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Uber die Zusammensetzung der Fruchtsiuren
von schweizerischen Obstsiditen

1. Mitteilung:
Die Frudhtsauren der schweizerischen Mostbirnensifte

Von H. Rentschler und H.Tanner *)
(Eidg. Versuchsanstalt, Wadenswil)

Uber die Zusammensetzung der in schweizerischem Mostobst enthaltenen or-
ganischen Sauren herrscht bis heute keineswegs Klarheit. Bei den schweizerischen
Mostereifachleuten ist die irrige Auffassung verbreitet, in den aus schweize-
rischem Mostobst bereiteten Saften sei praktisch nur Apfelsaure vorhanden.
Keinem aufmerksamen Praktiker dirfte jedoch die sich fast alljahrlich von
neuem bestatigende Beobachtung entgehen, dass Birnensifte, insbesondere jene
aus bauerlichen Betrieben, wihrend ihrer Verarbeitung und Lagerung viel hau-
figer von Krankheiten befallen werden als Apfelsifte. Die dabei auftretenden
nachteiligen Veranderungen lassen sich meistens an einem Ansteigen der Gehalte
an flichtiger Saure wahrend der Garung oder im Anschluss daran erkennen. Fiir
die grossere Anfalligkeit der Birnensafte fiir Krankheiten hat der Praktiker eine
wenig Uberzeugende Erklarung zur Hand; er macht den niedrigen Gesamtsaure-
gehalt bzw. das hohere pH der Birnensafte fiir deren Krankwerden verantwort-
lich, eine Erklarung, welche sich als nicht ausschlaggebend erwiesen hat.

Schon vor lingerer Zeit hatten wir uns die Aufgabe gestellt, die Zusammen-
setzung des schweizerischen Mostobstes bezlglich der darin vorkommenden
Fruchtsauren zu studieren und die Ursachen der verstarkten Anfalligkeit der
Birnensafte fir Krankheiten zu ergriinden. Die organischen Sduren interessierten
uns insbesondere deshalb, weil uns aus dem Studium der Literatur bekannt war,
dass verschiedene ausldandische Forscher in Tafel- und Mostbirnen ihrer Lander
Citronensdure in einer Menge nachgewiesen hatten, welche in extremen Fallen
die gleichzeitig vorhandene Apfelsaure iibertraf. Citronensdure wird aber von
zahlreichen in Getranken vorkommenden Mikroorganismen — insbesondere in
saurearmen Saften — leicht angegriffen und grosstenteils in fliichtige Sauren
umgewandelt 1)?)%). Falls die aus unseren schweizerischen Mostbirnen bereiteten
Safte grossere Mengen Citronensdure enthalten wiirden, wire die Ursache ihrer
erhohten biologischen Labilitat erklart. Gleichzeitig liess sich durch solche Ver-
suche auch abkldren, ob eventuell einzelne schweizerische Mostbirnensorten vor-
handen sind, welche keine Citronensidure enthalten und infolgedessen weniger
gefahrdet sein wirden. — In einer weiteren Arbeit untersuchten wir die Frucht-
sauren der in der Schweiz verarbeiteten Mostapfel.

*) Herrn J. Augustin mochten wir fur seine Mithilfe bei der Vorbereitung der Safte
bestens danken.
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Allgemeiner Teil

Mit der Zusammensetzung der in schweizerischem Mostobst enthaltenen
Fruchtsauren befassten sich bisher unseres Wissens ausschliesslich Baragiola und
Matarbeiter *)°). Diese Forscher haben seinerzeit sowohl in schweizerischen Most-
apfeln als auch in Mostbirnen ausschliesslich Apfelsaure auffinden konnen;
Citronensaure konnten sie analytisch nie in nennenswerten Mengen nachweisen.
Einige Jahre spater befassten sich Frantzen und Helwert ®) mit den in Apfeln
vorkommenden Fruchtsauren. Nach der Auffassung dieser Forscher bestehen die
Fruchtsauren der von ihnen untersuchten Apfel zu etwa 70 /o aus Apfelsaure und
zu etwa 25 9% aus Citronensaure, wahrend ein Rest von ca. 4 °/o aus Bernstein-
saure und von ca. 1 % aus Milchsaure bestehen soll. Spater unternahmen es die
bekannten franzosischen Forscher Tavernier und Jacquin 7)8) in verschiedenen
Arbeiten, die in Tafel- und Mostobst franzosischer Provenienz enthaltenen
Fruchtsauren zu charakterisieren; gleichzeitig stellten die genannten Forscher
genaue Saurebilanzen auf. Diese sehr aufschlussreichen und grundlegenden Ar-
beiten mochten wir wie folgt zusammenfassen:

Tavernier und Jacquin sind der Auffassung, dass die Fruchtsauren franzosi-
scher Tafel- und Mostédpfel zur Hauptsache aus Apfelsaure bestehen (85—90 °/o;
daneben sollen durchschnittlich 4—5 9/o Citronensaure vorhanden sein, wahrend
nur sehr kleine, zu vernachlassigende Mengen Bernstein- und Milchsaure ent-
halten sind. — Bei den Birnen sollen die Verhaltnisse wesentlich komplizierter
sein: In gewissen Mostbirnen sowie in den Tafelbirnen franzosischer Provenienz
sei Apfelsaure die vorherrschende Fruchtsaure; demgegeniiber sei in verschie-
denen Mostbirnen als vorherrschende Saure Citronensidure gefunden worden
(50—68 /o). — Die aufgestellten Saurebilanzen zahlreicher Tafel- und Most-
obstsifte lassen erkennen, dass eine oder sogar mehrere Fruchtsdauren vorhanden
sein missen, welche sich bisher jeder Bestimmung entzogen. Der Anteil dieser
bisher nicht charakterisierbaren Fruchtsauren betrage 3—15 %0 des gesamten
Fruchtsauregehaltes.

