Im Gaschromatogramm beispielsweise von Ver-
such 14 verbleiben aulerdem noch einige kleinere,
ungeklarte Peaks. Hierzu musste bei einer Repro-
duktion der Versuche erneut mit GC/MS bzw. Spi-
king eine Identifizierung erfolgen. CLB
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