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NORME INTERNATIONALE

1SO 6560-1983 (F)

Produits dérivés des fruits et légumes — Détermination de
la teneur en acide benzoique (teneurs supérieures a

200 mg par litre ou par kilogramme) — Méthode par
spectrométrie d'absorption moléculaire

1 Objet et domaine d’application

La présente Norme internationale spécifie une méthode de’

détermination de la teneur en acide benzoique des produits
dérivés des fruits et légumes.

La méthode est applicable aux produits ayant des teneurs en
acide benzoique supérieures a 200 mg par litre ou par kilo-
gramme, et en particulier aux jus de fruits, purée de tomates,
salées ou non, et aux produits conservés par le vinaigre ou/par
I'acide lactique.

Une méthode de détermination de I'acide benzoique a des
concentrations plus faibles est spécifiée dans I'ISO 5518,
Fruits, légumes et produits dérivés — Détermination’-de’{a
teneur en acide benzoique -'Méthode'spectrophotornétrigue.

2 Principe

Extraction de I'acide benzoique d'une prise d'essai acidifiée, par
Foxyde diéthylique, nitration puis réduction et réaction de
Mohler modifiée avec le chlorhydrate d’hydroxylamine. Mesu-
rage spectrométrique de l'absorbance du complexe rouge
obtenu.

3 Réactifs
Tous les réactifs doivent étre de qualité analytique reconnue, et

'eau utilisée doit étre de I'eau distillée ou de I'eau de pureté au
moins équivalente.

3.1 Acide benzoique, solution étalon correspondant & 1 g
d’acide benzoique par litre.

Peser, 30,000 1 g prés, 100 mg d’acide benzoique. Les dissou-
dre dans 25 ml de solution d’hydroxyde de sodium 4 0,1 mol/|
et compléter a 100 mi avec de I'eau.

1 ml de cette solution étalon contient 1 mg d’acide benzoique.

3.2 Solution de nitration.

Dissoudre 23 g de nitrate de potassium dans 250 ml d'acide sul-
furique concentré (05, = 1,84 g/ml).

3.3 Chiorhydrate d’hydroxylamine, solution & 20 g/I.
3.4 Ammoniaque, solution concentrée (0, = 0,910 g/ml).

3.5 Phénolphtaléine, solution & 10 g/I.

Dissoudre 1 g de phénolphtaléine dans 100 ml d’éthanol a
60 % (V/V).

3.6, Hydroxyde de sodium, solution & 1 mol/l.
3.7 Hydroxyde de sodium, solution a 0,1 mol/I.
3.8°C-Alcide sulfurique, solution 3 25 % (m/m).

3.9 Solution de Carrez 1.

Dissoudre 150 g d’hexacyanoferrate (Il) de potassium trihy-
draté [K4Fe(CN)g:3H,0] dans de l'eau et compléter &
1000 ml.

3.10 Solution de Carrez Il.

Dissoudre 300 g de sulfate de zinc heptahydraté
(ZnS0,4-7H,0) dans de 'eau et compléter & 1 000 mi.

3.11 Oxyde diéthylique, récemment distilié.
4 Appareillage’
Matériel courant de laboratoire, et notamment

4.1 Ampoules a décanter, de 200 ml de capacité, munies
de bouchons rodés.

4.2 Pipettes, de 1, 2, 5, 10, 25 et 50 m| de capacités.

4.3 Pipette, de 2 ml de capacité, graduée par division de
0,1 mi.

4.4 Fioles jaugées, de 10 et 100 ml de capacités, munies de
bouchons en verre rodé.
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4.5 Bain d’eau bouillante.

4.6 Tubes a essais, de 1,6 ou 2,0 cm de diamétre.
4.7 Etuve, réglable 4 103 + 2 °C.

4.8 Bain d’eau, réglable 420 + 2 °C.

4.9 Bain d’eau, réglable a 60

H

2 °C.

4.10 Spectrométre, permettant des mesurages a une lon-
gueur d’'onde de 533 nm, avec cuves de 10 mm d’épaisseur.

5 Mode opératoire
5.1 Préparation de I'échantillon pour essai

5.1.1 Produits liquides

Bien mélanger I’échantillon pour laboratoire.

5.1.2 Produits semi-épais (purées, etc.)

Bien mélanger I'échantillon pour laboratoire. Presser une partie
de I'échantillon a travers quatre épaisseurs de gaze, rejeter les
premiéres gouttes de liquide et utiliser le reste de celui-ci pour la
détermination. (Suivre les instructionssdonnées pour.les pro:
duits liquides.)