Es ist verstandlich, dass in der jingsten Zeit von verschiedenen Forschern
versucht worden ist, das moderne und jeder praparativen oder analytischen
Charakterisierung iberlegene Verfahren der Papierchromatographie fur die
Identifizierung der Fruchtsauren heranzuziehen. Wahrend bekanntlich alle rein
analytischen Bestimmungsverfahren fur die in Friichten enthaltenen organischen
Sauren darunter leiden, dass einander nahe verwandte Fruchtsauren nur unvoll-
standig voneinander getrennt werden konnen, lassen sich nach den papierchro-
matischen Verfahren oft auch einander sehr nahe verwandte organische Ver-
bindungen einwandfrei differenzieren.

Mit dem Problem der papierchromatographischen Bestimmung der Frucht-
sauren von Apfeln befassten sich erstmals die britischen Forscher Lugg und
Overell ?), sowie Bryant und Overell 1°). Die genannten Forscher fanden bei der
Untersuchung von Apfeln, nach dem Besprithen der Chromatogramme mit
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Bromphenolblau, neben der Apfelsaure zwei weitere Farbflecken, deren Charak-
terisierung ithnen nicht gelang.

Analoge Arbeiten fiihrten Buch und Mitarbeiter ') aus, wobei es den letateren
gelang, die Charakterisierung der einzelnen Fruchtsiuren durch Verwendung
verschiedener Sprithreagentien, wie ammoniakalisches Silbernitrat, Essigsdaure-
anhydrid-Pyridin u.a., und auch durch Betrachtung der resultierenden Farb-
flecken im Ultraviolett- und Tageslicht zu vervollkommnen. Ahnliche Arbeiten
wurden von Denison und Phares '?) ausgefithrt, wobei verschiedene besonders
geeignete Losungs- bzw. Laufmittel angewendet wurden.

In England befasste sich Hulme 1?) mit der Charakterisierung der in britischen
Apfeln, wie Worcester Pearmain, enthaltenen Fruchtsauren. Hulme gelang der
Nachweis von Chinasaure, einer Fruchtsaure, welche sich bis dahin dem Nach-
weis in Apfeln entzogen hatte. Fir die genaue Charakterisierung der Chinasdure
isolierte Hulme die letztere aus jungen Friichten der britischen Apfelsorte Wor-
cester Pearmain und identifizierte sie papierchromatographisch einerseits direkt
und anderseits in Form von Citronensaure nach erfolgter Oxydation der China-
saure mit heissem Wasserstoffsuperoxyd.

Sehr ausfiihrliche Arbeiten Gber papierchromatographische Untersuchungen
der Fruchtsauren britischer Apfel verdanken wir dem an der Versuchsanstalt
Long Ashton, Bristol, unter der Leitung von A. Pollard arbeitenden und leider
kirzlich verstorbenen Forscher J. D. Phillips 1*), welcher sich fiur die Aufarbei-
tung der Fruchtsiuren der Ionenaustauscher bediente. Neben der von Hulme
bereits erwahnten Chinasaure sollen nach Phillips in britischen Tafelapfeln
sehr kleine Mengen Chlorogensaure, Galakturonsaure und Bernsteinsaure ent-
halten sein. Hierzu ist zu erwahnen, dass Chlorogensaure bisher von keinem
andern Forscher nachgewiesen werden konnte. Uber die Auffindung von Mono-,
Di- und Trigalakturonsidure, deren Anwesenheit sich aus dem enzymatischen
Abbau von Pektin erkldren ldsst, wurden wir kirzlich von anderer britischer
Seite miindlich unterrichtet. Bernsteinsaure wurde auch von andern Forschern
vereinzelt nachgewiesen.

Unsere eigenen Untersuchungen erstreckten sich als erstes auf die bekann-
teren, von schweizerischen Mostereien verarbeiteten Mostbirnen. Analoge Unter-
suchungen fithrten wir mit schweizerischen Mostapfeln aus; tiber die letztgenann-
ten Arbeiten werden wir in einer spateren Mitteilung berichten.

Fiir unsere Versuche hielten wir uns weitgehend an die Arbeit von Stark und
Mitarbeitern 15). Insbesondere erwies sich das von diesen Forschern beschriebene
phenolhaltige Losungs- bzw. Laufmittel fiir die Trennung der in unseren Obst-
siaften enthaltenen Fruchtsduren als besonders wertvoll. — Uber die Vorbereitung
der Birnensafte fir die papierchromatographische Bestimmung der Fruchtsauren
sei im experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit ausfithrlich berichtet. Im
folgenden mochten wir eine Aufstellung der von uns untersuchten schweize-
rischen Mostbirnen geben und einige allgemeine Bemerkungen tber die Vor-
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bereitung der Safte und die papierchromatographische Bestimmung der Frucht-
sauren anschliessen. Beziiglich aller Einzelheiten verweisen wir auf den experi-
mentellen Teil der vorliegenden Arbeit.

s wurden folgende schweizerische Mostbirnen untersucht:

