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Zur Bestimmung der Saccharase-Aktivitat in Honig

Von H. Hadorn und K. Ziircher
(Laboratorium VSK, Basel)

Von den verschiedenen im Bienenhonig vorkommenden Enzymen eignet sich
die Saccharase besonders gut zum Nachweis von Ueberhitzungsschiden, weil
sie zu den wiarmeempfindlichsten Honigenzymen gehort. Kiermeier und Kéber-
lein ' haben als erste vorgeschlagen, zum Erhitzungsnachweis neben der Amy-
lase- auch die Saccharase-Aktivitit heranzuziehen. Aus der Bestimmung nur
eines Enzyms 1afit sich nach diesen Autoren nicht mit Sicherheit auf die Stirke
des Erhitzungseinflusses schlieflen.

Gontarski ® einerseits, Duisberg und Gebelein ® anderseits haben die Befunde
von Kiermeier und Kaberlein Giberpriift und bestatigt. Nach Gontarski wird bei
24stindiger Erwdrmung des Honigs auf 50° die Diastase nicht oder nur un-
bedeutend geschiadigt, wihrend die Saccharase in allen Honigen ziemlich stark
geschadigt wird. Die Bedeutung der Honigsaccharase fiir die Beurteilung von
Wairmeschdadigungen von Honig ist somit unbestritten.

Die vorgeschlagenen Methoden zur Bestimmung der Saccharase-Aktivitat
und die Einheiten, in denen die Saccharase-Aktivitit ausgedriickt werden,
sind je nach Autoren vollstindig verschieden. Fiir die neue Auflage des Schwei-
zerischen Lebensmittelbuches sollte eine geeignete Methode zur Saccharase-
bestimmung in Honig gewihlt werden. Erwiinscht wire eine moglichst einfache
Methode, die gut reproduzierbare Werte liefert und auch fiir Serienunter-
suchungen brauchbar wire. In dieser Arbeit sollen 3 Methoden iiberprift und
diskutiert werden. Damit die Resultate der verschiedenen Autoren miteinander
verglichen werden konnen, wurde eine neue Kennzahl fiir Honig, die soge-
nannte Saccharasezahl (Sa-Z) eingefithrt. Die bereits veroffentlichten Saccha-
rase-Aktivitaten lassen sich auf diese Weise in vergleichbare Einheiten um-
rechnen.

An verschiedenen Honigen des In- und Auslandes sollen anschlieffend die
Saccharasezahlen sowie einige andere wichtige Kennzahlen bestimmt werden,
um die nétigen Grundlagen fir die Beurteilung von Honigen zu erhalten.

Methoden zur Bestimmung der Saccharase-Aktivitat

Die Saccharase-Aktivitdt wird immer nach dem gleichen Prinzip bestimmt.
Unter genau vorgeschriebenen Versuchsbedingungen (konstante Temperatur,
pH-Wert usw.) laf}t man die Saccharase oder die Honiglosung auf eine Saccha-
roselosung einwirken und bestimmt die in einer gewissen Zeit gebildete Menge
Invertzucker entweder chemisch oder polarimetrisch.

Ueber die Bestimmung der Saccharase-Aktivitidt in Honig sind in neuerer
Zeit 3 Methoden veroffentlicht worden. Die Versuchsbedingungen wurden von
den verschiedenen Autoren recht unterschiedlich gewahlt. In der Tabelle 1 sind

6



Tabelle 1

Beaktionsbedingungen fiir Saccharasebestimmung nach verschiedenen Autoren

Versuchsbedingungen Kiermeier und Kiberlein ! Gontarski 2 Dusiberg und Gebelein 3
pH = 6,8
Pufferung pH = 46 pH = 6,3 } 3 Ansatze pH = 6,2—6,45
pH = 6,0
Temperatur 300 C 350 C 400 C
Reaktionszeit 2 Stunden 2 Stunden 1'/2 Stunden
In 100 ml Reaktions-
mischung sind enthalten:
Honig 1—1,6 g (Honig dialysiert) 2.5 g 10 g
Saccharose 50 g 10,0 g 20 g
Puffer (1-m) 4 ml ~ 3 ml 6 ml

Bestimmung des gebildeten
Invertzuckers

Berechnung und Angabe
der Aktivitat

jodometrisch mit Hypojodit

Reaktionsgeschwindigkeits-
konstante k
in ml 0,1-n Na2S203 * g-! - min-!

jodometrisch mit K3[Fe(CN)s]

mg Saccharose, die in 2 Stunden
von 50 mg Honig gespalten
werden

polarimetrisch

Aenderung der opt.
Drehung in Kreis-
graden pro Stunde




die Reaktionsbedingungen und die wichtigsten Merkmale der 3 Methoden zu-
sammengestellt.

Eine Schwierigkeit bei der Saccharasebestimmung besteht darin, dafl durch
die stets nur in sehr geringer Menge vorhandene Honigsaccharase in den ge-
wiahlten Zeitraumen von 1 bis 2 Stunden nur relativ wenig Invertzucker gebil-
det wird. Diese kleinen Mengen Invertzucker miissen neben viel Glucose und
Fructose, die aus dem Honig stammen, bestimmt werden. Durch diese Diffe-
renzbestimmung wird die Methode, vor allem, wenn die Zucker chemisch be-
stimmt werden, etwas ungenau.

