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Abstract
The work is concerned with the development of trans,trans-2,4-Hexadienoic acid anhydride
(Sorbic anhydride) as a preservative for beverages. The studies were divided into three main

areas.

The first aim was to develop a synthesis of Sorbic anhydride that could be scaled up to an
industrial scale. This could be achieved by various methods with good yields and good purity
of Sorbic anhydride. It was produced on a large scale from the synthesis with phosgene, fol-
lowed by a washing process. After this the phases were separated with the anhydride being
distilled to a high degree of purity. Pellets were then produced from the resulting melt.

The second aim was to analyze the most important physical properties and the chemical be-
haviour of Sorbic anhydride. Due to the hydrolysis time of the anhydride it can only be used
in the beverage industry with quarantine periods exceeding 24 hours.

Sorbic anhydride is no longer present in the drink after sufficiently long hydrolysis time. That
means, the consumer does not become in contact with the preservative and as a further ad-
vantage, the Sorbic acid, which is produced by the hydrolysis, has a persistent effect and pro-
tects the beverage against recontamination.

And the third aim was to study the microbiological efficacy in detail. It was shown by the
different experiments, that Sorbic acid has an efficacy, up to five times higher than the effica-
cy of Potassium sorbate. The mode of action has yet to be clarified. Therefore, further micro-

biological experiments can contribute to a detailed understanding.

In addition to these aims, side reactions were not observed with Sorbic anhydride or Sorbic
acid and the ingredients in the non-alcoholic drinks under ,normal‘ storage conditions. Only,
at high temperatures and with large amounts of the reaction partner, that there could be seen
the formation of Sorbic amide. This low reactivity of the anhydride is an advantage for the use
in the beverage industry as a preservative.

But, a side reaction could be seen in alcoholic beverages with Sorbic acid. These side reaction
products (Sorbic acid esters) have to be analyzed for their toxicological hazards before use in

such beverages.



Furthermore other applications and formulations were investigated as well as the packaging of
Sorbic anhydride. Since both, the water solubility and the low melting point are a challenge

for the application of the preservative, research is required in these areas.

The health hazards of the substance and the technological need have to be proved for the
authorization process for Sorbic anhydride as a preservative for drinks. Therefore, various

toxicological studies and detailed analysis have to be carried out.

In summary, it can be concluded, that Sorbic anhydride can be used as a preservative for

drinks, according to the existing results.
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Einleitung und theoretische Grundlagen

1.  Einleitung und theoretische Grundlagen

1.1 Konservierung von Lebensmitteln

Die Art und Weise der Lebensmittelerzeugung und —Verarbeitung erfuhr in den letzten 150
Jahren einen enormen Wandel. Nahrungsmittel werden durch die Weiterentwicklung der Le-
bensmittelproduktion groRindustriell hergestellt. Die Zahl der verarbeiteten Lebensmittel
nimmt zu, die Nachfrage nach unverarbeiteten Produkten sinkt kontinuierlich. Das liegt so-
wohl an soziokulturellen als auch an demografischen Faktoren. Zu diesen gehdren beispiels-
weise die Zunahme der Einpersonenhaushalte oder die steigende berufliche Belastung. Auch
fur Lebensmittelproduzenten bedeutet dies eine enorme Veranderung ™. Immer weniger Her-
steller erzeugen Lebensmittel, Lieferwege werden langer, viele Lebensmittel werden auf Vor-
rat gehalten, Obst und Gemiise werden saisonunabhéngig produziert. Durch die Globalisie-
rung werden Spezialititen und exotische Nahrungsmittel vergleichsweise preiswert
angeboten. Auch die Produktpalette ist vielfaltiger geworden 2.

Anhand der aufgezadhlten Punkte wird deutlich, dass sich die Anforderungen an ein Lebens-
mittel und dessen Haltbarkeit, ob verarbeitet oder nicht, verédndert haben. Lebensmittel sollen
nicht mehr ,,irgendwie* haltbar bleiben, sondern es sollen Inhaltsstoffe wie Vitamine erhalten

bleiben, Geschmack und N&hrwert sich nicht verdndern 31

Wie maximiert die Lebensmittelindustrie die Haltbarkeit eines Lebensmittels heutzutage und
welche Faktoren werden dabei besonders beachtet? Im Wesentlichen gibt es drei Punkte, wel-
che die Haltbarkeit eines Lebensmittels bedingen. Dies sind die An- bzw. Abwesenheit von
Mikroorganismen (MIO), die Aktivitdt von Enzymen und die An- oder Abwesenheit von
Sauerstoff und Wasser. Ziel der Konservierung ist demnach die Kontrolle von Mikroorganis-
men, die Inaktivitdt von Enzymen oder die Abwesenheit von Sauerstoff und Wasser zu ge-
wahrleisten.

Um Mikroorganismen unschédlich zu machen kdnnen vier verschiedene Strategien verfolgt
werden. Der Schadorganismus kann vollstandig abgetttet werden, das Wachstum kann durch
Grundlagenentzug gehemmt werden, der Schadorganismus kann durch ein Konservierungs-
mittel gehemmt werden oder verschiedene Inhaltsstoffe des Lebensmittels werden aufkon-
zentriert und dadurch das Wachstum des Schadorganismus verhindert ™. Um die Enzymakti-
vitat herabzusetzen und somit verschiedenste Reaktionen zu verlangsamen, ist es am
einfachsten das Lebensmittel zu trocknen, zu kihlen oder einzufrieren. Durch Erhitzen wer-

den Enzyme zerstort, allerdings verandern sich dabei ebenfalls meist Geschmack, Konsistenz
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und Aussehen der Lebensmittel 1. Um schlieRlich den Wasser- und Sauerstoffgehalt herab-
zusetzen, kénnen mehrere Méglichkeiten auch bei der Verpackung, genutzt werden [,

Die verschiedenen Mdglichkeiten der Lebensmittelkonservierung werden im folgenden Kapi-
tel besprochen, sie werden unterteilt in physikalische, biologische und chemische Methoden.

Aktuell wird jedes der Verfahren industriell angewendet.

1.2 Konservierungsmethoden [
1.2.1 Physikalische Konservierungsmethoden
Es gibt verschiedene Verfahren zur physikalischen Konservierung von Lebensmitteln, diese

lassen sich gut miteinander und mit weiteren Methoden kombinieren 4.

Hitze-Behandlung

Das primére Ziel der Hitzebehandlung ist das Abtoten der Mikroorganismen und die Garantie
der Keimfreiheit. Durch Hitzeeinwirkung werden Proteine sowohl in Mikroorgansimen als
auch in Lebensmitteln denaturiert ®!. Dies filhrt zum Absterben der Mikroorganismen und
mancher Sporen bei Temperaturen > 120 °C und zur Enzym- und Proteindenaturierung ab
Temperaturen um 60 °C. Dabei werden die Proteine besser verdaulich. Verédnderungen in
Farbe, Geschmack und Vitamingehalten der Lebensmittel mussen allerdings in Kauf genom-
men werden. Zur direkten Hitze-Behandlung werden Pasteurisations- und Sterilisationsme-
thoden angewendet. Diese unterscheiden sich in Dauer und Temperaturniveau. Aus der fol-
genden Tabelle 1 geht hervor, welche Bedingungen zum Beispiel fir die Hitzebehandlung

von Milch gelten.

Tabelle 1: Hitzebehandlung von Milch

Methode Temperatur Zeit
Kurzzeiterhitzung 72-75°C 30-40s
spezielle Kurzzeiterhitzung | 123 - 127 °C 1-5s
Hocherhitzung 85 °C mind. 1 min.
Ultrahocherhitzung 135-155°C 2-10s
Sterilisierung 112 -120°C 20 — 40 min.
Dauererhitzung 62 — 65 °C 30 min.

Eine Hitzebehandlung von Séaften zur Pasteurisierung wird meist als Hochtemperatur-
Kurzzeiterhitzung (82-85 °C, 10-15 s) durchgefiihrt, um s&émtliche Enzymaktivitaten zu un-
terbinden. Die kurzzeitige Erhitzung schadigt hingegen nicht die aromagebenden Bestandteile

eines Saftes.
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Kalte-Lagerung

Es gibt zwei Arten der Kaltelagerung: die Kuhllagerung und die Tiefgefrierlagerung. Beide
verlangern die Haltbarkeit eines Lebensmittels, indem biologische und chemische Prozesse
verzogert werden. Beide Methoden kénnen nur wenige Mikroorganismen abt6ten und noch
weniger Enzymreaktionen vollstandig hindern.

Bei der Kuhllagerung werden Lebensmittel bei 0 — 6 °C aufbewahrt. Die optimale Lagertem-
peratur ist fur jedes Lebensmittel individuell einzustellen, dadurch kénnen Lagerzeiten von
einigen Tagen bis zu mehreren Monaten erzielt werden. Die Lagerung beim Tiefgefrieren
geschieht unterhalb von -18 °C, wobei das Gefriergut zunéchst auf circa 0 °C abgekihlt wird
und dann bei bis zu -50 °C gefroren wird. Durch das Gefrieren von Wasser sind nicht alle
Lebensmittel zur Tiefkihlung geeignet. Beim Einfrieren kdénnen strukturelle Veranderungen
irreversibel auftreten. Dies ist etwa bei Kéase der Fall, weshalb Ké&se nicht unterhalb des Ge-
frierpunktes gelagert werden soll.

Die Kombination von Kalte- und Hitzebehandlung ergibt sich beim Blanchieren von Gemdse,
welches sofort nach dem kurzzeitigen Erhitzen mit Eiswasser gekihlt und dann eingefroren
wird. Das Blanchieren dient in erster Linie dazu, Enzyme zu deaktivieren. Dadurch werden
Verénderungen, wie enzymatische Bréunung oder der Abbau wichtiger Inhalts- und Ge-
schmacksstoffe verhindert. Zusatzlich wird eine Lockerung der Zellstruktur, durch Ldsung
oder Abbau von Pektinen erzielt. Die Keimbelastung wird reduziert und unerwinschte Ge-
schmacksstoffe konnen entfernt werden. Das Einfrieren verzégert oder inhibiert weitere Reak-
tionen. Nach dem Auftauen konnen blanchierte Gemiisesorten nach vorsichtigem Aufwérmen

sofort verzehrt werden.

Wasserentzug, Trocknung

Mikroorganismen und Enzyme benétigen Wasser zum Leben bzw. fur verschiedene Reaktio-
nen zum optimalen Reaktionsablauf. Wasserentzug bis auf ca. 65 % totet fast alle ungeschutz-
ten Formen von Mikroorganismen, weitere Trocknung auf eine Gleichgewichtsfeuchte von
ungeféhr 50 % verringert die Enzymaktivitat und erneutes Trocknen auf weniger als 25 %
Wassergehalt verhindert nichtenzymatische Braunungsreaktionen. Somit werden durch Was-
serentzug auf max. 25 % Wassergehalt alle Prozesse innerhalb eines Lebensmittels bis auf die
Fettoxidation vermieden. Es gibt zur Trocknung verschiedene Verfahren, die drei folgenden

Varianten sind relativ schonend: Walzentrocknung, Sprihtrocknung und Gefriertrocknung.
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Tabelle 2: Methoden zur Lebensmitteltrocknung

Methode Temperatur  Zeit Beschreibung

Walzentrocknung | 130 -160°C ca. 30s dinner Film zwischen zwei Walzen, Tro-
ckengut wird abgeschabt, das Produkt bis
100 °C erhitzt

Spruhtrocknung | 150 -200°C biszu30s  Produkt wird in HeiBluft verspriht, Tem-
peraturen des Produkts 40 — 50 °C, gegen
Ende bis zu 80 °C

Gefriertrocknung | -30-50 °C bis zu 12h Einfrieren der Losung, durch Druckmin-
derung Sublimation

Die Trocknung ist in den meisten Féllen mit Wéarmeeinwirkung verbunden, darum treten Ef-
fekte auf, die bereits bei der Hitzebehandlung beschrieben wurden: Proteindenaturierung und

Abbau von Aminosauren, Geschmacksverdanderungen und/oder Vitaminabbau.

Sauerstoffausschluss, Schutzgas

Schutzgase werden benutzt, um ein Lebensmittel vor Oxidation durch Luftsauerstoff zu
schutzen. Sie werden insbesondere bei der Verpackung von Lebensmitteln eingesetzt und
garantieren flr das verpackte Lebensmittel eine Atmosphédre mit stark verringertem Sauer-
stoffgehalt. Zusétzlich zum Oxidationsschutz kénnen aeroben Mikroorganismen bei Luftaus-
schluss nicht wachsen. Stickstoff, Argon oder Kohlendioxid finden als Schutzgase Verwen-
dung.

Bestrahlung
Energiereiche Strahlung hat eine mikrobiozide Wirkung und wird seit einiger Zeit nicht nur

zur Desinfektion von Oberflachen, sondern auch zur Konservierung verwendet. Dabei kénnen
UV-Strahlen zur Oberflachenbehandlung eingesetzt und gamma- (y), beta- (B) und Rontgen-
strahlung fur die generelle Lebensmittelbestrahlung verwendet werden. GrolRe Molekiile, wie
DNA-Bausteine oder Zellen, die fiir das Wachstum verantwortlich sind, werden durch die
Strahlung zerstort. Dies wird zur Verhinderung der Keimung von Kartoffeln und anderen
Gemusesorten verwendet. Hohere Strahlenwerte kdnnen vegetative Keime, wie zum Beispiel
Salmonellen abtdten. Auch gegen Insekten kann die Lebensmittelbestrahlung bei Getreide
oder Musli angewendet werden.

Nachteil der Bestrahlung ist, dass organische Molekile zu Radikalen oder lonen gespaltet
werden koénnen. In Deutschland sind Bestrahlungen von Lebensmitteln derzeit nur mit UV-

Licht flr die Desinfektion von Trinkwasser, Kaseoberflachen und Obst- bzw. Gemuseproduk-
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ten erlaubt, einzige Ausnahme sind bestrahlte Krauter und/oder Gewirze, die seit dem Jahr
2000 gehandelt werden drfen.

Druckverfahren

Die Wirkung von hohem Druck (bis zu 10.000 bar) fiihrt zur Inaktivierung von Bakterien,
Hefen, Viren und Schimmelpilzen, sowie einigen Sporen. Sollen druckresistente Sporen inak-
tiviert werden, so werden sie zundchst bei 600 bis 1000 bar zum Auskeimen getrieben und
danach mit Hochdruck abgetotet. Die Wirkung ist noch nicht vollstandig geklart, vermutet
wird, dass zum einen die Ribosomen der Zellen zerstort werden und so die Zellteilung unter-
drickt wird. Zum anderen wird die Zellmembran destabilisiert oder teilweise zerstort, was
ebenfalls zum Zelltod fuhrt. Aufgrund der ahnlichen mikrobioziden Wirkung, wird diese Me-

thode oft mit dem klassischen Hitzepasteurisieren verglichen und an deren Stelle eingesetzt.

1.2.2 Biologische Konservierungsmethoden

Bei biologischen Konservierungsmethoden unterbindet der Stoffwechsel von erwiinschten
Mikroorganismen das Wachstum von unerwiinschten Keimen. Dabei wird das Rohprodukt
aber immer verandert. Die zwei typischen Verfahren hierfur sind Milchsauregérung und alko-
holische Gérung.

Milchsduregérung

Es gibt zwei Arten der Milchsauregéarung. Bei der homofermentativen Milchséuregérung bil-
den Streptococcen, Lactococcen oder Pediococcen Milchséure als einziges Produkt. Hetero-
fermentative Mikroorganismen-Stamme wie Leuconostoc und einige Lactobacillen bilden
zusatzlich Ethanol oder Essigsaure. Bei beiden Verfahren verbrauchen die Bakterien den im
Lebensmittel vorhandenen Sauerstoff. Die entstehende Milchsdure und die Abwesenheit von
Sauerstoff verhindert das Wachstum anderer Mikroorganismen.

Milchséurebakterien vergédren verschiedenste Lebensmittel, wie Kraut, Bohnen oder Milch.
Dementsprechend werden sie zur Herstellung von z.B. Sauerkraut, Miso, Joghurt oder Quark

verwendet.

Alkoholische Gérung

Hefen bauen Kohlenhydrate, vor allem Glucose, unter anaeroben Bedingungen zu Ethanol
und Kohlendioxid ab. Dieser Vorgang heif3t alkoholische Garung. Der so entstehende Alkohol

totet Mikroorganismen und Faulniskeime ab. Bei der Herstellung alkoholischer Getranke
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werden unterschiedliche Hefen verwendet, die aus verschiedenen Substraten, wie Maische
oder Fruchtséften, Bier, Wein, Sekt und andere Getranke herstellen kénnen.

1.2.3 Chemische Konservierungsmethoden

Sauern

Es gibt verschiedene S&uren, die als Konservierungsmittel zugelassen sind. Einerseits beein-
flussen sie in den pH-Wert des Lebensmittels, dadurch kann das Wachstum einer Vielzahl
von Mikroorganismen ausgeschlossen werden. Andererseits konnen Sauren, wenn sie in sau-
rem Milieu eingesetzt werden, Zellwénde von Mikroorganismen durchdringen und den pH-
Wert in der Zelle senken, wodurch diese abstirbt.

Es werden Ameisensiure, Apfelsaure, Benzoesaure, Essigsdure, Fumarsdure, Milchsaure,

Propionsédure und Sorbinsédure (SS) als ausgewiesene Konservierungsmittel verwendet.

Salzen, Pokeln, Zuckern

Durch Kochsalzzugabe sinkt die Wasseraktivitat des Lebensmittels, ab einer Konzentration
von 8 % Kochsalz werden Mikroorganismen am Wachstum gehindert. Die Wirkung des P6-
kelsalzes (NaCl, NaNOs, NaNO;) beruht ebenfalls auf der Senkung der Wasseraktivitat. Zu-
séatzlich kann ein Umréten von Fleisch verhindert werden. Der Muskelfarbstoff Myoglobin
reagiert mit Stickoxid, welches sich im sauren Milieu aus Nitrit bilden kann. Das sogenannte
entstehende Pokelrot ist licht-, sauerstoff- und hitzestabil, weshalb gepokeltes Fleisch seine
rote Farbe behalt. Es gibt zwei Arten Einzusalzen bzw. zu P6keln. Zum einen die Trockenver-
fahren, bei denen das Lebensmittel mit Salz eingerieben wird und zum anderen die Nassver-
fahren, bei denen das Lebensmittel in eine Salzlake eingelegt wird. Bei beiden Verfahren
kommt es zum Verlust von Proteinen und Mineralstoffen, sowie zu Geschmacksverénderun-
gen.

Auch Zucker kann, wie Salz, zur Herabsetzung der Wasseraktivitit verwendet werden. Je
nach Art des Zuckers, findet gleichzeitig eine Sulung des Lebensmittels statt.

Schwefeln

Beim Schwefeln werden Lebensmittel mit Schwefeldioxid oder Salzen der schwefligen Saure
behandelt. Es gibt nur wenige Lebensmittel, wie Trockenfriichte, getrocknete Kartoffeler-
zeugnisse oder Weine, die geschwefelt werden. Schwefeldioxid wird dabei sowohl antimikro-

biell, als auch antioxidativ und enzymhemmend eingesetzt. Auch die urspringliche Farbung
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des Lebensmittels bleibt nach Schwefelung bestehen. Reste des Schwefeldioxids werden nach
der Behandlung durch Hitzeeinwirkung entfernt.

Réduchern

Das R&uchern dient zundchst zur Geschmacksgebung und Farbverstarkung von Lebensmit-
teln. Des Weiteren wird durch im Rauch enthaltene Stoffe, wie Phenole, Formaldehyd, Amei-
sensaure oder Essigsaure die Haltbarkeit verlangert. Der Rauch wird aus verschwelenden und
verglimmenden Harthdlzern, wie Buche, Eiche oder Erle gewonnen. Manche Stoffe im
Rauch, wie Phenole, besitzen eine antioxidative Wirkung. Zusétzlich finden Trocknungspro-
zesse und eventuelle Hitzebehandlung statt, so dass erst durch die Kombination dieser Kon-

servierungsverfahren die gewilnschten Effekte erzielt werden.

Konservierungsstoffe

,Konservierungsstoffe sind solche Stoffe, die synthetischen oder natiirlichen Produkten, ins-
besondere Lebensmitteln, zugesetzt werden, um deren Haltbarkeit gegentiber Einwirkung von
Mikroorganismen, Insekten und anderen Kleinlebewesen zu verldngern.* [9]
Konservierungsmittel hemmen also tber einen langeren Zeitraum das Wachstum und die
Vermehrung von Mikroorganismen; in manchen Fallen werden die Bakterien, Hefen oder
Schimmelpilze géanzlich abgetotet. Die meisten Konservierungsmittel wirken fungistatisch,
wohingegen nur wenige bekannte Konservierungsmittel bakteriostatisch sind .

Die meisten fiir Lebensmittel zugelassenen Konservierungsstoffe sind organische Sauren und
ihre Salze. Diese kénnen zum Grol3teil nur in sauren Lebensmitteln verwendet werden, da ihre
Wirksamkeit gegentiber Mikroorgansimen dadurch bedingt ist, dass nur die neutralen, undis-
soziierten Molekile ausreichend hydrophob sind, um durch die Zellmembran in das Innere
der M10O gelangen und somit das Wachstum und die Vermehrung hemmen .

Die Zulassung von Konservierungsstoffen fiir Lebensmittel zu technologischen Zwecken ist

in der Zusatzstoff-Zulassungsverordnung (ZZulV)

geregelt.

Tabelle 3 zeigt eine Auflistung verschiedener zugelassener Konservierungsmittel, welche in
der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden ™. Unter ihnen sind Sorbinsaure und Benzoe-
séure vor allem in der Getrankeindustrie die Hauptvertreter. Zusétzlich zu diesen beiden S&u-
ren bzw. ihren Salzen wird in der Getrdnkekonservierung noch Dimethyldicarbonat einge-
setzt. Dimethyldicarbonat wird von LANXESS unter dem eingetragenen \Warennamen

Velcorin ® vertrieben und als Kaltentkeimungsmittel in der Getrdnkeindustrie eingesetzt.



Einleitung und theoretische Grundlagen

Tabelle 3: Eingesetzte Konservierungsmittel in der Lebensmittelindustrie

E-Nummer | Konservierungsstoff bzw. Hochstmenge  bestes Wirkungs-
—Stoffgruppe [ma/kg] spektrum gegen:

200 — 203 Sorbinséure und Sorbate 300 — 2000 Hefen, Schimmelpilze

210 - 213 Benzoesédure und Benzoate 300 — 2000 Hefen, Schimmelpilze

214 - 219 Ester der Hydroxybenzoeséure 300 — 2000 Hefen, Schimmelpilze

220 — 224 Schwefeldioxid 30-200 Bakterien

226 — 228 Sulfite

235 Natamycin 1 mg/L Hefen, Schimmelpilze

242 Dimethyldicarbonat 250 mg/L Hefen

260 — 263 Essigsaure und Acetate - Bakterien

270 Milchs&ure - Bakterien

280 — 283 Propionsédure und Propionate 1000 - 3000 Schimmelpilze

284 — 285 Borséure und Borax 4000 Hefen

1.3 trans,trans-2,4-Hexadiensaure

Hofmann und Merck fanden 1859 nach der Umsetzung eines sauren Vogelbeerextraktes mit
starker Lauge eine bis dahin unbekannte S&ure. Aufgrund des botanischen Namens der
Stammpflanze der VVogelbeere (Sorbus aucuparia) wurde die Sdure als Sorbinsdure bezeichnet
(12 Inzwischen ist bekannt, dass nicht Sorbinsaure im Fruchtfleisch der VVogelbeere vorliegt,
sondern Parasorbinsaure %! Dies ist das Lacton der 5-Hydroxy-2-hexensaure !, welches
sich zunéchst durch saure Extraktion aus dem Fruchtfleisch I6st und durch Behandlung mit
Alkali zur Sorbinséure reagiert.

P Y YNy

Name: Sorbinsaure, (2E,4E)-Hexadienséaure

Name: Parasorbinsaure, 6-Methyl-5,6-dihydro-2-pyranon
Abbildung 1: Strukturformeln von Sorbinséure und Parasorbinsaure

Die Strukturen von Saure und Lacton wurden allerdings erst 35 Jahre nach der Entdeckung
durch Doebner ™) aufgeklart (1894): es handelt sich demnach bei Sorbinsaure um die trans-
trans-2,4-Hexadiensdure, ein stabiles carboxylfunktionalisiertes konjugiertes Dien mit doppel-
ter trans-Konfiguration.

Die 2,4-Hexadienséure besitzt drei weitere Diastereomere, die cis-trans-Form, trans-cis-Form

und cis-cis-Form. Cis-trans Hexadiensaure entsteht unter anderem, wenn racemische Parasor-
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binsaure unter milden Bedingungen gespalten wird *®. Der Isomeranteil lasst sich durch gas-
chromatographische (GC) Methoden bestimmen. Er betrdgt in handelsiblicher Sorbinsdure
bzw. Kaliumsorbat max. 0,1%. Durch Hitzeeinwirkung erhoht sich der Isomeranteil ™72,

Die konservierende Wirkung der Sorbinsaure wurde erst im Jahr 1939 von Eugen Muiller bei
der Badischen Anilin- und Sodafabrik (BASF) entdeckt. Die BASF liel? im gleichen Jahr noch
die Verwendung von Sorbinsdure zur Konservierung leicht verderblicher Stoffe patentieren.
Ein Jahr spater wurde unabhéngig davon in den USA ein Patent zur Konservierung von Mar-
garine durch Sorbinsaure eingereicht 2.

Seit Mitte der 50er Jahre werden Sorbinsaure und deren Calcium- und Kaliumsalze in der
Lebensmittelkonservierung allgemein verwendet. Seitdem stiegen Produktion und Verbrauch
kontinuierlich an. Wegen ihrer physiologischen Unbedenklichkeit und ihrer organoleptischen
Indifferenz wird die Sorbinsdure vielen anderen Konservierungsstoffen vorgezogen. Heute
betragt der Weltjahresverbrauch an Sorbat zur Lebensmittelkonservierung ca. 40.000 t 8101,
Die freie S&ure und ihre Kalium- oder Calciumsalze werden als Pulver oder Granulat in der
Lebensmittelindustrie genutzt. Andere Sorbinséurederivate finden in Lebensmitteln keine
Anwendung. Dies liegt im Falle des Natriumsalzes beispielsweise an der schlechten Stabilitat.
Sorbinséure wird in diversen Produkten zur Konservierung eingesetzt, dazu gehéren Fett- und
Milcherzeugnisse ebenso wie Backwaren oder Getranke °!. Die eingesetzten Hochstmengen
in der Getrankeindustrie liegen bei 300 mg/L. Bei Trockenfriichten oder Fruchtzubereitungen
durfen bis zu 1 Gramm Sorbinséure pro Kilogramm Lebensmittel verwendet werden, bei Kése
dirfen bis zu 2 g/kg zugesetzt werden, ebenso wie bei Brot und Teigwaren 2!,

Durch die konjugierten Doppelbindungen ist Sorbinsdure relativ anfallig gegeniiber Hitzeein-
wirkung. Dies stellten schon Melnick et al 1954 fest ), welche die Bildung von Hydroper-
oxiden bei der Autoxidation der Sorbinsdure untersuchten. Direkte Sauerstoffeinwirkung hin-
gegen tragt nicht zur schnelleren Oxidation der Sorbinséure bei.

Auch in wassrigen Losungen ist Sorbinséure nicht génzlich stabil und kann zum Beispiel zu
Acrolein, Crotonaldehyd und Malonaldehyd reagieren. Arya zeigte, dass pH-Wert, Tempera-
tur, Anwesenheit von Salzen, Aminosduren, Zucker und Glycerol, sowie Spuren von Metalli-
onen, den Abbau von Sorbinsaure in wassrigen Losungen beeinflussen kénnen ?2. AuRerdem
kdnnen Sorbinséure oder oben genannte Abbauprodukte die Bradunung verschiedener Amino-
saurekomponenten sowohl in Modellen als auch in Lebensmitteln beschleunigen 123,

Die antimikrobielle Wirkung der Sorbinsdaure beruht auf der Hemmung verschiedener Enzy-
me in der Zelle. Dabei sind die Enzyme des Kohlenhydratstoffwechsels wie zum Beispiel die

Lactatdehydrogenase *? oder die Alkoholdehydrogenase *! besonders betroffen. Sorbinsaure
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wirkt ebenfalls unspezifisch hemmend auf Enzyme des Citronensaurecyclus ?®. Der Grund
hierfir ist in den meisten Féllen die Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen dem
Schwefel der essentiellen Thiolgruppe und den 6- oder B-Kohlenstoffen der Sorbinséure.
Durch die Belegung des Schwefels werden die verschiedenen Enzyme somit inaktiviert 27281,
Auch die Zellwand verschiedener Mikroorganismen wie zum Beispiel die Zellwand von E-
scherichia coli kann durch Sorbinsaure zerstort werden ?*%, Sorbinsaure und Benzoeséure
verringern die pH-Differenz an der Zellmembran, welche den Transport von Stoffen in die
Zelle gewahrleistet, so dass die Zelle durch Unterversorgung abstirbt 2%,

Die generelle pH-abhangige Wirkung der Sorbinséure erklért sich dadurch, dass nur der un-
dissoziierte Anteil in die Zellmembran eindringen kann ®1. Oka entdeckte 1960, dass bei pH
3,15 ca. vierzig Prozent der vorhandenen Sorbinsédure in das Zellinnere eindringen, wohin-
gegen bei neutralem pH-Wert nur 1 % Sorbinsaure ins Zellinnere gelangt B,

Reine Resistenzen gegenuber Sorbinséure sind bisher nicht bekannt. Allerdings tritt bei man-
chen Mikroorganismen eine Adaption der Sorbinséure auf, so dass hohere Dosen zur Hem-
mung des Wachstums eingesetzt werden mussen.

Die Wirkweise richtet sich vor allem gegen Schimmelpilze und Hefen. Bakterien werden nur
teilweise gehemmt fe] Einige Mikroorganismen konnen Sorbinsdure sogar verwerten bzw.
abbauen. Zu diesen gehéren z.B. Penicillium roqueforti ¥4, manche Stamme von Aspergillus
niger %, sowie wenige Stamme von Saccharomyces cerevisiae **. Dabei wird die Sorbin-

séure unter anderem zum 1,3-Pentadien abgebaut.

1.4 trans,trans-2,4-Hexadiensaureanhydrid
Der Einsatz von Sorbinsdaureanhydrid (SSA) als Konservierungsstoff fir Lebensmittel und
Getréanke wurde 2006 von der Firma LANXESS vorgeschlagen, nachdem eine tberraschend
starke mikrobiozide Wirkung beobachtet worden war B!, Im Gegensatz zur bestens untersu-
chen Sorbinséure gibt es Uber Sorbinsaureanhydrid nur wenig Literatur.

ﬁ o)

P N C\OW

Name: Sorbinsdaureanhydrid, (2E,4E)-2,4-Hexadiensaureanhydrid

Abbildung 2: Strukturformel von Sorbinsédureanhydrid

Die Firma Hoechst meldete in den 60er Jahren Patente zur Synthese von Sorbinsaurehalo-

geniden und Sorbinsaureanhydriden an B°. Sie benutzten als Ausgangsstoff einen Polyester,
10
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der aus Umsetzung von Keten und Crotonaldehyd erhalten wurde. Die Farbenfabriken Bayer
AG meldete 1963 ein Patent tber die Verwendung von Anhydriden von Alkylcarbonsduren
zur Konservierung von Lebensmitteln an B7. Dies war die Grundlage fiir das Lanxess-Patent
von 2006.

Troller und Olsen ¥ testeten 1967 verschiedene Sorbinsaurederivate, unter anderem auch
Sorbinséureanhydrid, auf ihre Fahigkeit, das Wachstum von Mikroorgansimen einzuschran-
ken. Dabei stellte sich heraus, dass Sorbinsdureanhydrid die gleiche Hemmwirkung gegen-
uber einem Aspergillus niger Stamm aufwies wie Sorbinsdure. Gegenlber getesteten Bakte-
rien waren alle Derivate nur kaum bis nicht wirksam. Die akute orale Toxizitadt von allen
Derivaten wurde an Charles River CD Ratten getestet. Sie betragt fur Sorbinsaureanhydrid 2,0
o/kg.

Seit den 90er Jahren gab es Versuche mit Verpackungsmaterialien fiir Lebensmittel, denen
Sorbinsaureanhydrid zugesetzt wurde B9 Dort wurde durch Hydrolyse Sorbinséure freige-
setzt und somit eine konservierende Wirkung erzielt M2 Das Anhydrid wurde verwendet,
da es besser in unpolare Folien eingearbeitet werden konnte 3. Sorbinsaure selbst Igste sich
nicht in dem Verpackungsmaterial ““31481° Auch nach 2000 wurde das Sorbinsdureanhydrid
in der Lebensmittelverpackung noch als Novum beschrieben /1481 Allerdings war auch hier
die Bildung bzw. Abgabe von Sorbinsdure aus der Verpackung das entscheidende Kriterium,
um Sorbinsdaureanhydrid zu verwenden. Zwar kann eine gewisse Wirksamkeit von Anhydri-
den gegenuber manchen Mikroorganismen als bekannt bezeichnet werden. Sorbinsédureanhyd-
rid direkt als chemischer Konservierungsstoff und insbesondere die unerwartet starke Wir-
kung des Anhydrids selbst war vorher aber noch nicht beschrieben.

1.5 Mikrobieller Verderb in der Getrankeindustrie

In Deutschland wurden im Jahr 2010 ca. 750 L Getranke pro Kopf verzehrt, davon waren 118
| Erfrischungsgetranke (16 %) “°. Die Softdrinks gehdren damit neben Kaffee (~20 %), Was-
ser (~18 %), Bier (~15 %) und Milch (~12 %) zu den fiinf beliebtesten Getrankegruppen P
Getranke, wie Softdrinks, welche vergérbaren Zucker enthalten, sind je nach pH Wert anféllig
far mikrobiellen Verderb. Dies umso mehr, als unter den heutigen Marktbedingungen Halt-
barkeiten von ca. 12 Monaten gefordert werden.