1. Knollbirnen 7. Theilersbirnen

2. Herbstgiitler 8. Schweizer Wasserbirnen

3. Fischbachler 9. Silibirnen

4. Grunmostler 10. Spitzbirnen

5. Gelbmostler 11. Ottenbacher Schellerbirnen
6. Bergler 12. Marxenbirnen

Die fiur die papierchromatographische Bestimmung der organischen Sauren
verwendeten Safte wurden aus den entsprechenden sortenrein vorliegenden und
voll ausgereiften Birnen der Ernte 1953 bereitet. Die Safte ab Presse wurden mit
Reinhefe vergoren und dafiir gesorgt, dass I'ehlgarungen oder andere nachteilige
Veranderungen wahrend oder nach Abschluss der Garung ausblieben. Mit Ab-
sicht verzichteten wir vorerst darauf, unsere Versuche ausschliesslich mit unver-
gorenen Saften auszufiihren, weil die von uns eingangs erwahnten, in bauerlichen
und Kleinbetrieben auftretenden nachteiligen Veranderungen fast ausschliesslich
die unpasteurisiert lagernden vergorenen Sifte Betrifft.

Gleichzeitig priften wir, in welchem Umfang die von uns fir vergorene
Birnensifte ermittelten Resultate sich auf die unvergorenen Sifte tbertragen
lassen. Zu diesem Zweck wurden von uns drei der in die Versuche einbezogenen
sortenreinen Birnensafte gleichzeitig vor und nach Abschluss der alkoholischen
Garung untersucht. Abbildung 1 zeigt eindricklich, dass die vorherrschenden
Fruchtsauren (Apfelsdure und Citronensaure) sowohl in den siissen als auch in
den vergorenen Siften in etwa gleicher Konzentration enthalten sind. Dagegen
lassen sich, wie zu erwarten war, hinsichtlich der Bernsteinsaure und der Milch-
saure gewisse Unterschiede erkennen: Kleine Mengen Bernsteinsaure werden
bekanntlich im Verlaufe der Garung gebildet, ebenso auch Milchsdure. Die tibri-
gen von uns auf dem Papierchromatogramm ermittelten schwacheren Farbflecken
(Chinasaure und Glykolsaure) sind in den stissen und vergorenen Birnensaften
von fast gleicher Intensitit. Wir glauben daher die von uns in den vergorenen
Birnensaften ermittelten Werte, unter Ausschluss von Bernsteinsaure und Milch-
saure, auf die entsprechenden unvergorenen Birnensafte tibertragen zu dirfen.

Fir die der papierchromatographischen Trennung der Fruchtsauren voraus-
gehende Aufarbeitung der Birnensifte unterzogen wir die letzteren vorerst einer
Behandlung mit einem stark sauren Kationenaustauscher. Durch diese Behand-
lung wurden die teilweise an basische Mineralstolfe gebundenen anorganischen
und organischen Sauren restlos freigelegt. Daran schloss jeweils eine Behand-
lung mit einem stark basischen Anionenaustauscher an, wobei alle anwesenden
anorganischen und organischen Sduren adsorbiert wurden. Die Elution des an
den Anionenaustauscher adsorbierten Sduregemisches erfolgte nach Angaben von
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Milchsiure

Bernsteinsidure

Glykolsdure

Chinasidure

Apfelsiure

Citronensaure

R R Y R R i e

Abb. 1
I und 5: Kunstliches Gemisch der organischen Sduren
. 2b: Theilersbirnensaft, siiss 3b. Herbstgiitlersaft siiss
2a: dito, vergoren 3a: dito, vergoren

4b: Wasserbirnensaft stss
4a: dito, vergoren
(alle Sifte entsalzt)
Pollard *) mittels Ammoniumcarbonat. Nach dem Einengen der Lésung und dem
Abdampfen des tberschiissigen Ammoniaks wurden die an Ammoniak gebun-
denen Sauren durch Wiederholung der Behandlung mit dem Kationenaustauscher
freigelegt.

Im Unterschied zu den Arbeiten anderer Forscher sind wir dazu tibergegan-
gen, die nach erneuter Behandlung mit Kationenaustauscher erhaltenen Losungen
mittels eines Diaphragmas von den anorganischen Begleitsauren zu befreien. Wie
aus Abbildung 2 ersichtlich, hat dieses Vorgehen den grossen Vorteil, dass die

*) Wir sind Herrn Dr. A. Pollard, Leiter der Abteilung Cider and Fruit Juice der
Agricultural and Horticultural Research Station, Long Ashton, Bristol ((England), fiir
die uns freundlicherweise uberlassenen und zum Teil unveriffentlichten Angaben zu
grossem Dank verpflichtet.
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Abb. 2
la: Grinméstler vergoren, nicht entsalzt ~ 2a: Spitzbirne vergoren, nicht entsalzt
1b: dito, entsalzt 2b: dito, entsalzt
3a: Wasserbirne vergoren, nicht entsalzt 4: Gemisch von Chlorid, Sulfat und
3b: dito. entsalzt Phosphat

5: Phosphat allein

den einzelnen organischen Sauren entsprechenden Farbflecken nicht durch
gleichzeitig anwesende anorganische Sauren, insbesondere durch Phosphorsaure,
beeintrachtigt werden. Besonders jene organischen Sduren, welche Rf-Werte von
weniger als 0,4 aufweisen, konnen ohne Vornahme einer solchen Entsalzung
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kaum beurteilt werden. Insbesondere erweist sich Phosphorsaure als storend,

welche unter Verwendung des von uns beniitzten Losungsmittels zwei charakte-
ristische Farbflecke (Rf = 0,11 und 0,26) ergibt.

