
sinfaches Verfahren zum Nachvveise der Benzoesaure.

8. A. Nest I er: Ein einfaches Verfahren zum Nachweise

der Benzoesaure in der PreiBelbeere und Moosbeere.

(Mit Tafel III.)

(Eingegangen am 16. Februar 1909.)

Es ist eine biologisch sehr interessante Erscheinung, daB eine

Frucht, die PreiBelbeere (Vaccinium Vitis idaea L.) von Natur

aus in verhaltnismaBig bedeutender Menge ein so ausgezeichnetes

Konservierungsmittel besitzt, wie es nach vielfachen Erfahrungen

die Benzoesaure ist. Nachdem ihr Vorkommen in diesen Friichten

als freie Benzoesaure zuerst von 0. LOW 1

) entdeckt worden war,

wurden zahlreiche Untersuchungen ausgefiihrt, die diese Entdeckung

bestatigten und die Quantitat der Saure in frischen, trockenen und

eingemacbten PreiBelbeeren bestimmten. — So fanden E. MACH
und K. PORTELE 2

) in 1 1 frischer Beeren 0,0638 bis 0,0862 pCt;

KANGER 3
) ebenfalls in frischen Beeren 676 mg, in 1 kg trockener

Beeren 4,51 g; G. F. MASON 4
) 1 Teil Benzoesaure in 2000 Teilen

Beeren (= 500 mg in 1 kg); „dies ist mehr, als bei den am
leichtesten verderblichen Nabrungsmitteln als Konservierungsmittel

angewendet wird". MASON wies auch nach, daB der Gehalt an

Benzoesaure im Verlaufe der Ileifungsperiode der Beeren steigt.

LEHMANN 5
) konstatierte in 1 kg eingemachter PreiBelbeeren 740 mg

Benzoesaure.

Zum qualitativen Nachweis der Benzoesaure benutzt der

Chemiker unter anderen Methoden mit Vorliebe die Eisenchlorid-

reaktion •).

2, zit. nach K. B. LEHMANN : „Die

2) Landw. Versuchsst. 1890, 38, 69.

3) Zit. n. LEHMANN 1. c. 950.

4) Ohemisches Centralblatt 1905, II, S. 57.

5) 1. c. S. 950.

6) Nach W. V. GENERSICH (Zeitschr. f. Unters. d. Nahr.- u. Gen. 1908,

Bd. XVI, H. 4, S. 223): „Die Benzoesaure wird durch Ansauern aus ihren

Verbindungen befreit und mit Ather extrahiert: hierauf wird der Ather in

einem Wasserbade von 30—40° verdampft, sodann die Schale a*f eine Asbest-

platte gesteUt und die zuriickgebliebene Benzoesaure vorsichtig auf Subli-

mationstemperatur erhitzt
;

gleichzeitig stellt man ein mit Wasser gefiilltes
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64 A. Nestler:

Obwohl es meines Wissens fur Benzoesaure eine mikro-

chemische Farbenreaktion, wie sie z. B. fur die ebenfalls leicht subli-

mierende Salizylsaure (mittels Eisenchlorid) selbst bei einzelnen

Kristallchen sehr gut verwendbar ist, nicbt gibt, so ist in vielen

Fallen, namentlich bei sehr kleinen Mengen des zu untersuchenden

Materials (z. B. bei einer einzigen Frucht oder einem bestimmten

Gewebeteile derselben) der mikrochemische Nachweis der Benzoe-

saure unter Beachtung der folgenden Eigenschaften derselben un-

bedingt notwendig und vollkommen ausreichend:

1. Die Form der Kristalle und Aggregate des unter bestimmten

Bedingungen durch Sublimation der Benzoesaure erhaltenen

2. die Los'n gge der Benzoesaure;

3. der mikrochemische Nachweis derselben.

