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Uber die Bestimmung von Pektinstoifen und Alginaten
in Mischung

Von W. Pilnik und G. Rothschild
(Aus dem Central Citrus Products Research Laboratory, Rehovot, Israel)

In seiner Arbeit tiber «Prifung von Lebensmitteln auf Verdickungsmittel» ')
stellt LWyler mit Recht fest, dass Alginate von Pektinstoffen nur schwer zu unter-
scheiden und zu trennen sind. Tatsachlich verhalten sich Alginsaure (Poly-
mannuronsaure) und Pektinsaure (Polygalakturonsaure) weitgehend dhnlich.
Pektin (partiell mit Methylalkohol veresterte Polygalakturonsaure) ist in seiner
Reaktionsfahigkeit vom Veresterungsgrad abhangig. Ein sehr niedrig verestertes
Pektin vermag auch weitgehend mit den gleichen Kationen wie ein Alginat
auszufallen. Die im hiesigen Laboratorium angewandte Bestimmungsmethode
beruht auf der Moglichkeit, in einer Losung von Pektinstoffen und Alginaten
Pektin spezifisch enzymatisch abzubauen und derart abzutrennen. Die Aus-
gangssubstanz wird in Wasser gelost. Ein aliquoter Teil wird mit dem doppelten
Volumen Alkohol oder Aceton gefallt. Der Niederschlag wird filtriert und dekar-
boxyliert 2). Der erhaltene Wert an Uronsdure entspricht dem Pektin- plus Algin-
sauregehalt der Losung. Ein zweiter aliquoter Teil der Losung wird mit einem
Pektinase-Extrakt versetzt und nach einigen Stunden Einwirkungszeit wie be-
schrieben gefallt. Pektin ist nun zu niedermolekularen Bruchstiicken abgebaut
und fallt nicht mehr aus. Der Niederschlag enthalt nur Alginate. Er wird dekar-
boxyliert; der gefundene Wert an Uronsdure entspricht dem Gehalt an Algin-
saure. Schliesslich kann in einem dritten aliquoten Teil der Loésung der Ver-
esterungsgrad titrimetrisch ?) oder durch Methanolbestimmung, z. B. nach von
Fellenberg %), ermittelt werden. Das pH der Untersuchungslosung soll zwischen
4 und 5 liegen. Dadurch ist gewahrleistet, dass die Polyuronsauren stabil in
Losung bleiben und andererseits die Pektase noch wirken kann. Eventuell miissen
beim Herstellen der L.osung storende Kationen mit HCIl ausgewaschen oder in
der Losung komplex gebunden werden (z. B. Zusatz von Polyphosphat bei Cal-
ciumgehalt). Pektinase wird als wassriger Extrakt eines der im Handel zur
Fruchtsaftklarung erhaltlichen Praparate angewendet. Es muss viskosimetrisch
gepruft werden, ob das Enzympraparat Alginate nicht angreift. In Mischung
mit Pektin kann mit zu verschiedenen Zeiten durchgefiihrten Fillungen die
notwendige Minimaleinwirkungszeit bestimmt werden. Die Niederschlige lassen
sich leicht mit einem feinen Tuch abfiltrieren und nach dem Auspressen auch
quantitativ ablosen.

Apparaturen zur Dekarboxylierung sind haufig beschrieben worden 2). In
unserer Apparatur dient Luft als Tragergas. Diese wird mit einer Wasserstrahl-
pumpe durch die Apparatur gesogen und durch Passieren einer Waschflasche
mit KOH 1:1 vom Eigengehalt an CO:z befreit. Als Adsorptionsgefdss dient
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eine schrig gelagerte Burette, und als Adsorptionsmittel wird n/4 NaOH ver-
wendet. Der Biirette ist ein Titriergefass vorgeschaltet (Saugflasche), in welches
nach beendeter Reaktion die Natronlauge hineinfliessen kann. Dadurch ist eine
halbkontinuierliche Arbeitsweise gewdahrleistet, da nach jeder Bestimmung je-
weils nur Dekarboxylierkolben und Titriergefdss abmontiert und gewaschen
werden missen. Es wird wahrend 2 Stunden mit 19 %iger Salzsaure dekar-
boxyliert. i

Die Menge des zu dekarboxylierenden Musters hangt von der Empfindlich-
keit der Analysenmethode ab. Unter hiesigen Verhaltnissen bewahrt sich zur
Dekarboxylierung eine Einwaage von 400 mg Polyuronsaure, so dass etwa
100 mg CO:2 entwickelt werden. Der Analysenfehler betragt 2,0 %o. Als Aus-
fihrungsbeispiel wird nachfolgend eine Kontrollbestimmung eines bekannten
Pektin-Alginat-Gemisches angegeben. Alle Werte sind Durchschnitte von Dop-
pelbestimmungen mit einer Genauigkeit von 1°0. Als Pektinpraparat wurde
ein amerikanisches Citruspektin von 200 Geliereinheiten, als Alginat das Pra-
parat «Manucol» der englischen Firma Albright & Wilson verwendet. Sie
wurden zuerst einzeln bestimmt,

Pektin: 1,4466 g wurden in 250 cm® Wasser gelost. Davon wurden 100 c¢cm?
mit der doppelten Menge Alkohol gefallt, mit einem Tuch abfiltriert, abgepresst
und dekarboxyliert. Weitere 100 cm?® wurden in Wasser aufgenommen, und nach
Neutralisation wurde der Veresterungsgrad titrimetrisch bestimmt. Als Indi-
kator wurde das Gemisch von Hinton ®) verwendet.