Wird die Entsalzung unterlassen, so erscheint besonders der der Citronen-
saure entsprechende Farbfleck stark vergrossert und gegen seine Startlinie hin
verschmiert. Demgegeniiber wird bei vorgangiger Entfernung der anorganischen
Sauren durch Entsalzen ein auf samtlichen Chromatogrammen auftretender und
fur die Citronensdure charakteristischer doppelter Fleck erhalten.

Nach erfolgter Entsalzung des Sauregemisches wurden die von den anorgani-
schen Begleitsauren befreiten Losungen eingeengt; sie waren alsdann fir die
Auftragung auf die Filterpapiere bereit. Als Papiere fir die chromatographische
Bestimmung der organischen Sauren verwendeten wir zwei verschiedene Quali-
taten, welche das Auftragen einerseits kleiner und anderseits grosserer Substanz-
mengen erlauben; das eine eignet sich besonders gut fiir quantitative Bestimmun-
gen (siche exp. Teil). — Als Losungs- bzw. Laufmittel diente uns ein Gemisch
von Phenol, Ameisensaure und Wasser, welches im experimentellen Teil dieser
Arbeit genau beschrieben wird. Die Chromatogramme wurden nach dem Auf-
tragen der entsalzten und in wenig Wasser gelosten Fruchtsauren in absteigender
Richtung und wahrend einer Dauer von durchschnittlich 16 Stunden entwickelt,
Nach dem Trocknen und Sichtbarmachen der entwickelten Chromatogramme
durch Besprithen mit Bromphenolblau ergaben sich Bilder, wie sie in Abbildun-
gen 3 und 4 wiedergegeben sind.

Zur besseren Kennzeichnung der einzelnen Sduren haben wir am linken und
rechten Rand der Chromatogramme (Abb. 3 und 4) ein kiinstlich zusammen-
gestelltes Sauregemisch laufen lassen, welches die in unseren Siften vermuteten
Fruchtsauren enthalt.

Die Abbildungen 2, 3 und 4 erlautern wir im einzelnen wie folgt: Abbildung 2
zeigt drei verschiedene Birnensafte (siehe Legende). Bei den mit a bezeichneten
Chromatogrammen handelt es sich um nicht entsalzte Saureextrakte, wahrend die
mit b bezeichneten Extrakte durch Entsalzen von den storenden anorganischen
Sauren befreit worden sind. Gleichzeitig haben wir Chromatogramme eines
Gemisches von Salzsaure, Schwefelsaure und Phosphorsaure einerseits (Nr. 4)
und von Phosphorsaure allein (Nr. 5, zwei Farbflecken) anderseits laufen lassen.
Abbildung 2 zeigt sehr deutlich, dass die Charakterisierung des der Citronensaure
zugehorigen doppelten Farbfleckens ohne die vorgangige Entsalzung der Losung
vollig unmoglich ist.

Die Abbildungen 3 und 4 zeigen die Chromatogramme der einzelnen sorten-
rein verarbeiteten Birnensifte (Abb. 3: 1—6, Abb. 4: 7—12). Zu den einzelnen
Farbflecken ist folgendes zu bemerken: Die untersuchten Birnensafte lassen, mit
Ausnahme von Nr. 3 (Fischbachler), im untersten Teil der Chromatogramme
doppelte Farbflecken erkennen, welche, wie erwidhnt, der Citronensaure zugeord-
net werden miissen und Rf-Werte von 0,24 und 0,28 besitzen. Als nachste Saure
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Milchsdure

Bernstein-
sdure

Glykolsaure

Chinasdure

Apfelsdure

Citronen-
sdure

Abb. 3

0: Kiunstliches Gemisch der organischen Siduren
: Knollbirnensaft 4: Grinmostlersaft

: Herbstgutlersaft 5: Gelbmostlersaft

: Fischbachlersaft 6: Berglersaft

(alle Séfte vergoren und entsalzt)

I FD —

mit einem Rf-Wert von 0,42 erscheint Apfelsiure. Unter dem Einfluss gewisser
teils auf die Papierqualitat, teils auf die aufgetragene Menge zuriickzufiihrender
Einflusse treten wohl gewisse Unterschiede in den absoluten Distanzen der ein-
zelnen Farbflecken von der Startlinie auf, doch erweisen sich die relativen Rf-
Werte als gut tibereinstimmend. Unmittelbar iiber den der Apfelsaure zugeord-
neten Farbflecken ist die bis heute in Obstsiften fast unbekannt gebliebene und
erst kiirzlich in Apfeln nachgewiesene Chinasdiure sichtbar. Unseres Wissens ist
Chinasaure bis heute weder in Birnen noch in den daraus bereiteten Siften je
nachgewiesen worden. Dabei handelt es sich um Mengen in der Gréssenordnung
von ca. 0,5 g/l, so dass es erstaunlich erscheint, dass sich diese Saure bis heute

149



Milchsiure

Bernstein-
sdure

Glykolsédure

Chinasdure

Apfelsdure

Citronen-
sdure

| oM e
Abb. 4
0: Kinstliches Gemisch der organischen Sauren
7: Theilersbirnensaft 10: Spitzbirnensaft
8: Wasserbirnensaft 11: Ottenbacher Schellerbirnensaft
9: Silibirnensaft 12: Marxenbirnensaft