Was die Form der Kristalle und Aggregate des durch

Sublimation erhaltenen Beschlages anbelangt, so ist folgendes zu

bemerken:

Benzoesaure sublimiert bekanntlich sehr leicht. Ich bediene

mich dazu mit Vorteil jenes Yerfahrens, das ich seinerzeit mit

gutem Erfolge fur den direkten Nachweis von Them und Cumarin

in Pflanzenteilen '), ferner zur Isolierung des Primelhautgiftes *) an-

gewendet habe: Uhrschale mit ungefahr 7 cm Durchmesser des

Kantenkreises, 1 mm dick; runde Glasplatte zum Bedecken mit

10 cm Durchmesser, 1,5 mm dick; Mikroflamme ungefahr 3

/ 4
cm

hoch, die Spitze derselben 12 cm vom Drahtnetz entfernt, das auf

einem DreifuB ruht. — Die Glasplatte gestattet leicht, daB man

auf ihrer AuBenseite geniigend Wasser anbringt: eine groBere

Uhrglas iiber den Tiegel. Die auf dem Glase haftende sublimierte Benzoe-

saure wird nun iiber einen Trichter gehalten und durcb Aufspritzem von

heifiem Wasser in ein Reagenzglas abgespiilt; darauf wird die Losung nach

Zusatz von 1—2 Tropfen Phenolphthaleinlosung neutralisiert und nocb

1 Tropfen */10 Lauge im UberschuB hinzugegeben. Die schwach alkalische

Losung wild von 1-2 Tropfen verdunnter Eisenchloridlosung gelb.

1) A. NESTLER, a) Ein einfaches Verfahren des Nacbweises von Theln

und seine praktiache Anwendung. Zeitschr. f. Unters. d. Nahr.- u. Genufi-

mittel. 1901.

b) Der direkte Nachweis des Oumarins und Theins durch Sublimation-

Berichte der Deutsch. Bot. Ges. 1901.

c) Nachw. von extrah. Tee durch Sublimation. Zeitschr. f. Unters. d.

Nahr.- u. GenuBm. 1902.

d) Untersuchungen iiber das Them der Theepflanze. Jahresbericht der

Vereinigung der Vertreter der angewandten Botanik. I. Jahrg. 1903.

2) A. NESTLER, Hautreizende Primeln. Berlin 1904.
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Ein einfaches Verfahren zum Nachweise der Benzoosaure usw. 65

Menge genau uber dem in der Uhrschale befindlichen Objekte und

einige kleine Tropfen im Kreise angeordnet. Dieses Kuhlwasser

ist fur das gute Gelingen der Sublimiening von Bedeutung. Man
kann ferner den Beschlag sofort nach seiner Entstehung miter dem
Mikroskope untersuchen. Ich erwahne diese Einzelheiten, weil da-

durcb die Form der Kristalle und Aggregate des Beschlages

wesentlich bedingt ist.

Verwendet man auf diese Weise einige wenige Kristallchen

der Benzoesaure, so erlialt man bereits nach 3 Minuten einen deut-

lichen Beschlag, der nach weiteren 2 Minuten stark geworden ist:

zierliche Gruppen aus rosettenformig angeordDeten dunnen, daher

ofters in schonen Farben erscheinenden Blattchen, deren freie

Enden meist einen einspringenden Winkel zeigen, einzelne schief

rhombische Prismen (Benzoesaure kristallisiert monoklin) ; lang-

gestreckte, gerade oder gekriimmte Aggregate, die aus prismatischen

Formen aufgebaut sind; die Einzelformen dieser Aggregate sind

ofters nur durch Zahne und vorspringende Kanten angedeutet.

Wenn die Benzoesaure vereint mit kleinen Wassertropfchen an

der Glasplatte sich niederschlagt (z. B. bei Untersuchung des Frucht-

fleisches der PreiBelbeere), so erscheint sie nach dem Verdunsten

der Tropfchen in sehr unregelmaBigen Formen.

Ich erwahne noch eine Erscheinung, die meines Wissens bis-

her nicht beobachtet worden ist. Dunne, durch Sublimation er-

haltene Beschlage der Benzoesaure verdunsten bei Zimmertempe-
ratur nach wenigen Stunden vollstandig.

