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Quantit+ive Bestimmung von Saccharase 
writ Triphenyltetrazoliumchlorid mittels Papierchromatographie 

Es ist eine ganze Reihe von Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Saccharosc 
mittels Papierchromatographie bckannt. Die Quantitat wird entweder in situ, also 
nach Detektion direkt am chromatographischen Papier gewijhnlich 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 irt sitti ist zwar schnell, aber weniger genau und, 
was die Ausstattung an Ger5ten anbelangt ziemlich anspruchsvoll. Von den titrime- 
trischen Methoden wird am h&ufigsten die Perjodatmethodel, von den kolorime- 
trischen die Methode nach SOMOGYI-NELSON% 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 angeftihrten Methoden gaben uns 
den Anlass, die sehr clegante und sclmelle Methode von FXSCI~ER UND D~RFEL~ 
n&h der die reduzierenden Zucker mit Hilfe von Triplzenyltetrazoliumchlorid (TTC) 
bestimmt werden, such auf die quantitative Bestimmung der Saccharose anzuwenden. 

Methodisches 

Der einzige gangbare Weg zur Bestimmung der Saccharose mittels TTC war ihre 
Hydrolyse r-nit dem Enzym Invertase, genauer /3&Fruktosidase*. Zur Hydrolyse 
der Sac&arose verwendeten wir das genannte Pr%iparat, das nach vorhergehender 
Aufbereitung keinerlei reduzierende Eigenschaften auf TTC aufwies und den reinen 
Prgparaten von Spitzenfirmen (Merck) gleichkam. 

Die Aktivitst des Enzyms war 6.55 Min./g des Praparats (die Zeit, die zur Hy- 
drolyse von 4 g Saccharose in 25 cm3 Lijsung bei einer Temperatur von 15.5 O ndtig ist, 
bis zur Herabsetzung des optischen Drehungsvermogens auf Null). 

Die Enzymlijsung wurde aus 0.1 g enzymatischen Praparats in 50 cm8 0.5 y0 
KH,l?O,-Losung hergestellt. Nach griindlicher Durchmischung wurde die Lijsung 
bei 2,000 g zentrifugiert. Zur Besprtihung wurde das klare Supernatant verwendet. 
Das chromatographische Papier wurde in seiner Ganze gleichm5ssig mit der Enzym- 
liisung besprtiht und in der feuchten Kammer bei IS-20” fi_ir 40 Min. inkubiert. Die 
Verltigerung der Inkubierung bis auf 60 Min. hat keinen Einfluss auf die quantitative 
Auswertung (siehe Fig. I). Nach Beendigung der Inkubation wird das Chromato- 
gramm bei 60-70” ausgetrocknet, Das weitere Verfahren wird nach den Vorschriften 
von FISCHER UND D~~XPEL ausgefiihrt. 

Das chromatographische Papier wird durch eine frisclle Liisung von TTC (I Teil 
I N NaOH in Methanol und I Tei14 o/0 TTC in Methanol) gezogen und frei.getrocknet. 
Es empfiehlt sich die angeftihrten Operationen bei rotem Licht, oder wenigstens in 
D&mmerlicht auszuftihren, ‘damit der Hintergrund des Papiers lichtrosa verbleibt. 
Das chromatographische Papier wird dann 30 Min. bei 70” getrocknet. Die roten 

l Das enzymatischc Priiparat bekamcn wir aus dcm NBhrmittclforschungsinstitut in Brstislava 
(V@kumny dstav potravin&rsky), wo sic es durch Dehydrierung biolo&ch sktiver Ilefe mittels 
AlkylglykolBther nach eincr von ihncn patentierten Methode pr&paricrten4. 
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Flecke dcr “Saccharose” werden ausgeschnitten und in IO cm3 Mischung von Me- 
thanol und EssigsWre (PO: I) eluiert. Die Elution wird in IO Min. bei Zimmertempera- 
tur ausgeftihrt. 

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. I, Kalibrationslcurve dcr Saccharoso nach zo (Kurvc I), 40 (Kurvo z). und 60 Min. (Kurvc 3) 
enzymatischer Hydrolyso. 

Diskussion, 

Die angeftihrte Methode zur Bestimmung der Saccharose hat sich bei unseren Serien- 
analysen von Pflanzenmaterial sehr bewart. Urn die Genauigkeit und Verl~sslichkeit 
der Methode zu prtifen, haben wir eine ganze Reihe von Bestimmungen durchgeftihrt. 
Mit Riicksicht darauf, dass wir ein technisches enzymatisches Pr$i,parat verwendeten, 
haben wir seinen Einfluss auf die quantitative Bestimmung von Trauben- und 
Fruchtzuckcr durchgeftihrt. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass es nach Go Min. Inku- 
bationszeit nur zu sehr geringen’verschiebungen der Kalibrationskurven der mit dem 
Enzym bespriihten und nicht besprtihten Flecke des Frucht- und Traubenzuckers 
kommt (Fig. 3 und 4). Auf die Genauigkeit der quantitativen Auswertung hat die 
Besprtihung mit dem Enzympr5parat tiberhaupt keinen Einfluss, da seine Ver&nde- 
rungen in der Kalibrierungskurve eingeschlossen sind. Urn 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 vorteilhaftestexi ist (siehe Fig. I). 

:. 
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Fig. 2. Chromstogramm dcr Zuclter nsch enzymatisclxr Bydrolyse detcgiert mit TTC. Ent- 
wicklungssystem Butanol-Essigs%urc-Wasscr (4’: I :5) ; entwicltclt qS Stunden mit Durchlauf auf 

Whatman No. I Papier. 
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Fig. 3. Einfluss dcr Invertase auf die Kalibrationskurve der Glukose nach 60 Min. Inkubationszeit. 
(I) Kalibrationskurve nach Bespriihung mit Invortase. (2) Kalibrationskurve ohne Bespriihung 

mit Invertase. 
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Fig. 4. Einfluss der Invcrtase auf *die Kalibrationskurve der Fructose nach 60 Min. Inlcubations- 
zeit. (I) Kalibrationskurve nach Bespriihung mit Invertase. (2) Kalibrationskurve ohne Bcsprii- 

hung mit Invertase. 

Die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse haben wir sowohl mit 
einer Standard-Saccharosel6sung als such direkt in Gerstenblgittern iiberpriift, wo 
die angeftihrten Werte mit den nach der Methode von SOMOGYI-NELSON festge- 

stellten Werten verglichen wurden (siehe Tabelle I). 

TABELLE I 

Emi!ttfrng der 
Sac&arose ran& 

Evmitltltng van 

n Sontogyi-Nelson 
Saccha~roCntrlleLs 

mglr g mh R 
Trockensrtbslam Trockcnsrcbslanz 

30 1% G - 3Ipg f 2.1 
80 t% 4 - 75.5 rug -I 3.3 

I Blatt 4 33.6 & 1.0s 34.0 rt 0.99 
II Blatt 4 29.4 f 0.91 27.1 & 0.92 

III Blatt 4 15.6 f 1.01 13.5 f o.S7 
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