5.1.3 Produits épais

Bien mélanger I'échantilion pour laboratoire.

5.2 Prise d’essai

5.2.1 Produits liquides

Prélever, a I'aide d'une pipette (4.2), 10 mi de I’échantillon pour
essai et les transférer dans une ampoule a décanter de 200 ml
(4.1).

5.2.2 Produits épais
5.22.1 Peser, a 0,01 g prés, 10 g de I'échantillon pour essai.

5.2.2.2 Déféquer la prise d’essai de la facon suivante.

Ajouter un peu d’eau a la prise d’essai et alcaliniser avec la solu-
tion d’hydroxyde de sodium (3.6) en présence de la solution de
phénolphtaléine (3.5). Placer et maintenir au bain d’eau bouil-
lante (4.5) durant 30 min. Aprés refroidissement, transvaser
dans une fiole jaugée de 100 mi, ajouter 2 ml de la solution de
Carrez | (3.9) et 2 ml de la solution de Carrez Il (3.10), et
compléter au trait repére avec de I'eau. Laisser reposer durant
30 min, puis centrifuger ou filtrer. Utiliser cette solution clari-
fiée pour I'extraction (5.3).

5.3 Extraction et purification de l'acide
benzoique

5.3.1 Produits liquides

Ajouter 2 ml de la solution d'acide sulfurique (3.8} 3 la prise
d’essai contenue dans |'ampoule & décanter. Ajouter 256 ml
d’oxyde diéthylique (3.11), agiter et laisser se séparer la phase
éthérée. Répéter cette extraction par agitation avec une nou-
velle portion de 25 ml d’oxyde diéthylique. Réunir les phases
éthérées.

Extraire I'acide benzoique des phases éthérées, sans lavage
avec de l'eau, avec 2 ml de la solution d’hydroxyde de sodium
(3.6) en présence de 1 goutte de |a solution de phénolphtaléine
(3.5), en agitant durant 5 min. Séparer la phase alcaline.
Extraire deux fois par agitation avec 2 ml de la solution
d'hydroxyde de sodium (3.7). Rassembler les extraits alcalins
dans la fiole jaugée de 10 ml (4.4) et compléter au trait repére
avec de |'eau.

5.3.2 Produits épais

Ajouter 50 ml de la solution d’acide sulfurique (3.8) 8 50 ml de
la solution obtenue aprés clarification (5.2.2.2). Ajouter 50 ml
d'oxyde diéthylique'(3.11), agiter et laisser se séparer la phase
éthérée. Répéter deux fois cette extraction par agitation avec
50 mid'oxyde diéthylique. Réunir les phases éthérées dans une
ampoule 3 décanter de 200 mi (4.1).

Ajouter:b mi d’'eau, agiter et rejeter la phase aqueuse.

Ajouter, 2 ml de la solution d’hydroxyde de sodium (3.6) aux
phases éthérées et agiter (le benzoate de sodium est ainsi
formé). Séparer la phase alcaline. Extraire deux fois par agita-
tion avec 2 mi de la solution d’hydroxyde de sodium (3.7). Ras-
sembler les extraits alcalins dans la fiole jaugée de 10 mi (4.4) et
compléter au trait repére avec de I'eau.

5.4 Détermination

5.4.1 Développement de la coloration

Selon la teneur présumée en acide benzoigue, introduire, a
I’aide d’'une pipette, 0,5 a 1,0 m! de l'extrait alcalin dans un tube
a essais (4.6) et évaporer jusqu'a siccité sur le bain d’eau bouil-
lante (4.5). Placer le tube dans I'étuve (4.7) et sécher durant
15 min a 103 + 2 °C.

Laisser refroidir, ajouter 1 ml de la solution de nitration (3.2} et
placer et maintenir au bain d’eau bouillante durant 20 min. (Il
est recommandé d’agiter le tube a essais pendant les premiéres
minutes.)