Beziiglich der Loslichkeit der Benzoesaure ist zu be-

merken: in kaltem Wasser sind mikroskopisch kleine Teilchen sehr

langsam loslich (nach BEHRENS') in 470 Teilen Wasser von 10°

loslich), wahrend kleinere Gruppen von Kristallen selbst nach

1 Stunde kaum eine Veranderung zeigen; — in Ather sehr leicht

loslich; nach dem Verdunsten derselben sieht man lange, stab-

formige Prismen dichtgedrangt angeordnet, an manchen Stellen

(bei 80 f. VergroBerung) dunkle Flecken, die aus zahlreichen, dicht-

gedrangt liegenden Kristallen und Aggregaten bestehen; — in

Chloroform sehr leicht loslich, nach dem Verdunsten sehr schone,

rankenartige Bildungen 2
), bei sehr geringen Mengen von Benzoe-

saure nach meiner Erfahrung nur kleine haarformig gekr&nmte
und g.-krjiuselfce Formen; — leicht loslich in Alkohol; nach dem

H. Behrens, Anleitung zur mikrochemischen Analyse. 1897,

Behrexs, 1 c. S. 71.
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(30 A. NESTLEK:

Verdunsten stabformige Prismen, feine Nadeln oft biisckelformig

angeordnet; kleine, gekriimmte Nadeln, einzelne monokline Prismen

u. a. Formen.

Sehr ckarakteristisch ist der mikrochemische Nackweis mit

Xatronlauge und einer Saure. Benzoesaure ist in verdunnter

Xatronlauge (ick nekme stets n
/10

Natronlauge) leickt loslick. Fiigt

man zu dieser Losung eine ganz geringe Menge Salzsaure oder

Salpetersaure 1
) -- es genugt nach BEHRENS schon Essigsaure

— hinzu, so scheidet sich die Benzoesaure sofort in ckarakteri-

stischen Formen aus: vorkerrschend zierlicke Aggregate, die an

Cypressen- oder Tkujenzweige erinnern, auBerdem „langgestreckte

Kristallfelder, die aus vielen annakernd in gleicher Ricktung an-

einander gereihten, rektangularen Lamellen besteken" 2
) und kleinere

Aggregate aus wenigen Tafelcken. Ick gehe bei diesem Nachweise

so vor, daB ich, da es sick bei den folgenden Untersuclmngen

meist um sekr geringe Mengen von Benzoesaure liandelt, etwas von

dem durck Sublimation erhaltenen Bescklage abscbabe, auf einen

Objekttrager iibertrage und einen Tropfen Natronlauge hinzufiige.

Nacli der rasck erfolgten Losung wird eine Spur von Salzsauie

(s])cz. Gew. 1,092) zugesetzt, worauf sofort die bezeickneten Formen

der Benzoesaure sicktbar werden.

Ick erinnere nock an die bekannte Reaktion der in Ammoniak

gelosten Benzoesaure nack Zusatz von Silbernitrat 3
).

Alle diese genannten Eigensckaften der Benzoesaure geben

die GewiBkeit, daB durck das mikroskopiscke Verfakren ein

vollkommen einwandfreier Nackweis derselben moglick ist, dessen

praktiscke Bedeutung aus den folgenden Untersuckungen er-

sicktlick ist.

Eine einzige Fruckt der P re i B e lb e e r e (1 'actinium \ Vis idaea L-)

geniigt, um den sickeren Beweis zu liefern, daB sie verkaltnismaBig

reick an Benzoesaure ist. Wenn ;man dieselbe - ick kabe meine

Untersuckungen nur mit trockenen Beeren angestellt - einfack nut

den Fingern oder mit einem Messer in grobe Stiicke zerkleinert

diese Teile auf dem Boden des Ukrsckalckens zu einem Haufches

vereinigt und in der oben angegebenen Weise dem Sublimation*

verfakren unterziekt, so erhalt man nack 7—10 Minute n ein*

starken Bescklag: zaklreicke Aggregate (Fig. 1—2) mit afters set'

langen, flacken, prismatiscken Bildungen, die am Endo zerschlit*

1) K. IIatishofer, Mikroskopische Reaktio

2) K. Haushofer, 1. c. S. 72.