Um den mikrobiellen Verderb von entsprechenden Getrédnken zu vermeiden, werden bei der
Herstellung die sogenannten ,,fiinf-M-Faktoren der Kontamination* von Getrankeproduzenten

besonders beachtet. Zu diesen Finf gehoren: Material, Methoden, Maschinen, Mensch und

11
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Mitwelt (Umwelt), durch sie kdnnen Mikroorganismen in Getrdnke eingeschleust werden.
Dabei wird zwischen Primér- und Sekundérkontamination unterschieden.

Unter Material fallen sowohl die Rohstoffe, wie zum Beispiel Wasser, Saftgrundstoff (Kon-
zentrat) oder Zucker, als auch die Packmaterialen wie Polyethylenterephthalat-Flaschen
(PET-Flaschen), Glasflaschen oder Getrankekartons. Bei den Methoden wird zwischen den
verschiedenen Produktionsverfahren und zwischen verschiedenen Abfulltechnologien unter-
schieden. Dies sind zum Beispiel die HeiRabfillung, die Kaltabfullung mit Konservierungs-
mittel oder die aseptischen Kaltabfullung. Mit Maschinen sind die jeweiligen Anlagen und
Gerate gemeint, die im Betrieb verwendet werden, hier ist es besonders wichtig auf die Reini-
gung und/oder Desinfektion zu achten, ebenso auf Verschleil} bzw. Instandhaltung der Anla-
gen und andere Einfllsse, die sich auf die Leistung der Maschinen auswirken. Fir den Mitar-
beiter in einem Getrénkebetrieb gelten strikte Hygienevorschriften, die bei Einhaltung die
Gefahr der Kontamination durch den Menschen minimieren. Kontamination durch Personen
kann nur ausgeschlossen werden, wenn die Getrankeanlage aseptisch, also in Reinraumklima
betrieben wird, was sehr aufwendig und kostspielig ist. Zu guter Letzt beeinflusst natirlich
die Umwelt der Getrankeherstell- und -flllanlage das Produkt. Dies bedeutet, dass ein Haupt-
augenmerk auf die Luftqualitat einer solchen Anlage gelegt werden muss, weil diese beson-

ders beeinflusst wird.
Zur mikrobiologischen Sicherheit der Getrankeabftillung sind daher in vielen Féllen Konser-

vierungsstoffe unverzichtbar und das Interesse an neuen, noch sichereren, noch wirksameren

chemischen Konservierungsstoffen bleibt grof:.

12
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2. Problemstellung und Zielsetzung

In der Getrankeindustrie werden zur Prolongation der Haltbarkeit vor allem Benzoeséure und
Sorbinséure als Konservierungsmittel eingesetzt. Auch Dimethyldicarbonat wird unter dem
Markennamen Velcorin® in vielen Getrankebetrieben als Kaltentkeimungsmittel verwendet.
Alle drei Zusatzstoffe werden zur Verhinderung des mikrobiellen Verderbs zugegeben. Ande-
re Konservierungsmittel werden kaum zur Getrankekonservierung genutzt, obwohl die drei
oben erwéhnten Stoffe nicht alle mikrobiologischen Probleme bei der Produktion von Getran-
ken l6sen konnen. So ist es erforderlich, dass fir spezielle Herausforderungen spezielle L6-
sungen entwickelt werden. Dazu gehdren die Verbesserung von bestehenden Ansatzen zur

Konservierung und die Neuentwicklung von Konservierungsmitteln.

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wird untersucht, ob trans,trans-2,4-Hexadiensaure-
anhydrid als Getrankekonservierungsmittel geeignet ist. Das Anhydrid wurde nach mikrobio-
logischen Vorversuchen aus einer Reihe verschiedener Substanzen ausgewahlt, da sich eine
hervorragende Wirkung gegenuber wenigen ausgewahlten Mikroorganismen zeigte. Zudem
hydrolysieren Anhydride bei Kontakt mit Wasser, deshalb wird angenommen, dass nach eini-
ger Zeit im Getrank durch Zerfall kein Anhydrid, sondern nur Sorbinsaure zurtickbleiben soll-

te.

Ziel der Arbeit ist es, eine grofitechnische Synthese von Sorbinsdaureanhydrid zu entwickeln,
wichtige Stoffeigenschaften bzw. das chemische Verhalten zu analysieren, sowie die mikro-
biologische Wirksamkeit im Detail zu untersuchen. Ausbringungsméglichkeiten, Einsatzge-
biete und Formulierungen sollen dartiber hinaus untersucht und diskutiert werden. SchlieRRlich
sollen auftretende Nebenreaktionen mit Getrankeinhaltsstoffen analysiert und beurteilt wer-

den, sowie die Toxizitat des Anhydrids betrachtet und sensorische Tests durchgefiihrt werden.

13
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1  Synthese von Anhydriden
Zur Synthese eines Carbonsdaureanhydrids sind in der organischen Chemie verschiedenste
Synthesewege bekannt Y. Formal entstehen Anhydride, wenn bei der Reaktion zweier Car-

bonsauren Wasser frei gesetzt wird 2.

O O o) O
)J\ ' )J\ )J\ )L "o
OH HO R’ R 0] R’

Abbildung 3: formale Anhydridbildung

R

Der Wasserentzug kann sowohl intermolekular als auch intramolekular bei Dicarbonséuren
stattfinden und durch Erhitzen oder mit Hilfe wasserentziehender Séuren, wie zum Beispiel
Schwefelsdure oder Phosphorséure geschehen.

Horning und Finelli erhitzten a-Phenylglutarsédure und erhielten nach Vakuumdestillation das
zugehorige Anhydrid ©. Auch der Einsatz anderer dehydrierender Stoffe, wie Dicyclohe-
xylcarbodiimid (DCC) P8 oder Essig- bzw. Trifluoressigsaureanhydrid B8 kann zur
Bildung von Anhydriden aus Carbonsduren fiihren.

Bei der Methode nach Holde und Tacke wird die jeweilige Carbonséure beispielsweise 6 — 8 h
mit Essigsaureanhydrid unter Rickfluss erhitzt und nach Vakuumdestillation das Carbonsau-

reanhydrid in groRer Reinheit erhalten .

Als Klassische Synthese von Anhydriden wird allerdings die Reaktion tber das jeweilige S&u-
rechlorid bezeichnet. Diese kann sowohl einstufig als auch zweistufig stattfinden. Bei der
einstufigen Variante werden Chlorierungsagenz und Carbonsaure oder Dicarbonsaure % im
Verhaltnis 0,5 mol zu 1 mol verwendet. Bei der zweitstufigen Variante wird zunéchst das
Saurechlorid aus der Carbonsdure synthetisiert (1:1) und danach das erhaltene S&urechlorid
erneut mit Carbonsdure versetzt.

Die Carbonsaurechloride werden hauptsachlich mit Thionylchlorid %% oder Phosgen
[63]641ES06]  hergestellt. \Weitere herkémmliche Chlorierungsmittel wie Chlor, Oxalyl-
chlorid " oder Phosphorchloride ©°® werden ebenfalls zur Darstellung von Carbonsaurechlo-
riden als Zwischenprodukte der Anhydridsynthese genutzt.

Zudem gibt es verschiedene Methoden, bei denen Diphenylchlorophosphat (DPCP) 9170

Dicyclocarbodiimid 1" oder Triazine [ als Edukte eingesetzt werden. Auch die Reaktion
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von Carbonsauresalzen mit Schwefel oder Brom fiihrt zum Anhydrid ["*!, ebenso wie die Um-
setzung mit Tetrachlorkohlenstoff und tris-(Dimethylamino)-phosphin [,

Eine alternative Methode zur Synthese von Anhydriden beschrieb Baghernejad 2010 Uber die
Verwendung von Diazabicyclooctan (DABCO) "%\, Auch Phasentransferreaktionen zur Her-
stellung von Anhydriden konnen verwendet werden '), dies beschrieben auch Plusquellec et.
al. I8 Sie verwendeten 20 %ige Natriumhydroxid-Lésung, organische Lésungsmittel und
Saurechloride um mit Hilfe eines Phasentransferkatalysators die entsprechenden Anhydride
zu synthetisieren. Eine ebenfalls oft verwendete Methode ist die ,,Umanhydridisierung mit
Hilfe von Essigsaureanhydrid . Auch durch das BASIL-Verfahren (Biphasic Acid Scaven-
ging Utilizing lonic Liquids) kdnnen mit Hilfe von 1-Methylimidazol unter Bildung von flus-
sigen Salzen ebenfalls Anhydride synthetisiert werden.

Es gibt weitere Reaktionswege fir spezielle Anhydridsynthesen. Zur Darstellung von Malein-
saureanhydrid (MSA) sind zum Beispiel mehrere Synthesewege bekannt, die &lteste Methode
ist die Teil-Oxidation von Benzol, heutzutage wird MSA allerdings nur noch aus Butan oder
Buten hergestellt. Phthalsaureanhydrid (PSA) kann auf herkémmliche Weise durch Wasser-
abspaltung von Phthalsdaure hergestellt werden, aber auch die Oxidation von Naphthalin fuhrt
zum PSA, genauso, wie die Oxidation von o-Xylol. So gibt es fur eine Vielzahl von Anhydri-
den eigene Synthesewege, die fur die Synthese von Sorbinsaureanhydrid aber nicht genutzt

werden kdnnen.

Zur Darstellung von Sorbinséureanhydrid sind verschiedene Synthesewege literaturbekannt.
Die Farbwerke Hoechst AG beschéftigte sich, wie oben erwéhnt, in den 60er Jahren mit der
Herstellung von Sorbinsdaurehalogeniden und Anhydriden aus Sorbinsaurechlorid (SSCI) oder
einem Polyester mit Sorbinséurebausteinen. Dabei wurden sowohl gemischte Anhydride, z.B.
von Essigsaure und Sorbinsdure oder von Benzoe- und Sorbinsédure hergestellt, als auch das
symmetrische Sorbinsdureanhydrid. Eine neuere Synthese von Sorbinsdureanhydrid mittels
Diphenylchlorophosphat benutzten Honda et al. 2003 als Vorstufe bei der Herstellung von
Securinin. Securinin ist ein Alkaloid, welches sich gegenliber dem wichtigsten inhibitorischen
Rezeptor des zentralen Nervensystems antagonistisch verhalt. Mit der Hilfe von Securinin ist

es moglich, die Form dieses Rezeptors (GABA) und seine Wirkweise besser zu verstehen %

In den folgenden Unterkapiteln werden die durchgefiihrten Reaktionen zur Synthese von Sor-

bins&dureanhydrid erldutert und anschliel3end miteinander verglichen.
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3.2 Synthese von trans,trans-2,4-Hexadiensdureanhydrid

3.2.1 Wasserentzug der Sorbinséure

Als Entwasserungsverfahren werden Verfahren bezeichnet, bei denen séurekatalysiert aus
zwei Molekiilen Sorbinsaure ein Mol Wasser abgespalten wird.

Zur Synthese von Sorbinsaureanhydrid durch direkten Wasserentzug wurde konzentrierte
Schwefel- bzw. Phosphorsdure eingesetzt und eine Reihe von Versuchen mit unterschiedli-
chen Lésungsmitteln (Toluol, Ethylacetat, Hexan) und verschiedenen Temperaturen (70 — 110

°C) in zwei Serien durchgefuhrt.

o [¢] (|)| [e]
WOH : HO)W\ T Y Y C\OW ¥ O

Abbildung 4: Wasserentzug

Alle Reaktionsansatze der ersten Serie mit Schwefelséure als Reaktionspartner verfarbten sich
wahrend des Erhitzens von weil} Uber gelb-braun nach schwarz. Dabei bildete sich maximal
ein Prozent trans,trans-2,4-Hexadiensaureanhydrid. Bei der zweiten Serie mit Phosphorséure
als Reaktionspartner verféarbten sich die Reaktionsansatze weniger stark. Das Reaktionspro-

dukt aus Versuch 2c war sogar nur leicht gelb gefarbt.

Tabelle 4: Reaktionsausbeuten beim direkten Wasserentzug

Nummer | Edukt Saure Bedingungen Ausbeute
la Sorbinsaure H,SO4 Toluol, 110 °C 0,2 %
1b Sorbinsaure H,SO4 Hexan, 70 °C 0,8 %
1c Sorbinséaure H,SO, Ethylacetat, 75 °C 0,4 %
2a Sorbinsaure H3PO4 Toluol, 70 °C 0,4 %
2b Sorbinsaure H3PO4 Toluol, 110 °C 2,3%
2¢C Sorbinsaure H3PO, Hexan, 70 °C 1,4 %
2d Sorbinséure H3PO,4 Ethylacetat, 75 °C 0,8 %

Anhand von Tabelle 4 wird deutlich, dass bei den beiden Entwésserungsverfahren nur Spuren
Sorbinsaureanhydrid erzeugt wurden. Die Ausbeuten bei den Versuchen betrugen zwischen
0,2 und 2,3 % der Theorie. Diese wurden wéhrend der Durchfuhrung der Versuche per HPLC
ermittelt. Da sich bei Veranderung der Temperatur bzw. des Losungsmittels nur wenig mehr
Sorbinsaureanhydrid bildete, wurden keine weiteren Versuche hinsichtlich der Optimierung

der benutzten Synthesevorschriften gemacht.

Als dritte Mdglichkeit wurde Phosphorpentoxid als stark hygroskopisches Trockenmittel mit
Sorbinséure versetzt und erhitzt. Dabei entstanden ca. 40 % Sorbinsaureanhydrid, welches
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ebenfalls braunlich gefarbt war. Bei Erwarmung des Reaktionsansatzes auf unter 50 °C ver-
farbte sich das Produkt weniger stark. Allerdings verringerte sich bei dieser Temperatur die
Ausbeute an Sorbinsdaureanhydrid auf unter 20 % der Theorie.

Bekannt ist, dass Sorbinsaure durch Hitzeeinwirkung in organischen Losungsmitteln zu Alde-
hyden, wie Crotonaldehyd oder Malondialdehyd ??! oxidiert. Diese verursachen einen charak-
teristischen Geruch und polymerisieren bei weiterer Hitzeeinwirkung zu dunkel gefarbten
Produkten .

Nach anhaltender, starker Hitzeeinwirkung bildete sich in den Reaktionsgefalien langsam ein
gelblich-brauner, gummi&hnlicher Feststoff. Dieser bestand zum Teil aus den oben beschrie-
benen Polymeren und zum Teil aus Polymeren, die Sorbinséureanhydrid-Bausteine enthielten.
Sorbinséure und Sorbinsdureanhydrid konnten per Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS)
in diesem Polymer bestimmt werden. Crotonaldehyd oder Malondialdehyd konnten in dieser
Mischung nicht identifiziert werden.

Durch Veranderung der Reaktionsbedingungen hinsichtlich der Zeit, Temperatur und Ein-
satzmenge von Sorbinsdure konnte keine wesentlich hohere Ausbeute erzielt werden. Es war
zudem schwierig, den Reaktionsansatz aufzuarbeiten, da sich Sorbinsaure und Sorbinséurean-
hydrid weder durch Extraktion, noch durch Kristallisation oder Destillation voneinander tren-
nen lielRen.

Bei wassriger Extraktion konnte die Menge an Sorbinsdure auf ca. 10 % im Endprodukt ver-
ringert werden. Allerdings hydrolysierten ca. 4 % des Sorbinsédureanhydrids wahrend der Ex-
traktion zu Sorbinsdure, so dass eine geringere Ausbeute erhalten wurde. Bei dem Versuch
eine Substanz auszukristallisieren, bildeten sich sowohl nadelférmige Sorbinsaure-Kristalle,
als auch kleine Sorbinsaureanhydrid-Kristalle. Zusatzlich lagerte sich ein Teil des Anhydrids
auf den Sorbinsédure-Nadeln ab. Eine Destillation flihrte bei ca. 120 °C zu einer spontanen
Zersetzung des Anhydrids, die anschliefend durchgefiihrte Vakuumdestillation fuhrte eben-
falls zu einer Sublimation des Produkts.

Bei dem Versuch der Trennung beider Substanzen iiber Kieselgel nach Kitamura ¥ zersetzte
sich das Sorbinsaureanhydrid fast vollstandig sowohl auf inaktivierten, als auch auf aktivier-
ten Sdulen zu Sorbinséure. Es gelang eine kleine Menge (500 mg) reines Sorbinsdureanhydrid
zu erhalten, welches als HPLC-Standard eingesetzt werden konnte.

Aufgrund all dieser Herausforderungen im Hinblick auf die Aufreinigung war es zwingend
notwendig, eine Synthese zu finden, bei der die Reaktion vollstdndig ablauft bzw. bei der die

Reaktion besser gesteuert werden kann. Deshalb wurde als n&chstes die Synthese von Sorbin-
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sédureanhydrid mit Hilfe des Sorbinsdurechlorids untersucht, da diese zweistufig durchgefiihrt

werden kann.

3.2.2 Klassische Synthese mit Hilfe von Séurechlorid

Carbonséuren kdnnen mit Hilfe verschiedener Chlorierungsmittel zu Carbonsaurechloriden
reagieren. Zu den géngigsten Agenzien gehdren Chlor und Chlorwasserstoff, Thionylchlorid,
Phosgen (Diphosgen, Triphosgen), Oxalylchlorid und die verschiedenen Phosphorchloride
(871831 | einem weiteren Schritt reagiert das Saurechlorid dann mit der gleichen oder einer
anderen Carbonséure zu einem Carbonsaureanhydrid. Im Fall von Sorbinsaureanhydrid wird
also zundchst das Sorbinséurechlorid synthetisiert, welches wiederum mit Sorbinsdure zu

Sorbinsaureanhydrid reagiert.

o (0]
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Abbildung 5: allgemeine Reaktionsfolge
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur einige der moglichen Chlorierungsreagenzien einge-

O—0

setzt: Thionylchlorid, Oxalylchlorid, Phosphorylchlorid, Phosphortrichlorid und Phosgen. Die
verschiedenen Mdoglichkeiten unterscheiden sich neben den unterschiedlichen Einsatzstoffen
noch in mehreren Aspekten. Durch die Edukteigenschaften variieren die Versuchapparaturen,
die Reaktionsfihrung (z.B. Reaktionszeit und —temperatur, einstufige/zweistufige Synthese)
kann sich deutlich unterscheiden und die Ausbeuten der Reaktionen sind unterschiedlich.
Auch die Produkteigenschaften, wie Farbe oder Reinheit des Sorbinsaureanhydrids, sind von

der Art der Herstellung abhangig.

Im Folgenden werden die verschiedenen Chlorierungsmethoden und ihre Ergebnisse erlautert
und miteinander verglichen. Die genauen Synthesevorschriften sind im experimentellen Teil

beschrieben.

Synthese mit Thionylchlorid

In einem zweistufigen Verfahren wurde zundchst Sorbinséurechlorid hergestellt, welches
dann mit Sorbinsdure zum Anhydrid umgesetzt wurde.

Da durch einfaches Erwérmen von Carbonsduren in Gegenwart von Thionylchlorid Sau-
rechloride entstehen kénnen 2 wurde eine Sorbinsauresuspension mit Thionylchlorid ver-
setzt und erwdrmt. Es setzte Gasbildung ein und es bildete sich eine leicht gelbliche Lésung.

Durch Vakuumdestillation wurde das entstandene Séaurechlorid aufgereinigt. Die Ausbeute
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dieses Versuchs betrug 49,2 %. Um die Ausbeute zu steigern, wurde der Versuch bei ver-
schiedenen Temperaturen in unterschiedlichen Ldsungsmitteln wiederholt. Die Reaktionsbe-
dingungen mit der besten Ausbeute fuhrten bei der Reaktion in Ethylacetat bei 70 °C und ei-
nem leicht Uberstéchiometrischen Einsatz von Thionylchlorid (1:1,2) zu einer Ausbeute von

54,6 % Sorbinsaurechlorid.

Nach weiteren Versuchsvorschriften von 1969 B°! und 1982 4 wurde bei einigen Versuchen
Sorbinséure zundchst durch Triethylamin aktiviert. Das als Hilfsbase eingesetzte Triethylamin
fihrte zu einer besseren Loslichkeit der Sorbinsdure im organischen Losungsmittel, so dass
keine Suspension, sondern eine Losung eingesetzt werden konnte. Dies fuhrte zu den erwarte-
ten hoheren Ausbeuten zwischen 77,1 und 85,3 %. Um eine verbesserte Ldslichkeit zu Beginn
der Reaktion ohne Hilfsbase zu erreichen, wurde bei einigen Versuchen auch Kaliumsorbat
anstelle von Sorbinséure eingesetzt. Hier wurden Ausbeuten zwischen 76,4 und 82,3 % er-
reicht.

Tabelle 5: Reaktionsausbeuten ausgewéhlter Versuche mit Thionylchlorid

Einsatzstoffe LSM Temperatur Ausbeute SSCI
SS, Thionylchlorid Dichlormethan 50 °C 49,2 %
SS, Thionylchlorid Ethylacetat 70 °C 54,6 %
SS, Triethylamin, Thionylchlorid | Ethylacetat 70 °C 77,1 %
SS, Triethylamin, Thionylchlorid | Ethylacetat 77 °C 85,3 %
KS, Thionylchlorid Ethylacetat 70 °C 76,4 %
KS, Thionylchlorid Ethylacetat 77 °C 82,3 %

Vorteil der Hilfsbase ist also eine etwas hohere Ausbeute, Nachteil ist allerdings das entste-
hende Triethylammoniumsalz, da es aus dem Reaktionsansatz entfernt werden muss. Fir die
Versuche, die im Labormalistab durchgefiihrt wurden, war dies aber kein Problem.

Da das Sorbinsaurechlorid als Reinstoff weiter eingesetzt werden soll, wurden alle Reaktions-
ansatze im Vakuum destilliert, so dass das Triethylammoniumsalz im Sumpf verblieb.
Sorbinsaurechlorid ist eine irisierende, farblose Flussigkeit mit stechendem Geruch. Der Sie-
depunkt bei 10 mbar liegt zwischen 64 — 66 °C (bei 20 mbar betrdgt der Siedepunkt 79 °C).

Die Umsetzung des entstanden Sorbinsdaurechlorids mit Sorbinsédure zum Anhydrid erfolgte
durch langsames Zutropfen des Chlorids zu einer Sorbinsdure- oder Kaliumsorbat-
Suspension. Diese Umsetzung erfolgte nahezu vollstandig, die Reinheit des entstandenen
Sorbinsdureanhydrids liegt bei ca. 95 %. Trans,trans-2,4-Hexens&ureanhydrid ist ein leicht
gelb geférbter Feststoff mit einem Schmelzbereich zwischen 36 — 38 °C.
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Das Rohprodukt enthielt nach Destillation des Losungsmittels zwischen 4 und 7 % Sorbinsdu-
re, Spuren von Sorbinséurechlorid, sowie bis zu 1 % Isomere. Durch einmaliges Ausschiitteln
gegen Wasser konnte das Sorbinsdurechlorid aus dem Rohprodukt entfernt werden, allerdings
bildete sich dadurch eine etwas groRere Menge Sorbinséaure. Die Isomerenbildung hangt von
der Reaktionstemperatur ab, bei niedrigen Temperaturen bildeten sich weniger Isomere, als
bei hoheren Temperaturen. Da die Reaktion aber nur bei hohen Temperaturen mit zufrieden-
stellender Ausbeute erfolgt, muss abgewogen werden, ob die Reaktion grotechnisch benutzt
werden kann. Ziel ist es, das Produkt in der groitmoéglichen Reinheit, also ohne Bildung von
Isomeren, herzustellen. Dazu muss vermutlich eine Methode benutzt werden, die bei geringe-
rer Temperatur ablaufen kann.

Zunéchst aber wurde zum Vergleich zu den zweistufigen Synthesen das Anhydrid auch ein-
stufig mit Thionylchlorid synthetisiert. Dabei wurde Thionylchlorid unterstéchiometrisch
(1:0,5) eingesetzt. Bei einem ersten VVersuch wurden 55 % Ausbeute erzielt. Durch Optimie-
rung der Reaktionszeit konnte die Ausbeute auf 61,5 % erhoht werden. Allerdings enthielt das
Rohprodukt in allen Féllen bis zu 15 % Sorbinsaure. Durch den Einsatz von Triethylamin
bzw. Kaliumsorbat bildeten sich die Chloride, welche abgetrennt werden mussten. Eine Filtra-
tion der Ansatze mit Salzbildung gelang nicht, da Kaliumchlorid oder die TEA-Salze nicht
filtrierbar waren. Bei Uberfilhren der Salze in wassrige Lésung, wie bei der Extraktion mit
Wasser oder Natriumhydrogencarbonat, kam es zu einer Mulmbildung, weshalb wassrige und
organische Phase nicht gut voneinander getrennt werden konnten. Hier kam es durch Ver-
schnitt der Mulmphase und durch die Hydrolyse von Sorbinsédureanhydrid zu Ausbeuteverlus-
ten. Pro Waschgang hydrolysierten ca. 3 % Anhydrid zu Sorbinsdaure. Allerdings wurden da-
bei Salze und/oder Hilfsbasen abgetrennt und vorhandenes Saurechlorid zersetzt.

Aufgrund der héheren Ausbeute bei der zweistufigen Synthese mit Isolation des Zwischen-
produktes und des geringeren Sorbinsaureanteils wurde trotz der langeren Reaktionszeit und
des hoéheren Energie- und Zeitaufwandes diese Methode bevorzugt zur Herstellung von Sor-
binsdureanhydrid im Labormalistab (bis zu 1.000 g) genutzt. Der Einsatz der Hilfsbase wurde
bei weiteren Versuchen nicht mehr verfolgt, da der Einsatz von Kaliumsorbat nahezu gleiche
Ausbeuten liefert und das Triethylammoniumsalz nicht abgetrennt werden muss.

Fur die grofitechnische Synthese ist die Reaktion mit Thionylchlorid aufgrund der Isomeren-

bildung allerdings nicht geeignet.
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Synthese mit Oxalylchlorid

Auch bei der Reaktion mit Oxalylchlorid wurden einstufige und zweistufige Synthesen
durchgefuhrt. Die stochiometrische Umsetzung von Sorbinsédure mit Oxalylchlorid ergab Sor-
binsdurechlorid in Ausbeuten um 40 %.

Die einstufige Synthese nach Vorschrift von Schrecker und Maury °® ergab zunachst nur das
Sorbinsdurechlorid in geringer Ausbeute, auch nach verlangerter Reaktionszeit und erhéhter
Temperatur fand kaum eine Reaktion zum Sorbinsdureanhydrid statt. In der Synthese-
vorschrift von Adams et al von 1920 7 ist beschrieben, dass Carbonsaureanhydride bei Be-
handlung mit Oxalylchlorid zu den jeweiligen S&urechloriden reagieren. Durch Reaktions-
kontrolle per HPLC wurde deutlich, dass jeweils entstandenes Sorbinsédureanhydrid zum Sau-

rechlorid zuruickreagierte.

(@) 0] (@]
Cl —_— /\/\)J\
WJ\OH + CI)H( CO.CO, X al
0] -HCI

(@] (@] (0] (e}
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OH Cl  -HCl o = N

Abbildung 6: Reaktionsgleichung mit Oxalylchlorid

Nach Zugabe von Dimethylformamid (DMF) in Spuren ! bildete sich mehr Anhydrid als
zuvor, allerdings waren die Anteile an Sorbinsaureanhydrid in den verschiedenen Reaktions-
ansétzen nach unterschiedlichen Rihrzeiten immer noch sehr gering, so dass eine Optimie-

rung der Methode nicht durchgefiihrt wurde.

Tabelle 6: Reaktionsausbeuten ausgewéhlter VVersuche mit Oxalylchlorid

Einsatzstoffe LSM Temperatur Ausbeute SSCI
Sorbinséure, Oxalylchlorid Ethylacetat 80 °C 7,4 %
Sorbinséure, Oxalylchlorid, DMF | Ethylacetat 80 °C 38,6 %

KS, Oxalylchlorid Ethylacetat 80 °C 8,1%

KS, Oxalylchlorid, DMF Ethylacetat 80 °C 39,3 %

Das entstandene Sorbinsaureanhydrid war heller gefarbt als das Sorbins&dureanhydrid aus den
Versuchen mit Thionylchlorid, was an der groReren Verunreinigung mit Sorbinsdure lag. Der
Sorbinsédureanteil im Rohprodukt lag tGiber 50 %. Dies anderte sich auch nicht bei Modifikati-
on der stochiometrischen Faktoren der Edukte. Nebenprodukte und Isomere wurden nicht

genau bestimmt, da eine Aufarbeitung bei der geringen Ausbeute nicht sinnvoll erschien.
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Fir die grofitechnische Umsetzung ist diese Methode nicht geeignet, da die Ausbeute zu ge-
ring ist, die Reaktionszeiten sehr lang sind und die Synthese von Sorbinsédureanhydrid somit

nicht rentabel durchzufiihren ware.

Reaktion mit Phosphorchloriden

Bei der Synthese nach Shriner und Struck ! wird das Phosphorylchlorid (POCIs) im Unter-
schuss (1: 0,5) eingesetzt und somit eine einstufige Synthese durchgeftihrt. Der Reaktionsan-
satz mit Sorbinsaure und Phosphorylchlorid wurde erhitzt, bis sich kein Chlorwasserstoffgas
mehr bildete. Danach wurde die gelbliche Suspension tiber Nacht bei RT gerihrt. Nach kurzer
Wasserwésche, Phasentrennung und Trocknung wurde eine Ausbeute von 27 % Sorbinsaure-

anhydrid erhalten.

Da die Reaktion nach Shriner und Struck nur eine geringe Ausbeute brachte, wurde eine
zweistufige Synthese analog zum Patent ,,Verfahren zur Herstellung von Sorbinsdurehalo-
geniden” ¥ durchgefuhrt. Statt des angegebenen Polyesters wurde Sorbinsaure als Edukt
eingesetzt. Nach einer Reaktionszeit von 3 h wurde nach Destillation Sorbinsaurechlorid in
Ausbeuten um 60 % erhalten. Ohne Zugabe von Spuren Pyridin sinkt diese Ausbeute um bis
zu 10 % 1. Das Sorbinsaurechlorid wurde danach mit Sorbinsaure versetzt und es entstanden
ebenfalls bis zu 60 % Ausbeute, je nach Menge an Sdurechlorid. Bei der Umsetzung des

Chlorids zum Sorbinsaureanhydrid werden ungefahr 2 % Ausbeuteverluste einkalkuliert.

Tabelle 7: Reaktionsausbeuten ausgewéahlter VVersuche mit Phosphorchloriden

Einsatzstoffe LSM Temperatur Ausbeute SSCI
SS, Phosphorylchlorid [*°] 150 °C 27,3 %
SS, Phosphorylchlorid ¢! Toluol 90 — 110 °C 60,2 %

SS, Phosphorpentachlorid % Toluol 90— 110 °C 59,3 %
KS, Phosphorpentachlorid *! Toluol 110 °C 61,6 %

Die Reaktion kann sowohl mit Phosphorylchlorid als auch mit Phosphorpentachlorid (PCls)
als Edukt durchgefiihrt werden und erzielt vergleichbare Ausbeuten. Allerdings konnten die
Ausbeuten, welche im Patent mit dem Polyester als Edukt erzielt werden konnten, mit Sorbin-
séure als Edukt nicht erreicht werden.

Bei den verschiedenen Versuchen, die mit Phosphorchloriden durchgefiihrt wurden, kénnten
noch die Einsatzmengen der Edukte und des Losungsmittels etwas verandert werden, um die
Ausbeuten zu optimieren. Allerdings kommt es bei diesen Versuchen aufgrund der hohen

Temperaturen vermehrt zur Bildung von isomeren Sorbinsdureanhydriden. Da dies vermieden
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werden soll, ist auch diese Methode fiir eine Uberfiihrung in technischen MaRstab nicht ge-
eignet.

Reaktion mit Phosgen

" o o] o)
2/\/\)J\OK+ + CI)J\CI —WOW + 2 KCl + CO,

Abbildung 7: Reaktionsgleichung mit Phosgen

In der Literatur zur Herstellung von Anhydriden mit Phosgen ist die Phosgenierung von Car-
bonsauren in Gegenwart von Hilfsbasen (z.B. Triethylamin) beschrieben . Analog hierzu
wurde Sorbinsaure mit Phosgen in Toluol bei Anwesenheit eines Aquivalents TEA bei einer
Temperatur von 50 °C umgesetzt. Nach Filtration des gebildeten Triethylaminohydrochlorids
und Entfernen des Losungsmittels wurde ein dunkel gefarbtes Sorbinsdureanhydrid (87 %
Ausbeute) erhalten. Dieses Produkt enthielt ca. 1 % Sorbinsédureanhydrid-1somere. Da sowohl
die Isomere im Endprodukt unerwiinscht sind, als auch die dunkle Farbung des Produkts nicht
den Vorstellungen eines Kunden entspricht, wurde die Synthesemethode verandert, um dieses
zu vermeiden. Bei Versuchen zur Optimierung gelang es, bei Temperaturminderung weniger
Isomere zu erzeugen. Auch der Austausch der Sorbinsdaure gegen Kaliumsorbat brachte eine
Verringerung der Isomere auf 0,4 %, sowie eine erhéhte Ausbeute (91 %). Zudem musste das
Triethylamin nicht mehr als Hilfsbase eingesetzt werden. Schlie}lich wurde das Ldsungsmit-
tel Toluol durch Ethylacetat ersetzt, um die anschlieRende Entfernung des Lésungsmittels zu
erleichtern. AbschlieRend wurde die Raum-Zeit-Ausbeute der Methode optimiert, dazu wurde
die Menge des eingesetzten Ldsungsmittels verringert. Eine optimale Ausbeute und gute
Durchfiihrbarkeit des Versuches zeigte sich bei einem Startgehalt der Suspension von 40 %
Kaliumsorbat.