(alle Safte vergoren und entsalzt)

jeder Charakterisierung und analytischen Bestimmung entziehen konnte. Neben
dem der Chinasaure entsprechenden Rf-Wert (0,52) konnten wir einen weiteren
Beweis fiir die Anwesenheit von Chinasaure in unseren Saften dadurch erbringen,
dass wir in einem zweiten Versuch ein anders zusammengesetztes Laufmittel-
gemisch verwendeten (siehe experimenteller Teil). Unter Verwendung des letz-
teren gelang es uns, Chinasdure bei einem wesentlich niedrigeren Rf-Wert abzu-
scheiden (0,21), wobei, wie aus Tabelle 1 hervorgeht, sowohl chemisch reine
Chinasdure als auch die in einem Birnensaft enthaltene Chinasaure Farbflecken
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Tabelle 1

Isopropylalkohol/Tert.
Amsihezo!! of Butylalkohol/Benzyl-
w“ dolots alkozol!Ameisensﬁure/
Anser Wasser
Rf - Wert Rf - Wert
Chinasaure rein 0,52 0,21
Chinasaure in Birnensaft 0,52 0,21

von ibereinstimmenden Rf-Werten ergaben. Mit diesem Beweis diirfte die An-
wesenheit von Chinasaure in unseren schweizerischen Mostbirnensaften feststehen.

An Fruchtsauren mit Rf-Werten, welche tber jenem der Chinasaure liegen,
lassen die Abbildungen 3 und 4 Glykolsaure, Bernsteinsaure und Milchsaure
erkennen.

Glykolsdure ist in fast allen untersuchten Birnensaften in nur sehr kleiner
Menge (weniger als 0,2 g/1) enthalten. Unter diesen Umstanden ist es verstind-
lich, dass sich diese Saure bisher sowohl dem Nachweis als auch der analytischen
Bestimmung entziehen konnte. Phillips, welcher seine Versuche an Saften aus
englischen Tafel- und Mostapfeln ausfiithrte, fand ebenfalls eine Fruchtsaure
mit einem der Glykolsaure entsprechenden Rf-Wert. Der genannte Forscher ist
jedoch der Auffassung, dass es sich bei der von uns als Glykolsaure bezeichneten
Saure vom Rf-Wert 0,59 um Chlorogensdure handelt. Die Abklarung der Frage,
welche der beiden Sauren vorliegt, ist zur Zeit bei uns in Bearbeitung; wir haben
jedoch bereits Anhaltspunkte dafiir gewonnen, dass es sich bei jener unbekannten
Saure tatsachlich um Glykolsaure handelt. — In bezug auf Bernsteinsaure ist zu
erwahnen, dass letztere in allen von uns untersuchten vergorenen Saften in
Mengen von 0,5 bis 1 g/l vorkommt. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich ist, erfolgt
im Verlaufe der Garung eine starke Zunahme des Bernsteinsauregehaltes. Ent-
gegen der bisherigen Auffassung scheint jedoch auch in den unvergorenen Satten
eine wenn auch sehr kleine Menge Bernsteinsaure enthalten zu sein (<Zals 0,1 g/1).
Was die Milchsédure betrifft, so ist zu erwahnen, dass auch bei dieser Fruchtsaure
im Verlaufe der Garung stets ein Anstieg ihrer Menge beobachtet werden kann.

Phallips '*) erwahnt ferner das Vorhandensein von Galakturonsiure in den
von ihm untersuchten britischen Apfelsaften. Das Vorkommen von Galakturon-
saure liesse sich prinzipiell mit dem enzymatischen Abbau des in den Siften
enthaltenen Pektins gut erklaren. — Wir haben uns daher bemtht, Galakturon-
saure in den von uns untersuchten Birnensaften papierchromatographisch nach-
zuweisen. Da diese Saure, insbesondere bei Verwendung des von uns beniitzten
Laufmittelgemisches, den sehr tiefen Rf-Wert von 0,23 besitzt, welcher mit
jenem der Citronensaure (0,24) fast identisch ist, wird die Beurteilung der Ga-
lakturonsaure sehr erschwert. Eine weitere Erschwerung wird durch die ebenfalls

151



tiefe Rf-Werte aufweisenden Chloride, Sulfate und Phosphate verursacht, eine
Schwierigkeit, welche sich durch das Entsalzen allerdings restlos ausschalten
lasst. In diesem Zusammenhang sei erneut hervorgehoben, dass sich in nicht
entsalzten Sauregemischen nach unseren Erfahrungen Rf-Werte, welche unter
0,4 liegen, tiberhaupt nicht richtig beurteilen lassen, so dass eine vorgangige
Entsalzung in jedem Falle zweckmassig ist.

Fir die Abklarung der Frage, ob die in unseren Chromatogrammen auftreten-
den, den Rf-Werten von 0,24 bis 0,28 entsprechenden Farbflecken vollumfing-
lich der Citronensaure zuzuordnen oder ob sie teilweise auf die Anwesenheit
kleiner Mengen Galakturonsaure zurtickzufiihren sind, haben wir zwei verschie-
dene Versuche ausgefiithrt: Durch Bespritzen der entwickelten Papierchromato-
gramme mit ammoniakalischer Silbernitratlosung ergeben sich bei Anwesenheit
von Galakturonsaure fast farblose Flecken, welche im ultravioletten Licht stark
fluoreszieren. Wird dagegen mit Nesslers Reagens bespritzt, so resultiert ein
schwarzer Farbfleck, welcher fiir Galakturonsdure charakteristisch ist.

Im Unterschied zu den Angaben von Phillips konnten wir weder in Birnen-
noch in Apfelsiften, iiber welch letztere in einer spateren Arbeit berichtet wird,
Galakturonsaure jemals nachweisen. Es ist somit denkbar, dass sich der genannte
Forscher durch die Anwesenheit von anorganischen Sduren tduschen liess.