3) H. BEHBENS, 1. c. S. 72.
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sind, ferner Einzelkristalle (Fig. 3), die sowohl nach ihrer Form
wie nach den sonstigen Eigenschaften (Fig. 5 — in Natronlange

gelost und durcli Salzsaure abgeschieden) als Benzoesaure charak-

terisiert sind. (Mit demselben Erfolge kann man auch mitZucker-

zusatz eingekochte, also zum Genusse hergerichtete PreiBelbeeren

verwenden.)

Bei dem von mir verwendeten trockenen Material kamen
durchschnittlich 45 Friichte auf 1 g. Da nach KANGER in 1 kg
trockener Beeren 4,51 g Benzoesaure gefunden wurden, so ist die

Menge derselben in einer einzigen Beere ungefahr 0,0001 g. Damit
hat die Leistungsfahigkeit des Sublimationsverfahrens noch lange

nicht ihre Grenze erreicht; wie aus den spitteren Versuchen er-

sichtlich sein wird, geniigen einzelne Teile einer Frucht, urn in

diesen die Benzoesaure leicht nachzuweisen.

Will man in einfacher Weise eine groBere Menge von Benzoe-

saure erhalten, so braucht man nur etwa 10 Beeren fluchtig mit

Ather iibergieBen; nach dem Verdunsten desselben bleibt im Uhr-

schalchen eine dicke weiBe Kruste zuriick, die eine kornige Be-

schaffenheit zeigt. Diese, der Sublimation unterzogen, gibt nach

etwa 10 Minuten einen sehr starken Beschlag von Benzoesaure. —
Zu diesem Verfahren ist zu bemerken, dafi nach der durchgeftihrten

Sublimierung noch eine bedeutende Menge eines weiB erscheinenden

kornigen Huckstandes im Schalchen iibrig bleibt, der, abermals

durch Sublimation gepriift, keinen Beschlag mehr gibt. Da er

ferner in Natronlauge selbst nach liingerer Einwirkung derselben

nicht loslich ist, so kann es keine Benzoesaure sein. Wie die

durchgeftihrten Eeaktionen zeigen, ist es Wachs, das die Friichte

aller Vaccinium- Arten in betriichtlicher Menge bedeckt: unloslich in

Wasser, Alkohol, Alkalien, konz. Salzsaure; leicht loslich in Ather.

Zur Beantwortung der Frage, ob die Benzoesaure nur in gewissen

differenzierten Teilen der PreiBelbeere enthalten sei oder die ganze

Frucht durchdringe, diirfen aus leicht ersichtlichen Grunden keine

emgekochten Friichte verwendet werden.

Aus dem Umstande, daB, wie gesagt, ein ganz fliichtiges

UbergieBen von vollstiindig intakten Friichten mit Ather geniigt,

um gleichzeitig mit Wachs auch Benzoesaure zu erhalten, kann

geschlossen werden, daB Benzoesaure auf der AuBenseite der

Fruchtepidermis in Gemeinschaft mit dem Wachsiiberzug sich be-

findet. — DaB die Benzoesaure aber nicht allein auf der AuBen-
seite der Fruchtepidermiszellen, sondern auch im Innern derselben

vorkommt, geht aus folgendem Versuch hervor.

Eine trockene, intakte Beere wird mit Ather gewaschen,
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68 A. Nestleb:

durch welche Prozedur das Wachs samt der Benzoesaure von der

AuBenseite der Epidermis entfernt wird. Isoliert man nun einige

groBere Fragmente dieser Epidermis, was bei einiger Vorsicht leicht

gelingt, und priift sie auf Benzoesaure, so erhalt man ein positives

Resultat (Fig. 4).

Die Samenkerne geben, wenn man sie direkt ohne Zer-

kleinerung der Sublimationsprobe unterzieht, ein negatives Resultat

auch dann, wenn man gleichzeitig 50 Stuck dieser kleinen Samen

dazu verwendet. — Wenn man jedoch die Samen in einer Reib-

schale zerreibt, einige Minuten mit Ather extrahiert und den ab-

gegossenen Ather bei Zimmertemperatur in der Uhrschale ver-

dunsten laBt, so erhalt man einen relativ bedeutenden Riickstand,

der, durch Sublimation gepriift, einen deutlichen Beschlag von

Benzoesaure gibt.