Kaliumsorbat wurde somit in Ethylacetat bei 0 — 10 °C mit 0,45 mol Phosgen umgesetzt und
Uber Nacht bei RT gerihrt. Danach wurde der Reaktionsansatz mit Wasser versetzt, um das
entstandene Kaliumchlorid zu l6sen und die Mischung wurde im Scheidetrichter abgetrennt.
Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Endprodukt enthielt 95
bis 97 % Sorbinsiureanhydrid, 1 bis 2,5 % Sorbinsaure, zwischen 0,1 bis 1 % Sorbinsdu-
rechlorid und circa 0,2 % Sorbinséureanhydrid-lsomere. Bei langerer Wasserwadsche ist im
Produkt kein Sorbinsdurechlorid mehr enthalten, allerdings erhoht sich die Menge der Sorbin-
séure durch die ausgeldste Hydrolyse auf bis zu 4,5 %.
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Diese Methode ist groRtechnisch gut durchfuhrbar, zudem sind die Eduktkosten relativ gering
und es werden hohe Ausbeuten erzielt, dies fihrt zu der Moglichkeit, eine grof3technische

Sorbinséureanhydrid-Anlage rentabel zu bewirtschaften.

Synthese mit Diphenylchlorophosphat

Honda et. al. ™ synthetisierten 2003 Sorbinsaureanhydrid als ersten Schritt einer Total-
synthese von Securinin aus Sorbinsaure mit Diphenylchlorophosphat. Nach dieser Methode
(siehe experimenteller Teil) wurden ca. 100 g Sorbinséureanhydrid zur Bestimmung von Stof-
feigenschaften wie Hydrolysedaten und Lagerstabilitatsdaten hergestellt. Auch wurden die
ersten Spektren von Sorbinsdure mit dem Produkt dieser Reaktion (JB 005-DPCP) aufge-
nommen.

Das bei niedrigen Temperaturen (0 — 20 °C) entstandene Sorbinséureanhydrid ist leicht gelb-
lich gefarbt. Die Produktausbeute betrug analog zur beschriebenen Literatur zwischen 73 und
75 %. Durch das Ausschditteln mit Ammoniumchlorid-Losung wird eine vormals héhere Roh-
ausbeute auf diese 73 — 75 % der Theorie verringert, da aber die Verunreinigung mit Sorbin-
séure relativ gering ist (3 %), entstand ein Produkt, welches fir mikrobiologische Tests einge-
setzt werden kann. Der Prozentanteil von Isomeren in dem Produkt betrug max. 0,1 %.

Da die Kosten fiir Diphenylchlorophosphat sehr hoch sind und eine Wé&sche mit Ammonium-
chlorid-L6sung sehr lange dauert, ist dieses Verfahren fir ein grofitechnisches Up Scaling

nicht geeignet.

Beim Vergleich aller aufgefiihrten Chlorierungsreaktionen wird deutlich, dass mit Phosgen als
Chlorierungsmittel die hochsten Ausbeuten von Sorbinsdurechlorid erzielt werden. Folglich
ist auch hier die Ausbeute an Sorbinsaureanhydrid am hochsten, da die Ausbeute bei den
zweistufigen Reaktionen vom ersten Reaktionsschritt abhdngig ist. Bei den einstufigen ge-
fuhrten Reaktionen sind die Synthesen mit Hilfe von Thionylchlorid oder Phosgen die Reak-
tionen, die die beste Ausbeute erbringen. Grofstechnisch werden heutzutage die meisten S&u-
rechlorid- und Anhydridsynthese mit Hilfe von Thionylchlorid oder Phosgen durchgeftihrt, da
hier die Kosten fir Edukte gering sind, die Ausbeuten verhaltnismaRig hoch sind und sowohl
kontinuierlich, als auch batchweise produziert werden kann. Sorbinséureanhydrid soll spater
in der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden, deswegen ist es zudem notwendig, das Pro-
dukt in Lebensmittelqualitdt herzustellen. Da bei der Reaktion von Sorbinsdure mit
Thionylchlorid mit hoher Wahrscheinlichkeit Ruckstande von Schwefel im Produkt verblei-

ben, ist diese Methode weniger gut geeignet, um Sorbinséureanhydrid herzustellen. So emp-
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fiehlt sich als kostenglinstige Methode mit hoher Ausbeute und wenig Nebenkomponenten die
Synthese von Sorbinsdureanhydrid mit Phosgen.

3.2.3 Synthese mit Dicyclohexylcarbodiimid

Eine weitere, spezielle Synthese von Carbonsaureanhydriden kann auch mit Hilfe von Dicyc-
lohexylcarbodiimid (DCC) durchgefiihrt werden. Dabei entsteht aus DCC und einer Carbon-
saure zunéchst ein O-Acylisoharnstoff, der wiederum mit Carbonsaure zu einem Anhydrid

reagieren kann.

N——=C—=N

Abbildung 8: Dicyclohexylcarbodiimid

Der Reaktionsansatz wurde zunéchst bei 20 °C gerihrt. Da nach 24 h keine Reaktion stattge-
funden hatte, wurde die Suspension dann auf 30 °C erwarmt. Bei dieser Temperatur fand eine
Umsetzung statt. Nach zwei Tagen wurde extrahiert und die organische Phase am Rotations-
verdampfer eingeengt. Es bildete sich ein gelbliches Ol, aus welchem Sorbinsiureanhydrid
bei Raumtemperatur auskristallisierte. Die Ausbeute verschiedener Versuche bei Temperatu-
ren zwischen 20 und 40 °C und unterschiedlich langer Riihrzeiten betrug im Durchschnitt 67
%. Mit den wassrigen Phasen konnte ein groRer Teil der nicht umgesetzten Sorbinsdure ent-
fernt werden, so dass im Produkt nur noch ein Anteil von 1,9 % vorlag. Auch dieses Produkt
wurde fir die mikrobiologischen Versuche genutzt.

Die grofitechnische Synthese mit Hilfe von Dicyclohexylcarbodiimid ist, genau wie die Me-
thode mit DPCP, viel zu teuer, als dass eine Anlage rentabel betrieben werden kénnte. Um
einen Analysenstandard im LabormaRstab herzustellen, wurde diese Methode aber bevorzugt

verwendet.

Beim Vergleich aller Synthesewege kann eindeutig festgestellt werden, dass bei den Synthe-
sen mit Thionylchlorid, Phosgen und Diphenylchlorophosphat die gréten Ausbeuten erzielt
werden (siehe Tabelle 29 im Anhang). Thionylchlorid und Phosgen werden in der Industrie
h&ufig fir Chlorierungen verwendet. Diphenylchlorophosphat hingegen ist als Edukt, wie

oben erwahnt, viel zu teuer fir eine grofRtechnische Umsetzung.
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3.2.4 ,,Up scaling® fiir den Produktionsmafstab

Es gibt verschiedene Kriterien, die eine Methode erfiillen muss, damit sie auf Produktions-
malstab vergroRert werden kann. Fir die Synthese des Sorbinsdureanhydrids im Produkti-
onsmalistab (zunachst bis 1000 kg) muss eine Synthesemdglichkeit ausgewahlt werden, die
hohe Ausbeuten und eine hohe Reinheit erzielt. Zudem muss sie im Produktionsbetrieb um-
setzbar sein und die Kosten fiir Edukte und Produktion sollten so giinstig, wie moglich sein.
Da das Sorbinsdureanhydrid als Konservierungsmittel fir Lebensmittel eingesetzt werden
soll, ist es ebenfalls nétig, manche Einsatzstoffe bzw. Reaktionsprodukte selbst im ppm-
Bereich zu vermeiden, um ein Produkt in Lebensmittelqualitit zu erzeugen.

Deswegen fallen zuerst die Methoden weg, die zu geringe Ausbeuten (bis 60 %) erzeugen.
Das sind die Methoden mit Phosphor- und Schwefelsdaure, Phosphorpentoxid, Thionylchlorid
(ohne Zusatz), Oxalylchlorid, Phosphorylchlorid und Phosphorpentachlorid. Auch die Syn-
thesen mit Hilfe von Diphenylchlorophosphat und Dicyclocarbodiimid fallen aufgrund der
Eduktkosten weg.

Es bleiben noch die modifizierten, zweistufigen Methoden mit Thionylchlorid und die einstu-
fige Phosgensynthese brig. Wie oben erwahnt muss das Produkt in Lebensmittelqualitat syn-
thetisiert werden, weshalb auch die Herstellung mit Thionylchlorid grof3technisch ausféllt. So
eignet sich zur Optimierung und VergroRerung auf Produktionsmalistab nur die Sorbinsdure-
anhydrid-Synthese mittels Phosgen. Bei dieser Methode ist die Ausbeute sehr hoch, das Roh-
produkt entspricht den Spezifikationsvorgaben, so dass nur ein Reinigungsschritt bendtigt
wird. Die Farbung des Produkts ist sehr hell, die Eduktkosten sind gering und die Synthese ist
mit einfachen Mitteln realisierbar.

Besonders beachtet werden muss die Toxizitat des Phosgens, der stochiometrisch genaue Ein-
satz der Edukte und die Zeiten wahrend Wasserwésche und Destillation des Losungsmittels.
Da Phosgen groRtechnisch seit vielen Jahren zur Chlorierung diverser Stoffe verwendet wird,
gibt es viele SchutzmalRnahmen, die einen sicheren Umgang mit Phosgen gewahrleisten.
Phosgen ist auBerdem sehr reaktiv, deswegen reagiert es schnell ab, so dass eine Gefahrdung
nur von kurzer Dauer ist. Zudem kann tberschissiges Phosgen nach einer Reaktion aus dem

Ansatz ausgetrieben und aufgefangen werden, so dass es nicht in die Umwelt gelangt.
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3.3  Charakterisierung und Stoffeigenschaften von Sorbinsdureanhydrid

3.3.1 Stoffeigenschaften und Spektren von Sorbinséureanhydrid

Sorbinséureanhydrid ist ein weilllich-gelber Feststoff mit einem Schmelzbereich zwischen 36
und 38 °C. Der Geruch ist suBlich und leicht stechend. Die Wasserléslichkeit betragt 0,39 g/L
bei 20 °C. Der pH-Wert bei dieser Loslichkeit ist 5,2. Der Siedepunkt liegt bei 0,2 mbar tber
120 °C.

Tabelle 8: Spezifikation von Sorbinsédureanhydrid

Name Sorbinsdureanhydrid, (all-E)-2,4-Hexadiensaureanhydrid,
(2E,2 E,4E,4 E-Hexadienoicacid,1,1 ‘anhydride)

Summenformel C12H1403

molare Masse 206,2 g/mol

pH-Wert 5,2 bei 0,39 g/L bei 25 °C

Schmelzpunkt 36 - 38 °C

Siedepunkt > 120 °C bei 0,2 mbar

Wasserloslichkeit 0,39 g/L bei 20 °C

CAS-Nummer 13390-06-2

UV-Spektrum von Sorbinsaureanhydrid
Das UV-Spektrum wurde mit Hilfe der HPLC-Anlage (Gerat 1) aufgenommen. Das Extinkti-
onsmaximum von Sorbinsaureanhydrid liegt im UV-Bereich bei 280 nm. Der Kurvenverlauf

ahnelt dem der Sorbinsaure, ist aber von 264 nm um 16 nm auf 280 nm verschoben.

LIRS A B N L D L L Y B D B
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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220 240 260 280 300 320 340 360 380  nm
Abbildung 9: UV-Spektren von Sorbinsédureanhydrid (oben) und Sorbinséure (unten) als Vergleich
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Infrarot-Spektrum von Sorbinsaureanhydrid

Im Infrarotspektrum von E,E-2,4-Hexadiensédureanhydrid sind die Banden der C=0O-
Doppelbindung bei 1764 + 1709 cm™ deutlich zu erkennen. Auch sind zwischen 1380 und
1130 cm™ die Banden der Anhydrid-Bindungen sichtbar.

® biien
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Abbildung 10: IR-Spektrum von Sorbinsaureanhydrid (KBr)

IR(KBr):  #= 3030-2910cm™
1764 + 1709 cm™ (s, C=0)
1380 — 1130 cm™ (w, Anhydride)

Das Spektrum von Sorbinsaureanhydrid ist zwischen 1300 und 400 cm™ mit Sorbinsaure ver-
gleichbar. Typisch bei beiden Molekiilen sind die zwei Doppelbanden zwischen 1600 und
1800 cm™. Erst im Bereich unter 1300 cm™, also im Fingerprintbereich unterscheiden sich die

beiden Infrarotspektren (vgl. IR-Spektrum von Sorbinsdure im Anhang).
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Massenspektrum von Sorbinsaureanhydrid

Das Massenspektrum von Sorbinsaureanhydrid zeigt den hdchsten Peak bei 113,0 Dalton an.
Dies ist ein Sorbinsaure-Fragment [Mss+H]".

Der Massenpeak von Sorbinséureanhydrid ist dreimal erkennbar: als Masse + Wasserstoff
(207,1), als Masse + Ammonium (224,1) und als Masse + Natrium (229,1).

Ebenfalls erkennbar sind die Anlagerungen zweier Sorbinsdureanhydrid-Molekile an Ammo-
nium- bzw. Natriumionen bei Massen von 430,2 bzw. 435,1 g/mol. Durch die durchgefiihrte

Elektrospray-lonisation wurden keine weiteren Fragmente erzeugt.

100 112.0

2281
207 4 | o sam1

Abbildung 11: LC-MS Spektrum von Sorbinsdaureanhydrid

MS: m/z= 113,0 (100, [ Mss+ H]")
207,1 (10,[ M +H])
2241 ((12,[ M +NHJ])
2291 ( 2,[ M +Na]")
430,2 ( 14, [2M + NHJ]")
4351 ( 20,[2M + Na])
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'H-NMR-Spektrum von Sorbinsaureanhydrid

Abbildung 12: *H-NMR-Spektrum von Sorbinséureanhydrid

'H-NMR: 8= 1,89ppm  (m, 6H, CHs-1)
5,82 ppm (d, 2H, CH-5)
6,25ppm  (m, 4H, CH-2, CH-3)
7,37 ppm (m, 2H, CH-4)

Im Protonen-NMR-Spektrum sind vier Peaks zu erkennen, die durch Sorbinsidureanhydrid
verursacht werden. Bei 1,89 ppm ist ein Multiplett zu sehen, welches die sechs Wasserstoff-
atome der beiden Methylgruppen anzeigt. Bei 5,82 ppm wird ein Duplett angezeigt, welches
durch die zwei H-Atome an Stelle Nummer 5 verursacht wird. Der Peak bei 6,25 ppm wird
von 4 Wasserstoffatome ausgelost wird, die an Stelle 2 und 3 im Molekdl liegen und die bei-
den Wasserstoffatome an CH-4 werden bei 7,37 ppm angezeigt.

Diese Peaks und ihre Kopplungen lassen erkennen, dass die trans-Form von Sorbinsdurean-
hydrid vorliegt. Zudem ist keine S&urefunktion mehr erkennbar, was die Reinheit des Pro-
dukts anzeigt. Dieses Spektrum ist vergleichbar mit den NMR-Ergebnissen von Honda et. al.

[T ynd zeigt die bei einem Diensystem erwarteten Peaks.

31



Ergebnisse und Diskussion

3C-NMR-Spektrum von Sorbinsaureanhydrid

Das C-NMR-Spektrum von Sorbinséureanhydrid ist mit dem Spektrum von Sorbinsdure ver-
gleichbar. Die C-Atome 2 bis 6 weisen die gleichen Peaks auf. Einzig der Peak des C-Atoms
1 verschiebt sich von 173 auf 163 ppm. Es zeigt sich der Unterschied der Kohlenstoffatome
der Carbonylfunktion im Vergleich mit Kohlenstoffatomen der Anhydridfunktion. Vergleiche
dazu das C-NMR-Spektrum von Reger und Habib P,

o o
JﬂWQQ,JLDJLx;’/\:ﬁ‘H
123 456

Abbildung 13: ®*C-NMR-Spektrum von Sorbinsaureanhydrid

BCNMR: 8=  19ppm (2C, C-6)
118 ppm (2C, C-2)
130 ppm (2C, C-4)
143 ppm (2C, C-5)
149 ppm (2C, C-3)
163 ppm (2C, C-1)
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HPLC-Chromatogramm von Sorbinsdureanhydrid

Fur die HPLC-Messung von Sorbinsdure als Konservierungsmittel in Lebensmitteln gibt es
viele verschiedene, auch zertifizierte Methoden FHPAMSIBAUBIRONT  pie verschiedenen
HPLC-Messungen dieser Arbeit wurden auf drei verschiedenen Analysengeréten
durchgefihrt. Es wurde immer die gleiche Sdule benutzt, aber das Laufmittel musste je nach
Anlage verandert werden, so dass es zu unterschiedlichen Retentionszeiten fur Sorbinséure

und Sorbinséureanhydrid kam. Das folgende Chromatogramm wurde an LC 2 aufgenommen.

mAL
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Abbildung 14: HPLC-Chromatogramm von Sorbinsaureanhydrid (280 nm)

Die Retentionszeit von Sorbinsdure betrdgt 5,30 min und die Retentionszeit von Sorbinsdure-
anhydrid betragt 7,08 min.
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GC-Chromatogramm von Sorbinsaureanhydrid

Unten abgebildet ist ein Ausschnitt aus dem GC-Chromatogramm von Sorbinséureanhydrid.
Zu sehen sind drei Peaks, die von Sorbinséureanhydrid und den beiden dazugehdrigen Isome-
ren verursacht werden. Da das Isomer mit der geringsten Retentionszeit nur in sehr Kleiner
Konzentration vorkommt, war es notig, die Konzentration von Sorbinsaureanhydrid in der
Probeldsung zu erhéhen. Deshalb ist der Hauptpeak (All-E-Sorbinsédureanhydrid) in der Ab-
bildung abgeschnitten.

LI R
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Abbildung 15: Ausschnitt des GC-Chromatogramms von Sorbinsédureanhydrid

Die Retentionszeit von Isomer 1 betragt 17,4 min. Die Retentionszeit von Isomer 2 betragt
17,65 min. und die Retentionszeit von E,E-2,4-Hexadiensaureanhydrid betrégt 17,9 min. Die
Messbedingungen sind im experimentellen Teil aufgefiihrt. VVorlagen fiir diese Bedingungen
ergaben sich aus der Literatur nach Stafford und Black [°®, die Sorbinsaure aus getrockneten
Pflaumen nachwiesen. Ebenso gibt es verschiedene andere Methoden, die Sorbinsdure per

Gaschromatographie aus unterschiedlichen Lebensmittel nachgewiesen haben 1001104

34



Ergebnisse und Diskussion

MALDI-Massenspektrum von Sorbinsaureanhydrid

Die Sorbinsdureanhydrid-Probe wurde fir das MALDI-Massenspektrum mit Kaliumchlorid
versetzt. Als Matrix wurde 2,4-Dihydroxybenzoesaure (DHB, 154,1 g/mol) verwendet. Auch
hier gibt es Methoden zur Bestimmung von Sorbinsaure %, diese wurden zur Orientierung

fur erste Messungen benutzt. Danach wurden die Bedingungen flir Sorbinsaureanhydrid opti-

miert.
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Abbildung 16: MALDI-TOF-MS-Spektrum von Sorbinsdureanhydrid

Im MALDI-Spektrum kénnen Sorbinsaure (m/Z: 113,1 [M+H]") und Sorbinsaureanhydrid
(m/Z: 245,2 [M+K]") angezeigt werden. Auch bei 423,1 (12, [2M — C;Hs + K]) und  451,2
(5, [2M + K]") wird die Masse von Sorbinsaureanhydrid sichtbar.
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3.3.2 Formulierung von Sorbinsdureanhydrid

Um den Umgang mit Sorbinsaureanhydrid in der Praxis zu erleichtern, muss eine Formulie-
rung gefunden werden, bei der das Anhydrid stabil gelagert werden kann. AufRerdem muss
eine gute Dosierbarkeit gewahrleistet sein.

Da das Produkt nach der Destillation des Losungsmittels als fliissige Schmelze vorliegt, ist es
mit geringem Aufwand moglich, Pastillen herzustellen. Diese sind gut dosierbar und einfach
handzuhaben. Im Labormalistab wurden per Hand einige Pastillen auf Glas gegossen. Anhand
des Fotos wird deutlich, dass es schwierig ist, einheitliche Pastillen einer bestimmten GroRe
zu erzeugen. Von Vorteil waren runde Pastillen mit einem Durchmesser von bis zu einem
Zentimeter, da die Oberflache der Pastillen dann nicht so groR wére. Da die Oberflachenspan-
nung der Schmelze bei einer Temperatur von groer 40 °C relativ gering wird, ist dies aber

per Hand nicht méglich. Die grofieren Pastillen sind unregelmaRig geformt und eher flach.

Abbildung 17: Vorversuch zur Pastillierung von Sorbinsaureanhydrid bei 40 °C

Die kleineren Pastillen dagegen besitzen eine runde Oberflache und sind eher reproduzierbar
herzustellen. Prinzipiell ist es also moglich, Pastillen zu giel3en.

Abbildung 18: Vergleich der verschiedenen Pastillengréf3en

Nach diesen Vorversuchen wurde eine Pastillierung von Sorbinsdureanhydrid im grof3eren
Malstab durchgefiihrt. Dazu wurde Sorbinsdureanhydrid kurzzeitig auf 50 °C erhitzt und
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Tropfen auf einen Pastillierteller getropft. Durch Veranderung der Tropfgeschwindigkeit bzw.
der TropfengroRe und der Fallhdhe, sowie der Temperaturregelung und der Materialwahl des
Tellers wurden verschiedene Pastillen hergestellt. Die Pastillierung konnte in sauerstoffarmer

Atmosphére betrieben werden.

.
b,

¥

Abbildung 19: Pastillierteller der Firma Gouda GMF

Es wurden vier verschiedene Pastillierversuche durchgefiihrt. Die ersten beiden Versuche
wurden mit Rohware durchgefiihrt, welche einen Sorbinsaureanhydrid-Gehalt von 92 % auf-
wies, die anderen beiden Versuche wurden ungefahr 95 % Rohware durchgefiihrt. Die Pastil-
lierung wurde so beendet, das je mindestens 500 g des Anhydrids im Schmelzbehalter zu-
riickblieben.

Nach der Pastillierung wurden die Pastillen auf ihre Form und ihren Sorbinséureanhydrid-
gehalt Uberprift. Die Hohe der Pastillen betrug zwischen 0,7 — 1,4 mm. Der Durchmesser der
Pastillen bewegte sich zwischen 5 und 9 mm. Das Gewicht der Pastillen schwankte dadurch
zwischen 16 und 40 mg. Im Schmelzbehalter blieben jeweils Rickstande zurlick, die bereits
zu polymerisieren zu begannen. Deshalb erhohte sich der Sorbinsdureanhydrid-Gehalt der
Pastillen auf 96 %. Das Prinzip der Aufreinigung durch Schmelzen, wie es beim Zonen-
schmelzverfahren angewendet wird, funktioniert also auch hier. Allerdings kann das An-
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hydrid nur fir einen kurzen Zeitraum in Schmelze gehalten werden, da wie oben beschrieben,

die Polymerisation bereits einsetzte.

Tabelle 9: Daten der Pastillierung

Versuch Nummer 1 2 3 4
Rohware (Gehalt SSA) 92,0% 92,0% 95,0% 95,0%
Pastille (Gehalt SSA) 96,3% 96,2% 94,4% 93,1%
Hohe der Pastillen 1,4 mm 1,0 mm 0,9 mm 0,7 mm
Durchmesser der Pastillen 7-9mm 5-6mm 5-7mm 5-7mm
Gewicht (100 Pastillen) 3,98 ¢ 2,23 ¢ 2,30 169
Gewicht (1 Pastille) 39,8 mg 22,3 mg 23,0 mg 16,0 mg
Khlzeit 47s 47 s 38s 38s
Fallhohe der Tropfen 6 mm 4 mm 4 mm 4 mm
Vakuumhub 14 mm 9mm 9mm 6 mm
Kihlmedium 1°C 1°C 4°C 4°C
Heizmedium 42 °C 42 °C 47 °C 47 °C
Temperatur im Schmelzbehélter 46,5 °C 43,0 °C 48,0 °C 46,5 °C
Temperatur am Messer 15,0 °C 6,3 °C 7,6 °C 6,2 °C
Luftfeuchtigkeit im Gehéuse 30,0% 30,0% 38,0% 38,0%
Temperatur im Gehause 26,0 °C 30,0 °C 28,0 °C 27,0°C

Nach Analyse des Sorbinsaureanhydrid-Gehalts wurden auch die Isomer- und Sorbinséure-
anteile analysiert. Charge Nummer 1 wurde bis zur Analyse unter Stickstoff gelagert. Charge
Nummer 2 wurde ohne Schutzgas gelagert. Probe 4 C wurde aus Charge 2 entnommen und
unter Stickstoff gelagert. Die unter Stickstoff gelagerten Proben enthielten am meisten Sor-
binsdureanhydrid. Der Gehalt aller drei pastillierten und unter Stickstoff gelagerten Proben
lag Uber 96 %. Da der Ausgangsgehalt der Rohware nur bei ca. 95 % lag, fand durch die Pas-
tillierung eine Reinigung des Anhydrids statt. Im Schmelzbehélter blieb polymerisiertes Ma-

terial zurtick, welches dunkler war, als die Ausgangsware.

Tabelle 10: Analysen der Pastillen

Versuch 1A 1B 4 A 4B 4C
Charge Nr. 1 Nr. 1 Nr. 2 Nr. 2 Nr. 2, N»
Gehalt SSA [%] 96,33 96,15 94,36 93,06 96,47
Gehalt SSA Isomer 1 [%] 0,04 0,04 0,02 0,02 0,02
Gehalt SSA Isomer 2 [%] 0,15 0,13 0,37 0,10 0,10
Gehalt SS [%] 3,60 3,47 3,17 3,10 2,91

Anhand des Anhydridgehalts in den verschiedenen Proben wird deutlich, dass schon eine kur-
ze Exposition an der Luft zum Abbau von Sorbinsdureanhydrid fiihrt. Die Stabilitat von Sor-
bins&dureanhydrid muss daher genauer untersucht werden.
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3.3.3 Stabilitat von Sorbinséureanhydrid

Es gibt verschiedene Kriterien, die ein Lebensmittelzusatzstoff erfiillen muss. Zu diesen ge-
hort auch eine gewisse Stabilitdt. Da im Laufe der vorrangegangenen Untersuchungen festge-
stellt wurde, dass Sorbinsaureanhydrid an der Luft relativ schnell abgebaut wird, wurde die
Haltbarkeit besonders grundlich untersucht.

Es gibt mehrere Definitionen von Haltbarkeit. Bei Lebensmitteln versteht man unter der Min-
desthaltbarkeit die Zeitspanne, bis zu der ein Lebensmittel unter angemessenen Aufbewah-
rungsbedingungen seine spezifischen Eigenschaften behalt %!,

Nach einer Richtlinie der Arbeitsgemeinschaft fur pharmazeutische Verfahrenstechnik, die
sich auf Arzneimittel bezieht, ist Haltbarkeit die ,,gleichbleibende Qualitit eines Fertigarz-
neimittels Gber die projektierte Haltbarkeitsperiode und zwar sowohl in galenischer, physika-
lischer, chemischer, biologischer, als auch mikrobiologischer Hinsicht, insbesondere seinem
Wirkstoffgehalt, seiner Wirkstoff-Freigabe und seiner Reinheit %41,

Die Haltbarkeitspriifungen von Konservierungsmitteln beziehen sich deshalb nicht nur auf die
chemische Stabilitat (Wirkstoffgehalt oder Gehalt von Zersetzungsprodukten), sondern auch
auf die physikalische (galenische) Form und mikrobiologische Stabilitdt (Keimzahl). Zudem
kann sich auch die Organoleptik veradndern, weshalb Aussehen, Geruch und Geschmack (ein-

geschrénkt) ebenfalls untersucht werden.

Die chemische Stabilitat von Sorbinsaureanhydrid wurde durch eine Langzeitverfolgung des
Wirkstoffgehalts untersucht. Dazu wurden Sorbinsdureanhydrid-Proben bei unterschiedlichen
Bedingungen gelagert und monatlich ihr Gehalt gemessen. Die physikalische Form kann bei
dieser Prufung ebenfalls begutachtet werden. Ein Abbau des Pulvers oder der Pastillen durch
Mikroorganismen wird ausgeschlossen, da Sorbinsédureanhydrid antibakteriell wirkt.

Zunéchst wurde die Lagerstabilitat bei verschiedenen Temperaturen an der Luft untersucht.
Es ist Ublich einen Lagerversuch bei 40 °C und erhohter Luftfeuchtigkeit durchzufihren, um
zu sehen, wie sich ein Stoff verhalt. Danach kann mithilfe verschiedener Formeln die Lang-
zeitstabilitat bei 20 °C und geringerer Luftfeuchtigkeit abgeschatzt werden.

Nachdem Sorbinsaureanhydrid 3 Tage bei 40 °C gelagert wurde, verfarbte sich das Produkt
von weillich-gelb nach tiefgelb bis braunlich. Zudem reagierte das Pulver zu einem gelben,
gummiéhnlichem Feststoff. Dieser liel3 sich in den bekannten Losungsmitteln fiir Sorbinséu-
reanhydrid nicht wieder aufldsen.

Aufgrund seiner Unloslichkeit konnte der Feststoff nicht mittels Ublicher Analysenmethoden

untersucht werden. Die MALDI-TOF-MS-Analyse, welche oft zur Polymeranalytik eingesetzt
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wird, zeigte neben der Masse fir Sorbinsdureanhydrid (206 g/mol) die Masse 451 an. Dies
wird verursacht durch zwei Anhydridmolekule, die sich an ein Kaliumion anlagern

Massen, welche durch Oligomere oder sogar Polymere verursacht werden, konnten nicht
nachgewiesen werden. Nur die Anderung der galenischen Form lésst auf eine Polymerisation
schlielen. Denkbar ist, dass das Polymer so z&h ist, dass durch den Laser keine groReren
Fragmente oder Molekiile aus dem Polymer ,,gelost™ wurden konnten, die detektiert werden
konnten. Eine Pyrolyse mit Kopplung an ein Massenspektrometer, wie sie oft in der Polymer-

analytik eingesetzt wird, konnte nicht durchgefihrt werden.

Nachdem dieser erste Test zeigte, dass das Sorbinsdureanhydrid bei Temperaturen oberhalb
der Schmelztemperatur seine galenische Form veranderte, wurden alle folgenden Tests bei
Raumtemperatur oder niedrigeren Temperaturen durgefiihrt. Zunéchst wurden Lagertests bei
20 °C durchgefihrt. Die Proben wurden teils dunkel, teils im Hellen gelagert.

Die Lagerung bei 20 °C in gedffneten Glasflaschen zeigte einen schnellen Abbau des Sorbin-
saureanhydrids. Innerhalb einen Monats waren mindestens 50 % des Sorbinsédureanhydrids zu

Sorbinséure hydrolysiert.

Lagerstabilitat von Sorbinsdureanhydrid bei 20 °C
A Luft gedffnet, dunkel
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Abbildung 20: Lagerstabilitat von Sorbinsdureanhydrid bei 20 °C, Luft

Es fand keine Gelierung oder Verklumpung des Pulvers statt. Allerdings verfarbte sich das

Pulver durch den gréRRer werdenden Sorbinséure-Anteil immer heller, je langer es gelagert
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wurde. Der zunéchst stechende Geruch wurde schwécher, der Geschmack des Feststoffs wur-
de nicht untersucht.

Auch bei Proben, die verschlossen bei 20 °C gelagert wurden, wurde ein Abbau von bis zu 50
% innerhalb des ersten Monats beobachtet, er geschah nur wenig langsamer als der Abbau der
gebffneten Proben. Die Stabilitatsmessungen der Proben, die im Kiihlschrank bei 7 °C gela-
gert wurden, ergaben die gleichen Ergebnisse, allerdings verlangsamte sich auch hier der Ab-
bau etwas. Da das Sorbinsaureanhydrid in allen drei Fallen unter Luft gelagert wurde, wird
davon ausgegangen, dass entweder Sauerstoff oder Wasser aus der Luft, oder sogar beides

den Abbau zu Sorbinsaure bewirken.

Die Ergebnisse der Lagertests innerhalb der ersten vier Wochen zeigten, dass Sorbinsaurean-
hydrid nicht stabil an der Luft gelagert werden kann. Deshalb wurden weitere Lagertests unter
Schutzgas durchgefiuhrt. Als Schutzgase wurden Stickstoff und Argon eingesetzt. Die ersten
Stabilitatstests wurden weiter beprobt, um festzustellen, bis zu welchem Gehalt das Anhydrid
abgebaut wird. Nach ca. 2,5 Monaten war bei beiden Lagerversuchen ein Punkt erreicht, an
dem kein weiteres Anhydrid mehr abgebaut wurde. So blieb der Gehalt nach 60 Tagen unver-
andert um 40 %. Bei Proben, die im Hellen gelagert wurden, betrug der Restgehalt an Sorbin-
séureanhydrid noch 35,4 £ 0,1 %. Dies war der niedrigste Restgehalt, der in allen Proben ge-
messen wurde. Bei Proben, welche verschlossen und/oder dunkel gelagert wurden, war der

Restgehalt etwas hoher und lag zwischen 38,2 und 40,1 %.