Uber die einzelnen Rf-Werte, welche unter Verwendung des Laufmittel-
gemisches Phenol-Ameisensaure-Wasser (siehe experimenteller Teil) erhalten
wurden, orientiert T abelle 2.

Tabelle 2

Rf-Werte einiger organischer und anorganischer Sauren
(Losungsmittelgemisch Phenol-Ameisensaure-Wasser)

Organische Sduren Ry - Werte Organische Sduren R - Werte
Weinsaure 0,20 Fumarsaure 0,63
Galakturonsaure 0,23 Maleinsaure 0,64
Gallussaure 0,24 Bernsteinsaure 0,66
Zitronensaure 0,24—0,28 Brenztraubensaure 0,67
Oxalsdure 0,32 Diglycolsaure 0,68
Ascorbinsaure 0,41 Glutarsaure 0,79
Apfelsaure 0,42 a-Ketobuttersaure 0,80
Protocatechusaure 0,45 Lavulinsaure 0,90
Aconitsaure 0,48
i:d}:{; 2:1852:;12: 8:?% Anorganische Sduren: |
Glycerinsaure 0,56 Phosphorsaure 0,11—0,26
Glycolsaure 0,59 Schwefelsaure 0,15
a-Ketoglutarsaure 0,60 Salzsaure 0,30
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Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass wir in den von uns untersuchten
vergorenen Birnensaften Ascorbinsaure nicht nachweisen konnten. Desgleichen
konnte mit Sicherheit entschieden werden, dass Protocatechusdure, deren An-
wesenheit sich im Zusammenhang mit den in Birnen enthaltenen Catechin-
Gerbstoffen wohl erklaren liesse, nicht vorhanden ist. — Allfédllig vorhandene
Aminocarbonsiuren werden durch die von uns vorgenommene Vorbehandlung
der Safte mit dem Kationenaustauscher IR 120 ausgeschaltet und treten in unseren
Chromatogrammen nicht in Erscheinung.

Experimenteller Teil

Oorbereitung der lonenaustauscher

Die fir die Vorbehandlung der Sifte zu verwendenden Austauschersaulen
werden wie folgt vorbereitet:

a) Kationenaustauscher IR 120 (Amberlite)

Es wird ein Vorstoss von 30 cm Lange mit 2 cm Innen-
e durchmesser verwendet, welcher unten mit Hahn und aus-
gezogener Spitze versehen ist (Abb.5). Nach dem Einstossen
einer kleinen Schicht Glaswolle in die Rohre wird der Vor-
stoss bis zur Halfte mit destilliertem Wasser gefillt und
anschliessend etwa 100 ml des in einem Becherglas in
| Austauwscher  Wasser gequollenen Kationenaustauschers IR 120 bis ca.
5 cm unter das obere Ende des Vorstosses eingefillt. Die
daran anschliessende Regeneration des Austauschers ist in
der nachfolgenden Reihenfolge auszufiithren: Durch einen
Tropftrichter von 250 ml Inhalt, welcher mittels eines
Gummizapfens mit dem Vorstoss verbunden ist, lasst man
durch Offnen des am Vorstoss befindlichen Hahnens 100
ml einer 8%oigen HCI-Losung mit einer Geschwindigkeit
von 1 Tropfen/sec durch den Kationenaustauscher fliessen
(Dauer ca. 20 Minuten). Anschliessend wird bei doppelter
 Glaswolle Tropfgeschwindigkeit mit dest. Wasser so lange nachge-
= waschen, bis das Waschwasser vollig neutral abtropft. Hie-
- §= fir werden etwa 500 ml dest. Wasser benotigt. Um allfallig
| im Austauscher zurtickgehaltene Spuren der fiir die Re-
generation verwendeten Salzsdure restlos zu entfernen, wird
anschliessend mit 200 ml heissem dest.Wasser von 70° C
nachgespiilt.

N A NN i e i
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b) Anionenaustauscher IRA 410 (Amberlite)

In den, wie unter a beschrieben, vorbereiteten Vorstoss wird eine Auf-
schlemmung des Anionenaustauschers IRA 410 in analoger Weise wie oben ein-
gefillt. Die Regeneration der Austauschersdaule wird wie folgt ausgefithrt: 150 ml
einer 8%igen Natriumhydroxydlosung werden mit einer Geschwindigkeit von
1 Tropfen/sec durch den Austauscher fliessen gelassen. Anschliessend wird die
Sdule bei doppelter Tropfgeschwindigkeit mit dest. Wasser bis zu neutraler
Reaktion des ablaufenden Wassers gespiilt. Zwecks Uberfiihrung des Anionen-
austauschers in die Carbonatform wird nun eine Losung von 20 g wissriger Soda
in 150 ml Wasser langsam (1 Tr/sec) durch den Austauscher fliessen gelassen
und daran anschliessend wiederum mit dest. Wasser bis zur neutralen Reaktion
des letzteren nachgespiilt.