Man erhalt ferner ein positives Resultat, wenn man das Frucht-

fleisch einer einzigen Beere isoliert und direkt durch das Subli-

mationsverfahren auf Benzoesaure prtift.

Wenn es auch nicht moglich ist, die Benzoesaure in der Zelle

selbst nachzuweisen, so kann man sich doch, wie gezeigt wtirde.

durch jene einfache Sublimationsmethode mit Leichtigkeit iiber-

zeugen, daB die Benzoesaure sowohl an der AuBenseite der

Fruchtepidermis, als auch im Innern der Epidermiszellen, im Frucht-

fleische und in den Samen vorkommt, kurz die ganze Frucht

durchdringt.

Auch die Laubblatter und Stengel der PreiBelbeere imZustande

nach der Reife der Friichte wurden auf die Gegenwart von Benzoe-

saure gepriift. Weder die direkte Sublimation dieser zerkleinerten

Organe, noch mehrstiindiges Extrahieren mit Ather, auch nicht An*

schutteln mit Ather nach vorheriger Behandlung mit angesauertem j

Wasser hatten einen positiven Erfolg.

Es lag nun die Frage nahe, ob auch die Fnichte der der

PreiBelbeere nachst verwandten Arten Benzoesaure haben oder nicht

Ich konnte diesbezuglich nur die Moos bee re (Vaccinium Oty

coccus L.), die Heidelbeere (F. MyrtiUw L.) und die Rausch-

beere (F. uliginosum L.) untersuchen.

Die Moosbeere, die durch ihre GroBe, Farbe und ^'e

groBeien Samen sich von der PreiBelbeere unterscheidet, besitz^

wie durch Sublimation leicht nachgewiesen werden kann, ebenfal ls

freie Benzoesaure, doch in geringerer Menge als die PreiBelbeel*

Einc einzige Beere, zerkleinert, gibt, direkt der Sublimate

unterworfen, keine Benzoesaure; bei drei Beeren erhalt man nur

sehr wenige Kristalle und Aggregate. — Zehn trockene Bee**
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Ein einfaches Verfahren zurn Nachweise der Benzoesaure usw. 69

wurden in grobe Stiicke geteilt, mit Ather etvva 2 Minuten geschiittelt

und der abgegossene Ather bei Zimmertemperatur zum Verdunsten

gebracht. Der Riickstand besteht aus einer dicken, weiB erschei-

nenden Kruste, deren Substanz nach dem Zusammenkratzen mit

einem Skalpell von gelblicher Farbe ist.

Sublimation: schon nach 5 Minuten ein deutlicher Beschlag,

der nach 10 Minuten bedeutend starker geworden ist. Er besteht

aus flachen Prismen und Aggregaten derselben von der gleichen

Form, wie sie bei der PreiBelbeere erhalten wurden, ferner aus

sehr groBen, mit freiem Auge sichtbaren, zierlich gekrtimmten und
verzweigten Formen (Fig. 6, 7). Die Losungsverhaltnisse dieses

Beschlages und die Reaktion mittelst Natronlauge und Salzsaure

zeigen deutlich, daB er aus Benzoesaure besteht. — Auch hier ist,

wie bei der PreiBelbeere, ein Wachsriickstand zu konstatieren.

Da Benzoesaure auch inAlkohol leicht loslich ist, dagegenWachs
unloslich, so kann man, um nach der Behandlung der Beeren mit Ather
im Riickstande das Wachs zu vermeiden, auch Alkohol (96proz.)

verwenden. Behandelt man auf diese "Weise 5 PreiBelbeeren, so erhalt

man nach dem Verdunsten des Alkohols einen sehr kleinen Ruck-
stand, der bei der Sublimierung sehr schSne rosettenformige

Grruppen von Benzoesaurekristallen gibt. Yerwendet man in der-

selben Weise 5 Moosbeeren zum Versuche, so erhalt man einen

bedeutend geringeren Beschlag, aber gleichfalls sehr schone Kristalle

und Aggregate.