Die Lagertests unter Stickstoff wurden bei zwei verschiedenen Temperaturen durchgefihrt.
Zusétzlich dazu wurden auch verschiedene Arten der Verpackung untersucht. So wurde pul-
verformiges Sorbinsaureanhydrid sowohl in Glasflaschen als auch in Folienbeuteln verpackt
gelagert und auf die Stabilitat hin untersucht. Die Proben wurden mehrmals evakuiert und mit
Schutzgas befiillt, bevor sie in einer ,,Glove box™ verschlossen wurden. Dies gewéhrleistete
den Ausschluss von Sauerstoff. Es wurden so viele Proben abgefillt, dass pro Messvorgang
eine Flasche bzw. ein Beutel gedffnet und verbraucht werden konnte und nicht erneut evaku-
iert werden musste.

Bei der Lagerung im Folienbeutel unter Schutzgas wurde innerhalb der ersten drei Monate nur
1 % Sorbinséureanhydrid abgebaut (siehe Abbildung 21). Der Gehalt sank also nur auf 99,1 +
0,1 % des Anfangsgehaltes. Die Kontrollproben, die ohne Schutzgas gelagert wurden, verhiel-
ten sich ahnlich, wie die ersten Ergebnisse der Lagertests es gezeigt haben. Der Abbau verlief

allerdings in den ersten 14 Tagen langsamer als erwartet, danach zeigte sich aber eine Ab-
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reicherung auf einen Gehalt an Sorbinsdureanhydrid von nur noch 35,4 £ 0,1 %. Der Abbau
des Anhydrids unter Schutzgas verlief deutlich langsamer. Es erfolgte innerhalb von 70 Tagen

nur eine Abreicherung auf 94,6 £ 0,1 % bzw. sogar nur auf 99,6 + 0,1 %.

Lagerstabilitat von Sorbinsdureanhydrid

im Folienbeutel unter Schutzgas bei 7 °C o Mittelwert Gehalt
Gehalt [%]
100,0% ¢ * * * . 3
99,5% L2 3
99,0% : $
98,5%
98,0%
97,5%
97,0%
96,5%
96,0%
95,5%
95,0%
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zeit [d]

Abbildung 21: Lagerstabilitat von Sorbinsdureanhydrid unter Schutzgas bei 7 °C

Diese Versuchsreihe zeigte, dass die Proben, welche in einem Folienbeutel (mit Aluminium-
folienschicht) verpackt wurden, am stabilsten gelagert werden konnten. Die Glasflaschen wa-

ren weniger gasdicht als die Beutel.

Tabelle 11: Stabilitatspriifung von Sorbinsédureanhydrid unter Schutzgas

Zeit [d] 0 14 28 42 56 70

Gehalt SAA in Glasfla- 100 % 985% 419% 400% 354% 354%
schen ohne Schutzgas
Gehalt SAA in Glasfla- 100 % 985% 973% 96,4% 959% 94,6 %
schen unter Schutzgas
Gehalt SAA in Alubeuteln | 100 % 100 % 100 % 998% 998% 99,6 %
unter Schutzgas

Als Ergebnis lasst sich festhalten, dass Sorbinsaureanhydrid unter Schutzgaslagerung unter
Stickstoff oder Argon beim Ausschluss von Wasser und Sauerstoff stabil ist. Im Rahmen der
Fehlergrenzen treten Unterschiede bei beiden Schutzgasen im Gehalt von 0,1 % auf. Das be-
deutet, beide Gase verhindern den Eintritt von Wasser und/oder Sauerstoff in das jeweilige

Lagergefal. Auch hier zeigte sich deutlich der positive Effekt der Schutzgase fur die Stabilitét
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des Anhydrids. Da (ber einen Zeitraum von drei Monaten nur ein Abbau von 1 % Sorbinséu-
reanhydrid stattfindet, ist eine Haltbarkeit innerhalb der Spezifikation gegeben.

Auch bei kurzzeitiger thermischer Belastung (40 °C, 60 Minuten oder 85 °C, 5 Minuten)
bleibt der Gehalt von Sorbinsédureanhydrid sowohl unter Argon als auch unter Stickstoff
stabil. Auch bei Lagerung lber 24 h fand ebenfalls kein Abbau des Anhydrids statt, dieser
beginnt erst nach ungefédhr 26 h. Eine Stabilitat beim langerfristigen Erhitzen ist somit nicht
gegeben. Auch ohne Gegenwart von Sauerstoff bilden sich hier nach einiger Zeit allerdings

die oben bereits erwahnten gelben, gummiartigen Polymere.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Sorbinséureanhydrid ein relativ empfindlicher Stoff
ist, der an der Luft und unter Feuchtigkeit nicht gelagert werden kann. Findet eine Lagerung
unter Stickstoff oder Argon in verschlossenen Verpackungen statt, kann Sorbinsédureanhydrid
mindestens drei Monate gelagert werden, ohne dass ein signifikanter Gehaltsabbau stattfindet.
Da es bei maschineller Abfillung maglich ist vollig sauerstofffrei zu arbeiten, ist sogar eine

ldngere Lagerzeit denkbar.

3.3.4 Loslichkeit von Sorbinsdureanhydrid

Fur die Anwendung als Konservierungsmittel fiir Getranke ist die Untersuchung der Loslich-
keit in Wasser von groRer Bedeutung. Da das Sorbinsédureanhydrid ein eher unpolares Mole-
kal ist, wird eine geringe Wasserloslichkeit erwartet. Es wurden verschiedene Formulierungen

auf die Loslichkeit hin untersucht: Pulver, Pastillen und Schmelze.

Zur Bestimmung der Loslichkeit wurden zwei Methoden verwendet. Zum einen wurde die
wassrige Lésung per HPLC auf ihren Gehalt untersucht und zum anderen wurde eine definier-
te Menge Sorbinsdureanhydrid in Wasser gegeben und die nicht geldsten Bestandteile wurden
abfiltriert und zurtickgewogen.

Beide Methoden zeigen die gleichen Ergebnisse fiir die Wasserldslichkeit der verschiedenen
Sorbinsaureanhydrid-Formulierungen an: 0,390 + 0,001 g Pulver lsen sich in einem Liter
Wasser, 0,220 + 0,001 g Pastillen oder 0,31 £ 0,001 g Schmelze. Das liegt daran, dass Sorbin-
séureanhydrid in der Kalte pulverisiert wurde, die Pastillen und die Schmelze aber jeweils auf
50 °C erhitzt wurden. Durch die Hitzeeinwirkung unter Sauerstoff bzw. an der Luft bildete
sich auf der Oberflache der Pastillen bzw. auf der Oberflache der Schmelze eine Schicht, die
sich bei Eintrag in Wasser nicht loste. Je langer Sorbinsdureanhydrid erhitzt wurde, desto gro-

Rer war der nicht 10sliche Rest.
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Tabelle 12: Léslichkeit von Sorbinsdureanhydrid in Wasser (Rickwagung)

Material Zugabe zu 1,0 L Wasser Rickwaage Wasserloslichkeit
(20°C) Sorbinsdureanhydrid

Pulver 1,003 g 0,617 g 0,39 g/L

Pastillen 1,021 g 0,805 ¢ 0,22 g/L

Schmelze 0,999 ¢ 0,684 g 0,32 g/L

Tabelle 13: Léslichkeit von Sorbinsaureanhydrid in Wasser per HPLC

Material Wasserloslichkeit bei 20 °C Bemerkungen

Pulver 0,39 g/L

Pastillen 0,22 g/L Hullen I6sten sich nicht

Schmelze 0,31 g/L Filmbildung auf der Oberflache

Aufgrund der geringen Wasserloslichkeit wurden verschiedene Lésungsmittel untersucht, die
als Losungsvermittler dienen sollen, indem sie das Sorbinsdureanhydrid vorldsen und damit
eine gute Verteilung des Konservierungsmittels im Getrank bewirken kénnen. Es wurden un-
terschiedliche Alkohole, Ester, Ketone, Amide und Anhydride getestet. Da bei spaterer An-
wendung mdglichst wenig Losungsmittel in ein Getrank zugegeben werden soll, war es nétig,
ein LSM zu finden, welches das Anhydrid in einem Verhaltnis von 1:1 oder besser 10st.

Fur einen ersten Loslichkeitstest wurden je 500 mg Anhydrid-Pastillen und 500 mg Lésungs-
mittel vermischt und 30 Minuten stehen gelassen. Danach wurde die Lésung nach Verdin-
nung per HPLC auf ihren Sorbinséureanhydrid-Gehalt untersucht. Fanden sich mehr als 80 %
des Anhydrids in Losung, wurden 100 mg Sorbinsaureanhydrid in Lésungsmittel zu 1 L Was-

ser gegeben und die Loslichkeit, Verteilung und/oder Hullenbildung beobachtet.

Sorbinséureanhydrid ist demnach gut 16slich in kurzkettigen Alkoholen, wie Ethanol und iso-
Propanol, sehr gut I6slich in Ethylacetat und Ethylenglycoldiacetat, welche eine dhnliche
Struktur aufweisen und ebenfalls l6slich bis gut 16slich in kurzkettigen Estern. Auch N-
Methylpyrrolidon und Tetrahydrofuran sind zundchst als Lésungsmittel gut geeignet.

Es stellte sich heraus, dass bei Einbringen der Losungen in Wasser Sorbinsdureanhydrid kurz-
fristig ausfallt, durch Umschutteln aber wieder in Lésung geht. Dies ist dadurch zu erklaren,
dass beim Injizieren einer Sorbinsédureanhydrid-Ldsung in Wasser die Konzentration von Sor-
binsaureanhydrid an der Injektionsstelle groRer ist als die Loslichkeit. Durch Schitteln verteilt
sich das Anhydrid im Wasser und geht dann in Lésung.

Allerdings ist fir den Einsatz im Getrénk nicht nur die gute Loslichkeit entscheidend, sondern
auch Eigenschaften des Losungsmittels, wie Geruch, Farbe und Mischbarkeit mit Wasser.
Unter diesen Kriterien fallen einige der Lésungsmittel, in denen sich Sorbinsédureanhydrid

sehr gut 16st, weg.
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Dies sind N-Methylpyrrolidon, Methylbutyrat, Ethylacetat, n-Butylacetat und Tetrahydro-
furan wegen des jeweiligen Geruchs, da selbst 10 mg/L Wasser noch charakteristisch riechen.
Die restlichen drei Fruchtester (Ethylformiat, Ethylpropionat und n-Propylacetat) riechen
fruchtig, was sowohl von Vor- als auch von Nachteil fiir den Einsatz in der Getrankeindustrie
sein kann. Die beiden verwendeten Anhydride - Essigséure- und Propionséureanhydrid - bil-
den mit Sorbinsdureanhydrid eine gelbliche Losung und reagieren in kleinen Mengen zu den
jeweiligen gemischten Anhydriden, welche nicht erwiinscht sind.

So bleiben Ethylenglycoldiacetat als sehr gutes Ldsungsmittel und Ethanol, iso-Propanol,
Aceton und 2-Butanon als gute Losungsmittel Gbrig. Da Ethylenglycoldiacetat als Lebensmit-
telzusatzstoff nicht zugelassen ist, kommt es fir eine Anwendung in der Getréankeindustrie
ohne Zulassung nicht infrage. Ethanol, iso-Propanol, Aceton und 2-Butanon, dirfen in Ge-

tranken als fruchteigener Alkohol vorkommen, unterliegen aber verschiedenen Grenzwerten.

Tabelle 14: Loslichkeit von Sorbinsdureanhydrid in verschiedenen Lésungsmitteln

Losungsmittel Loslichkeitsverhalten unge.fah“re LOS“Chk.EIt von
Sorbinsaureanhydrid
Methanol gut l6slich 790 g/L
Ethanol gut I6slich 790 g/L
iso-Propanol gut l6slich 780 g/L
1,2-Propandiol nicht 16slich 80 g/L
Polyethylenglycol nicht l6slich 50 g/L
Benzylalkohol l6slich 630 g/L
N-Methylpyrrolidon gut l6slich 1040 g/L
Triethylcitrat kaum l6slich 38 g/L
Glycerindiacetat kaum l6slich 40 g/L
Glycerintriacetat kaum 16slich 35¢9/L
Ethylenglycoldiacetat sehr gut 16slich 1340 g/L
Methylbutyrat 16slich 605 g/L
Ethylformiat 16slich 575 g/L
Ethylacetat sehr gut l6slich 2000 g/L
Ethylpropionat l6slich 725 g/L
n-Butylacetat sehr gut l6slich 1860 g/L
n-Propylacetat l6slich 540 g/L
Essigsaureanhydrid l6slich 505 g/L
Propionséureanhydrid l6slich 430 g/L
Tetrahydrofuran sehr gut l6slich 1000 g/L
Aceton 16slich 690 g/L
2-Butanon 16slich 770 g/L
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Zur Erweiterung der Loslichkeitsuntersuchungen und Stabilitatsprifungen wurde nun noch
die Stabilitdt von Sorbinsdureanhydrid in ethanolischer Losung untersucht. Dazu wurden
10,00 g Sorbinsdureanhydrid in 100 g Ethanol geldst und taglich auf ihren Gehalt hin tber-
prift. Es zeigte sich ein Abbau von zunéchst ca. 2 % am Tag. Es bildete sich in den ersten
finf Tagen nur Sorbinsdaure. Der Abbau verlangsamte sich taglich ein wenig, so dass nach 2
Wochen noch 8,24 g Sorbinsaureanhydrid nachgewiesen werden konnten. Nach drei Wochen
waren noch 7,96 g SSA in Losung. Der Sorbinsauregehalt stieg in dieser Zeit langsam an.
Nach zwei Wochen konnte zudem Ethylsorbat nachgewiesen werden.

Auch eine einprozentige Sorbinsdureanhydrid-L6ésung wurde untersucht. Hier verlief der Ab-
bau langsamer als bei 10 prozentiger Ldsung.

Tabelle 15: Stabilitat von SSA in ethanolischer Lésung

Zeit [d] 1 2 3 4 5 14 21

Gehalt SSA [%], 10 % SSA 100 97,9 959 941 931 824 796
Gehalt SSA [%], 1% SSA 100 982 968 957 946 863 815

Der Sorbinsaureanhydrid-Gehalt ist sowohl in wassrigen, als auch in alkoholischen Ldsungen
nicht stabil. Ebenso ist der Sorbinséure-Gehalt ist in wéssrigen Lésungen nicht dauerhaft
stabil. Allerdings ist innerhalb der ersten 60 Tage keine Veranderung feststellbar. Erst nach
120 Tagen nimmt der Gehalt von Sorbinsaure langsam ab 1!, Arya beschrieb die Bildung
von Carbonylen bei der Autoxidation von Sorbinsdurelosungen 2, Hildegard und Sabal-
itschka die Bildung von Crotonaldehyd, Acrolein und Malonaldehyd ¢,

Nach den ersten 70 Tagen der Sorbinsaureanhydrid-Hydrolyse verringerte sich der Sorbinsau-
regehalt nicht. Zudem konnten weder Crotonaldehyd, Acrolein oder Malonaldehyd per HPLC
nachgewiesen werden.

Eine Lagerung als Lésung in Ethanol ist aufgrund des oben gezeigten Abbaus nicht maglich.
Allerdings ist es moglich, hoher konzentrierte Losungen (ber 24 h aufzubewahren, solange
kein Sauerstoff in die Losung eindringen kann, d.h. unter Schutzgas kann eine Sorbinséurean-

hydridlésung in reinem Ethanol ca. 24 h gelagert werden.

3.3.5 Hydrolyse von Sorbinséureanhydrid

Carbonsaureanhydride zersetzen sich in Wasser zu den resultierenden Carbonsduren, so auch
Sorbinsdureanhydrid, welches in Sorbinsdure zerfallt. Dies ist fiir den Einsatz im Lebensmit-
telbereich erwinscht, da das Sorbinsaureanhydrid nicht mehr im Endprodukt vorhanden sein
soll. Um dies zu gewahrleisten, muss beobachtet werden, bei welchen pH-Werten und Tempe-
raturen Sorbinsdureanhydrid hydrolysiert. Die Hydrolyse in Wasser bzw. in wéssrigen Puffer-
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systemen sollte sich exponentiell verhalten. Zudem sollte die Reaktion bei erhohter Tempera-

tur schneller ablaufen.

Die verschiedenen Hydrolysekurven wurden sowohl in Wasser als auch in wassrigen Puffer-
systemen, Methanol, Ethanol und Iso-Propanol gemessen. Der jeweilige Gehalt wurde per
HPLC bestimmt und die Daten als Hydrolysekurve abgebildet.

Die erste Bestimmung wurde in reinem Wasser durchgefiihrt. Zu Beginn der Messung betrug
der pH-Wert 6,9. Nach Ende der Messung lag der pH-Wert bei 6,5. Sorbinsdureanhydrid wur-
de in reinem Wasser bei 20 °C innerhalb von 5 Tagen vollstandig zu Sorbinséure hydrolysiert.
Proportional zum Abbau des Anhydrids stieg der Gehalt der Sorbinsdaure. Die Wiederfindung
von 100 mg eingesetztem Sorbinsaureanhydrid betrug 97,5 £ 1,0 mg Sorbinsaure (106 mg).
Der Fehler ergibt sich aus den Messfehlern, die bei Einwiegen und Pipettieren gemacht wur-
den, zudem konnen bei der Probennahme, besonders zu Beginn der Hydrolyse geringe Zeit-
fehler entstehen und eine weitere Hydrolyse konnte wahrend der HPLC-Messung nicht voll-

standig ausgeschlossen werden.

Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid in Wasser
y = 103,47e-1.062

Gehalt SAA [%] R =0,999
100 <
*
>
*.
80
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40 *,
20
0 A — i — 2
0,0 1,0 2,0 3,0 Zeit [d] 4,0 5,0 6,0

Abbildung 22: Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid in demin. Wasser bei 20 °C

Die Hydrolyse von Sorbinséureanhydrid entspricht einer Reaktion erster Ordnung. Dabei ist
die Reaktionsgeschwindigkeit nur von der Konzentration des zerfallenden Stoffes abhéngig.
Um die Reaktionsgeschwindigkeit zu berechnen, werden die x-Werte der Kurve mit dem na-

tirlichen Logarithmus logarithmiert.

So erhélt man einen linearen Zusammenhang zwischen der Zeit und der logarithmierten Kon-

zentration. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist gleich der Steigung. Die Geschwindigkeits-
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konstante fur den Abbau von Sorbinsdureanhydrid in demineralisiertem Wasser bei 20 °C

betragt somit 0,046 1/h

Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolyse von
Sorbinsaureanhydrid in Wasser, 20°C

y =-0,046 x - 10,9
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Abbildung 23: Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolyse von SSA in demineralisiertem Wasser
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Eine weitere Messung wurde in destilliertem Wasser durchgefiihrt (siehe Abbildung 24). Der

Kurvenverlauf ist gleich der Hydrolysekurve in demineralisiertem Wasser, die Reaktionsge-

schwindigkeit ist allerdings etwas langsamer (0,026 1/h).

Hydrolyse von Sorbinséureanhydrid bei 20 °C ~--#--- Sorbinsaure-Gehalt
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Abbildung 24: Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid in destilliertem Wasser bei 20 °C
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Da der einzige Unterschied zwischen den beiden Wasserarten darin besteht, dass in deminera-
lisiertem Wasser noch Natrium-lonen enthalten sind, ist es wahrscheinlich, dass Spuren von
Fremd-lonen die Hydrolyse katalysieren. Die pH-Werte zu Beginn und Ende der Messung
unterschieden sich um 0,1.

Weil die meisten Getranke einen geringeren pH-Wert als Wasser aufweisen, wurden ebenfalls
Hydrolysekurven in wassrigen Phosphat-Puffersystemen aufgenommen, um einen Trend der
Reaktionsgeschwindigkeiten abschétzen zu kénnen. Die Hydrolysekurven wurden noch nicht
im Getrank bestimmt, da die Matrix Getrank komplex aufgebaut ist und die verschiedenen
Inhaltsstoffe die Hydrolysekurven beeinflussen kdnnen.

Bei der Aufnahme der Hydrolysekurven in einem Puffer bei pH 2 zeigte sich deutlich, dass
die Hydrolyse bei erhohter Temperatur schneller ablauft. Der vollstdndige Abbau des Sorbin-
séureanhydrids trat bei 20 °C erst nach 52 h auf, wohingegen bei 30 °C schon nach 24 h kein
Sorbinséureanhydrid im Puffersystem mehr nachweisbar war. Auch hier betrug die Wieder-

findung von Sorbinsdure 98 %.

Hydrolysekurven von Sorbinsaureanhydrid bei pH 2
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Abbildung 25: Hydrolysekurven von Sorbinsaureanhydrid bei pH 2

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der Hydrolyse bei pH 2 steigen wie erwartet mit steigender
Temperatur, da sich nach der sogenannten RGT-Regel (Reaktionsgeschwindigkeits-
Temperatur-Regel) die Reaktionsgeschwindigkeit bei einer Temperaturerh6hung um 10 K
verdoppelt bis vervierfacht (Van’t Hoff). Diese Regel gilt vor allem im Bereich zwischen 10
und 40 °C. Bei groReren Temperaturdifferenzen wird die RGT-Regel hingegen ungenau und

gilt nicht mehr.
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Bei Erh6hung der Temperatur von 10 auf 20 °C bzw. von 20 auf 30 °C verdoppelt sich die
Hydrolysegeschwindigkeit von Sorbinsaureanhydrid, bei Erhohung von 30 auf 50 °C veracht-

facht sich diese.

Der Faktor, um den die Reaktionsgeschwindigkeit steigt, wenn die Temperatur um 10 K er-

hoht wird, heilt Qo-Wert. Er berechnet sich aus:

R2 10K /(T2-T1)
Q10 = H

Der Qqo-Wert fiir die Hydrolyse von Sorbinsaureanhydrid in Puffer mit pH 2 bei Erh6hung

der Temperatur von 20 auf 30 °C betragt somit 2,1.

0 47 10K/(303K—293K)

QlO - 0,20

=21

Analog dazu betragt der Q1o-Wert bei Erhéhung von 30 auf 50 °C 2,8.

3 19 10K/(323K-303K)

= =28
Q1o 0,42
Reaktionsgeschwindigkeiten der Hydrolyse
von SAA bei pH 2 26°C  ©20°C
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] e y = -0,0602x - 13,166
13,0 : . ; ,,f'ff’,ﬂ'ff,i‘iii';;.—;;: S— R?=0,9289
AT oY B .
-14,0 o x e B
N ,
} . A y =-0,2007x - 12,798
15,0 R R2=0,9981
-16,0 ,,
y =-0,4166x - 12,802
R2 = 0,9994
-17,0 .
y =-3,1917x - 13,929
Rz =0,9877
-18,0 :
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0
Zeit [h]

Abbildung 26: Reaktionsgeschwindigkeiten der Hydrolyse von SSA bei pH 2

50



Ergebnisse und Diskussion

Die Hydrolysekurven fir pH-Werte zwischen 2 und 7 verlaufen alle analog der oben gezeig-
ten Kurven. Allerdings unterscheiden sich die Reaktionsgeschwindigkeiten deutlich vonei-
nander. Die weiteren Hydrolysekurven befinden sich der Ubersichtlichkeit wegen im Anhang.
Im folgenden Diagramm sind die Reaktionszeiten bei den unterschiedlichen Temperaturen
und pH-Werten nebeneinander gestellt. Die dargestellten Werte flr pH 2 unterscheiden sich
von den obigen Werten, da ein anderes Puffersystem verwendet wurde mit dem je nach Ein-
waage der Salze der pH-Wert zwischen 2 und 6 eingestellt werden konnte. Mit dem ersten
Puffer konnte dieses Spektrum nicht abgedeckt werden. Es ergaben sich bereits hier Unter-
schiede in der Reaktionsgeschwindigkeit. Die Hydrolyse in dem zweiten Puffersystem ge-
schah langsamer als bei den ersten Versuchen. Wie spater deutlich wird, liegen die Werte der

zweiten Versuchsreihe néher an den tatsédchlichen im Saft ablaufenden Hydrolysen.

Geschwindigkeitskonstanten des SAA-Abbaus mbei6°C  mbeil2°C
mbei 20 °C  mbei 30 °C
2

15

0,5

0

2 3 3,5 4 4,5 5 6

Abbildung 27: Vergleich der Hydrolysegeschwindigkeiten von Sorbinsaureanhydrid

Bei allen pH-Werten wird die Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit mit Erh6hung der
Temperatur deutlich. Die Erhéhung der Geschwindigkeit liegt im Rahmen der RGT-Regel
nach van’t Hoff.

Die Reaktionsgeschwindigkeit steigt bis zu einem pH-Wert von 4 an. Hier dauert die voll-
stdndige Hydrolyse bei 6 °C nur 30 Stunden, bei 30 °C ist das gesamte Sorbinsaureanhydrid
innerhalb von 3 h in der Pufferlésung zu Sorbinsdure hydrolysiert. Bei langsamer Steigerung

des pH-Wertes nimmt die Hydrolysegeschwindigkeit dann wieder ab.
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Betrachtet man abschliefend noch einmal den Abbau nach 24 h, bzw. die Zeit, die ben6tigt
wird, bis Sorbinsaureanhydrid vollstdndig hydrolysiert wurde, so erkennt man, dass die
schnellste Hydrolyse bei pH 4 stattfindet. Bei verschiedenen anderen pH-Werten &hneln sich
die Zeiten der vollstandigen Hydrolyse, wohingegen sich die Hydrolysegeschwindigkeiten

deutlich unterscheiden.

Tabelle 16: Zusammenfassende Tabelle der Sorbinséurehydrolyse bei 20 °C

pH-Wert Gehalt nach 24h [%] Zeit bis zum vollstandigen Abbau
pH 2 4 52 h

pH 3 3 38h

pH 4 0 5-6h

pH 5 41 96 h

pH 6 29 92 h

Nachdem die Hydrolysen in wassrigen Puffersystemen beobachtet wurden, wurden nun auch
Hydrolysekurven in ausgewahlten Getranken gemessen. Durch die Getrédnkeinhaltsstoffe
ergaben sich fur die HPLC-Messungen keine Probleme, da die Retentionszeiten dieser In-
haltsstoffe kiirzer waren, als die von Sorbinsdure und Sorbinsédureanhydrid. Um auszuschlie-
Ren, dass den Getranken zugesetzte Sorbinsdure das Ergebnis verfalscht wurden zunéchst
HPLC-Analysen der Getrénke durchgefihrt. In keinem Getrénk lag Sorbinséure oder Kalium-

sorbat vor.

Als erstes wurde die Hydrolyse in einem aromatisierten Wasser (auch ,,flavoured Water* ge-
nannt) mit maximal 3 % Fruchtanteil durchgefiihrt. Diese Matrix mit einem sehr geringen
Fruchtanteil konnte ohne zuséatzliche Aufarbeitung zur Messung verwendet werden. Das ,,fla-
voured Water* (Apfel) hat einen pH-Wert von 3,1.

Verglichen mit der Hydrolyse von Sorbinsaureanhydrid in einem Puffersystem mit pH 3
mussten also nach 24 h circa 70 % des Anhydrids abgebaut sein und die Hydrolyse sollte nach
ungefahr 50 h vollstdndig abgelaufen sein.

Nach 24 h zeigte sich in dem ,,flavoured Water* (Apfel) ein Abbau von iiber 70 % des Sor-
bins&dureanhydrids. Dies deckt sich also mit den Ergebnissen der Hydrolyse in dem wassrigen
Puffer. Der vollstdndige Abbau von Sorbinsaureanhydrid in dem aromatisierten Wasser dau-
erte allerdings 102 h. Diese Zeitspanne ist doppelt so grof3, wie die beim Abbau im Puffer.
Die folgende Abbildung zeigt die Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid in dem flavoured

Water bei einem anfanglichen pH-Wert von 3,1 und einer Temperatur von 20 °C.
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Hydrolysekurve von SAA in flavoured Water (pH 3,1, 20 °C)
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Abbildung 28: Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid in flavoured water

Des Weiteren wurde auch der Abbau in Apfelsaft und Traubensaft untersucht (siehe Abbil-
dung 29). Dieser glich dem Abbau des Sorbinsdureanhydrids in aromatisiertem Wasser. Nach
24 h waren circa 70 % zu Sorbinsaure hydrolysiert. Erst nach 106 h war auch hier das restli-
che Sorbinsdureanhydrid abgebaut. Die Hydrolysekurve des Anhydrids in Traubensaft befin-
det sich im Anhang (Abbildung 51).

Hydrolysekurve von SAA in Apfelsaft (pH 3,5, 20°C)
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Abbildung 29: Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid in Apfelsaft (pH 3,5, 20 °C)
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Die Hydrolyse von Sorbinsdureanhydrid ist also nicht nur vom pH-Wert der wassrigen L6-
sung abhangig, sondern auch von den Inhaltsstoffen der Losung, welche den Abbau sowohl
hemmen als auch beschleunigen kénnen. Die Geschwindigkeit des Abbaus wiirde spater bei
Einsatz in der Industrie gegebenenfalls Quarantdanezeiten bedingen. Auch die mikrobiologi-
sche Wirksamkeit ist geschwindigkeitsabhéngig, da sie bei langsamerem Abbau groRer ist
und Sorbinséureanhydrid in fast allen Fallen deutlich besser wirkt als das Hydrolyseprodukt

Sorbinséure (siehe Kapitel 3.4 Mikrobiologische Wirksamkeit).

Der Abbau von Sorbinséureanhydrid in Ethanol wurde ebenfalls bestimmt. Unter gleichen
Bedingungen wie bei den vorherigen Hydrolysen (20 °C) lief die Reaktion zu Sorbinsdure wie
erwartet sehr langsam ab. Deshalb wurde das Experiment bei einer Temperatur von 40 °C
erneut gestartet. Auch der Abbau in reinem Methanol und reinem iso-Propanol wurde bei 40
°C gemessen. Im folgenden Diagramm sind alle drei Abbaukurven abgebildet. Die
Reaktionsgeschwindigkeiten aller drei Reaktionen sind bei 40 °C vergleichbar. Der Abbau in
Isopropanol verlauft etwas langsamer als der Abbau in Methanol oder Ethanol. Dies war zu
erwarten, da die primaren Alkohole schneller reagieren. In diesen Féllen bildet sich nicht nur
Sorbinsédure, sondern nach ca. 24 h auch Methyl- bzw. Ethylsorbat, welches jeweils per HPLC
bestimmt werden konnte. Beim Abbau des Sorbinséureanhydrids in Isopropanol bildeten sich
Sorbinséure und Isopropylsorbat. Dies war wichtig, fur die Bestimmung der Wiederfindung

von Sorbinsaure nach der Hydrolyse.

Abbaukurven von Sorbinsaureanhydrid bei 40 °C o Methanolyse
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Abbildung 30: Abbaukurven von Sorbinsaureanhydrid in Alkoholen
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Die Reaktionsgeschwindigkeiten des Abbaus in Methanol und Ethanol betrugen 0,13 h™ bzw.
0,14 h™'. Die Abbaugeschwindigkeit in Isopropanol betrug 0,05 h™. Die Reaktionen in Metha-
nol und Ethanol liefen also ungefahr doppelt so schnell ab, wie der Abbau in Isopropanol
(siehe Abbildung 52).

Der Abbau von Sorbinséureanhydrid in Ethanol lasst Riickschlusse auf die Hydrolyse in alko-
holischen Getranken zu. Da die Alkoholgehalte verschiedener Getréanke groRe Varianz auf-
weisen, wurde die Hydrolysegeschwindigkeit von Sorbinsédureanhydrid beispielhaft in einem
Weinmischgetrank gemessen. Da die Ethanolyse deutlich langsamer verlauft als die Hydroly-
se, wird vermutet, der Abbau von Sorbinséureanhydrid langsamer verlauft als die reine Hyd-
rolyse, aber deutlich schneller als die Ethanolyse. Die verschiedenen alkoholischen Getrénke,
die flr eine Konservierung mit Sorbinsaureanhydrid in Frage kommen, weisen Alkoholgehal-
te zwischen 2 und 16 Vol. % auf. Deshalb muss auch hier fir fast jedes Getrank eine eigene

Hydrolysekurve aufgenommen werden.

Hydrolyse von Sorbinsaureanhydrid in einem Weinmischgetrank,
pH 3,5
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Abbildung 31: Hydrolyse von Sorbinsdureanhydrid in einem Weinmischgetrank, pH 3,5

Das obige Beispiel zeigt die Hydrolyse von Sorbinsdureanhydrid in einem Weinmischgetrank.
Der pH-Wert liegt bei 3,5. Bei der vergleichbaren Hydrolyse in dem Puffersystem waren nach
24 h bei 20 °C etwa 85 % des eingesetzten Anhydrids zu Sorbinsdure hydrolysiert. In dem
Weinmischgetrank waren nach 24 h bei 20 °C gut 68 % Sorbinsdureanhydrid hydrolysiert.
Das bedeutet, die Hydrolyse geschieht, genau wie erwartet, langsamer als im wassrigen Puf-

fersystem, aber deutlich schneller als in reinem Ethanol.
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Anhand der verschiedenen Messungen kann ein Trend der Hydrolysegeschwindigkeiten
angegeben werden. Da allerdings nicht nur der pH-Wert und die Temperatur einen Einflu}
auf die Reaktionsgeschwindigkeit haben, sondern auch andere Faktoren, wie die jeweiligen
Inhaltsstoffe (z.B. Natriumionen, Ethanolgehalt, typische Getrankeinhaltsstoffe), ist es

notwendig, jeweils die Hydrolysekurve fiir verschiedene Getrankegruppen zu bestimmen.
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3.4 Mikrobiologische Wirksamkeit

3.4.1 Verderb von Getranken durch Mikroorganismen

Bakterien, Hefen und Schimmelpilze kénnen bei Anwesenheit in Getrdnken zum Verderb
fihren. Um das Auftreten von Mikroorganismen zu verhindern, werden vielfaltige Mal3nah-
men zu ihrer Bekampfung ergriffen (siehe Einleitung).

