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Quantitative Bestimmung von Saccharose
mit Triphenyltetrazoliumchlorid mittels Papierchromatographie

Es ist eine ganze Reihe von Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Saccharose
mittels Papierchromatographie bekannt. Die Quantitit wird entweder »n situ, also
nach Detektion direkt am chromatographischen Papier gewthnlich mit dem Densito-
meter bestimmt, oder erst nach Elution der Saccharose aus dem chromatographischen
Papier ausgewertet. Die eluierte Saccharose wird dann entweder titrimetrisch oder
kolorimetrisch bestimmt. :

Die quantitative Auswertung ¢n situ ist zwar schnell, aber weniger genau und,
was die Ausstattung an Geriten anbelangt ziemlich anspruchsvoll. Von den titrime-
trischen Methoden wird am hiufigsten die Perjodatmethodel, von den kolorime-
trischen die Methode nach SomoGyI-NELsON2 angewendet nach sauerer Hydrolyse der
Saccharose.

Beide Methoden zeichnen sich durch hohe Genauigkeit aus, sind aber an Zeit
und Arbeit sehr anspruchsvoll, Diese Nachteile der angefithrten Methoden gaben uns
den Anlass, die sehr elegante und schnelle Methode von FisCHER UND DORFEL3
nach der die reduzierenden Zucker mit Hilfe von Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)
bestimmt werden, auch auf die quantitative Bestimmung der Saccharose anzuwenden.

Methodisches

Der einzige gangbare Weg zur Bestimmung der Saccharose mittels TTC war ihre
Hydrolyse mit dem Enzym Invertase, genauer S-h-Fruktosidase*. Zur Hydrolyse
der Saccharose verwendeten wir das genannte Priparat, das nach vorhergehender
Aufbereitung keinerlei reduzierende Eigenschaften auf TTC aufwies und den reinen
Priaparaten von Spitzenfirmen (Merck) gleichkam.

Die Aktivitéit des Enzyms war 6.55 Min./g des Priaparats (die Zeit, die zur Hy-
drolyse von 4 g Saccharose in 25 cm® Lisung bei einer Temperatur von 15.5° nétig ist,
bis zur Herabsetzung des optischen Drehungsvermogens auf Null).

Die Enzymlésung wurde aus 0.1 g enzymatischen Priparats in 50 cm?® 0.5 %
KH,PO,-Lésung hergestellt. Nach griindlicher Durchmischung wurde die Lésung
bei 2,000 g zentrifugiert. Zur Besprithung wurde das klare Supernatant verwendet.
Das chromatographische Papier wurde in seiner Ginze gleichmissig mit der Enzym-
lésung bespriiht und in der feuchten Kammer bei 18-20° fiir 40 Min. inkubiert. Die
Verlingerung der Inkubierung bis auf 6o Min. hat keinen Einfluss auf die quantitative
Auswertung (siche Fig. 1). Nach Beendigung der Inkubation wird das Chromato-
gramm bei 60-70° ausgetrocknet. Das weitere Verfahren wird nach den Vorschriften
von Fi1scHER UND DORFEL ausgefiihrt. :

Das chromatographlsche Papier wird durch eine frische Losung von TTC (x Teil
I N NaOH in Methanol und 1 Teil 4 % TTC in Methanol) gezogen und frei getrocknet.
Es empfiehlt sich die angefithrten Operationen bei rotem Licht, oder wenigstens in
Dimmerlicht auszufithren, damit der Hintergrund des Papxcrs lichtrosa verbleibt.
Das chromatographische Papier wird dann 30 Min. bei 70° getrocknet. Die roten

* Das enzymatische Priparat bekamen wir aus dem Nihrmittelforschungsinstitut in Bratislava
(Vyskumny tstav potravindrsky), wo sic es durch Dehydrierung biologisch aktiver Hefe mittels
Alkylglykoldther nach einer von ihnen patentierten Methode priparicrtens,
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Flecke der ‘“Saccharose” werden ausgeschnitten und in ro cm3® Mischung von Me-
thanol und Essigsédure (10: 1) eluiert. Die Elution wird in ro Min. bei Zimmertempera-
tur ausgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte auf einem Lange-Kolorimeter IV (blaues Filter) auf
Grund einer Kalibrationskurve, die fiir jeden Papierbogen resp. fiir jede Versuchs-
serie eigens angefertigt wird.
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Fig. 1. Ka.lxbra,tmnskurve der Saccharose nach 20 (Kurve 1), 40 (Kurve 2), und 6o Min. (Kurve 3)
enzymatischer Hydrolyse.

Diskussion

Die angefiihrte Methode zur Bestimmung der Saccharose hat sich bei unseren Serien-
analysen von Pflanzenmaterial sehr bewidhrt. Um die Genauigkeit und Verlisslichkeit
der Methode zu priifen, haben wir eine ganze Reihe von Bestimmungen durchgefiihrt.
Mit Riicksicht darauf, dass wir ein technisches enzymatisches Priparat verwendeten,
haben wir seinen Einfluss auf die quantitative Bestimmung von Trauben- und
Fruchtzucker durchgefiihrt. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass es nach 6o Min. Inku-
bationszeit nur zu sehr geringen Verschiebungen der Kalibrationskurven der mit dem
Enzym besprithten und nicht bespriihten Flecke des Frucht- und Traubenzuckers
kommt (Fig. 3 und 4). Auf die Genauigkeit der quantitativen Auswertung hat die
Bespriihung mit dem Enzympréiparat iiberhaupt keinen Einfluss, da seine Verinde-
rungen in der Kalibrierungskurve eingeschlossen sind. Um die optimale Zeitdauer
der enzymatischen Hydrolyse festzustellen, haben wir ganze Serien von Proben
nach 20, 40 und 60 Min. Hydrolyse ausgewertet. Die Ergebnisse zeigen, dass eine
enzymatische Hydrolyse von 40 Min. Dauer am vorteilhaftesten ist (siehe Fig. 1).
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Fig. 2. Chromatogramm der Zucker nach enzymatischer Hydrolyse detegiert mit TTC. Ent-
wicklungssystermn Butanol-Essigsdure-Wasser (47 1:5); entwickelt 48 Stunden mit Durchlauf auf
Whatman No. 1 Papier.
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Fig. 3. Einfluss der Invertase auf die Kalibrationskurve dzr Glukose nach 60 Min. Inkubationszeit.
(1) Kalibrationskurve nach Besprithung mit Invertase. (2) Kalibrationskurve ohne Bespriihung
mit Invertase.
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Fig. 4. Einfluss der Invertase auf die Kalibrationskurve der Fructose nach 6o Min. Inkubations-

zeit. (1) Kalibrationskurve nach Besprithung mit Invertase. (2) Kalibrationskurve ohne Besprii-
hung mit Invertase.

Die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse haben wir sowohl mit
einer Standard-Saccharoselosung als auch direkt in Gerstenblittern iiberpriift, wo
die angefithrten Werte mit den nach der Methode von SoMoGYI-NELSON festge-
stellten Werten verglichen wurden (siehe Tabelle I).

TABELLE I
Ermittlung der Ermittlung von
Saccharose nach Saccharose mitiels
” Somogyi-Nelson TTC
mglr g mglr g
Trockensubstanz Trockensubstans
30 ug 6 —_ 3rug 4 2.1
80 ug 4 — 78.5 ug =+ 3.3
I Blatt 4 33.6 -+~ 1.08 34.0 -k 0.99
I1 Blatt 4 29.4 -+ 0.9r 27.1 - 0.92
IXII Blatt 4 15.6 -+ 1.01 13.8 + 0.87
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