Bei Schwarzbeeren und Rauschbeeren hatten alle Ver-

suche, auch unter Beriicksichtigung des Umstandes, daB die Benzoe-

saure hier moglicherweise nicht frei, sondern in einer Verbindung
vorkommen konnte und unter Anwendung groBerer Mengen von
Friichten, einen negativen Erfolg.

Ob der verhaltnismaBig hohe Gehalt an freier Benzoesaure in

den Friichten der PreiBelbeere eine wesentliche Rolle im Leben
dieser Pflanze spielt, ist durch weitere Untersuchungen und Ex-

perimente zu ermitteln. — Ich mochte nur daran erinnern, daB
auf den Blattern und Stengeln der PreiBelbeere manche parasitische

Pilze nachgewiesen wurden (JSxobas/dium Vaccinii Woron., Gibbcra

Vaccinii Fr. u. a. m.), in den Friichten aber meines Wissens nur ein

einziger Parasit, der seinerzeit von WORONIN 1

) genau studiert worden
ist: Sclerotica Urnula (Weinm.) Rehm. Er entwickelt sein Sclerotium
in den Beeren und erzeugt hier die Sclerotiumkrankheit der PreiBel-

beeren. — Danach sollte es scheinen, daB die Benzoesaure die

1) A. B. FHANK, Die Krankheiten der Pflanzen. 1896, II. Bd., S. 509.
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70 A. NESTLEB: Ein einfaches Verfahren zum Nachweise der Benzoesaure.

schadigende Wirkung dieses Parasiten nicht hindern konnte. Es

ist jedoch zu beriicksichtigen, daB dieser Pilz schon zu einer Zeit

in den Fruchtknoten eindringt, wo die freie Benzoesaure in dem-

selben wahrscheinlich noch nicht vorhanden ist, sondern sich erst

allmahlich beim Ausreifen der Friichte bildet. Es miiBte audi

untersucht werden, ob in den von der Sclerotinia befallenen Fruchten

Benzoesaure tiberhaupt vorhanden ist.

Ich bemerke schlieBlich noch kurz, daB man jene einfache

Sublimationsmethode auch bei anderen Objekten anwenden kann,

welche Benzoesaure von Natur aus oder zugesetzt als Konservie-

rungsmittel *) erhalten.

Benzoeharz enthalt bekanntlich neben anderen auch Benzoe-

saure, frei und in Form zusammengesetzter Ather (im ganzen etwa

20pCt.). Ein Sttickchen von der GroBe eine Hirsekorns gibt pul-

verisiert einen starken Beschlag, die friiher erwahnten, aus diinnen,

in Farben schillernden Blattchen aufgebauten Rosetten, selaginella-

artige und andere Aggregate.

Bei Tolubalsam (Balsamum Tolutanum) ist zu beachten, daB

hier neben anderen Substanzen freie Benzoesaure und Zimtsaure

vorkommt; letztere sublimiert ebenfalls verhaltnismaBig leicht. Die

Formen des Beschlages, die ich beim Sublimieren erhielt, zeigten

sich stets, ob nun eine sehr kleine oder eine groBere Flamme an-

gewendet wurde, verschieden von denen der reinen BenzoSsaorft

Durch Anwendung von Ammoniak und Silbernitrat konnte auch

hier Benzoesaure nachgewiesen werden 2
).

Erklarung der AbMldnngen auf Tafel III.

Fig. 1—4. Sublimate, gewonnen aus der Preifielbeere, (Vergr. 80).

Fig. 5. Aus einer Losung in Natronlauge, durch Salzsaure abgeschiedeo.

(Vergr. 80).

Fig. 6. Sublimat, gewonnen aus der Moosbee
Fig. 7. Ein Teil der Fig. 6 und einzelne Fori

(Vergr. 80).

1) Von Essig, Marmeladen, Fett u. a. mit z.

kQnnen kleine Mengen direkt fur die Sublimation

2) H. Behrens, L c. S. 93.
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