Durch den sauren pH-Wert der meisten Getranke stellen nur bestimmte Mikroorganismen ein
Problem fir die Produktions- und Abfullbetriebe dar. Bei den Schimmelpilzen treten am hdu-
figsten Aspergillus und Penicillium Arten auf, zu den weiteren Arten gehéren Byssochlamys
und Mucor Spezies, sowie Trichodermien. Typische Hefen, die bei der Getréankeherstellung
auftreten kénnen, sind Brettanomyces und Candida Arten, sowie Saccharomyces und Zygo-
saccharomyces Arten. Bei den Bakterien treten Essigsaurebakterien als bakterielle Verkei-
mung von Getranken am haufigsten auf, da sie bei relativ niedrigen pH Werten wachsen kon-
nen (pH 3,0 — 3,5 und nur wenige Nahrstoffe benttigen. Ebenso h&ufig entstehen
mikrobielle Verunreinigungen in Getranken durch Milchséurebakterien.

In je 30 % der Falle treten Probleme mit Schimmelpilzen und Vorfalle mit Bakterienwachs-
tum auf. Vierzig Prozent der Verkeimungen werden durch Hefen ausgeldst. Diese verursa-
chen Tribungen, Bodensétze oder Kahmhé&ute. Das Auftreten dieser Getrankefehler, ebenso
wie das Auftreten von Stoffwechselprodukten im Getrénk ist bei Soft Drinks unerwinscht. Zu
den sich bildenden Stoffwechselprodukten gehdren zum Beispiel Ethylalkohol oder Kohlen-
dioxid, Essigsaure und Milchsdure. Da die meisten Hefen und deren Sporen nicht hitzeresis-
tent sind, kann man Getranke pasteurisieren, um diese keimfrei herzustellen ™!, Bei der Pas-
teurisation kann es allerdings zur Verénderung des Geschmacks oder der Farbe kommen,
weshalb in vielen Féllen nur eine Kurzzeit-Erhitzung eingesetzt wird.

Andere Probleme treten auf, wenn Schimmelpilze in Getranken vorhanden sind. Diese kdnnen
fir den Menschen giftige Mykotoxine bilden. Bei Obstséften kann durch Penicillium expan-
sum, Penicillium urticae, Byssochlamys nivea oder Byssochlamys fulva Patulin gebildet wer-
den, welches sowohl Leberzirrhose, als auch Leberkrebs auslosen kann 1. Auch Aflatoxine
oder Ochratoxine kénnen auftreten, welche von Aspergillus Arten gebildet werden. Da diese
Stoffe entweder mutagen oder cancerogen flr den Menschen sind, muss das Auftreten der
Schimmelpilze im Getrank vermieden werden.

Bakterien konnen die Fermentation oder G&rung von Saften in Gang setzen und somit den
Verderb beschleunigen, bei diesen VVorgédngen konnen sich ebenfalls Ethanol und Kohlendi-
oxid bilden. Letzteres fithrt in groRen Mengen zu einem Uberdruck in Getrankeflaschen und

sogar zum Platzen.
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Mit besonderen Herausforderungen verbunden sind zusétzlich noch jene Mikroorganismen,
welche Sporen bilden kénnen. Sporen sind Dauerformen von MIO, die sich bilden, wenn die
Lebensbedingungen fir den Organismus ungunstig werden. Dabei werden alle Stoffwechsel-
vorgange eingestellt. Verbessert sich das Milieu, wandelt sich die Spore wieder zum lebenden
Bakterium um. Die meisten Sporen sind hitze- und kalteresistent und ebenfalls resistent ge-
genuber antimikrobiellen Wirkstoffen. Dies macht ein Auftreten im Getrank zu einem grol3en

Problem.

3.4.2 Wirkmechanismus von Sorbinsdure und Sorbinsédureanhydrid

Sorbins&ure wird hauptsachlich eingesetzt, um Schutz vor Schimmelpilz- bzw. Hefebefall von
Produkten zu gewahrleisten. Gegenuiber Bakterien ist Sorbinsaure weniger wirksam, es kon-
nen aber einige katalasepositive Bakterien mit Hilfe von Sorbinsdure gehemmt werden.
Sorbinséure kann verschiedenste Enzyme der Mikroorganismen hemmen, welche wichtige
Funktionen steuern. Zu diesen gehdren vor allem die Enzyme des Kohlenhydratstoffwechsels,
Katalase und Peroxidase, sowie Enzyme mit SH-Gruppen. Die Hemmwirkung wird ausgeldst
durch Kondensationsreaktionen unterschiedlicher funktionellen Gruppen der Enzyme und 1,4-
Additionen an die Doppelbindungen. Bei Hefen werden hauptséachlich Enolasen durch Sor-
binsaure gehemmt 81% Dehydrogenasen werden ebenfalls vermehrt gehemmt, da die Sau-
re Uber eine Doppelbindung kovalent mit dem Zinkanteil des Enzyms oder mit den SH-
Gruppen reagiert %8,

Bisher sind keine Resistenzbildungen von Mikroorganismen gegeniber Sorbinséure bekannt.
So wurden unterschiedliche Organismen, wie z. B. Escherichia coli ™%, Saccharomyces ce-
revisiae oder Aspergillus niger M2 auf etwaige Resistenzbildungen untersucht. Einzig
eine Adaption an die circa doppelte Grenzhemmkonzentration kann zeitweilig festgestellt
werden, die Grenzhemmkonzentration nimmt dann bei Absetzen der Sorbinsdauredosis wieder
ab [113].

Einige Mikroorganismen koénnen sogar Sorbinsdure verwerten. Zu diesen gehdren, wie oben
schon erwahnt Penicillium roqueforti *%, manche Stamme von Aspergillus niger ¥ und ver-
einzelte Stimme von Saccharomyces cerevisiae . Da hier die Wirkung von Sorbinsaurean-
hydrid besonders interessant ist, werden im Folgenden die Schimmelpilze Penicillium roque-
forti und Aspergillus niger eingehend untersucht. Die antimikrobielle Wirkung von
Sorbinsaureanhydrid wird aber auch gegenuber Hefen und Bakterien untersucht.

Da Sorbinsédureanhydrid zu Sorbinséure hydrolysiert, wurde zun&chst davon ausgegangen,

dass die antimikrobielle Wirkung beider Stoffe vergleichbar ist. Allerdings ist bekannt, dass
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kurzkettige Anhydride konservierend wirken kénnen ¥, deshalb kénnte Sorbinsaureanhydrid
eine bessere Wirksamkeit als Sorbinsdure besitzen. Nach den ersten mikrobiologischen Tests
wurde dann auch eine weit héhere antimikrobielle Wirkung des Anhydrids festgestellt, so
dass Sorbinsédureanhydrid ein anderes Wirkspektrum besitzen muss als Sorbinséure. Positiv
daran ist, dass Sorbinséureanhydrid spater in Getréanken als Konservierungsmittel eingesetzt
werden konnte, im Getrank dann zu Sorbinsdure hydrolysiert und die Sorbinsdure dann immer
noch eine persistente Wirkung gegeniber Mikroorganismen aufweist. So ware das Risiko

einer Verkeimung auch nach Offnen des Getranks gering.

3.4.3 Wirkung von Sorbinsdureanhydrid gegenuber Schimmelpilzen im Getrank

Da bekannt ist, dass Sorbinséure verschiedene Arten von Aspergillus im Wachstum hemmen
kann M4 wird erwartet, dass auch Sorbinsaureanhydrid gegentiber diesem Schimmelpilz eine
antimikrobielle Wirkung zeigt.

Um einen ersten Eindruck der Wirksamkeit von Sorbinsdureanhydrid zu bekommen, wurde
die Wirksamkeit in verschiedenen Abtotetests untersucht. Dazu wurden bekannte Mengen des
jeweiligen Schimmelpilzes zu einer Getrankematrix gegeben und der Wirkstoff zugesetzt.
Danach wurde in regelméaRigen Abstdnden das Keimwachstum untersucht. Die genauen Me-
thoden zur Bestimmung der Wirksamkeit sind im experimentellen Teil dargestellt.

Es wurden zwei Aspergillus niger Stdimme, Byssochlamys fulva, sowie Penicillium brevicom-

pactum und Penicillium roqueforti auf ihre Resistenz gegenlber Sorbinsdureanhydrid unter-

sucht.

>

Abbildung 32: Aspergillus niger (S 200, links) und Byssochlamys fulva (S 203)

Um die Hemmkonzentration gegeniiber den verschiedenen Keimen einzuschétzen, wurden
drei unterschiedliche Sorbinsdureanhydrid-Dosagen eingesetzt. Diese richteten sich nach den
zugelassenen Mengen an Sorbinsdure fiir Getrdnke. Von Sorbinsdure durfen bis zu 300 mg/L
eingesetzt werden, typisch ist ein Einsatz von 250 ppm. Deshalb wurde die hochste einzuset-
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zende Dosis fur Sorbinsdureanhydrid zundchst auf ebenfalls 250 ppm festgelegt und zusatz-
lich die Wirkung von 50 und 100 ppm Sorbinsaureanhydrid auf die verschiedenen Schimmel-

pilze getestet.

Die drei Fotos der Schimmelpilze zeigen 4 bis 10 keimbildende Einheiten pro Milliliter. Die
Né&hrboden in den Petrischalen sind von diesen wenigen Keimen stark bewachsen, so dass ein
Auszahlen von héheren Keimzahlen relativ schwierig ist. Deshalb wurden zunéchst geringe
Keimeinsaaten getestet, bei denen die Petrischalen nach 24 h begutachtet wurden. Erst danach
wurden hohere Keimeinsaaten eingesetzt. Hier wurden Verdunnungen der Matrixlésungen

hergestellt, um die genaue Keimzahl bestimmen zu kdnnen.

Abbildung 33: Penicillium roqueforti (S 204)

Am Beispiel von Penicillium roqueforti wird die Durchflihrung eines solchen Abttte-Tests
erlautert. Eine Woche vor Beginn des Tests wird Penicillium roqueforti thom (S 204) frisch
geimpft, in einer Natriumchloridlésung suspendiert und Agarplatten fiir eine Keimzéahlung
mit Verdinnungen dieser Suspension beimpft. Diese Platten werden nach 24 bzw. 48 h aus-

gezahlt. Die Keimeinsaat fiir den Versuch soll 50 Keime pro Milliliter betragen.

Tabelle 17: Auswertung der Keimzahlung von Penicillium roqueforti thom, S 204

Losung ST3 ST 4 STS ST6 ST7 ST8 ST9 ST 10

KBE/mL +/+ +/+ 170/184  20/20 1/2 0/1 -/- -/-

ST: Stammldsung, +/+: mehr als 300 KBE/mL, -/-: kein Wachstum

Von Stammlésung 6 ausgehend wird nun die einzusetzende Menge Keimsuspension berech-
net. Da in 100 mL Matrix spater 50 Keime/mL vorhanden sein sollen, miissen 25 pul der
Stammldsung 2 zu dosiert werden. Sobald die Keimsuspension zu der Getrdnkematrix zuge-
geben wurde, werden zum einen Proben genommen, um die Startkeimzahl zu kontrollieren,

und zum anderen werden die Wirkstoffe in den jeweiligen Mengen zugesetzt. Danach wird in
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regelmafligen Abstanden (zundchst nach 24 h, danach 1x pro Woche) das Wachstum der

Keime untersucht.

Tabelle 18: Auswertung des Abtotetests von Penicillium roqueforti thom, S 204, Keimeinsaat: 50 KBE/mL

Wirkstoff Start-KZ 24h-KZ 1 Wo-KZ 2 Wo-KZ 4 Wo-KZ
A Nullprobe 28/28 +/+ ++ +/+ ++
B 50 SSA 8/7 1/0/1/0 12/9/8/5 +/+ +/+
C 100 SSA 19/23 3/2/1/2 5/4/9/8 5/7/3/4 +/+
D 250 SSA 38/15 2/3/1/0 6/4/5/5 7/9/3/4 1/1/0/1
E 300 KS 12/23 7/3/1/0 2/3/7/8 3/3/2/2 1/0/1/0

B: 50 mg/L Sorbinsaureanhydrid, C: 100 mg/L Sorbinséureanhydrid, D: 250 mg/L Sorbinsdureanhydrid, E: 300 mg/L Kaliumsorbat

Die Startkeimzahl betragt 20 KBE/mL. Nach 24 h sind die beimpften Platten der Kontrollpro-
be voll bewachsen und nach einer Woche ist in den Flaschen der Nullprobe der Schimmel
schon mit bloRem Auge sichtbar.

Nach 24 h sind in der mit Wirkstoff versetzten Matrix im Durchschnitt nur 2 KBE/mL ge-
wachsen. Innerhalb der néchsten vier Wochen wuchs der Schimmel sichtbar in den Flaschen
mit 50 bzw. 100 ppm Sorbinsdureanhydrid. In den Flaschen, die mit 250 ppm Sorbinsaurean-
hydrid ausgeristet waren, wuchs nach vier Wochen nur ein Keim/mL. 300 mg Kaliumsorbat
pro Liter Matrix zeigten eine vergleichbare Wirkung, auch hier wuchs nach vier Wochen nur
noch 1 Keim/mL.

Dieser erste Test zeigt, dass Sorbinsaureanhydrid in geringer Dosierung das Wachstum von
Penicillium roqueforti thom hemmen kann. Die groRte Dosis zeigt sich zudem nach vier Wo-
chen als so wirksam, dass nur noch 1 Keim/mL Ubrig bleibt. Mit einer etwas hoheren Dosie-
rung (300 ppm), die spéter getestet wurde, konnte der Schimmelpilz bei vergleichbaren Be-
dingungen ganzlich abgetdtet werden. Bei Keimeinsaaten bis 1.000 Keime/mL zeigten sich
ebenfalls wachstumshemmende bis abtétende Wirkungen von Sorbinsaureanhydrid. Bei hohe-
ren Keimeinsaaten wirken die 250 mg/L aber nur noch hemmend. Das bedeutet, kleine
Keimmengen von Penicillium roqueforti kénnen durch Sorbinsédureanhydrid abgetttet werden

und groRere Keimvorkommnisse kdnnen immerhin im Wachstum gehemmt werden.

Da Penicillium roqueforti in der Lage ist, Sorbinséure zu verwerten und dabei 1,3-Pentadien
zu bilden, stellt sich die Frage, ob Sorbinsédureanhydrid ebenfalls verstoffwechselt wird. Nach
Zugabe von 300 mg/L Sorbinsaureanhydrid und 300 mg/L Kaliumsorbat stellte sich heraus,
dass der Schimmel durch die hohere Dosierung an Sorbinsdureanhydrid abgetOtet wurde,
wéhrend das Kaliumsorbat zum Teil verwertet wurde. Bei langerer Beobachtung der Flaschen
wuchs nach ca. 2 Monaten in den Flaschen, in denen Kaliumsorbat als Wirkstoff war, der
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Schimmelpilz wieder. Zudem konnte nach 55 Tagen der charakteristische Geruch von Penta-
dien in den Kaliumsorbat-Proben nachgewiesen werden. In den Flaschen, zu denen Sorbin-
saureanhydrid gegeben wurde, wuchs der Schimmelpilz nicht und es bildete sich auch kein
Pentadien. Da das Sorbinséureanhydrid in wassriger Lésung zu Sorbinsdaure hydrolysiert, ist
es mit diesem Versuchsaufbau nicht moglich nachzuweisen, ob Sorbinsdureanhydrid ebenfalls
verstoffwechselt werden kann. Auch bei **C- oder radioaktiv-markierten Sorbinsaureanhyd-
ridmolekilen wére es nicht moglich nachzuweisen, ob die verstoffwechselte Substanz aus

dem Anhydrid oder der daraus hydrolysierten Sorbinsaure stammt.

In gleicher Weise wie bei Penicillium roqueforti wurden verschiedene Keimeinsaaten und
verschiedene Schimmelpilze auf ihre Anfalligkeit gegentiber Sorbinsdureanhydrid getestet.
Die genauen Daten finden sich im Anhang.

Die Ergebnisse der Abtotetests zeigten, dass eine Zugabe von 250 mg Sorbinsaureanhydrid
pro Liter Getrankematrix vier der funf getesteten Schimmelpilze bei Keimeinsaaten bis 1000
KBE/mL abtdtet. Der einzige Schimmelpilz, der auf die unterschiedlichen Mengen SSA nicht
reagierte, war einer der beiden Aspergillus niger Staimme. Dieser Stamm ist ein hochresisten-
ter Stamm, der gegenuber allen getesteten Konservierungsmitteln (Sorbat, Benzoat, VVelcorin
und Sorbinsaureanhydrid) keine Wirkung zeigte.

Bei den hoheren Keimeinsaaten bewirkte der Einsatz der héchsten Dosis Sorbinsaureanhydrid
immerhin noch eine Hemmung des Wachstums. Auch der Einsatz von 100 ppm Sorbinséure-
anhydrid zeigte eine Hemmung des Wachstums gegenuber allen vier Stdammen. Bei geringe-
ren Keimeinsaaten (bis 1.000 KBE/mL) wirkte die Zugabe von 250 ppm Sorbins&ureanhydrid
abtotend auf 99,9 % der Keime. Alle Angaben beziehen sich auf einen Zeitraum von der
Dosage bis vier Wochen danach.

Bei den vier getesteten Keimen war es moglich, geringe Keimeinsaaten abzutdten, so dass
kein Wachstum mehr zu erkennen war. Bei groReren Keimeinsaaten war es nur moglich, das

Wachstum zu hemmen.

Tabelle 19: Wirksamkeit von Sorbinsédureanhydrid gegentiber Schimmelpilzen

. Sorbinsaureanhydrid

Name Keimeinsaat

50 ppm 100 ppm 250 ppm
Aspergillus niger 100—1.000  nicht wirksam~  hemmend” wirksam”
Byssochlamys fulva bis 200.000 nicht wirksam hemmend hemmend
Pen|_<:|II|um 100 —10.000  nicht wirksam hemmend hemmend
brevicompactum
Penicillium roqueforti | 100 — 1.000  nicht wirksam hemmend wirksam

*Nicht wirksam: > 300 KBE/mL, hemmend: < 1/5 der Einsaat, wirksam < 5 KBE/mL, sehr wirksam: < 1 KBE/mL
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Zu vermuten ist, dass Sorbinsdureanhydrid in grofen Dosen viele verschiedene Arten von
Schimmelpilzen abtdten kann, wenn sie in kleiner Keimzahl auftreten. Da aber jeder Schim-
melpilz anders reagiert, muss vor dem Einsatz bei einem Problem in der Getrankeindustrie
zundchst die Wirksamkeit gegeniliber dem jeweiligen Schimmelpilz getestet werden.

In geringerer Dosierung wirkt Sorbinsédureanhydrid immerhin wachstumshemmend, dies ver-
zbgert ein Auftreten von grolRen Mengen Mikroorganismen, so dass in einem Produktionsbe-
trieb geeignete MalRnahmen ergriffen werden kénnen, um den Organismus zu entfernen.

Von Vorteil bei geringen Keimbelastungen ist zudem die nach der Hydrolyse entstehende

Sorbinséure. Sie hat eine persistente Wirkung und verhindert ebenfalls das Keimwachstum.

3.4.4 Wirkung von Sorbinsaureanhydrid gegentiber Hefen im Getrank

Des Weiteren wurde die Wirksamkeit von Sorbinséureanhydrid gegentber verschiedenen in
Getranken vorkommenden Hefen untersucht. Da Sorbinséure bei Hefebefall als wirksames
Konservierungsmittel eingesetzt MMM \wird, kommt es nach der Hydrolyse des Anhyd-

rids zu einer weiteren antimikrobiellen Wirkung.

Abbildung 35: Zygosaccharomyces bailii (H 16237)
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Es wurden verschiedene Abtotetests mit Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii
und einem Candida-Mix durchgefihrt. Zundchst wurden wieder geringe Keimeinsaaten getes-
tet, um einen ersten Eindruck der Wirksamkeit zu erlangen. Da 50 mg/L Sorbinsaureanhydrid
hier bei allen Keimen eine sehr gute Wirksamkeit zeigte, wurden die Keimeinsaaten auf bis zu
200.000 KBE/mL erhoht. Auch bei diesen Tests zeigte sich eine sehr gute Wirksamkeit ge-
genliber den beiden einzelnen Hefen. Nach Zugabe von nur 50 mg Sorbinsdureanhydrid pro
Liter Getrdnkematrix bei Keimeinsaaten bis zu 200.000 Keime/mL wurden die Keime bis auf
sehr wenige Ausnahmen (1-10 Keime/mL Zygosaccharomyces wuchsen noch) abgetétet, das

heif3t, eine vergleichsweise geringe Sorbinsédureanhydrid-Zugabe kann viele Keime abtoten.

Tabelle 20: Wirksamkeit von Sorbinsdureanhydrid gegentber Hefen

Name Keimeinsaat Sorbinsaureanhydrid

50 ppm 100 ppm 250 ppm
Sacch_a_r omyees bis 200.000 sehr wirksam  sehr wirksam  sehr wirksam
cerevisiae
iziglti)isaccharomyces bis 200.000 wirksam sehr wirksam  sehr wirksam
Candida-Mix bis 200.000 hemmend hemmend wirksam

“Nicht wirksam: > 300 KBE/mL, hemmend: < 1/5 der Einsaat, wirksam < 5 KBE/mL, sehr wirksam: < 1 KBE/mL

Auch die Keime der Candida-Mischung wurden von 250 ppm Sorbinsdureanhydrid fast voll-
stdndig abgetdtet. Das Anhydrid ist somit gegenuber allen getesteten Hefen sehr wirksam.
Sogar die Zugabe von 1 mg Sorbinsaureanhydrid zeigte ein gehemmtes Wachstum von Sac-
charomyces cerevisiae.

Diese geringe Dosis wurde getestet, um eventuell einen ersten Eindruck des Wirkmechanis-
mus von Sorbinsédureanhydrid zu bekommen. Die Mikroorganismen sollen dabei einer gerin-
gen Konzentration des Wirkstoffs ausgesetzt werden, ohne abgetttet zu werden. So wurden
zu dem Saccharomyces cerevisiae Stamm taglich 1 mg/L Sorbinsédureanhydrid zugesetzt, die-
se Zugabe verlangsamte das Wachstum der Hefe. VVor der ersten Zugabe des Anhydrids wurde
ein ,,Analytischer Profil Index‘“-Test (API-Test) mit den Zellen durchgefiihrt. Hierbei werden
hauptsachlich Enzymleistungen des Kohlenhydrat- oder Aminosdurestoffwechsels nachge-
wiesen. Durch Indikatoren werden verschiedene Stoffwechselprodukte der Mikroorganismen
bei Anwesenheit verschiedener Kohlenhydrate oder anderer Nahrstoffe sichtbar gemacht.
Nach einer bzw. zwei Wochen wurde erneut ein API-Test mit den Zellen durchgefiihrt, die
der Anwesenheit von Sorbinsiureanhydrid ausgesetzt waren. Er sollte eventuell auftretende

Veranderungen im Kohlenhydrat- oder Aminoséaurestoffwechsel zeigen.
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Beim Vergleich aller drei Tests zeigte sich kein sichtbarer Unterschied in der Verstoffwechse-
lung der verschiedenen angebotenen Nahrstoffe. Alle drei Tests zeigen die gleichen bewach-
senen Felder, bzw. die gleichen Farbumschlage.

Somit konnten anhand des API-Tests keine Schliisse auf eine mogliche Wirkweise von Sor-

binsdureanhydrid auf die Mikroorganismen gezogen werden.

3.4.5 Wirkung von Sorbinsaureanhydrid gegentiber Bakterien im Getrank
Sorbinséaureanhydrid wurde ebenfalls auf seine mikrobiologische Wirksamkeit gegeniiber vier

verschiedenen Essigsdurebakterien und zwei unterschiedlichen Milchsdurebakterien getestet.

Es wurden unterschiedliche Keimeinsaaten untersucht.

Gegenliber den vier getesteten Essigsdurebakterien ist Sorbinsdureanhydrid antimikrobiell
wirksam. Bis zu 10.000 Keime Acetobacter aceti pro Milliliter Matrix werden schon bei der
sehr geringen Konzentration von 50 ppm Sorbinsdureanhydrid abgetttet, Asaia bogorensis
(75.000 KBE/mL) wird im Wachstum bei 50 mg/L Einsatz von Sorbinsdureanhydrid im
Wachstum stark gehemmt und bei einer Zugabe von 250 mg/L Anhydrid génzlich abgetotet.
Das Wachstum von Asaia lannaensis wird nach Dosage der geringsten Menge gehemmt (bei
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100.000 KBE/mL) und auch verschiedene Gluconacetobacter-Spezies werden von der hochs-
ten Sorbinsdureanhydrid-Konzentration im Wachstum gehemmt. Im Vergleich dazu bewirkt
eine Zugabe von jeweils 250 mg/L Kaliumsorbat bei den angegebenen Keimeinsaaten keine
Hemmung des Wachstums.

Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass Sorbinsdureanhydrid einen anderen mikrobio-
logischen Wirkmechanismus besitzen muss als Sorbinsdure. Da im Falle dieser vier Essigsau-
rebakterien Kaliumsorbat nicht abtétend oder hemmend auf die Bakterien wirkt, muss das
Anhydrid selbst die mikrobiozide Wirkung besitzen. Der Zerfall zu Sorbinsaure setzt allen-
falls weiteres antimikrobielles Potenzial frei, welches allerdings bei den Essigsdurebakterien
nicht zum Tragen kommt. Bei drei der vier Bakterien ist eine Hemmung des Wachstums
schon bei einer Konzentration von 50 mg/L deutlich erkennbar. Einzig der Gluconacetobacter
spez. ist relativ resistent gegentiber Sorbinsaureanhydrid. Die vorher bestimmte Hochstdosis
wirkt hier nur hemmend auf das Wachstum. Erst eine deutlich gréf3ere Zugabe von Sorbinsau-
reanhydrid totet die Bakterien génzlich ab.

Tabelle 21: Wirksamkeit von Sorbinsédureanhydrid gegeniiber Essigsaurebakterien

. Sorbinsaureanhydrid
Name Keimeinsaat
50 ppm 100 ppm 250 ppm
Acetobacter aceti 10.000 K/mL  sehr wirksam  sehr wirksam  sehr wirksam
Asaia bogorensis 75.000 K/mL  wirksam wirksam sehr wirksam
Asaia lannaensis 100.000 K/mL  hemmend hemmend hemmend
Gluconacetobacter spez. | 1000 K/mL nicht wirksam  nicht wirksam hemmend

“Nicht wirksam: > 300 KBE/mL, hemmend: < 1/5 der Einsaat, wirksam < 5 KBE/mL, sehr wirksam: < 1 KBE/mL

In Bezug auf die getesteten Essigsaurebakterien zeigte das Sorbinséureanhydrid eine deutlich
bessere Wirksamkeit als Sorbinséure. Vermutet wird, dass das Anhydrid gegenuber den meis-
ten Essigsaurebakterie eine mikrobiozide Wirkung zeigt. Allerdings sind die Vorgénge inner-
halb der verschiedenen Mikroorganismen sehr komplex und sehr unterschiedlich, so dass die
Wirksamkeit des Anhydrids fur jeden Keim einzeln getestet werden masste. Im Rahmen die-
ser Promotionsarbeit war es nicht moglich, weitere Essigsaurebakterien zu testen. Bis es zu
einem industriellen Einsatz des Anhydrids kommt, ist es notwendig, weitere Mikroorganis-
men auf ihre Resistenz gegenuber Sorbinsiureanhydrid zu testen. Bei speziellen Problemen
mit selten vorkommenden Mikroorganismen wéhrend der industriellen Herstellung von Ge-

tranken sollte die Wirksamkeit des Wirkstoffes vor einem Einsatz gepruft werden.

Nach den Essigséurebakterien wurden zwei Milchséurebakterien getestet. Die meisten Lacto-

bacillen sind mikroaerob, das bedeutet, sie vertragen nur geringe Mengen Sauerstoff. Manche
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Lactobacillen sind anaerob und wachsen somit nur gut in einer Umgebung, die frei von Sau-
erstoff ist. Deshalb wurden alle Versuche mit Lactobacillen unter anaeroben Bedingungen
durchgefiihrt.

In diesen Abttte-Tests zeigte sich, dass die Wirksamkeit von Sorbinsédureanhydrid gegentiber
Milchsdurebakterien sehr unterschiedlich sein kann. So konnten 50 mg/L Sorbinsdureanhyd-
rid eine Million Keime pro Milliliter von Lactobacillus brevis in Getrankematrix abtoten.
Lactobacillus casei hingegen wuchs auch bei Zugabe von 250 mg/L Anhydrid bei einer ge-
ringeren Keimeinsaat. Das Kaliumsorbat zeigte keinerlei Wirkung gegenuber beiden Lacto-

bacillen. Auch in diesem Fall ist das Sorbinsdureanhydrid wirksamer als Sorbinsaure.

Abbildung 38: Lactobacillus brevis (B 15190)

Tabelle 22: Wirksamkeit von Sorbinséureanhydrid gegentiber Milchsédurebakterien

Sorbinsdureanhydrid

Name Keimeinsaat
e 50 ppm 100 ppm 250 ppm

Lactobacillus brevis | bis 100.000 K/mL wirksam wirksam wirksam
Lactobacillus casei bis 10.000 K/mL  nicht wirksam nicht wirksam nicht wirksam

"Nicht wirksam: > 300 KBE/mL, hemmend: < 1/5 der Einsaat, wirksam < 5 KBE/mL, sehr wirksam: < 1 KBE/mL

Allerdings lasst sich auch hier keine verallgemeinernde Aussage uber die Wirksamkeit von
Sorbinsaureanhydrid gegenlber Milchsaurebakterien treffen. Wie fiir die Essigsaurebakterien
und alle anderen Mikroorganismen gilt die Komplexitdt des Wirkmechanismus auch fir
Milchsaurebakterien. Es ist somit notwendig die Wirksamkeit fir jeden mehrere Keime ge-

sondert zu untersuchen.

Wie die Wirksamkeitstests mit den verschiedenen Mikroorganismen zeigen, ist es moglich
verschiedene Mikroorganismen mit Hilfe von Sorbinséureanhydrid in Getranken abzutéten.
Dabei orientiert sich die verabreichte Dosis an der zugelassenen Hochstmenge von Sorbinsau-
re. Da die Wirksamkeit im Vergleich zu Sorbinsdure in den meisten Fallen deutlich hoher

war, kann eine geringere Menge als 250 ppm als Konservierungsmittel verwendet werden.
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Aufgrund seiner antimikrobiellen Wirksamkeit ist Sorbinsaureanhydrid als Konservierungs-

mittel fur die Getranke geeignet.

3.5 Toxizitat von Sorbinsdure und Sorbinsaureanhydrid

Metabolismus und Toxikologie von Sorbinsédure wurden schon friih aufgeklart und sind gut
bekannt. Fingerhut et. al. zum Beispiel untersuchten den Metabolismus von 1-**C-Sorbin-
séure, dabei wurden 85 % des Kohlenstoffs in ausgeatmetem CO, wiedergefunden, 3 % in
inneren Organen, 3 % in Muskeln, 2 % im Urin, 0,4 % im Faces und 6,6 % in sonstigen Kor-
perteilen. Nach oraler Aufnahme wird das Konzentrationsmaximum im Blutplasma ungefahr
innerhalb einer Stunde erreicht. Der Abbau von Sorbinsdure durch B-Oxidation hat eine unge-
fahre Halbwertzeit von ebenfalls 60 Minuten 8],

Da Sorbinsaure ber den Fettstoffwechsel abgebaut wird, sind auch einmalige hthere Dosen
eher unbedenklich. Des Weiteren wirkt Sorbinsédure weder mutagen noch karzinogen. Die
letale Dosis (LDsp) fiir Ratten liegt bei 10 g/ kg Korpergewicht. Der ADI-Wert (acceptable
daily intake) wurde von der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO)
auf max. 25 mg/ kg Korpergewicht festgelegt und wurde friher auch in der Zusatzstoffzulas-
sungsverordnung angegeben 9. Das entspricht bei einer erwachsenen Person (75 kg) einer
taglichen Aufnahmemenge von 1,875 g Sorbinséure.

Uber Sorbinsaureanhydrid gab es zu Beginn der Dissertationsarbeit nur die Daten iiber die
akute orale Dosis, sie betrdagt nach Troller und Olsen 2,0 g/kg Kdrpergewicht und wurde an
Ratten getestet 8. Ansonsten gibt es keine 6ffentlich zuganglichen toxikologischen Daten.

Im Rahmen des Projektes wurden toxikologische Untersuchungen in Auftrag gegeben. Da
diese Studien Uber langere Zeitraume durchgefiihrt werden, liegen bisher keine weiteren Er-

gebnisse zur Toxizitat von Sorbinsédureanhydrid vor.
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3.6 Anwendungsmdglichkeiten

Da das Sorbinsdureanhydrid - wie oben bereits dargestellt - nicht gut wasserloslich ist, muss
eine Mdglichkeit gefunden werden, den Stoff im Getrank zu verteilen, ohne dass er wieder als
Feststoff ausfallt. Zunachst wurde versucht, das Sorbinsédureanhydrid maéglichst klein zu zer-
mahlen und es in Wasser zu ldsen. Fur die Loslichkeitsversuche in Wasser wurde jeweils ein
Uberschuss an Sorbinsaureanhydrid zum Wasser hinzugegeben und spéter abfiltriert. Dies ist
industriell nicht méglich. So wurden weitere Versuche durchgefihrt, um die Anwendung in
einem Getrankebetrieb moglich zu machen.

Bei dem Versuch das Sorbinsaureanhydrid als Schmelze bei ca. 40 °C zu zugeben, fiel ein
Groliteil des Produkts als weiRe Flocken aus, ein kleiner Teil 16ste sich und es bildete sich
auflerdem ein d6liger, schillernder Film auf der Wasseroberflache.

Vielleicht ist es maglich, die Schmelze tber eine Duse ins Getrank einzubringen, wenn die
Tropfen, die an der Dise verspriht werden klein genug sind, so dass sich ein Kolloid bildet.
Die Teilchen missten dann eine GroRe zwischen 1 nm bis 1 pm aufweisen.