Placer le tube dans le bain deau (4.8) régié 420 + 2 °C et l'y
laisser durant 15 min. Ajouter 2 ml d'eau et laisser durant
encore 15 min. Ajouter soigneusement 10 ml de la solution
d’ammoniaque (3.4}, en ajoutant d’abord 5 ml par fractions de
0,5 ml et le reste par fractions de 1 ml, Laisser dans le bain
d’eau durant 15 min en veillant a ce que la température du bain
d’eau ne dépasse pas 20 + 2 °C. Ajouter 2 ml de la solution de
chlorhydrate d’hydroxylamine (3.3}, placer dans le bain d’eau
{4.9) réglé 360 + 2 °C et I'y laisser durant 5 min.
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5.4.2 Mesurage spectrométrique
Refroidir le tube & essais, remplir une cuve du spectrométre

avec la solution et mesurer I'absorbance a 533 nm dans les
30 min qui suivent, au moyen du spectrométre (4.10).

5.5 Etablissement de la courbe d’étalonnage
5.56.1 Préparation des solutions témoins
Dans une série de cing tubes & essais, introduire, & i‘aide d'une

pipette (4.3), les volumes de la solution étalon d’acide benzoi-
gue (3.1) indiqués dans le tableau.

Tableau
Volume Masse
de la solution étalon correspondante
d’'acide benzoique (3.1} d’'acide benzoique
mi mg
0,6 0,6
08 0,38
1,0 1,0
1,2 1,2
14 1,4

5.5.2 Développement de la coloration

Placer les tubes dans le bain d’eau bouillante (4.5) et évaporer
jusqu’a siccité. Placer les tubes dans I'étuve (4.7) et sécher
durant 15 min a 103 + 2 °C.

Poursuivre comme décrit en 5.4.1, & partir du 2¢ alinéa [«Laisser
refroidir, ajouter 1 ml de la solution de nitration (3.2}...»].

5.5.3 Mesurages spectrométriques

Opérer comme spécifié en 5.4.2.

5.5.4 Tracé de la courbe

Tracer une courbe en portant, par exemple, les masses, en
microgrammes, d’acide benzoique contenues dans les solu-
tions témoins sur V'axe des abscisses et, sur l'axe des ordon-
nées, les valeurs correspondantes des absorbances.

5.6 Nombre de déterminations

Effectuer deux déterminations sur deux prises d'essai prove-
nant du méme échantillon pour essai (5.1).

6 Expression des résultats
6.1 Mode de calcul et formules

6.1.1 Produits liquides

La teneur en acide benzoique, exprimée en milligrammes par
litre, est égale a

mXV2
V1><V3

x 1000
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ou

m  est la masse, en milligrammes, d'acide benzoique, lue
sur la courbe d’'étalonnage;

V, estle volume, en millilitres, de la prise d’essai, c’est-a-
dire 10 ml (voir 5.2.1);

V, estle volume, en millilitres, de I'extrait alcalin, c’est-a-
dire 10 ml (voir 5.3);

V3 est le volume, en millilitres, d’extrait alcalin prélevé
pour le développement de la coloration (voir 5.4.1).

6.1.2 Produits épais

La teneur en acide benzoique, exprimée en milligrammes par
kilogramme, est égale a
m2 X V1 X V3 %

1000
my X sz V4

ou

m, est la masse, en grammes, de la prise d'essai;

mj best la masse, en milligrammes, d’acide benzoique, lue
sur la courbe'd'étalonnage;

V7 © ‘est le volume, en millilitres, de la solution clarifiée pré-
parée (voir 5.2.2);

Voo est levolume, en; millilitres, de solution clarifiée préle-
vée pour 'extraction, c’est-a-dire 50 mi (voir 5.3.2);

V3 est le volume, en millilitres, de 'extrait alcalin, c’est-3-
dire 10 mi (voir 5.3);

V, est le volume, en millilitres, d’extrait alcalin prélevé
pour le développement de la coloration {(voir 5.4.1).

6.2 Répétabilité

La différence entre les valeurs obtenues & l'issue des deux
déterminations (5.6), effectuées rapidement I'une aprés V'autre
par le méme analyste, ne doit pas dépasser 10 mg d'acide ben-
zoique par litre ou par kilogramme de produit.

7 Note sur le mode opératoire

La présence d’acide formique et d'acide sorbique ne perturbe
pas la détermination de I'acide benzoique.

8 Procés-verbal d’essai

Le proces-verbal d'essai doit indiquer la méthode utilisée et les
résultats obtenus. ll doit, en outre, mentionner tous les détails
opératoires non prévus dans la présente Norme internationale,
ou facultatifs, ainsi que les incidents éventuels susceptibles
d’avoir agi sur les résultats.

Le procés-verbal d'essai doit donner tous les renseignements
nécessaires a l'identification compléte de I'échantillon.
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