Dekarboxylierung: 0,0960 g CO2 = 0,3840 g Pektinsdure
Verseifung: 14,75 cm?® n/10 NaOH =y
mg Pektin = mg Pektinsaure + y - 14,0 - 10" = 404,6 mg

oy OHCs = Y 280 107
mg Pektin
(14,0 = Aquiv.-Gew. CHz,
31,0 = Aquiv.-Gew. OCHs)

Das Pektinpraparat enthalt also 66,3 °/0 Pektinsdure oder 69,8 %/0 Pektin mit
11,29 OCHs.

I

- 100 = 11,29 %

Alginat: 1,3382 g wurden, wie beim Pektin beschrieben, behandelt und er-
gaben an 100 cm? Losung nach

Dekarboxylierung: 0,0819 g CO2 = 0,3278 g Alginsaure.

Das Alginatpraparat enthdlt also 61,25 %/ Alginsaure.

Pektinase-Extrakt: 20 g Pektinol A der Firma Rohm & Haas, USA, wurden
bei 25° C wahrend 2 Stunden mit 100 cm?® Wasser geschiittelt und filtiert. 100 cm?
0,5 %iger Alginatlosung wurden mit 10 ¢cm® des Extraktes gemischt, das pH
auf 4,5 eingestellt (Johnson Indikatorpapier) und tber Nacht stehen geclassen.
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Die Viskositat, ausgedriickt in der Auslaufzeit aus eciner Ostwaldpipette in
Sekunden bei 25° C (Wasserwert 48 sek.), betrug:

direkt nach Mischen 296 sek.
nach 12 Stunden 283 sek.

Alginat wird vom Enzym nicht angegriffen.

Eine gleiche Mischung wurde mit einer 0,5 %/oigen Pektinlosung hergestellt.
Hierbei wurde zusatzlich auf Alkoholfallbarkeit gepruft:

direkt nach Mischen 70 sek. — Alkoholfallung positiv
nach 12 Stunden 52 sek. — Alkoholfallung negativ

12 Stunden Einwirkungszeit geniigen also fir dhnliche Konzentrationen,
um Pektin in erwiinschter Weise abzubauen.

Das Testgemisch der beiden Praparate wurde in 500 cm?® Wasser gelost
und mit einigen Tropfen 1-n. HCI auf pH 4,5 eingestellt (Johnson Indikator-
papier). Zweimal 100 cm® wurden zur Dekarboxylierung und zur Bestimmung
des Veresterungsgrades mit der doppelten Menge Alkohol geféllt. 200 c¢m?
wurden mit 20 cm?® Enzymextrakt tiber Nacht stehen gelassen und dann wie
beschrieben gefallt und dekarboxyliert. Die nachstehende Tabelle zeigt die
Brauchbarkeit der Methode an Hand der erhaltenen Resultate:

Einwaage 2,4767 g Pektin + 2,5713 g Alginat = 5,0480 g Gemisch
Berechnet aus Einzelanalysen 1,6430 g Pektinsaure + 1,5745 g Alginsdure
= 3,2175 g Uronsduren

Dekarboxylierung des Gemisches = 3,1800 g Uronsauren
Dekarboxylierung des Gemisches nach Enzymeinwirkung = 1,5648 g Alginsdure
Pektinsdure als Differenz = 16153 &

Zur Verseifung von Pektin, aus 100 cm?® Losung gefallt, wurde verbraucht:
12,7 cm® n/10 NaOH = y
Fir 500 cm? (Gesamtmenge) : y = 63,5 cm?® n/10 NaOH
mg Pektin = mg Pektinsaure + y - 14,0 - 10 = 1704,1 mg

¥y 2 8h0 10

mg Pektin

% OCHs = - 100 = 11,55 %0 (Einzelbestimmung 11,29 %/o)

Diese Methode eignet sich auch fir rein qualitative Teste, z. B. um festzu-
stellen, ob ein vorliegendes Praparat Pektinstoffe oder Alginate enthélt. Reine
Pektinase baut spezifisch nur Pektin ab, die Viskositit einer Alginatlosung

wiirde sich daher nicht verandern. Andererseits wiirde eine Viskositatsabnahme
sofort auf Pektin schliessen lassen. Eine Féllung mit Alkohol trotz starker Vis-
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kosititsabnahme weist auf eine weitere Komponente in der Mischung hin. In-
wieweit es sich dabei um Alginate handelt, kann nur die oben beschriebene
quantitative Uronsaurebestimmung zeigen.

Zusammenfassung

Es wurde eine Methode beschrieben, welche erlaubt, Pektinstotfe und Alginate
nebeneinander zu bestimmen. Die Methode beruht darauf, dass in einer Losung des
Gemisches Pektin oder Pektate spezifisch durch kommerzielle Pektinase-Praparate ab-
gebaut werden konnen. Dadurch kann mit organischen Losungsmitteln sowohl Pektin
und Alginat zusammen, als auch Alginat allein aus der Losung ausgelallt werden. Die
Komponenten werden durch Dekarboxylierung bestimmt.

Résumé

On décrit une méthode qui permet le dosage des matiéres pectiques et des alginates
dans des mélanges de ces corps. Cette méthode repose sur la dégradation spécilique de
la pectine par des préparations commerciales de pectinase. Dans une solution qui con-
tient des pectines et des alginates, ces derniers peuvent étre précipités avec les pectines
ou bien seuls. Les constituants du mélange peuvent étre alors dosés séparément par
décarboxylation.

Summary

A method is described which permits to determine pectic substances and alginates
in mixture. It is based on the fact that pectin can be specifically degraded by commer-
cial pectinase preparations. In a solution of both alginate can thus be precipitated
together with pectin or alone. The single constituents can then be determined by decar-
boxylation.
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