Einfacher ist es, das Anhydrid vorzulésen, um eine bessere Verteilung im Getrank zu gewahr-
leisten. Dazu eignen sich die in Kapitel 3.3.4 genannten Losungsmittel, wie Ethylenglycoldi-
acetat, Methanol, Ethanol, iso-Propanol, Aceton und 2-Butanon wegen ihrer physikalischen
Eigenschaften. Da die Dichte von Ethylenglycoldiacetat grofer ist als die Dichte von Wasser,
sinken die in Wasser injizierten Tropfchen der Sorbinsaureanhydrid-Lésung zu Boden und
werden durch Ruhren wieder aufgewirbelt. Selbst bei diesem gut geeigneten Losungsmittel
fallt ein Teil des Sorbinsdureanhydrids als weiRe Flocken aus. Allerdings ist Ethylenglycoldi-

acetat nicht fir die Verwendung in Getrdnken zugelassen.

Es missen also weitere Tests gemacht werden, um eine ideale Anwendung in der Industrie zu
gewahrleisten. Weitere Mdglichkeiten der Anwendung waren als Lésung in tUberkritischem
CO,, dies ist zum Beispiel bei der Extraktion von Gewiirzaromen oder bei der Kaffeeverarbei-
tung ein typisches Losungsmittel.

Vielleicht wére eine weitere Moglichkeit der Anwendung auch ein Aufzug auf einen Tréger-
stoff, der ebenfalls die bessere Verteilung im Getrank gewahrleistet. Dieser Trégerstoff konn-
te ein normaler Inhaltsstoff eines Getranks sein, wie zum Beispiel Zucker oder ein Emulgator
oder ahnliches. Dazu muss allerdings ausgeschlossen sein, dass das Sorbinsdureanhydrid Re-

aktionen mit eben diesen Stoffen eingeht.
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3.7 Nebenreaktionen mit Getrankeinhaltsstoffen

Sorbinséureanhydrid kann als Konservierungsmittel nur in Getrdnken eingesetzt werden,
wenn ausgeschlossen ist, dass es mit Inhaltsstoffen aus dem Getrank reagiert und toxische
Reaktionsprodukte bildet.

Es sind verschiedene Reaktionen von Sorbinsdure mit Nitrit-lonen bekannt, ebenso ist die
Autoxidation untersucht, genauso wie nucleophile Reaktionen mit Sulfit-lonen oder Aminen
(1199 Diese Reaktionen laufen relativ langsam ab, nach 24 — 48 h sind allerdings Reaktions-
produkte per HPLC nachweisbar. Die Reaktion von Sorbinsédure mit Methylamin in Wasser
wurde von Ferrand genauer untersucht, es bildeten sich bei unterschiedlichen Temperaturen
jeweils zwei Hauptprodukte (Ethyl-5-(N-methylamino)-3-hexenoat bzw. -2-hexenoat bei 20
°C und bei 50 °C N-Methyl-6-methyl-3,6-dihydro-2-pyridon und N-Methyl-6-methyl-5,6-
dihydro-2-pyridon) %81, Auch Reaktionen von Sorbinsaure mit Thiolen %! und die nichten-
zymatische Braunung von Sorbinsaure sind in der Literatur belegt %%,

Aufgrund dieser verschiedenen Versuche und aufgrund der Tatsache, dass Anhydride als re-
aktionsfreudig gelten, wurde zunéchst davon ausgegangen, dass Sorbinsdureanhydrid mit ver-
schiedenen Getrankeinhaltsstoffen, vor allem den Aminoséuren, reagiert.

Um dies nachzuweisen wurden verschiedene Modellversuche in konzentrierten Ldsungen,
sowie einige Versuche direkt im Getrank durchgefiihrt, bei denen Sorbinsdureanhydrid mit
Getrénkeinhaltsstoffen zur Reaktion gebracht werden sollte.

Bei den Messungen zur Aufnahme der Hydrolysekurven in Getranken (siehe oben) zeigten
sich im HPLC-Chromatogramm keine neuen Peaks, weshalb davon ausgegangen wird, dass
zumindest keine spontanen, mengenméfig groRen Reaktionen mit Getrankeinhaltsstoffen auf-
treten, die per HPLC nachweisbar sind. Dies wurde in Versuchen bestatigt, bei denen Sorbin-
saureanhydrid im Uberschuss zu aromatisiertem Wasser oder Apfelsaft gegeben wurde und
uber 1 Woche geriihrt wurde. Es wurden taglich drei Proben dieser Versuche per HPLC ge-
messen, dabei traten Veranderungen des Chromatogramms nur im Gehalt des Anhydrids bzw.
der Sorbinsdure auf. In dem MalRe, in dem der Gehalt des Anhydrids abnahm, nahm der Ge-
halt der Sorbinséure zu. Die Wiederfindung der Sorbinséure nach Abschluss der Versuche lag
erneut bei 98,5 %.

Nachdem bei Raumtemperatur keinerlei Nebenprodukte auftraten, wurden die Modellversu-
che bei hoherer Temperatur durchgefiihrt. Hierbei wurden konzentrierte Losungen des jewei-
ligen Inhaltsstoffes mit einer L&sung von Sorbinsdureanhydrid gemischt und fur mindestens
24 h bei 50 — 80 °C gerthrt.
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Erwartet wurden verschiedene Reaktionen an der Anhydridfunktion: die Hydrolyse zu Sor-
binsaure, eine Veresterung bei Reaktion mit Alkoholen oder die Aminolyse zu Sorbinséu-
reamiden. Mdglich sind auch Reaktionen an den verschiedenen Doppelbindungen, wie Addi-
tion, oxidative Spaltung oder die Dimerisierung, Oligomerisierung oder Polymerisation. Die
Bildung von Hydroperoxiden, wie sie bei Sorbinsdure beobachtet wurde, kdnnte ebenfalls
auftreten.

Zuné&chst wurden Zucker und SufRstoffe untersucht, danach verschiedene Vitamine, die in den
meisten Getranken vorhanden sind. Bei allen Reaktionen konnte kein anderes Reaktionspro-
dukt als Sorbinsdure nachgewiesen werden. In den verschiedenen Reaktionsansétzen war im-
mer noch eine grofle Menge Sorbinséureanhydrid vorhanden, welches per HPLC nachgewie-
sen werden konnte.

Als néchstes wurden Ammoniak und Aminosauren getestet. Dabei bildete sich nach ca. 12 h
Reaktionszeit in einer Mischung aus Sorbinsdureanhydrid und konzentriertem Ammoniak
Sorbinsdureamid mit einer Masse von 111 g/mol, welches durch LC-MS nachgewiesen wur-
de.
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Abbildung 39: Massenspektrum von Sorbinsdureamid

Daraufhin wurde erwartet, dass bei Mischungen mit den Aminosduren ebenfalls Amide gebil-
det werden. Dies war nicht der Fall. In allen Reaktionsansatzen konnten nur Sorbinsdurean-
hydrid, die eingesetzte Aminosaure und Sorbinséure nachgewiesen werden.
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In der folgenden Tabelle sind alle eingesetzten Edukte nach ihren Stoffklassen aufgezahlt. Bei
allen Reaktionsansétzen fand keine weitere Reaktion, auf3er einer Hydrolyse zu Sorbinsdure
statt.

Tabelle 23: Edukte fur die Umsetzung von SSA mit Getrankeinhaltsstoffen

Stoffklasse Eingesetzte Edukte

Zucker Fructose, Glucose, Saccharose

SuRstoffe Acesulfam K, Aspartam, Cyclamat, D-Mannit, Neohesperidin,
Saccharin, Stevia

Vitamine Ascorbinséure, Carotin, Cobalamin, Folsdure, Nicotinsaure,
Riboflavin, Thiamin, Tocopherol, Pantothensdure, Pyridoxin

Sauren Apfelsaure, Citronenséure, Milchsaure, Weinsaure

Aminosauren Glutamin, Histidin, Prolin, Serin, Arginin

Sonstiges Carnitin, Coffein, Essigsaure, Ethanol, Glucosamin, Limonen,
Lysozym, Natriumbenzoat, Phosphorsdure, Taurin

In den getesteten Getranken konnten per HPLC keine Nebenreaktionsprodukte detektiert wer-
den. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Methode lagen fir Sorbinsdaure bei 100 ppb
bzw. flr Sorbinsaureanhydrid bei 1 ppm. Da in allen Féllen eine Wiederfindung von Sorbin-
séure > 98 % gegeben war, kdnnten nur 2 % des Sorbinséureanhydrids mit Getrankeinhalts-
stoffen reagieren. In diesem Fall also kénnten 2 mg Sorbinséureanhydrid zu Nebenprodukten
reagieren. Die Konzentrationen der sich bildenden Stoffe 1&4gen also nahe an den Nachweis-
grenzen der Methode. Mithilfe einer anderen Methode kdnnten evtl. gebildete Nebenprodukte
in diesen geringen Konzentrationen nachgewiesen werden. Diese Mittel standen wahrend der

Dissertation aber nicht zur Verfugung.

Da keine spontanen Reaktionen im Getrank beobachtet wurden und auch in den Modellversu-
chen bei hohen Konzentrationen und erhdhter Temperatur keine Reaktionen von Sorbinsaure-
anhydrid mit den Getrankeinhaltsstoffen beobachtet werden konnte, wird davon ausgegangen,
dass das Sorbinsdureanhydrid unter den gegeben Umstédnden eher hydrolysiert, als dass es
andere Reaktionen eingeht.

Alkohole wurden in diesem Versuchsteil nicht untersucht, da sich schon bei den Loslichkeits-
und Stabilitatsversuchen zeigte, dass sich Sorbinsdaure-Ester durch Lagerung von Sorbinsdure-
anhydrid in Alkoholen (Methanol, Ethanol und Iso-Propanol) bilden. Zudem ist bekannt, dass
durch Sorbinsaure in Weinen ein Geranienton verursacht wird %, Dieser wird verursacht
durch 2-Ethoxy-3,5-Hexadien. Fir eine Anwendung in Wein missten somit auch diese Ne-

benreaktionsprodukte toxikologisch untersucht werden.
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Die einzige weitere Reaktion neben der Bildung der Ester war die Reaktion mit Ammoniak,
die nur im Modellversuch mit konzentrierten Ldsungen stattfand. Diese Umstande sind im
Getrank nicht gegeben. Deswegen wird davon ausgegangen, dass es bei Normalbedingungen
im Getrénk nicht zu weiteren Nebenreaktionen von Sorbinsaureanhydrid mit Getrankeinhalts-
stoffen kommt, sondern nur die Hydrolyse zu Sorbinséure und die Esterbildung mit Alkoho-

len in nachweisbaren Mengen stattfinden kann.

3.8 Sensorische Tests

3.8.1 Einflhrung in der Sensorik

Die Sensorik untersucht den Zusammenhang zwischen Produkten und deren Wahrnehmung
bzw. Bewertung mit menschlichen Sinnen 2%, Im Fall eines Lebensmittels werden vor allem
der Sehsinn (Aussehen), der Geruchssinn und der Geschmackssinn angesprochen. Je nach
Produkt kénnen auch die Hautsinne (Tastsinn, Temperatursinn und Schmerzsinn), sowie der
Gehorsinn eine grof3e Rolle in der Beurteilung eines Lebensmittels spielen.

Da die Sinne jedes Menschen individuell ausgeprégt sind, ist es wichtig, ein Lebensmittel
reproduzierbar zu beurteilen. Deswegen werden zum einen Sensoriktests in einem normierten
Rahmen durchgefihrt und zum anderen werden die Prufer eines Lebensmittels fur analytische
Sensorik-Methoden in regelméRigen Abstanden geschult, um objektive, reproduzierbare Be-
urteilungen abzugeben. Bei diesen Tests werden haufig zwei oder mehrere Proben verglichen
und ein Unterschied gesucht oder es wird eine Produktbeschreibung vorgenommen, bei der
verschiedene Attribute nach ihrer Intensitat bewertet werden.

Eine zweite Gruppe von Sensorik-Methoden besteht aus hedonischen Tests und fiihrt zu sub-
jektiven Ergebnissen. Diese werden meist mit groen Gruppen von ungeschulten Testern
durchgefuhrt und geben Auskunft Gber die Beliebtheit eines Produktes oder Uber die Bevor-
zugung eines Produktes gegeniiber einem anderen.

Fur Konservierungsmittel, die im Lebensmittelbereich eingesetzt werden, ist es wichtig, dass
sie den Geschmack des Lebensmittels nicht verfélschen. Aullerdem sollten sie weder Ausse-
hen und Geruch, noch Textur und Nachgeschmack des Produktes verdndern. Deshalb war es

wichtig, Sorbinsdureanhydrid sensorisch zu untersuchen.
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3.8.2 Sensorische Untersuchungen an Sorbinsaureanhydrid

Da bei Durchfiihrung der sensorischen Priifungen nicht feststand, ob Sorbinséureanhydrid
toxisches Potential aufweist, wurden die Proben fiir die Sensoriktests 7 Tage vor Testbeginn
angesetzt. In dieser Zeitspanne hydrolysierte das Sorbinsdureanhydrid zu Sorbinséure. Direkt
vor Testbeginn wurden die Proben dann noch per HPLC untersucht. Nur wenn kein Sorbin-
saureanhydrid mehr nachgewiesen werden konnte, wurden die Proben verkostet. Da in den
Proben dann nur noch Sorbinséure vorliegt, wurde davon ausgegangen, dass weder ein Fehl-
geschmack, noch eine deutliche Geschmacksénderung beobachtet werden kann.

Um dies zu beweisen, testeten (ber 40 Personen in unterschiedlichen Sensoriktests verschie-
dene mit Sorbinsdureanhydrid versetzte Getranke auf ihren Geschmack. Es wurden sowohl
analytische Methoden, wie Unterschiedsprifungen, als auch hedonische Methoden
(Beliebtheitstests) benutzt. Diese Tests kénnen sowohl von geschulten, als auch von unge-
schulten Priifern durchgefiihrt werden 24,

In diesem Fall fand vor der ersten Sensorikpriifung eine Schulung statt 2312261 Bej dieser
Schulung wurden Grundlagen der Sensorik, sowie die fachgerechte Terminologie zur Beurtei-
lung von Getrankeproben vermittelt. In einem zweiten Teil der Schulung wurde der Ge-
schmack von Sorbat erlernt, um spater einen Vergleich bzw. einen Standard besser bewerten
zu konnen. Der Geschmacksschwellenwert eines geschulten Panels liegt fur Sorbinséure zwi-
schen 135 bis 150 mg/L. Bei ungeschulten Prufern kann die Geschmacksschwelle zwischen
200 und 500 mg/L variieren 27, Zur Feststellung des Schwellenwertes fiir die Teilnehmer
dieser Schulung wurden zwei Rangfolgetests durchgefihrt 2811121 Beim ersten Test wurden
5 verschiedene Konzentrationen von Kaliumsorbat (50mg/L, 150 mg/L, 250 mg/L, 350 mg/L,
450 mg/L) in einem stillen Wasser gel6st, der zweite Test erfolgte in stillem Wasser, welches
mit Zitronensaft versetzt wurde. Der Prifauftrag lautete: Bringen Sie die Proben in die Rei-
henfolge der Intensitat des Sorbinsduregeschmacks. Vergeben sie dabei fur die entsprechen-
den Probenummern die Ziffern 1 (geringste Intensitat) bis 5 (intensivste Probe). Die Priifung
wurde bei 24 °C durchgefihrt, die Getranke waren auf ca. 12 °C gekihlt. An der Prifung
nahmen 20 ungeschulte Prifer teil.

Eine Priifperson beurteilte alle funf Proben falsch. 4 Prifer erkannten nur eine Konzentration,
2 Prifer erkannten 2 Proben richtig. 11 Priifer erkannten 3 richtige Proben und nur 2 Prifper-
sonen konnten alle Proben in die richtige Reihenfolge bringen. 16 von 20 Prifern (80 %) er-
kannten die Probe mit der hochsten Intensitat. 14 von 20 Prifern konnten eine Tendenz der
Proben erkennen, und beurteilten benachbarte Proben, also Proben mit ahnlicher Konzentra-

tion, verkehrt.
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Tabelle 24: Ergebnisse der Sensorikschulung Sorbinsaure

stilles Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Beurteilung
Wasser 50 mg/L 150 mg/L  250mg/L  350mg/L 450 mg/L

Prufer 1 3 1 2 4 5 2 richtig
Prufer 2 3 1 4 2 5 1 richtig
Prufer 3 1 3 2 4 5 3 richtig
Prufer 4 1 2 4 3 5 3 richtig
Prufer 5 1 2 4 3 5 3 richtig
Prufer 6 3 2 1 4 5 3 richtig
Prufer 7 1 2 3 4 5 alle richtig
Prifer 8 1 2 4 5 3 2 richtig
Prufer 9 2 1 4 3 5 1 richtig
Prufer 10 2 1 3 4 5 3 richtig
Prifer 11 2 1 4 5 3 alle falsch
Prifer 12 1 2 3 5 4 3 richtig
Prifer 13 2 1 4 3 5 1 richtig
Prifer 14 1 2 3 4 5 alle richtig
Prufer 15 1 3 2 4 5 3 richtig
Prufer 16 2 1 3 4 5 3 richtig
Prufer 17 1 2 4 3 5 3 richtig
Prifer 18 3 2 1 4 5 3 richtig
Prifer 19 1 3 2 5 4 1 richtig
Priifer 20 1 2 4 3 5 3 richtig

Ein eindeutiger Geschmack konnte von den meisten Testpersonen erst bei Konzentrationen
von groler 350 mg/L festgestellt werden und wurde als schwach sauer, sowie kratzend bzw.
adstringierend beschrieben. In Hangers Handbuch der Pharmazeutischen Praxis wird der Ge-
schmack gleichermaRen beschrieben ™. Priifer, welche 3 oder mehr richtige Antworten ge-
geben haben, wurden fur die folgenden Tests vermehrt eingesetzt. Prifer, welche weniger als
3 richtige Antworten gegeben hatten, wurden erneut geschult.

Die zweite Rangfolgepriifung wurde mit nur vier Proben (100 mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L,
400 mg/L) in stillem Wasser mit Zitronensaft durchgefuhrt.

Drei Prifer erkannten keine Probe richtig, 4 Prifer konnten nur eine Konzentration richtig
zuordnen. 9 Prifer konnten zwei Konzentrationen richtig erkennen und ebenfalls vier Priifer
erkannten alle Proben richtig. Von diesen vier Priifpersonen hatten zwei schon in Wasser die
Konzentrationen richtig zugeordnet. Bei dieser Prifung erkannten nur 60 % die Probe mit der
groRten Konzentration an Sorbinsdure. 13 von 20 Prifern konnten auch hier die Tendenz er-
kennen und verwechselten benachbarte Proben. Dieser Test wurde ebenso wie der Test mit

stillem Wasser mit den Prifern wiederholt, die weniger als zwei richtige Antworten gaben.
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Nachdem alle Tester nun den Geschmack von Sorbat kannten, wurden erste Tests mit in Was-
ser gelostem Sorbinsdureanhydrid durchgefiihrt. Da bei einem nicht vollstdndig gepriiften
Stoff ein Risiko fir den Priufer besteht, wurden die Getrankeproben mindestens 7 Tage vor
dem Test vorbereitet. So hydrolysierte das Sorbinsaureanhydrid zu Sorbinsdure und per
HPLC wurde unmittelbar vor einem Test sichergestellt, dass in den Proben kein Sorbinsaure-

anhydrid mehr nachweisbar war.

Tabelle 25: Ergebnisse der Sensorikschulung Sorbinséure in stillem Wasser mit Zitrone

Stilles Wasser Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Beurteilung
mit Zitrone 100 mg/L 200 mg/L 300 mg/L 400 mg/L

Prifer 1 2 4 1 3 alle falsch
Prifer 2 2 1 3 4 2 richtig
Prifer 3 1 2 3 4 alle richtig
Prifer 4 1 3 2 4 2 richtig
Prifer 5 4 3 1 2 alle falsch
Prifer 6 1 2 4 3 2 richtig
Prifer 7 1 3 4 2 1 richtig
Prifer 8 2 1 3 4 2 richtig
Prifer 9 2 4 3 1 1 richtig
Prifer 10 2 1 3 4 2 richtig
Prifer 11 3 2 1 4 2 richtig
Prifer 12 1 2 4 3 2 richtig
Prifer 13 2 3 1 4 1 richtig
Prifer 14 1 2 4 3 2 richtig
Prifer 15 2 1 4 3 alle falsch
Prifer 16 1 2 3 4 alle richtig
Prifer 17 2 1 3 4 2 richtig
Prifer 18 1 2 3 4 alle richtig
Prifer 19 3 1 2 4 1 richtig
Prifer 20 1 2 3 4 alle richtig

Zunachst wurden Unterschiedspriifungen als Triangeltest U2 mit Getrankeproben durch-
gefiihrt, welche mit Sorbinséureanhydrid bzw. der gleichen stéchiometrischen Menge Sorbin-
séure versetzt waren. Dabei mussten die Prifer aus drei Proben die unterschiedliche Probe
herausfinden. Die Anordnung der Prufmuster erfolgt in einem Dreieck, aus welchem sich der

Name fiir den Test ableitet.

Bei dieser Unterschiedsprifung stellte sich heraus, dass Konzentrationen von 50 mg Sorbin-
sdureanhydrid oder Sorbinséure pro Liter Getrank in reinem Wasser nicht unterscheidbar wa-

ren. Ab einer Konzentration von 200 mg/L Wasser konnten 55 % der Probanden einen ge-
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schmacklichen Unterschied feststellen. Diese 55 % liegen zwar unterhalb des Grenzwertes,
bei dem statistisch sicher Unterschiede festgestellt werden konnen, allerdings deutlich tber
dem Grenzwert, an dem kein Unterschied festgestellt werden kann. So ist zu vermuten, dass
besser geschulte Prufer in Getrankebetrieben diesen Unterschied deutlich herausschmecken
wirden. Da Konservierungsmittel als Zusatzstoffe fir Mineralwésser verboten sind, ist ein
Geschmacksunterschied in reinem Wasser allerdings zu vernachlassigen. Dieser Test sollte
den Prifern noch einmal den Geschmack von Sorbinsdureanhydrid verdeutlichen, so wurden
nach dem Test die Ergebnisse einzeln mitgeteilt und die Prifer, die den Unterschied korrekt

beurteilt hatten, wurden flr die nachsten Prifungen vermehrt eingesetzt.

Abbildung 40: Testanordnung des Triangeltests

Nachstehend folgt der Priifbericht fiir diesen ersten Triangeltest.
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Prifbericht der Triangelprifung in reinem Wasser
Test Nummer: 1A + B

a) zugrunde gelegte Normen

Die Dreiecksprifungen wurden durchgefuhrt nach Vorschrift 00.90-7 Untersuchung von Le-
bensmitteln - Sensorische Prifverfahren, Dreiecksprifung aus der Amtlichen Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB, September 2006 (Ubernahme der gleichnamigen
Norm DIN ISO 4120, Ausgabe April 2005) 134,

b) Zweck der Prufungen
Es soll festgestellt werden, ob zwischen den verschiedenen Prifmustern ein Unterschied be-

steht.

c) Art des Prifmusters

Probensatz 1A: stilles Wasser Probensatz 1B: stilles Wasser
Probe A: 50 ppm Sorbinsaureanhydrid Probe A: 200 ppm Sorbinsaureanhydrid
Probe B: 50 ppm Sorbinsaure Probe B: 200 ppm Sorbinséure

d) Anzahl der Prifproben
Die Proben wurden in Triaden gereicht. Insgesamt wurden pro Prifergruppe vier Triaden ge-

pruft. Es gab keine Bezugsproben oder Blindproben.

e) Prifklima
Die Tests fanden in Kleingruppen a 5 Personen statt, die Temperatur im Prufraum betrug 22
°C, die Prifproben hatten eine Temperatur von 16 °C. Die Tests wurden bei Tageslicht mit

zugeschaltetem Raumlicht gemacht.
f) Qualifikation und Anzahl der Prufer
Es nahmen insgesamt 20 ungeschulte Priifer an den Tests teil. Die Prufer waren zwischen 25

und 60 Jahre alt.

g) Abweichungen von den Festlegungen der oben genannten Normen

Die Prifungen wurden nicht in Prifkabinen vorgenommen.
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J) Ergebnisse der Prifungen einschlieBlich statistischer Auswertungen

Probensatz 1A: Die Probe A enthielt 50 mg/L Sorbinsdureanhydrid, die Probe B 50 mg/L
Sorbinsdure. Es wurden 20 Probensétze verteilt. 8 Prufer haben die unterschiedliche Probe
richtig erkannt. Das bedeutet, 40 % der Prifer erkannten die unterschiedliche Probe. Bei ei-
nem Signifikanzniveau von a = 0,2 miissen 12 von 20 Personen die richtige Probe erkennen,
um einen Unterschied feststellen zu kdnnen. Es wurde somit kein wahrnehmbarer Unterschied
erkannt, die Proben unterscheiden sich nicht voneinander.

Probensatz 1B: Die Probe A enthielt 200 mg/L Sorbinséureanhydrid, die Probe B 200 mg/L
Sorbinséure. Es wurden 20 Probensatze verteilt. 11 Prufer haben die unterschiedliche Probe
richtig erkannt. Das bedeutet, 55 % der Prufer erkannten die unterschiedliche Probe. Bei ei-
nem Signifikanzniveau von o = 0,2 miissen 12 von 20 Personen die richtige Probe erkennen,
um einen Unterschied feststellen zu kdnnen. Da nur 11 Personen einen Unterschied erkannt,
kann nicht eindeutig festgestellt werden, dass ein wahrnehmbarer Unterschied besteht. Zu
vermuten ist aber, dass besser geschulte Prufer hier einen deutlichen Unterschied bemerken

wirden.

h) Testergebnisse als Anhang

Tabelle 26: Ergebnisse des Sensoriktests 1A, Wasser 50 ppm SSA/ SS

Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 1 56 A 472 B 664 B - falsch
Proband 2 772 B 495 A 307 B 307 falsch
Proband 3 895 B 741 B 243 A - falsch
Proband 4 77 B 934 A 429 B 77 falsch
Proband 5 994 A 667 B 593 A 667 richtig
Proband 6 945 B 933 B 386 A 386 richtig
Proband 7 721 A 150 B 992 A 150 richtig
Proband 8 491 A 789 B 609 B 789 falsch
Proband 9 403 A 193 A 332 B 332 richtig
Proband 10 | 700 B 574 A 320 A 700 richtig
Proband 11 | 382 A 621 B 549 B 382 richtig
Proband 12 361 B 332 A 91 A 951 falsch
Proband 13 285 B 740 B 313 A - falsch
Proband 14 837 B 777 A 600 B - falsch
Proband 15 | 714 A 431 A 116 B 714 falsch
Proband 16 103 A 508 B 68 A 508 richtig
Proband 17 73 B 807 B 421 A 807 falsch
Proband 18 | 545 B 608 A 153 A 545 richtig
Proband 19 842 B 741 A 508 B 508 falsch
Proband20 | 243 A 888 B 604 B 604 falsch

*Die Antwort ,.kein Unterschied™ wurde mit einem ’-* gekennzeichnet und als falsch behandelt.
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Tabelle 27: Ergebnisse des Sensoriktests 1B, Wasser 200 ppm SSA/ SS

Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 1 664 A 56 B 472 B 56 falsch
Proband 2 307 B 772 A 495 B 772 richtig
Proband 3 243 B 895 B 741 A 243 falsch
Proband 4 429 B 77 A 934 B 77 richtig
Proband 5 503 A 994 B 667 A 667 falsch
Proband 6 386 B 945 B 933 A 933 richtig
Proband 7 992 A 721 B 150 A - falsch
Proband 8 609 A 491 B 789 B 609 richtig
Proband 9 332 A 403 A 193 B 193 richtig
Proband10 | 320 B 700 A 574 A 320 richtig
Proband11 | 549 A 382 B 621 B 382 falsch
Proband12 | 951 B 361 A 332 A 951 richtig
Proband13 | 313 B 285 B 740 A 740 richtig
Proband 14 | 600 B 8% A 777 B 837 richtig
Proband 15 116 A 714 A 431 B 116 falsch
Proband 16 68 A 103 B 508 A 103 richtig
Proband 17 | 421 B 73 B 807 A 807 richtig
Proband 18 | 153 B 545 A 608 A - falsch
Proband19 | 508 B 842 A 741 B 741 falsch
Proband20 | 604 A 243 B 888 B 888 falsch
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Nach dieser ersten Unterschiedsprifung wurden analog Triangeltests mit aromatisiertem
Wasser (3 % Apfelsaftgehalt), Apfelsaft, Orangensaft und Rotwein (10 % Alkoholgehalt)

durchgefuhrt. Die weiteren Prifberichte befinden sich im Anhang.

Tabelle 28: Zusammenfassung der Sensoriktest-Ergebnisse

Getrank Zugabe Richtige Antworten  Unterschied
Sorbinsaureanhydrid

Wasser 50 ppm 40 % nicht erkannt
200 ppm 55 % erkannt

Aromatisiertes Wasser | 50 ppm 30 % nicht erkannt
200 ppm 55 % bedingt erkannt

Apfelsaft 50 ppm 30 % nicht erkannt
200 ppm 45 % bedingt erkannt

Orangensaft 50 ppm 25 % nicht erkannt
200 ppm 35 % nicht erkannt

Rotwein 50 ppm 35 % nicht erkannt
200 ppm 30 % nicht erkannt

Das Ergebnis aller Tests ist, dass je hoher der Aromaanteil eines Getrénks ist, desto seltener
wird ein Unterschied zwischen den verschiedenen Proben erkannt.

Bei dem aromatisierten Wasser mit ca. 3 % Fruchtanteil konnte die hohe Sorbinsaureanhyd-
ridkonzentration von 200 mg/L Getrénk bedingt erkannt werden. Ebenso verhielt es sich mit
Apfelsaft, wo ebenfalls nur die hohere Konzentration als bedingt unterschiedlich erkannt
wurde. In Orangensaft und Rotwein konnten sowohl die geringere Konzentration Sorbinsau-
reanhydrid, als auch die 200 ppm nicht von Sorbinsdure unterschieden werden. Bei Kontroll-
versuchen mit unbehandeltem Getrank konnten die Proben ebenfalls nicht voneinander unter-
schieden werden. Es ist bekannt, dass aus Sorbinsdure in Wein Ethylsorbat entstehen kann
(siehe oben) P¥¥IIUSI pyreh Milchsaurebakterien werden sowohl Sorbinsaure, als auch
dieser Ester zu 2-Ethoxy-3,5-hexadien verstoffwechselt, dies verursacht den sogenannten Ge-
ranienton *®. Dieses Ethoxyhexadien wurde ebenfalls sensorisch getestet. Dabei wurde ein
deutlicher Unterschied erkannt und die Proben mit 2-Ethoxy-3,5-hexadien als nicht genieRbar

aussortiert (siehe Praferenztest).

Diese Tests lassen also die Schlussfolgerung zu, dass 50 ppm Sorbinsdureanhydrid zu einem
fruchtsafthaltigen Getrank zugegeben werden kénnen, ohne dass sich der Geschmack des Ge-
tranks verandert. 200 mg/L Sorbinsdureanhydrid kdnnen hingegen nur dann zugegeben wer-

den, wenn der Fruchtsaftanteil und somit der Aromaanteil im Getrank grof3 genug ist.
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Ergebnisse der Unterschiedsprifungen
m 50 ppm =200 ppm
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Abbildung 41: grafische Darstellung der Sensorik-Ergebnisse

Zusitzlich zu den verschiedenen Unterschiedspriifungen wurde ein ,,A / nicht A“-Test durch-
gefuhrt %71, Ziel dieses Tests war es, einen Apfelsaftstandard aus einer Reihe verschiedener
Proben wieder zu erkennen, auBerdem sollten Unterschiede zwischen den Proben benannt
werden. Dieser Test diente erneut dazu, zu zeigen, dass sich eine Apfelsaftprobe nicht von
einer Probe mit 50 mg/L Anhydrid bzw. einer Probe von 250 mg/L Sorbinsdure unterscheidet.
Eine vierte, mit Limonen versetzte Probe wurde zusatzlich in das Probenset integriert, um zu

zeigen, dass sich hier deutliche Geschmacksunterschiede zeigen.

Ergebnisse des "A/nicht A"-Tests

Erichtig erkannt m falsch erkannt
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Standard Sorbat Anhydrid Limonen

Abbildung 42: Grafische Darstellung der Sensorikergebnisse des ""A/nicht A"-Tests

82



Ergebnisse und Diskussion

Nach Auswertung des Tests zeigten sich die erwarteten Ergebnisse. Proben, welche mit Li-
monen versetzt waren, wurden eindeutig erkannt. Der Geschmacksunterschied zum Standard
wurde als saurer und etwas bitterer beschrieben, auch der Citrusgeschmack des Limonens
wurde von vielen Prifern erkannt. Alle anderen drei Proben (Standard, Anhydrid, Sorbinséu-
re) konnten nicht eindeutig erkannt und voneinander unterschieden werden. Dies bestétigt das
Ergebnis der Unterschiedsprifungen.

Als letzter Test wurde ein Praferenztest mit ungeschulten Testern durchgefiihrt. Dazu wurden
drei verschiedene Proben gereicht:

Probe 1: Apfelsaft mit 250 ppm Sorbinséure

Probe 2: Apfelsaft mit 50 ppm Sorbinsaureanhydrid

Probe 3: Apfelsaft mit 0,1 ppm 2-Ethoxy-3,5-hexadien

Es wird erwartet, dass die Proben 1 und 2 der Probe 3 deutlich vorgezogen werden, da
Ethoxyhexadien einen Geranienton verursacht. Dies ist bekannt bei Weinen, welche mit Sor-
binsdure konserviert werden, da Sorbinsdaure durch Milchsaurebakterien zu Ethoxyhexadien
umgewandelt wird ™. Um alle obigen Ergebnisse zu bestatigen, sollte zwischen den Proben

1 und 2 keine Praferenz zu erkennen sein.