Uorbereitung der Sdfte fiir die papierchromatographische Bestimmung

50 ml des zu untersuchenden siissen oder vergorenen Obstsaftes werden mit
einer Tropfgeschwindigkeit von 1 Tr/sec durch die beiden tibereinander angeord-
neten und gemass Anleitung regenerierten Austauscher (oben: Kationenaustau-
scher IR 120; unten: Anionenaustauscher IRA 410) fliessen gelassen. Anschlies-
send wird bei gleicher Tropfgeschwindigkeit mit 50 ml Wasser nachgespiilt und
das Nachspilen mit 150 ml Wasser bei etwa dreifacher Tropfgeschwindigkeit
fortgesetzt; die durchgeflossenen Losungen werden verworfen. Nach dem Ent-
fernen des den Kationenaustauscher enthaltenden Vorstosses wird der Tropf-
trichter auf die Anionenaustauschersaule gesetzt und die letztere mit 150 ml einer
frisch bereiteten 2n-Ammoniumcarbonatlosung bei einer Durchflussgeschwindig-
keit von stets 1 Tr/sec eluiert. Die abfliessende Lsung, welche nunmehr samtliche
anorganischen und organischen Sduren enthalt, wird durch Eindampfen auf dem
Wasserbad auf ein Volumen von ca. 40 ml vom anwesenden Ammoniak befreit.
Man iiberzeuge sich davon, dass aller Ammoniak entfernt worden ist: Ammoniak
darf geruchlich nicht mehr wahrnehmbar sein; das pH der Losung soll ca. 7
betragen. — Inzwischen hat man die vorher verwendete Kationenaustauschersaule
gemdss vorstehender Anleitung regeneriert. Die nach dem Eindampfen erhaltene
Losung, welche die anwesenden Sduren in Form ihrer Ammoniumsalze enthalt,
wird jetzt durch erneute Behandlung mit dem Kationenaustauscher bei gleich-
bleibender Tropfgeschwindigkeit vom Ammonium befreit, so dass die Losung
nur noch die freien organischen und anorganischen Sauren enthalt.

Entfernung der anorganischen Sduren (Entsalzung)

Die die papierchromatographische Bestimmung der organischen Sauren sto-
renden anorganischen Begleitsauren werden unter Verwendung einer einfachen
Entsalzungsapparatur (Abb. 6) abgetrennt. Alle Einzelheiten tiber den Aufbau
der von uns verwendeten Apparatur konnen der dieser Abbildung beigegebenen
Legende entnommen werden. Im einzelnen verfahren wir wie folgt: In ein
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Abb. 6

Becherglas von 400 ml Inhalt wird bis zu einer Schichthéhe von 0,5 ¢cm reines
Quecksilber eingefillt. Das Gefass steht zwecks Erméglichung seiner Kithlung
in einer grosseren, flachen Glasschale, in welche dauernd Frischwasser einfliesst.
Der Wegfluss des Wassers erfolgt durch Uberlaufen der Schale, weshalb die
ganze Apparatur vorteilhaft in einem Schiittstein aufgestellt wird. Fur die Strom-
zufithrung verwenden wir ein Glasrohr von 3 cm Durchmesser, welches mit einem
Diaphragmaschlauch (Darm) tberzogen wurde. Wir verwenden hierzu ein
Schlauchstiick von ca. 12 cm Lange, welches nur etwa zur Halfte iiber das Rohr
gezogen wird; das lose Schlauchende wird gefaltet und an seinem Ende am Rohr
befestigt. Noch zweckmassiger konnen natiirlich Diaphragmasdcke verwendet
werden. — Das mit dem Diaphragmaschlauch ausgerustete Gefdss wird nun
zur Ermoglichung der Stromleitung etwa zur Halfte mit 0,2%iger Schwefelsdure-
losung gefillt; fir die Stromzufihrung wird eine Platinelektrode eingesetzt.
Als Kathode verwenden wir wiederum eine Platinelektrode, welche in das am
Boden des Becherglases befindliche Quecksilber eintaucht. Beim Einsetzen des
Diaphragmarohres in das Becherglas ist darauf zu achten, dass sich das untere
Ende des Rohres ca. 1 cm tber dem Quecksilber befindet. — In das Becherglas
wird nunmehr das zu untersuchende, auf 200 ml verdiinnte Sduregemisch ein-
gefullt; dabei ist darauf zu achten, dass sich das Niveau der im Diaphragma-
gefiss befindlichen Flissigkeit etwas tiber jenem des im Becherglas enthaltenen
Sduregemisches befindet.
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Iur die anschliessende Elektrolyse wird ein Gleichstrom von 60 Volt und
0,4 Amp. angelegt. Die Entsalzung dauert unter den vorstehend genannten Be-
dingungen 3—4 Stunden; ihr Abschluss ldsst sich meistens am Abfallen der
Stromstarke erkennen. — Unmittelbar nach Abschluss der Entsalzung und nach
dem Abstellen des Gleichstromes wird das Diaphragmarohr aus dem Becherglas
entfernt, damit das Ubergehen der im Rohr befindlichen Schwefelsdure in die
entsalzte L.osung vermieden wird. Gleichzeitig wird das Diaphragmarohr durch
Entfernen der Anode geoffnet, entleert und mit Wasser gut gespilt; sofern das
Diaphragma unter Wasser aufbewahrt wird, kann es fir spatere Entsalzungen
ohne weiteres wieder verwendet werden.

Die im Becherglas befindliche, die Fruchtsauren enthaltende entsalzte Losung
wird durch Dekantieren vom Quecksilber getrennt und mit wenig Wasser wieder-
holt nachgespiilt. Die Losung wird durch Einengen auf dem Wasserbad auf ein
Volumen von ca. 5 ml gebracht; sie ist nunmehr fiir die Ausfiihrung der papier-
chromatographischen Trennung bereit.

Papierchromatographische Trennung der Fruchtsiuren

Fir die papierchromatographische Trennung der Fruchtsduren verwenden
wir die Filterpapiere Nr. 2043a und 2043 b der Firma Schleicher-Schull, Feld-
meilen, Zirich (Schweiz).