Ergebnisse des Praferenztests

BProbe 1
m Probe 2
Probe 3

Abbildung 43: Ergebnisse der Préferenztests

Sorbinséureanhydrid bzw. das zu Sorbinséure hydrolysierte Sorbinsdureanhydrid konnte von
den Testern nicht von ,,normaler* Sorbinsdure unterschieden werden. Dies ist positiv fiir den

Einsatz in Getranken.
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4. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob trans, trans- 2,4-
Hexadiensdureanhydrid (Sorbinsdureanhydrid) als Getrankekonservierungsmittel geeignet ist.
Ziel der Arbeit war es zundchst, eine Synthese von Sorbinsdureanhydrid zu entwickeln, die
grof3technisch umsetzbar ist. Die Synthese von Sorbinséureanhydrid im Labormalistab lieR
sich nach verschiedenen Methoden in guten Ausbeuten und Reinheit durchfiihren. Grolstech-
nisch konnte Sorbinsdureanhydrid nur unter Verwendung von Phosgen mit anschlieRender
Wasserwéasche, Phasentrennung und abschlieBender Destillation in hoher Reinheit und Aus-

beute hergestellt werden.

Die wichtigsten Stoffeigenschaften und das chemische Verhalten von Sorbinsdureanhydrid
wurden eingehend analysiert. Dabei zeigte sich, dass aufgrund der Hydrolysegeschwindigkei-
ten das Anhydrid nur mit Quarantdnezeiten von Uber 24 Stunden in der Getrankeindustrie
eingesetzt werden kénnte. Allerdings ist bei genligend langer Hydrolysezeit kein Sorbinsaure-
anhydrid mehr im Getrank vorhanden, so dass der Verbraucher nicht mit Sorbinsédureanhydrid
in Berlihrung kommt. Die entstehende Sorbinsdure erzeugt eine geringe persistente Wirkung

gegenuber erneuter Verkeimung und schiitzt das Getrank somit zusétzlich.

Die mikrobiologische Wirksamkeit wurde im Detail untersucht, dabei zeigten die verschiede-
nen Versuche, dass Sorbinsaureanhydrid im Vergleich zu Kaliumsorbat eine bis zu 5-fach
héhere antimikrobielle Wirkung aufweist. Der Wirkmechanismus konnte nicht geklart wer-
den. Hier konnten eventuell weitere mikrobiologische Experimente zum genaueren Verstand-

nis beitragen.

Es konnten bei Einsatz von Sorbinsdureanhydrid in nicht-alkoholischen Getranken keine Ne-
benreaktionen mit Getrénkeinhaltsstoffen unter ,,normalen* Lagerbedingungen beobachtet
werden. Erst bei im Labor durchgefiihrten Ansatzen mit groRen Mengen Sorbinsaureanhydrid
und Ammoniak in wenig Losungsmittel bei Temperaturen tber 50 °C konnte Sorbinsdu-
reamid als Reaktionsprodukt nachgewiesen werden. Diese Reaktionstragheit des Anhydrids
spricht flr eine Verwendung als Konservierungsmittel. In alkoholischen Getrdnken kann es
jedoch zu einer Reaktion von Sorbinsaureanhydrid mit Alkohol kommen. Dabei entsteht
hauptséachlich Ethylsorbat, welches chemisch, physikalisch und toxisch noch nicht umfassend
untersucht wurde. Bevor Sorbinsédureanhydrid also in alkoholischen oder nicht-alkoholischen
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Getranken verwendet werden kann, missen sowohl das Anhydrid als auch auftretende Ne-

benprodukte toxikologisch untersucht werden.

Des Weiteren wurden verschiedene Anwendungsmaglichkeiten und Formulierungen, sowie
die Verpackung von Sorbinsédureanhydrid diskutiert. Auf diesem Gebiet muss noch weitere
Entwicklungsarbeit geleistet werden, da sowohl die Wasserloslichkeit, als auch der niedrige
Schmelzpunkt von Sorbinsdureanhydrid eine Herausforderung fur die Anwendungstechnik in

einem Getrankebetrieb bedeuten.

Im Rahmen der Zulassung als Konservierungsmittel fir Getrdnke muss die gesundheitliche
Unbedenklichkeit des Stoffes geprift werden, die technologische Notwendigkeit bewiesen
werden und der Schutz vor Tauschung gewadhrleistet sein. Deswegen missen vor allem die

verschiedenen toxikologischen Untersuchungen durchgefuhrt und genau analysiert werden.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass Sorbinsaureanhydrid nach den bisherigen Ergebnissen

durchaus als Konservierungsmittel fur Getranke einsetzbar ist.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Synthesen von Sorbinsaureanhydrid

5.1.1 Wasserentzug der Sorbinsaure

5,0 g (45 mmol) Sorbinsaure wurden in 100 mL Toluol suspendiert, dann wurden 2,7 mL (50
mmol) Schwefelsdure unter Rihren langsam zu getropft. Nach zehnminutigem Nachrihren
wurde die Reaktionslosung erwarmt und 2 h bei Ruckfluss (RF ~110 °C) gerlhrt. Dabei farbte
sich der Reaktionsansatz braunlich-schwarz. Nach Extraktion mit geséattigter Natriumhydro-
gensulfatlésung ergaben sich nur 10 - 90 mg (0,005 — 0,044 mmol) Ausbeute (0,25 — 2,3 %)
von Sorbinsaureanhydrid. Analog wurde der Versuch mit 50 mmol Phosphorsaure durchge-
fuhrt.

Synthese mit Phosphorpentoxid: 5,0 g (45 mmol) Sorbinsdure wurden mit 6,3 g (45 mmol)
Phosphorpentoxid vorgelegt und in 20 mL Toluol suspendiert und auf 50 °C erwarmt. Laut

DC-Kontrolle erfolgte Umsetzung. Es wurden 60 % der theoretischen Ausbeute erhalten

5.1.2 Klassische Synthese Uber das Sorbinsdurechlorid

einstufige Synthese mit Thionylchlorid

Analog der Synthese eines Sorbinsaure-Polyesters ¢ wurden 5,0 g (45 mmol) Sorbinsaure
zusammen mit 6,2 mL (45 mmol) Triethylamin bei RT in 100 mL Toluol geruhrt. Zu der L6-
sung wurden innerhalb von 15 Minuten 1,7 mL (23 mmol) Thionylchlorid zu getropft. Nach
erfolgter Zugabe wurde das Reaktionsgemisch auf 90 °C erhitzt und 30 Minuten bei dieser
Temperatur geriihrt. Die dabei entstandenen Gase Schwefeldioxid und Salzséure wurden tber
eine Waschflasche zur Neutralisation aus der Reaktionsapparatur geleitet. Die Ausbeute be-
trug 2,8 g (61% der Theorie).

zweistufige Synthese mit Thionylchlorid

Zu einer Suspension aus 5,0 g (45 mmol) Sorbinséure und 100 mL Dichlormethan wurden bei
RT 3,4 mL (46mmol) Thionylchlorid zu getropft und auf 70 °C erhitzt. Auch hier war Gasbil-
dung zu beobachten. Nach 3 h lie} diese nach und der Reaktionsansatz wurde fraktioniert
destilliert. Die Ausbeute an flissigem, farblosem Sorbinséurechlorid betrug 5,0 g (76 % der
Theorie). Das Saurechlorid wurde dann zu einer Suspension aus 3,8 g (34 mmol) Sorbinsdure
und 100 mL Toluol getropft und bei 70 °C flr 2 h geruhrt. Dabei entstanden 6,9 g (98,4 %)
Sorbinséureanhydrid.
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Synthese mit Oxalylchlorid °7°!

10,0 g (90 mmol) Sorbinsaure wurden in 100 mL wasserfreiem Benzol suspendiert und unter
Rihren mittels Eisbad auf 0 °C abgekdhlt. Bei dieser Temperatur wurden 4,3 mL (50 mmol)
Oxalylchlorid in 20 mL wasserfreiem Benzol innerhalb von 15 Minuten zu getropft. Nach
weiteren 15 Minuten wurde das Eisbad entfernt und bei Raumtemperatur eine Stunde nachge-
rihrt. Der Reaktionsansatz wurde anschliellend bis zum Rickfluss erhitzt und eine Stunde bei
80 °C geruhrt. Die Suspension wurde heif3 abfiltriert und das Losungsmittel am Rotationsver-
dampfer eingeengt. Es wurde kein Sorbinséurechlorid gebildet.

Bei einem erneuten Versuchsansatz wurden der Anfangssuspension zwei Tropfen DMF zuge-
geben. Ansonsten wurde der Ansatz analog gehandhabt. Dabei fand eine Umsetzung zu 4,2 g
(45 % der Theorie) Sorbinsaureanhydrid statt.

Synthese mit Phosgen !

In eine Suspension aus 50,0 g (333 mmol) Kaliumsorbat und 90 mL Ethylacetat wurden bei 0
- 10°C 16 mL (233 mmol) Phosgen eingeleitet. Nach vollstandiger Einleitung wurde 24h
nachgerlhrt. Die Reaktionslésung wurde mit 50 mL Wasser versetzt, um entstandenes Kali-
umchlorid zu l6sen und abzutrennen (24,5 g Kaliumchlorid (98,7 %) wurden nach Trocknen
erhalten), danach wurde die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt und das
gelbliche Ol in Glasflaschen abgefiillt. Nach einiger Zeit im Kihlschrank bildete sich eine
gelblich-weille Schmelze. Die Ausbeute betrug 33,8 g (98,6 % der Theorie).

Reaktion von Saurechlorid mit Saure

In eine Suspension aus 3,9 g (35 mmol) Sorbinsaure in 50 mL Ethylacetat wurden bei RT 5,1
g (35 mmol) Sorbinséurechlorid zugetropft. Nachdem alles zugetropft war, wurde das Reakti-
onsgemisch auf 80 °C erwédrmt und 3 h geriihrt. Nach Extraktion mit 25 mL Wasser wurde die
organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt. Es bildete sich 7,0 g Sorbinséureanhyd-
rid (97,0 % der theoretischen Ausbeute).

5.1.3 Synthese mit Diphenylchlorophosphat

Nach der Versuchsvorschrift von Honda et al " wurde eine Suspension aus 8,4 g (75
mmol) Sorbinsdure, 10,5 mL (75 mmol) Triethylamin und 500 mL Dichlormethan bei 0° C
solange gerlhrt, bis sich eine klare Losung ergab (~30 Minuten). Anschliefend wurden 7,9

mL (37,5 mmol) Diphenylchlorophosphat zugetropft.
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Die Reaktion verlief relativ langsam, weshalb 10 h nachgeriihrt wurde. Nach Extraktion mit
geséttigter wassriger Ammoniumchlorid-Lésung, Waschen mit Natriumchlorid-Losung,
Trocknen Uber Natriumsulfat und anschlieBendem Einengen des Lésungsmittels ergaben sich
7,6 g Rohprodukt (97 % Ausbeute). Dieses Rohprodukt war zum Teil mit Sorbinsaureanhyd-
rid verunreinigt. Eine anschlieBend durchgefuhrte Kieselgelchromatographie fuhrte zu 95 %
igem Sorbinséureanhydrid mit einer Restausbeute von 73 %. Dies bestatigten auch die Versu-

che von Honda et al. Diese erzielten Ausbeuten zwischen 70 und 75 %.

5.1.4 Synthese mit Dicyclohexylcarbodiimid

5,6 g (50 mmol) Sorbinséure wurde in 50 mL Dichlormethan suspendiert und bei RT 5,2 g
(25 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid zugegeben. Die Suspension wurde 2h bei RT gerthrt.
Die erste Reaktionskontrolle ergab keinen Umsatz, weshalb dann auf 30°C erhitzt wurde und
2 Tage bei dieser Temperatur gertihrt wurde. Nach Extraktion mit Natriumchlorid-L6ésung (2x
20 mL) wurde die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt. Es blieb ein gelbli-
ches Ol zuriick, welches bei RT auskristallisierte. Dies waren 3,1 g Sorbinsaureanhydrid (67
% Ausbeute der Theorie). In der wassrigen Phase blieb weil3er Feststoff zuriick. Dieser weilRe

Feststoff war Eduktgemisch von Sorbinsaure und DCC.
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5.2 Methoden
5.2.1 HPLC-Methode, Gerét 1

Probenvorbereitung

Probe in Ethylacetat 16sen, Wirkstoff-Gehalte sollten zwischen 1 und 500 ppm liegen.

Bedingungen:
Gerat: Agilent LC 01
Saule: RP-18 select B, LiChrosphere 60, 5 um
Ofen: 40 °C
Fluss: 1,5 ml/min
Detektor: UV, 264 & 280 nm, 4nm Spaltbreite
Eluent A: Wasser, 0,1 % H3PO, (85%ige)
Eluent B: Acetonitril
Gradient:

Zeit [min] Gehalt B [%)]

2 5

7 90

10 90

14 5

Injektionsvolumen: 15 pl
Stoppzeit: 20 min
Nachlaufzeit: 6 min
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5.2.2 HPLC-Methode, Gerat 2

Probenvorbereitung

Probe in Ethylacetat 16sen, Wirkstoff-Gehalte sollten zwischen 1 und 200 ppm liegen.

Bedingungen:
Gerdt: Shimadzu LC 10A
Saule: RP-18 select B, LiChrosphere 60, 5 um
Ofen: 40 °C
Fluss: 1,5 ml/min
Detektor: UV, 264 nm, 4nm Spaltbreite
Eluent A: 90 % Natriumdihydrogenphosphat-Puffer (1,56 g/L), pH 5
10 % Acetonitril
Eluent B: Acetonitril
Gradient:
Zeit [min] Gehalt B [%]
3 1
8 85
12 85
15 95

Injektionsvolumen: 10 pl
Stoppzeit: 17 min
Nachlaufzeit: 7 min
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5.2.3 HPLC-Methode, Gerét 3

Probenvorbereitung

Probe in Ethylacetat l16sen, Wirkstoff-Gehalte sollten zwischen 1 und 200 ppm liegen.

Bedingungen:
Gerat: Shimadzu LC 10A
Saule: RP-18 select B, LiChrosphere 60, 5 um
Ofen: 40 °C
Fluss: 2,0 ml/min
Detektor: UV, 264 nm, 4nm Spaltbreite
Eluent A: 90 % Natriumdihydrogenphosphat-Puffer (1,56 g/L), pH 5
10 % Acetonitril
Eluent B: 90 % Acetonitril
10 % destilliertes Wasser
Gradient:
Zeit [min] Gehalt B [%]
2 5
10 60
15 80
17 80

Injektionsvolumen: 10 pl
Stoppzeit: 17 min

Nachlaufzeit: 6 min
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5.2.4 IR-Methode

Probenvorbereitung

Sorbinséureanhydrid wurde als flissige Schmelze auf einer ATR-Kristall-Platte ausgestri-

chen.

Bedingungen
Gerat: Bruker Alpha-P (ATR FTIR)

Scans pro Minute: 24
Spektralbereich: 400 — 4000 cm™

5.2.5 MS-Methode

Das Massenspektrum wurde von Currenta Analytics aufgenommen und zur Verfligung ge-
stellt.

5.2.6 'H-NMR-Methode
Das Massenspektrum wurde von der Currenta GmbH & Co.OHG nach Methode 2012-

0620501-8D an einem Bruker/DPX 400 aufgenommen und zur Verfugung gestellt. Akkredi-
tiert nach DIN EN ISO/IEC 17025.
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5.2.7 GC-Methode

Probenvorbereitung

Die reine Substanz wird analysiert.

Bedingungen:
Gerat: HP 7890, Kapillar-GC
Saule: VF 1ms (Varian CP 8901) 10 m lang, 0,1 mm innerer Durchmesser,
0,4 pL Filmdicke
Injektor: 220 °C, ~ 150 mL/min Split
Injektionsvolumen: 1 pl
Gas: Helium
Fluss: 0,5 ml/min (beim Start)
Ofen:
Heizrate [°C/min] Temperatur Haltezeit [min]
100 0
30 300 5
Detektor: FID, 320 °C

94



Experimenteller Teil

5.2.8 MALDI-Methode

Probenvorbereitung

Sorbinséureanhydrid wird mit Dihydroxybenzoesaure und Kaliumchlorid vermischt und auf

das Target appliziert.

Bedingungen:
Gerit: Shimadzu Axima Performance ™
Probenteller: 2 mm flaches Target, fir 384 Analysen geeignet

Analysenbetrachtung: monochromatische CCD Kamera (25x Vergrof3erung)

lonenquelle: MALDI, gepulst (Positivmodus)

Laser: 337 nm Stickstofflaser, fixierter Fokus
Analysator: Reflektron, Driftstrecke: 2,0 m

Detektor: Reflektron Modus

Software: Shimadzu Biotech Launpad™ 2.8.3 20080616

Gerdéteeinstellungen:

Detektormodus Reflektron
Massenbereich 0,0 — 5000,0 Da

Max. Laserwiederholungsrate 5,0

Profile 441 pro Probe
Laserschiisse 2 akkumuliert pro Profil
Anzahl der Spektren 882

Pulsed extraction Optimiert bei 2500,0 Da
Raster 441 Punkte

Raster Typ Quadratisch

Raster Ausfiihrungsform Serpentinen Muster
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5.2.9 weitere Gerate

Analysenwaage: Sartorius Analysenwaage

Kryostat: mgw Lauda RMT, Thermostat

Photometer: Dr. Lange, Cadas 200, Spektralphotometer, 200 — 800 nm
Ultraschallbad: Sonorex Super 10 P, Bandelin

Waage: Mettler Toledo, Prazisionswaage

5.2.10 verwendete Chemikalien

1,2-Propandiol
2-Butanon

Aceton

Acetonitril
Ammoniumchlorid
Benzol

Benzylalkohol
Dichlormethan
Dicyclohexylcarbodiimid
Dihydroxybenzoesaure
Dimethylformamid
Dinatriumhydrogenphosphat
Diphenylchlorophosphat
Essigsdureanhydrid
Ethanol

Ethylacetat
Ethylenglycoldiacetat
Ethylformiat
Ethylpropionat
Glycerindiacetat
Glycerintriacetat

Hexan

iso-Propanol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumsorbat

Kieselgel
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Methanol
Methylbutyrat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumsulfat
n-Butylacetat
N-Methylpyrrolidon
n-Propylacetat
Oxalylchlorid
Phosgen
Phosphorpentoxid
Phosphorsaure
Polyethylenglycol
Propionséureanhydrid
Schwefelsdure
Sorbinséure
Sorbinséureanhydrid
Sorbinsdurechlorid
Tetrahydrofuran
Thionylchlorid
Toluol

Triethylamin
Triethylcitrat
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5.3 Untersuchung der mikrobiologischen Wirksamkeit

Grundsatzlich werden sterile Reagenzien und Gerate verwendet. Matrices und Agar werden
vor dem Versuch autoklaviert, um eine Kontamination durch in Getrdnken oder im Wasser

vorhandene Keime auszuschlieRen.

a) Herstellen einer Keimldsung

Schragkulturréhrchen oder Gewebekulturflaschen werden mit einem Keim beimpft und 2
Tage bei keimspezifischer Wachstumstemperatur (meist zwischen 26 und 30 °C) gelagert. Die
optimal gewachsenen Keime werden mit bis zu 30 mL isotonischer Natriumchloridldsung

benetzt, abgeschwemmt oder mittels Glasperlen intensiv abgerollt und bei Bedarf filtriert.

b) Verdiinnungsreihe zur Keimzahlung, Koch’sches Plattengussverfahren

Die unter 5.3.1 a) hergestellte Keimsuspension (Original) wird 1:10 mit isotonischer Koch-
salzlosung verdlnnt, diese Verdunnungsreihe wird fortgefuhrt bis zu einer Verdunnung von
1:10%. Von jeder L6sung der Verdiinnungsreihe werden 2x 1mL Losung in eine Petrischale
pipettiert und 10 mL Agar zugegeben. Die Schalen werden mindestens zwei Tage bei kon-
stanter Temperatur gelagert, danach werden die gewachsenen Keime nach 2, 5 oder 7 Tagen
gezahlt.

¢) Start des Abtdteversuchs und Kontrolle der Keimeinsaat (Start-Keimzahl)

Je nach Keimzahlung wird eine bestimmte Menge Keimldsung zu autoklavierter Matrix (Ap-
felsaft, Wasser 0. d.) gegeben und gut geschiittelt. Zur Kontrolle der Keimeinsaat werden
dann erneut 2x 1 mL L6sung der Positivkontrollen in 10 mL Agar eingearbeitet und in den
folgenden Tagen bei keimspezifischer Wachstumstemperatur gelagert und ausgezahlt.

Nach der Entnahme der 2 mL wird Wirkstoff (Sorbinsaureanhydrid, Kaliumsorbat o. a.) zu-
gegeben und die Proben 30 s kréftig geschittelt. Danach werden die Proben bei Temperaturen
zwischen 26 — 45 °C gelagert, die Verschliisse der Probenflaschen werden nicht ganz zuge-
dreht, damit beim Hefe-Wachstum und daraus resultierender CO,-Bildung Berst-Gefahr be-
steht.

d) 24-Stunden-, 7-Tage- und 4-Wochen-Werte
24 h nach Wirkstoffzugabe werden 2x 10 mL Ldsung aus den Matrixflaschen entnommen und

mit Hilfe einer Impfése in 30 ml Agar eingerihrt. Nach der Brutzeit bei konstanter Tempera-

tur werden auch hier die gewachsenen Keime pro Petrischale gez&hlt
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6. Anhang

6.1 Erganzende Abbildungen und Tabellen

Tabelle 29: Vergleich der der Reaktionsausbeuten

Ausbeute [%]

Edukt Sorbinsdurechlorid Sorbinsaureanhydrid
Phosphorsaure einstufig - 04-23
Schwefelséure einstufig - 0,2-0,8
Phosphorpentoxid einstufig - 35,1-41,2
Thionylchlorid einstufig - 49,2 -61,5
Thionylchlorid zweistufig 54,6 52,5

mit Hilfsbase zweistufig 77,1-85,3 75,0 — 83,2

mit Kaliumsorbat zweistufig 76,4 -82,3 74,3 - 80,2
Oxalylchlorid einstufig - 35,0
Oxalylchlorid zweistufig 39,0-41,0 37,0-39,0
Phosphorylchlorid zweistufig 59,3 -61,6 57,1 -59,5
Phosphorpentachlorid zweistufig 60,0 58,0
Phosgen einstufig - 87-93
Diphenylchlorophosphat einstufig - 73-75
Dicyclocarbodiimid einstufig - 67

Loo
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Abbildung 44: IR-Spektrum von Sorbinséure
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Tabelle 30: Messungen der Stabilitatsdaten von Sorbinsédureanhydrid
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Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid bei pH 3, 20°C
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Abbildung 45: Hydrolysekurve von Sorbinsdureanhydrid bei pH3, 20 °C

Hydrolysekurven von Sorbinsaureanhydrid bei pH 3,5
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Abbildung 46:Hydrolysekurven von Sorbinsaureanhydrid bei pH 3,5

100



Anhang

Hydrolysekurve bei pH 3,5 (6°C)
s Gehalt Sorbinséureanhydrid

Gehalt [%] = Gehalt Sorbinsaure
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Abbildung 47: Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid bei pH 3,5, 6 °C

Hydrolysekurven von Sorbinsaureanhydrid bei pH 4,5

Gehalt [%)] B6°C #12°C a20°C e30°C
100,00 =

90,00 | §

80,00

o ¢ B
]

70,00

>

60,00

50,00

be

40,00

o)

30,00

20,00 *

10,00

[ B

0,00 \ \ \ \

0 5 10 . 15 20 25
Zeit [h]

Abbildung 48: Hydrolysekurven von Sorbinsdureanhydrid bei pH 4,5
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Hydrolysekurven von Sorbinsaureanhydrid bei pH 5
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Abbildung 49: Hydrolysekurven von Sorbinsdureanhydrid bei pH 5

Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid bei pH 6, 20 °C
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Abbildung 50: Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid bei pH 6, 20 °C
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Tabelle 31: Reaktionsgeschwindigkeiten des Sorbinsaureanhydrid-Abbaus

Geschwindgkeitskonstanten des Sorbinsaureanhydrid-Abbaus

pH-Wert bei 6 °C bei 12 °C bei 20 °C bei 30 °C
2,0 0,060 0,124 0,2007 0,4166
3,0 0,042 0,224 0,513 0,618
35 0,226 0,281 0,516 0,631
4,0 0,176 0,756 1,034 1,697
4,5 0,088 0,106 0,215 0,237
5,0 0,013 0,024 0,041 0,074
6,0 0,012 0,038 0,052 0,078
Abbau von Sorbinsaureanyhdrid in Traubensaft, pH 3,5
Gehalt [mg/L]
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Abbildung 51: Hydrolysekurve von Sorbinsaureanhydrid in Traubensaft bei pH 3,5
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Reaktionsgeschwindigkeiten der Hydrolyse
von SAA in Alkoholen

In SAA-Gehalt
5,00
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« in Ethanol
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Abbildung 52: Reaktionsgeschwindigkeiten der Hydrolyse von SSA in Alkoholen
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Abtoteversuche von Aspergillus niger
Testnummer: 2010 Intern 5

Prufkeim: Aspergillus niger, S 200
Matrix: Apfelsaft : Wasser, 1:1, 100 mL
Néhrboden: CM 59, 30 °C

Keimeinsaat: 200 KBE/mL, 1.000 KBE/mL

Tabelle 32: Auswertung Abtoteversuch 6.2.1, 200

Wirkstoff Start KZ 24hKZ  1Wochekz 2 'Wochen 4 Wochen
KZ KZ
Blindprobe 208/158 +/+ +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA |  170/118  47/56/66/68 4 4+ ++
100 ppm SSA | 1897191 0/1/2/1 2/4/3/0 21/22/5/5 4
250 ppm SSA | 201/173 - - - -
250 ppm KS 167/184 +/+ +/+ +/+ +/+

KZ = Keimzahl, +/+ = 2300 KBE, ,,Zahl* = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Tabelle 33: Auswertung Abtoteversuch 6.2.1, 500

Wirkstoff Start KZ 24hKZ  1Wochekz 2 'Wochen 4 Wochen
KZ KZ
Blindprobe 568/732 +/+ +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA 648/576 +/+ +/+ +/+ +/+
100 ppm SSA 512/664 1/0/38/10 ++ +/+ ++
250 ppm SSA 548/744 19/10/0/1 -/- - -/-
250 ppm KS 760/668 +/+ ++ +/+ ++

KZ = Keimzahl, +/+ = 2300 KBE, ,,Zahl* = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar
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Abtoteversuche von Byssochlamys fulva
Testnummer: 2010 log-Red 4

Prifkeim: Byssochlamys fulva, S 6.1
Matrix: Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL
Néhrboden: CM 59, 26 °C

Keimeinsaat: 4.000 KBE/mL, 200.000 KBE/mL

Tabelle 34: Auswertung Abtéteversuch 6.2.2, 4.000

Wirkstoff Start KZ 24 h KZ 1 Woche 2 Wochen , \ochen Kz
KZ KZ
Blindprobe +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA +/+ 16/20/30/32 +/+ +/+ +/+
100 ppm SSA ++ 7/2/3/3 1/2/0/1 -/- -/-
250 ppm SSA +/+ -/- -/- -/- --
250 ppm KS ++ +/+ +/+ +/+ ++

+/+ =2 300 KBE, ,,Zahl" = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Tabelle 35: Auswertung Abtéteversuch 6.2.2, 200.000

2 Wochen 4 \Wochen

Wirkstoff Start KZ 24 hKZ 1 Woche KZ K7 K7
Blindprobe +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
100 ppm SSA +/+ +/+ +/+ 298/277 261/253
250 ppm SSA +/+ +/+ 281/279 264/258 250/242
250 ppm KS +/+ +/+ +/+ ++ +/+

+/+ = 2300 KBE, ,,Zahl™ = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar
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Abtoteversuche von Penicillium brevicompactum

Testnummer:

Prifkeim:
Matrix:
Néhrboden:
Keimeinsaat:

2010 Intern 1

Penicillium brevicompactum, S 1410
Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL

CM 59, 26 °C

8.000 KBE/mL

Tabelle 36: Auswertung Abtéteversuch 6.2.3, 8.000

Wirkstoff Start KZ 24 hKZ 4 Wochen KZ
Blindprobe +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA +/+ 26/25/19/16 +/+
100 ppm SSA +/+ 3/217/1 +/+
250 ppm SSA +/+ -/- -/-
250 ppm KS +/+ ++ ++

+/+ =2 300 KBE, ,,Zahl* = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Abtoteversuche von Penicillium roqueforti

Testnummer:
Prifkeim:
Matrix:
Néhrboden:
Keimeinsaat:

2011 Intern |

Penicillium roqueforti, S 204
Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL
CM 139, 26 °C

50 KBE/mL, 1.000 KBE/mL

Tabelle 37: Auswertung Abtdteversuch 6.2.4, 50

Wirkstoff Start-KZ 24h-KZ 1 Wo-KZ 2 Wo-KZ 4 Wo-KZ
Blindprobe 28/28 +/+ ++ +/+ ++
50 SSA 8/7 1/0/1/0 12/9/8/5 +/+ ++
100 SSA 19/23 3/2/1/2 5/4/9/8 5/7/3/4 +/+
250 SSA 38/15 2/3/1/0 6/4/5/5 7/9/3/4 1/1/0/1
300 KS 12/23 7/3/1/0 2/3/7/8 3/3/2/2 1/0/1/0

+/+=2300 KBE, ,,Zahl* = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Tabelle 38: Auswertung Abtdteversuch 6.2.4, 1.000

Wirkstoff 24 hKZ 1 Woche KZ 2 Wochen KZ 4 Wochen KZ
Blindprobe +/+ +/+ +/+ +/+

50 ppm SSA +/+ +/+ +/+ +/+
100 ppm SSA +/+ 301/289 247/231 197/206
250 ppm SSA +/+ 27/35/44/39 5/12/9/11 -/-
250 ppm KS +/+ 31/28/21/65 4/23/4/14 -/-

+/+ =2 300 KBE, ,,Zahl" = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar
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Abtoteversuche von Saccharomyces cerevisiae
Testnummer: 2011 Intern 14

Prufkeim: Saccharomyces cerevisiae, H 100
Matrix: Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL
Néhrboden: CM 920, 26 °C

Keimeinsaat: 100.000 KBE/mL

Tabelle 39: Auswertung Abtéteversuch 6.2.6, 100.000

Wirkstoff Start KZ 24 hKZ 4 Wochen KZ
Blindprobe +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA +/+ -/- -/-
100 ppm SSA +/+ -/- -/
250 ppm SSA +/+ -/- -/
250 ppm KS +/+ -/- -/

+/+ =2 300 KBE, ,,Zahl" = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Abtdteversuche von Zygosaccharomyces bailii

Testnummer: 2011 Intern 14

Prufkeim: Zygosaccharomyces bailii, H 37
Matrix: Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL
Néhrboden: CM 59, 26 °C

Keimeinsaat: 20.000 KBE/mL

Tabelle 40: Auswertung Abtéteversuch 6.2.7, 20.000

Wirkstoff Start KZ 24 hKZ 4 Wochen KZ
Blindprobe +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA +/+ +/+ ++
100 ppm SSA +/+ 31/33/38/39 -/
250 ppm SSA +/+ 8/7/21/15 -/-
250 ppm KS +/+ +/+ ++

+/+ =2 300 KBE, ,,Zahl" = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar
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Abtoteversuche von einem Candida-Mix

Testnummer: 2010 Intern 2

Prufkeim: Candida krusei (H 102), Candida lambica (H), Candida oleophila (H 10915-7),
Candida sake (H)

Matrix: Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL

Né&hrboden: CM 920, 26 °C

Keimeinsaat: 200.000 KBE/mL

Tabelle 41: Auswertung Abtéteversuch 6.2.8, 200.000

Wirkstoff Start KZ 24 h KZ 4 Wochen KZ
Blindprobe +/+ +/+ +/+

50 ppm SSA +/+ +/+ ~ 540
100 ppm SSA +/+ +/+ ~ 320
250 ppm SSA +/+ ++ -/-
250 ppm KS +/+ ++ ++

+/+ = 2300 KBE, ,,Zahl* = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar
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Abtoteversuche von Acetobacter aceti

Testnummer:
Prifkeim:
Matrix:
Nahrboden:
Keimeinsaat:

2011-intern 7, 8

Acetobacter aceti, B 104

Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL

CM 361, 26 °C

50 KBE/mL, 1.000 KBE/mL, 10.000 KBE/mL

Tabelle 42: Auswertung Abtoteversuch 6.2.9, 50

Wirkstoff 24 hKZ 1 Woche KZ 2 Wochen KZ 4 Wochen KZ
Blindprobe +/+ +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA 5/1/0/1 -/- -/- -/-
100 ppm SSA 2/0/0/0 -/- -/- -/-
250 ppm SSA -/- -/- -/- -/-
250 ppm KS 97/89/10/103 +/+ +/+ +/+

Tabelle 43: Auswertung Abtéteversuch 6.2.9, 1.000

++ == 300 KBE,,

,Zahl* = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Wirkstoff 24 hKZ 1 Woche KZ 2 Wochen KZ 4 Wochen KZ
Blindprobe ++ +/+ ++ +/+
50 ppm SSA 98/93/88/100 0/1/0/2 -/- -/-
100 ppm SSA 35/35/25/25 0/0/1/1 -/- -/-
250 ppm SSA -/- -/- -/- -/-
250 ppm KS +/+ +/+ +/+ +/+

Tabelle 44: Auswertung Abtodteversuch 6.2.9, 10.000

+/+ = 2300 KBE, ,,Zahl™ = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Wirkstoff 24 hKZ 1 Woche KZ 2 Wochen KZ 4 Wochen KZ
Blindprobe ++ +/+ ++ +/+
50 ppm SSA 141/108/82/94 -/- -/- -/-
100 ppm SSA 5/10/8/10 -/- -/- -/-
250 ppm SSA -/- -/- -/- -/-
250 ppm KS +/+ +/+ +/+ +/+
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Abtoteversuche von Asaia bogorensis
Testnummer: 2010 Intern 6

Prufkeim: Asaia bogorensis, B 13987-1
Matrix: Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL
Néhrboden: OSA, 26 °C

Keimeinsaat: 200 KBE/mL, 75.000 KBE/mL

Tabelle 45: Auswertung Abtéteversuch 6.2.10, 200

Wirkstoff Start KZ 24 h KZ 1 Woche KZ
Blindprobe 192 +/+ +/+

50 ppm SSA 193 5/1/6/4 +/+
100 ppm SSA 197 1/1/1/1 261/290
250 ppm SSA 203 -/- -/-
250 ppm KS 200 55/28/47/36 +/+

+/+ =2 300 KBE, ,,Zahl* = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Tabelle 46: Auswertung Abtdteversuch 6.2.10, 75.000

Wirkstoff Start KZ 24 hKZ 1 Woche KZ
Blindprobe +/+ ++ ++

50 ppm SSA +/+ +/+ +/+
100 ppm SSA +/+ ~ 400 291/302
250 ppm SSA +/+ 279/241 5/2/0/1
250 ppm KS +/+ +/+ +/+

+/+ = 2300 KBE, ,,Zahl™ = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar
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Abtoteversuche von Asaia lannaensis
Testnummer: 2010 Intern 7

Prifkeim: Asaia lannaensis, B 14140-1
Matrix: Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL
Nahrboden: OSA, 26 °C

Keimeinsaat: 1.000 KBE/mL, 75.000 KBE/mL

Tabelle 47: Auswertung Abtéteversuch 6.2.11, 1.000

Wirkstoff Start KZ 24 h KZ 1 Woche KZ
Blindprobe +/+ +/+ +/+

50 ppm SSA +/+ 6/5/9/4 +/+
100 ppm SSA +/+ 7/512/8 +/+
250 ppm SSA +/+ 3/8/3/5 109/112
250 ppm KS +/+ +/+ 190/211

+/+ = 2300 KBE, ,,Zahl" = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Tabelle 48: Auswertung Abtéteversuch 6.2.11, 75.000

Wirkstoff Start KZ 24 h KZ 1 Woche KZ
Blindprobe ++ ++ ++

50 ppm SSA +/+ +/+ +/+
100 ppm SSA +/+ +/+ +/+
250 ppm SSA +/+ ~ 670 ~ 350
250 ppm KS +/+ +/+ +/+

+/+ = 2300 KBE, ,,Zahl™ = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar
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Abtoteversuche von Gluconacetobacter
2011 Intern 10, 11
Gluconacetobacter Spezies, B 15086-1a
Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL

OSA, 26 °C
10 KBE/mL, 1.000 KBE/mL

Testnummer:
Prifkeim:
Matrix:
Néhrboden:
Keimeinsaat:

Tabelle 49: Auswertung Abtoteversuch 6.2.12, 10

Wirkstoff 24 h KZ 1 Woche KZ 2 Wochen KZ 4 Wochen KZ
Blindprobe 28/24/38/36 +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA 0/5/2/2 -/- -/- -/-
100 ppm SSA 0/1/1/2 -/- -/- -/-
250 ppm SSA -/- -/- -/- -/-
250 ppm KS 8/5/7/13 +/+ +/+ +/+

Tabelle 50: Auswertung Abtdteversuch 6.2.12, 1.000

+/+=2300 KBE,

,.Zahl* = Anzahl sichtbarer KBE

, -I- = keine Keime sichtbar

Wirkstoff 24 hKZ 1 Woche KZ 2 Wochen KZ 4 Wochen KZ
Blindprobe 115/124/138/132 +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA 12/18/9/9 -/- -/- -/-
100 ppm SSA 7/6/7/8 -/- -/- -/-
250 ppm SSA -/- -/- -/- -/-
250 ppm KS 24/23/27/31 +/+ +/+ +/+

+/+=2300 KBE, ,,

Zahl™ = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

113



Anhang

Abtoteversuche von Lactobacillus brevis

Testnummer:
Prifkeim:
Matrix:
Nahrboden:
Keimeinsaat:

2011 Intern 4,5

Lactobacillus brevis, B 101
Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL
CM 361, 26 °C, anaerob

10.000 KBE/mL, 100.000 KBE/mL

Tabelle 51: Auswertung Abtéteversuch 6.2.13, 10.000

Wirkstoff Start KZ 24 h KZ 4 Wochen KZ
Blindprobe +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA +/+ 116/134/144/143 -/-
100 ppm SSA +/+ 111/130/133/127 -/-
250 ppm SSA +/+ 95/69/85/84 -/-
250 ppm KS ++ ++ ++

Tabelle 52: Auswertung Abtodteversuch 6.2.13, 100.000

+/+ = 2300 KBE, ,,Zahl" = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Wirkstoff Start KZ 24 hKZ 1 Wochen KZ
Blindprobe ++ ++ ++
50 ppm SSA +/+ -/- -/-
100 ppm SSA +/+ -/- -/-
250 ppm SSA +/+ -/- -/-
250 ppm KS +/+ +/+ +/+

+/+ = 2300 KBE, ,,Zahl™ = Anzahl sichtbarer KBE, -/- = keine Keime sichtbar

Abtoteversuche von Lactobacillus casei

Testnummer:
Prifkeim:
Matrix:
Nahrboden:
Keimeinsaat:

2011 Intern 6

Lactobacillus casel,

Apfelsaft : Wasser, 1:1; 100 mL
CM 361, 26 °C, anaerob

10.000 KBE/mL

Tabelle 53: Auswertung Abtoteversuch 6.2.14, 10.000

Wirkstoff Start KZ 24 hKZ 4 Wochen KZ
Blindprobe +/+ +/+ +/+
50 ppm SSA +/+ 185/176/178/201 -/-
100 ppm SSA +/+ 145/173/168/189 -/-
250 ppm SSA +/+ 159/130/130/130 -/-
250 ppm KS +/+ +/+ +/+
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Prufberichte der Sensoriktests mit Sorbinsédureanhydrid

Priufprotokoll 2 — Sensoriktest Nr. A-D

a) zugrunde gelegte Normen

Die Dreiecksprifungen wurden durchgefuhrt nach Vorschrift 00.90-7 Untersuchung von Le-
bensmitteln - Sensorische Prifverfahren, Dreieckspriifung aus der Amtlichen Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB, September 2006 (Ubernahme der gleichnamigen
Norm DIN 1SO 4120, Ausgabe April 2005).

b) Zweck der Prufungen
Es soll festgestellt werden, ob zwischen den verschiedenen Priufmustern ein Unterschied be-

steht.

c) Art des Priifmusters

Probensatz 2A: flavoured water (Apfel) Probensatz 2B: flavoured water (Apfel)
Probe A: 50 ppm Sorbinsdaureanhydrid Probe A: 200 ppm Sorbinsaureanhydrid
Probe B: 50 ppm Sorbinsaure Probe B: 200 ppm Sorbinséure
Probensatz 2C: Apfelsaft Probensatz 2 D: Apfelsaft

Probe A: 50 ppm Sorbinsdaureanhydrid Probe A: 200 ppm Sorbinsaureanhydrid
Probe B: 50 ppm Sorbinsaure Probe B: 200 ppm Sorbinséure

d) Anzahl der Prifproben
Die Proben wurden in Triaden gereicht. Insgesamt wurden pro Prifergruppe vier Triaden ge-

pruft. Es gab keine Bezugsproben oder Blindproben.

e) Prufklima
Die Tests fanden in Kleingruppen a 5 Personen statt, die Temperatur im Prifraum betrug 22
°C, die Prufproben hatten eine Temperatur von 16 °C. Die Tests wurden bei Tageslicht mit

zugeschaltetem Raumlicht gemacht.

f) Qualifikation und Anzahl der Prufer
Es nahmen insgesamt 20 ungeschulte Prifer an den Tests teil. Die Priifer waren zwischen 25
und 60 Jahre alt.
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g) Abweichungen von den Festlegungen der oben genannten Normen

Die Prufungen wurden nicht in Prifkabinen vorgenommen.

h.) Anzahl der richtigen und der gesamten Antworten
In Test A wurden 30 % richtige Antworten gegeben, in Test B 55 % richtige Antworten. Bei
Test C wurden 30 % richtig beantwortet und bei Test D gaben 45 % der Probanden die richti-

ge Antwort

I.) Angabe der Sicherheitsschwelle
Bei einer niedrigen Sicherheitsschwelle von a = 0,05 miissen 13 bis 14 von 20 Antworten

richtig sein (65 — 70 %), um die Proben zweifelsfrei voneinander zu unterscheiden.

J.) Ergebnisse der Prifungen einschlieBlich statistischer Auswertungen

Bei den Proben mit hoherem Sorbinsdureanhydrid-Gehalt ist eine leichte Differenzierung er-
kennbar. Die Anzahl der richtig gegebenen Antworten liegt Gber dem Erwartungswert (statis-
tisch > 33,3 %), allerdings unterhalb der Sicherheitsschwelle von 14 richtigen Antworten (bei
a = 0,05). Das bedeutet, dass die Proben mit Konzentrationen von 200 mg/L vermutlich un-
terscheidbar sind. Es sollten zusétzliche sensorische Prifungen unternommen werden.

Bei den Proben mit geringer Anhydrid-Konzentration liegt die Anzahl der richtigen Antwor-
ten unterhalb des statistischen Erwartungswertes bei ununterscheidbaren Musters. Somit wur-

de bei beiden Proben kein Geschmacksunterschied erkannt.

k) Testergebnisse als Anhang

Tabelle 54: Ergebnisse des Sensoriktests 2A, flavoured Water 50 ppm SSA/ SS

Name 1 2 3 Antwort  Richtig oder Falsch
Proband 1 234 A 498 B 165 B 234 Richtig
Proband 2 403 B 320 A 382 B 320 Richtig
Proband 3 313 B 895 B 103 A 895 Falsch
Proband 4 741 B 776 A 371 B 776 Richtig
Proband 5 304 A 77 B 421 A 77 Richtig
Proband 6 193 B 56 B 621 A 193 Falsch
Proband 7 837 A 359 B 683 A 837 Falsch
Proband 8 508 A 775 B 971 B 508 Richtig
Proband 9 992 A 772 A 951 B 772 Falsch
Proband 10 431 B 116 A 933 A 431 Richtig
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Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 11 970 A 807 B 526 B 526 Falsch
Proband 12 609 B 33 A 604 A 604 Falsch
Proband 13 842 B 278 B 442 A 278 Falsch
Proband 14 | 740 B 307 A 574 B 307 Richtig
Proband 15 7005 A 013 A 343 B 343 Richtig
Proband 16 | 068 A 118 B 888 A 118 Richtig
Proband 17 346 B 044 B 285 A 346 Falsch
Proband 18 666 B 495 A 700 A 666 Richtig
Proband 19 153 B 920 A 871 B 920 Richtig
Proband 20 789 A 502 B 593 B 502 Falsch
Tabelle 55: Ergebnisse des Sensoriktests 2B, flavoured Water 200 ppm SSA / SS
Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 1 243 A 371 B 044 B 371 Falsch
Proband 2 498 B 740 A 285 B - Falsch
Proband 3 165 B 307 B 837 A 165 Falsch
Proband 4 970 B 574 A 508 B 574 Richtig
Proband 5 807 A 304 B 775 A 304 Richtig
Proband 6 526 B 077 B 971 A 971 Richtig
Proband 7 403 A 421 B 666 A 421 Richtig
Proband 8 320 A 705 B 495 B 320 Richtig
Proband 9 382 A 013 A 700 B 013 Falsch
Proband 10 609 B 343 A 992 A 609 Richtig
Proband 11 | 334 A 193 B 772 B 334 Richtig
Proband 12 604 B 06 A 951 A 951 Falsch
Proband13 | 313 B 621 B 153 A 153 Richtig
Proband 14 895 B 068 A 920 B 895 Falsch
Proband 15 103 A 118 A 871 B 871 Richtig
Proband 16 842 A 888 B 431 A 842 Falsch
Proband 17 278 B 837 B 116 A 837 Falsch
Proband 18 442 B 359 A 933 A 933 Falsch
Proband19 | 741 B 683 A 789 B 683 Richtig
Proband20 | 776 A 346 B 502 B 776 Richtig
*Die Antwort ,.kein Unterschied* wurde mit einem ’-* gekennzeichnet und als falsch behandelt
Tabelle 56: Ergebnisse des Sensoriktests 2C, Apfelsaft 50 ppm SSA/ SS
Name 1 2 3 Antwort  Richtig oder Falsch
Proband 1 63 A 996 B 671 B 996 Falsch
Proband 2 91 B 954 A 39 B 39 Falsch
Proband 3 133 B 930 B 585 A 930 Falsch
Proband 4 189 B 756 A 104 B 756 Richtig
Proband 5 203 A 684 B 182 A 203 Falsch
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Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 6 259 B 636 B 234 A 259 Falsch
Proband 7 266 A 600 B 507 A 600 Richtig
Proband 8 315 A 558 B 598 B 558 Falsch
Proband 9 37 A 534 A 637 B 357 Falsch
Proband 10 | 462 B 516 A 988 A 516 Falsch
Proband 11 | 497 A 462 B 897 B 897 Falsch
Proband 12 553 B 414 A 793 A 414 Falsch
Proband 13 | 588 B 372 B 494 A 494 Richtig
Proband 14 | 602 B 306 A 377 B 377 Falsch
Proband15 | 714 A 282 A 273 B 714 Falsch
Proband16 | 763 A 258 B 013 A 013 Falsch
Proband 17 | 812 B 222 B 547 A 547 Richtig
Proband18 | 847 B 186 A 649 A 847 Richtig
Proband19 | 924 B 132 A 546 B 132 Richtig
Proband20 | 994 A 078 B 332 B 078 Falsch

*Die Antwort ,.kein Unterschied* wurde mit einem ’-¢ gekennzeichnet und als falsch behandelt.

Tabelle 57: Ergebnisse des Sensoriktests 2D, Apfelsaft 200 ppm SSA/ SS

Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 1 063 A 598 B 282 B 282 Falsch
Proband 2 9% B 3%7 A 273 B 357 Richtig
Proband 3 671 B 534 B 763 A 534 Falsch
Proband 4 091 B 637 A 258 B 637 Richtig
Proband 5 954 A 462 B 013 A 954 Falsch
Proband 6 039 B 516 B 812 A 812 Richtig
Proband 7 133 A 98 B 222 A 222 Falsch
Proband 8 930 A 497 B 547 B 930 Richtig
Proband 9 580 A 462 A 847 B 585 Falsch
Proband10 | 189 B 8997 A 186 A 897 Falsch
Proband11 | 756 A 553 B 649 B 553 Falsch
Proband 12 | 104 B 414 A 924 A 104 Richtig
Proband13 | 203 B 793 B 132 A 203 Falsch
Proband14 | 684 B 588 A 546 B 588 Richtig
Proband 15 182 A 372 A 99 B 372 Falsch
Proband16 | 259 A 494 B 078 A 494 Richtig
Proband17 | 636 B 602 B 332 A 636 Falsch
Proband18 | 507 B 306 A 791 A 507 Richtig
Proband19 | 315 B 377 A 047 B 047 Falsch
Proband20 | 558 A 714 B 242 B 558 Richtig
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Prifprotokoll 3 — Sensoriktest Nr. A+B

a) zugrunde gelegte Normen

Die Dreiecksprufungen wurden durchgefiihrt nach Vorschrift 00.90-7 Untersuchung von Le-
bensmitteln - Sensorische Prifverfahren, Dreiecksprifung aus der Amtlichen Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB, September 2006 (Ubernahme der gleichnamigen
Norm DIN 1SO 4120, Ausgabe April 2005).

b) Zweck der Prifungen
Es soll festgestellt werden, ob zwischen den verschiedenen Prufmustern ein Unterschied be-

steht.

c) Art des Priifmusters

Probensatz 3A: Orangensaft Probensatz 2B: Orangensaft
Probe A: 50 ppm Sorbinsdureanhydrid Probe A: 200 ppm Sorbinsdureanhydrid
Probe B: 50 ppm Sorbinsaure Probe B: 200 ppm Sorbinséure

d) Anzahl der Prufproben
Die Proben wurden in Triaden gereicht. Insgesamt wurden pro Prifergruppe zwei Triaden
gepruft. Es gab keine Bezugsproben oder Blindproben.

e) Prufklima
Die Tests fanden in zwei Gruppen a 10 Personen statt, die Temperatur im Prifraum betrug 21
°C, die Prufproben hatten eine Temperatur von 16 °C. Die Tests wurden bei Tageslicht mit

zugeschaltetem Raumlicht gemacht.

f) Qualifikation und Anzahl der Priifer
Es nahmen insgesamt 20 ungeschulte Prifer an den Tests teil. Die Prufer waren zwischen 25
und 50 Jahre alt.

g) Abweichungen von den Festlegungen der oben genannten Normen

Die Prifungen wurden nicht in Priifkabinen vorgenommen.

h.) Anzahl der richtigen und der gesamten Antworten

In Test A wurden 25 % richtige Antworten gegeben, in Test B 35 % richtige Antworten.
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i.) Angabe der Sicherheitsschwelle
Bei einer geringen Sicherheitsschwelle von o = 0,05 miissen 13 bis 14 von 20 Antworten rich-

tig sein (65 — 70 %), um die Proben zweifelsfrei voneinander zu unterscheiden.

J.) Ergebnisse der Prufungen einschlieBlich statistischer Auswertungen

Bei beiden Test, in denen Orangensaft verkostet wurde, wurden alle Proben gleichméRig als
die Unterschiedliche bewertet. Sowohl die Probe mit 50 mg/L Sorbinsdureanhydrid, als auch
die Probe mit 200 mg/L Sorbinsédureanhydrid konnten nicht von Proben unterschieden wer-
den, welche mit der gleichen Menge Sorbinsdure versetzt waren. In Orangensaft kann Sorbin-

saureanhydrid nicht erkannt werden.

k) Testergebnisse als Anhang

Tabelle 58: Ergebnisse des Sensoriktests 3A, Orangensaft 50 ppm SSA/ SS

Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 1 403 A 609 B 777 B 403 Richtig
Proband 2 193 B 077 A 600 B 600 Falsch
Proband 3 332 B 934 B 714 A 934 Falsch
Proband 4 721 B 429 A 431 B 429 Richtig
Proband 5 150 A 945 B 116 A 116 Falsch
Proband 6 992 B 933 B 103 A 992 Falsch
Proband 7 700 A 386 B 508 A 386 Richtig
Proband 8 574 A 994 B 068 B 994 Falsch
Proband 9 320 A 667 A 073 B 073 Richtig
Proband10 | 056 B 593 A 807 A 807 Falsch
Proband 11 | 472 A 382 B 421 B 421 Falsch
Proband 12 664 B 621 A 545 A 545 Falsch
Proband 13 | 772 B 549 B 608 A 549 Falsch
Proband 14 | 495 B 361 A 153 B 495 Falsch
Proband15 | 307 A 332 A 842 B 307 Falsch
Proband16 | 895 A 951 B 741 A 951 Richtig
Proband17 | 741 B 285 B 508 A 285 Falsch
Proband18 | 243 B 740 A 379 A 740 Falsch
Proband19 | 491 B 313 A 888 B 888 Falsch
Proband20 | 789 A 837 B 604 B 837 Falsch
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Tabelle 59: Ergebnisse des Sensoriktests 3B, Orangensaft 200 ppm SSA/ SS

Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 1 604 A 386 B 153 B 386 Falsch
Proband 2 403 B 508 A 307 B 508 Richtig
Proband 3 609 B 574 B 332 A 332 Richtig
Proband 4 777 B 994 A 842 B 994 Richtig
Proband 5 193 A 068 B 895 A 193 Falsch
Proband 6 077 B 320 B %1 A 077 Falsch
Proband 7 600 A 667 B 741 A 741 Falsch
Proband 8 332 A 073 B 285 B 073 Falsch
Proband 9 934 A 056 A 508 B 056 Falsch
Proband 10 714 B 503 A 243 A 714 Richtig
Proband 11 721 A 807 B 740 B 807 Falsch
Proband 12 | 429 B 472 A 349 A 429 Richtig
Proband 13 431 B 382 B 491 A 431 Falsch
Proband 14 150 B 421 A 313 B 150 Falsch
Proband 15 945 A 664 A 888 B 664 Falsch
Proband 16 116 A 621 B 789 A 621 Richtig
Proband 17 992 B 545 B 837 A 545 Falsch
Proband 18 933 B 772 A 2719 A 279 Falsch
Proband 19 103 B 549 A 451 B 451 Falsch
Proband20 | 700 A 361 B 286 B 700 Richtig

Prifprotokoll 4 — Sensoriktest Nr. A+B

*Die Antwort ,.kein Unterschied wurde mit einem ’-* gekennzeichnet und als falsch behandelt

a) zugrunde gelegte Normen

Die Dreieckspriifungen wurden durchgefuhrt nach Vorschrift 00.90-7 Untersuchung von Le-

bensmitteln - Sensorische Prifverfahren, Dreiecksprifung aus der Amtlichen Sammlung von

Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB, September 2006 (Ubernahme der gleichnamigen

Norm DIN 1SO 4120, Ausgabe April 2005).

b) Zweck der Prifungen

Es soll festgestellt werden, ob zwischen den verschiedenen Prifmustern ein Unterschied be-

steht.

¢) Art des Prifmusters
Probensatz 4A: Rotwein (12 Vol. % Alkohol)

Probe A: 50 ppm Sorbinsdureanhydrid
Probe B: 50 ppm Sorbinsdure

Probensatz 4B: Rotwein (s.0.)
Probe A: 200 ppm Sorbinsaureanhydrid
Probe B: 200 ppm Sorbinséure
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d) Anzahl der Prifproben
Die Proben wurden in Triaden gereicht. Insgesamt wurden pro Prifergruppe zwei Triaden

gepruft. Es gab eine Rotweinblindprobe.

e) Prifklima
Die Tests fanden in Kleingruppen a 5 Personen statt, die Temperatur im Prufraum betrug 20
°C, die Prufproben hatten eine Temperatur von 16 °C. Die Tests wurden bei Tageslicht mit

zugeschaltetem Raumlicht gemacht.

f) Qualifikation und Anzahl der Prdfer

Es nahmen insgesamt 20 ungeschulte Prifer an den Tests teil.

g) Abweichungen von den Festlegungen der oben genannten Normen

Die Prifungen wurden nicht in Priifkabinen vorgenommen.

h) Anzahl der richtigen Antworten
7 Personen erkannten bei Probensatz 4A die unterschiedliche Probe. 6 Personen konnten die
unterschiedliche Probe bei Probensatz 4B erkennen.

i) Testergebnisse als Anhang

Tabelle 60: Ergebnisse des Sensoriktests 4A, Rotwein 50 ppm SSA/ SS

Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 1 25 A 314 B 694 B 25 Richtig
Proband 2 362 B 710 A 930 B 362 Falsch
Proband 3 800 B 291 B 908 A 800 Falsch
Proband 4 329 B 790 A 592 B 592 Falsch
Proband 5 664 A 494 B 97 A 494 Richtig
Proband 6 496 B 832 B 411 A 411 Richtig
Proband 7 830 A 810 B 123 A 830 Falsch
Proband 8 738 A 811 B 254 B 811 Falsch
Proband 9 136 A 667 A 375 B 667 Falsch
Proband 10 | 519 B 777 A 737 A 777 Falsch
Proband 11 | 717 A 110 B 585 B 717 Richtig
Proband 12 | 138 B 570 A 956 A 570 Falsch
Proband 13 | 565 B 628 B 166 A 166 Richtig
Proband 14 | 205 B 470 A 529 B 529 Falsch
Proband 15 | 276 A 460 A 609 B 460 Falsch
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Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 16 793 A 609 B 320 A 609 Richtig
Proband 17 681 B 683 B 866 A 866 Richtig
Proband 18 969 B 502 A 129 A 502 Falsch
Proband 19 975 B 179 A 517 B 975 Falsch
Proband 20 798 A 44 B 337 B 44 Falsch
Tabelle 61: Ergebnisse des Sensoriktests 4B, Rotwein 200 ppm SSA/ SS

Name 1 2 3 Antwort Richtig oder Falsch
Proband 1 617 A 401 B 449 B 401 Falsch
Proband 2 726 B 700 A 395 B 395 Falsch
Proband 3 726 B 268 B 314 A 314 Richtig
Proband 4 517 B 143 A 292 B 517 Falsch
Proband 5 774 A 339 B 559 A 774 Falsch
Proband 6 737 B 212 B 536 A 536 Richtig
Proband 7 836 A 300 B 921 A 300 Richtig
Proband 8 571 A 737 B 246 B 737 Falsch
Proband 9 56 A 231 A 382 B 231 Falsch
Proband 10 739 B 824 A 342 A 342 Falsch
Proband 11 106 A 718 B 821 B 821 Falsch
Proband 12 | 172 B 69 A 255 A 172 Richtig
Proband 13 371 B 689 B 758 A 371 Falsch
Proband 14 749 B 801 A 491 B 749 Falsch
Proband 15 876 A 754 A 989 B 989 Richtig
Proband 16 562 A 764 B 315 A 562 Falsch
Proband 17 935 B 250 B 277 A 250 Falsch
Proband 18 530 B 219 A 925 A 219 Falsch
Proband 19 526 B 423 A 254 B 423 Richtig
Proband 20 870 A 193 B 937 B 937 Falsch

Priifprotokoll 5 — Sensoriktest Nr. A

*Die Antwort ,.kein Unterschied wurde mit einem ’-° gekennzeichnet und als falsch behandelt

Ziel des Tests war es, einen Standard A aus einer Reihe verschiedener Proben wieder zu er-

kennen, dazu wurde ein ,,A/nicht A*“ -Test durchgefuhrt. Es wurden Apfelsaft-Proben getestet,

welche als ,,nicht A*“ -Proben mit Kaliumsorbat, Limonen oder Sorbinsdureanhydrid versetzt

wurden.

a) zugrunde gelegte Normen

Der A/nicht A- Test wurde durchgefiihrt nach der DIN Vorschrift 10972 Sensorische Prifver-

fahren — ,,A“ —

b.) Charakterisierung der Proben

,hicht A*“ Priifung, Ausgabe August 2003.
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Als Standard A wurde Apfelsaft verwendet.
Fiir die ,,nicht A*“ —Proben wurde der Apfelsaft mit
50 ppm Anhydrid,
250 ppm Sorbat oder
50 ppm Limonen
versetzt und in verschiedener Reihenfolge und unterschiedlicher Anzahl zum Testen gereicht.

Die Probensets enthielten jeweils vier Proben plus Standard A.

c.) Prifauftrag

Den ungeschulten Priifern wurde mitgeteilt, dass es sich um einen ,,A/nicht A“ -Test handelt.
Der Prufauftrag bestand darin, aus verschiedenen Proben die zu erkennen, welche gleich dem
Standard ist (sind). Die anderen Proben sollen als ,,nicht A*“ gekennzeichnet werden und der

Geschmacksunterschied zum Standard A soll benannt werden.

d.) Prifbedingungen
Die Prifung wurde bei 20 °C durchgefuhrt, die Getranke wurden gekuhlt (ca. 12 °C) verkos-
tet. An der Prifung nahmen 20 ungeschulte Prufer teil.

e.) Anzahl der richtigen und der gesamten Antworten

Von den 26 ausgeteilten Standardproben wurden 10 richtig erkannt und 16 falsche Antworten
gegeben. Von den ,,nicht A“ —Proben wurden 34 als vom Standard unterschiedlich erkannt, 20
Proben wurden nicht als unterschiedlich erkannt.

Insgesamt wurden 43 richtige Antworten und 37 falsche Antworten gegeben.

f.) Urteil

Es wurden weniger als die Halfte der Standardproben richtig erkannt, somit konnte der Stan-
dard nicht zweifelsfrei identifiziert werden.

Die Proben, welche mit Limonen versetzt waren, konnten eindeutig identifiziert werden. Der
Geschmacksunterschied wurde als saurer im Vergleich zum Standard beschrieben. Zudem trat
bei dieser Probe ein leichter Geschmack nach Citrusfriichten auf, welcher durch das Limonen
verursacht wurde.

Die anderen beiden Proben (Sorbinsédureanhydrid und Sorbinsdure) konnten vom Standard

nicht zweifelsfrei unterschieden werden.
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Prifprotokoll 6 — Sensoriktest Nr. A

Es wurde ein Praferenztest durchgefuhrt. Das Ziel dieses Testes war es, herauszufinden, wel-

che Probe bevorzugt wird.

a.) Charakterisierung der Proben

Probe 1: Apfelsaft mit 250 ppm Sorbinséure

Probe 2: Apfelsaft mit 50 ppm Sorbinsaureanhydrid
Probe 3: Apfelsaft mit 0,1 ppm 2-Ethoxy-3,5-hexadien

b.) Prifauftrag

Den ungeschulten Prufern wurde mitgeteilt, dass es sich um einen Praferenztest handelt. Der
Prufauftrag bestand darin, die verschiedenen Proben nach ihrem Geschmack zu ordnen. Die
Probe, die am besten schmeckt, wurde bezeichnet, als 1. Wahl, die n&chste Probe als 2. Wahl
und die dritte Probe als 3. Wahl.

¢) Priifbedingungen
Die Prifung wurde bei 20 °C durchgefuhrt, die Getranke wurden gekuhlt (ca. 12 °C) verkos-
tet. An der Prufung nahmen 40 ungeschulte Prufer teil.

d.) Auswertung der Antworten

Die Probe, welche 1. Wahl ist, erhalt 3 Punkte, die zweite Wahl erhdlt 2 Punkte und die dritte
Wahl erhalt einen Punkt. Dadurch ergeben sich durch die Antworten der Tester folgende End-
summen:

Probe 1: 99

Probe 2: 101

Probe 3: 40

5.) Urteil

Die dritte Probe (mit 0,1 ppm Ethoxyhexadien) wurde von allen als die schlechteste Probe
bewertet. Die Proben 1 und 2 haben jeweils eine Summe um 100 Punkte, womit eine klare
Préferenz ausgeschlossen ist. Allerdings wurde die Probe 2 (mit 50 ppm Sorbinsaureanhydrid)

knapp besser bewertet.
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6.) Testergebnisse als Anhang

Tabelle 63: Ergebnisse des Sensoriktests 6A, Praferenztest

Proband Nummer

Probe 1

Probe 2

Probe 3

Proband 1

Proband 2

Proband 3

Proband 4

Proband 5

Proband 6

Proband 7

Proband 8

Proband 9

Proband 10
Proband 11
Proband 12
Proband 13
Proband 14
Proband 15
Proband 16
Proband 17
Proband 18
Proband 19
Proband 20
Proband 21
Proband 22
Proband 23
Proband 24
Proband 25
Proband 26
Proband 27
Proband 28
Proband 29
Proband 30
Proband 31
Proband 32
Proband 33
Proband 34
Proband 35
Proband 36
Proband 37
Proband 38
Proband 39
Proband 40
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6.2 Abkirzungsverzeichnis

Abkiirzung | Bedeutung

% ige prozentige

°C Grad Celsius

AG Arbeitsgemeinschaft

BASF Badische Anilin und Soda Fabrik

BASIL Biphasic Acid Scavenging Utilizing lonic Liquids

C Kohlenstoff

ca. circa

CI Chlorid-lon

CO; Kohlendioxid

DABCO Diazabicyclooctan

DCC Dicyclocarbodiimid

DHB Dihydroxybenzoeséaure

DIN Deutsche Industrie Norm

DPCP Diphenylchlorophosphat

DMF Dimethylformamid

et. al. et alii, und andere

g Gramm

g/kg Gramm pro Kilogramm

GC Gaschromatograph(ie)

h hour(s), Stunde(n)

H Wasserstoff

H* Proton

H,SO, Schwefelsdure

H3PO4 Phosphorsaure

HPLC High Performance Liquid Chromatography,
Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie

IR Infrarot

KBE Kolonien bildende Einheiten

kg Kilogramm

KS Kaliumsorbat

L Liter

LFGB Lebens- und Futtermittelgesetzbuch

LSM Lésungsmittel

m/Z Masse-Ladungsverhaltnis

MALDI- Matrix assisted laser desorption ionisation - time of flight - mass spectrometry,

TOF-MS Matrix unterstutzte Laser Desorption lonisation- Flugzeit-Massenspektrometer

max. Maximal

mbar Millibar

mg Milligramm

mg/L Milligramm pro Liter

mL Milliliter

min Minute(n)
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mind.
MIO
MS
MSA
NaCl
NaNO;
NaNO;3
Nm
NMR
0.a.
0.4
PET
PCI5
POCI3
ppm
PSA
RF

RT

SO2
SS
SSA
SSCI

TEA
USA
uv
vgl.
Vol.
z.B.
ZZulVv

Mindestens

Mikroorganismus, Mikroorganismen
Massenspektrum
Maleinséureanhydrid
Natriumchlorid

Natriumnitrit

Natriumnitrat

Nanometer

Nuclear magnetic resonance, Kernspinresonanz
oder andere

oder dhnliche
Polyethylenterephthalat
Phosphorpentachlorid
Phosphorylchlorid

parts per million, Teile pro Million
Phthalsaureanhydrid

Ruckfluss

Raumtemperatur

Sekunde(n)

Schwefeldioxid

Sorbinsaure

Sorbinséureanhydrid
Sorbinséurechlorid

Tonne(n)

Triethylamin

United States of America, Vereinigte Staaten von Amerika

Ultraviolett

vergleiche

Volumen

zum Beispiel
Zusatzstoff-Zulassungsverordnung
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