Papier Nr. 2043 a eignet sich besonders fiir die Trennung geringer Substanz-
mengen, wahrend Papier Nr. 2043 b fur die Trennung grosserer Mengen und fir
die Ausfiihrung quantitativer Bestimmungen geeignet ist. Die Entwicklung der
Chromatogramme erfolgt mit dem im allgemeinen Teil erwdhnten, von Stark und
Mitarbeitern %) beschriebenen und fiir unsere Versuche vorziiglich geeigneten
phenolhaltigen Losungsmittelgemisch, welches wie folgt zusammengesetzt ist:

150 g Phenol
50 g Wasser
2 ml Ameisensaure (100 °/o)

Die Chromatogramme werden in einem geschlossenen Glasgefass von 40 cm
Breite, 30 cm Tiefe und 55 cm Hohe im absteigenden Verfahren entwickelt. Bei
beiden von uns verwendeten Papierqualitaten gentigt eine Entwicklungsdauer der
Chromatogramme von ca. 16 Stunden. Nach dieser Zeit hat sich die Loésungs-
mittelfront jeweils um ca. 35 cm fortbewegt. Nach dem Entfernen und dem
- Trocknen der Papiere im Warmluftstrom (es wurde ein «Fohn» verwendet) er-
folgt ihre moglichst homogene Besprihung mit einer 0,04%oigen alkoholischen
Lésung des Indikators Bromphenolblau.

Fir den besonderen Zweck der im allgemeinen Teil der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Charakterisierung der Chinasaure verwendeten wir ein Losungs-
gemisch, welches gegeniiber dem oben beschriebenen Gemisch stark veranderte
Rf-Werte aufweist. Die Zusammensetzung dieses Gemisches lautet:
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50 ml Isopropylalkohol
50 ml Tert. Butylalkohol

150 ml Benzylalkohol
50 ml Wasser
6 ml Ameisensaure (90 °/o).

Zusammenfassung

Die Verfasser untersuchten slisse und besonders vergorene Sifte aus Mostbirnen
schweizerischer Provenienz beziiglich der darin enthaltenen organischen Sduren. Fir die
Abtrennung der stérenden anorganischen Sduren wurden die unter Verwendung von
Ionenaustauschern aufgearbeiteten Safte entsalzt. Neben Apfelsaure konnten in fast allen
schweizerischen Mostbirnensaften bemerkenswerte Mengen Citronensdure nachgewiesen
werden; im Durchschnitt sind etwa 30—50°0 der anwesenden Fruchtsauren in Form
von Citronensaure vorhanden. Dieser Tatsache wird insofern besondere Bedeutung bei-
gemessen, als Citronensdure — im Gegensatz zu Apfelsiure — durch Mikroorganismen
weitgehend in fliichtige Sduren zerlegt wird. Die Tatsache der Anwesenheit grosserer
Mengen Citronensdure in den aus Mostbirnen bereiteten Siften vermag eine Erklarung
dafiir zu geben, dass, insbesondere in bduerlichen Betrieben, diese Sifte viel haufiger
verderben als die nur wenig Citronensdure enthaltenden Apfelsifte. Uber die letzteren
werden die Verfasser in einer spateren Arbeit ausfihrlich berichten. — In den wnver-
gorenen Birnensidften sind nur Spuren von Milchsaure und Bernsteinsaure (< 0,1 g/l)
gefunden worden. Demgegeniiber weisen die vergorenen Sifte durchschnittlich 0,5 bis
1,0 g/l Bernsteinsaure auf; an Milchsdure wurden durchschnittlich etwa 0,5 g/1 gefunden;
doch konnen infolge des allfdlligen Fortschreitens des biologischen Abbaues der Apfel-
saure unter Umstdnden wesentlich hohere Milchsduregehalte auftreten.

In allen untersuchten siissen und vergorenen Birnensaften konnten die Verfasser
Chinasaure in Mengen von etwa 0,5 g/l nachweisen und die Identitidt dieser bis heute
in Birnensiften nicht aufgefundenen organischen Saure belegen. Als weitere in Mengen
von allerdings weniger als 0,2 g/l vorkommende Fruchtsidure konnte Glycolsdure auf-
gefunden werden.

Demgegeniiber konnte die von andern Forschern in Apfeln gefundene Chlorogensaure,
sowie Galakturonsiduren nicht nachgewiesen werden. Desgleichen sind Ascorbinsdure
und Protocatechusiure — die erstere wahrscheinlich infolge Oxydation wahrend der
Aufarbeitung der Sduren — nicht nachweisbar.

Résumé

Les auteurs ont examiné, par chromatographie sur papier, les acides organiques de
cidres préparés a partir de poires a poiré de provenance suisse.

A part 'acide malique la présence de grandes quantités d'acide citrique a toujours
été constatée. On a également trouvé d'autres acides comme les acides quinique et
glycolique, non prouvés jusqu'a ce jour; par contre, on n’a pas constaté la présence des
acides chlorogénique et galacturonique.

La raison pour laquelle les cidres de poires sont plus sensibles que les cidres de
pommes aux maladies provient de la teneur plus élevée des poirés en acide citrique,
comparée a celle — beaucoup plus faible — des jus de pomme.
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Summary

The organic acids contained in ciders, prepared from Swiss cider pears, have been
determined by paper chromatography.

Beside malic acid large amounts of citric acid have been found. Other acids, such
as quinic and glycolic acids, have been detected that not been found up to now. As
a set-off there was no chlorogenic and galacturonic acids.
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