Kiermeier und Koberlein ' dialysieren daher die abgewogene Honigprobe in
einem Cellophanschlauch, bis sie zuckerfrei ist. Die gepufferte Enzymlosung
lassen sie auf eine Saccharoselosung einwirken und bestimmen von Zeit zu Zeit
die durch Inversion gebildete Glucose jodometrisch. Das Verfahren ist etwas
umstandlich, aber genau. Nach Angaben der Autoren betrigt die Streuung
o 3.) Yo,

Gontarski ® arbeitet unter anderen Bedingungen. Er lafit den Honig direkt
auf die gepufferte Saccharoselosung einwirken und bestimmt nach 2 Stunden
~ die Zunahme der reduzierenden Zucker nach Issekutz * mit Kaliumferricyanid-
losung jodometrisch.

Duisberg und Gebelein * wahlten wiederum andere Versuchsbedingungen
und bestimmen die durch die Honiginvertase verursachte Abnahme der opti-
schen Drehung polarimetrisch (Inversion von Saccharose).

Definition und Berechnung der Saccharasezahl

Die verschiedenen Autoren geben die im Honig gefundenen Saccharase-
Aktivitaten in ganz unterschiedlichen Einheiten an. Kiermeier und Kdoberlein
berechnen die Geschwindigkeitskonstante. Gontarski gibt an, wie viele mg Sac-
charose in 2 Stunden durch 50 mg Honig invertiert werden. Duisberg wiederum
driickt seine polarimetrisch bestimmten Saccharase-Aktivitaten in Kreisgraden
aus (siche Tabelle 1). Es ist daher kaum moglich, die nach den 83 Methoden
erhaltenen Werte auch nur groflenordnungsmafliig miteinander zu vergleichen.
Wir mochten daher vorschlagen, fiir die Saccharase-Aktivitit eine analoge Ein-
heit zu definieren, wie dies Schade, Marsh und Eckert® fur die Diastase ge-
macht haben. In Analogie zu jener Definition versteht man unter einer Saccha-
rase-Einheit jene Enzymmenge, die unter den vorgeschriebenen Versuchsbedin-
gungen in 1 Stunde 10 mg Saccharose spaltet. Die Saccharasezahl (Sa-Z) gibt
an, wie viele Saccharase-Einheiten in 1 g Honig enthalten sind. Etwas anders
und einfacher ausgedriickt lautet die gleiche Definition fur die Saccharasezahl
(in Analogie zur ]odzahl) wie folgt:

Die Saccharasezahl gibt an, wieviel g Saccharose unter den beschriebenen
Versuchsbedingungen in einer Stunde von den in 100 g Honig enthaltenen
Enzymen gespalten werden.
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Wie spater gezeigt wird, laufen in der Praxis neben der Inversion von Sac-
charose noch Nebenreaktionen ab. Die Saccharasezahl gibt daher meistens keine
absoluten Werte und variiert auch etwas je nach der angewandten Zucker-
bestimmungsmethode. Um die Resultate streng miteinander vergleichen zu
konnen, miissen die Saccharasezahlen nach ein und derselben Methode be-
stimmt werden.

Mittels dieser Definition lassen sich die von verschiedenen Autoren gefun-
denen Werte in vergleichbare Einheiten umrechnen. Die von Gontarski ange-
gebenen Werte stimmen zahlenmifig bereits mit unserer Definition tberein.
Die Umrechnungsfaktoren fiir die beiden andern Methoden werden in den
entsprechenden Abschnitten bei der Besprechung dieser Methoden abgeleitet.

Versuche zur Methode von Kiermeier und Koberlein

Kiermeier und Koberlein ! dialysieren die Honigprobe in einem Cellophan-
schlauch, um den Zucker zu entfernen. Die von Zuckern und andern nieder-
molekularen Bestandteilen befreiten Honigenzyme werden unter definierten
Bedingungen auf eine Saccharoselosung einwirken gelassen. Von Zeit zu Zeit
werden Proben aus dem Reaktionsgemisch herauspipettiert und die aus dem
Rohrzucker gebildete Glucose jodome-
trisch bestimmt (Aldosenbestimmung mit mlo.01-n Na,S,0;

Hypojodit). i

Die von den Autoren gewidhlten Be-
dingungen sind jedoch nicht optimal.
Die benutzte Pufferlosung pH = 4.6 ist S )
viel zu sauer. Bei héhereilppH ist nach 20 P>—— oy | et
Versuchen von Gontarski ?, der ein Op-
timum der Honigsaccharase ungefihrbei
pH = 6,3 festgestellt hat, mit einer ho-
heren Saccharase-Aktivitat zu rechnen.
Um dies zu tberpriifen, haben wir Ho-
nigproben von 1,4 bis 2 g nach Kiermeier N
und Koberlein wihrend 3 bis 4 Stunden N
dialysiert und die dialysierte Losung aus M
dem Cellophanschlauch in ein 50-ml 10 - A
Mefikélbchen tibergefiihrt. In aliquoten *s
Teilen (je 20 ml) dieser Stammlésung .30 60 90 120 Min.
wurde die Saccharase-Aktivitit nach
Kiermeier und Koberlein bestimmt. Ein Figur 1
Versuch wurde bei pH = 4,6, der an- Saccharase-Aktivitit nach Kiermeier
dere bei pH = 6,4 durchgefithrt. Dazu und Koberlein. Zeit-Umsatz-Kurven
werden je 20 ml Stammlosung in ein 50- BeLyerschiednom pbi
ml Meﬁkélbchen abpipettiert, mit 1 ml Mexikanischer Honig
1-m Acetatpuffer versetzt und auf 30° C —=== Schweizer Honig
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thermostatiert. Nach ca. 15 Minuten wurden geénau 2,5 g Saccharose zugegeben
und durch Schiitteln moglichst rasch in Losung gebracht. Anschliefend wurde
das Kolbchen mit 30" warmem Wasser zur Marke aufgefiillt. In Abstinden von
je 30 Minuten wurden aus dem Reaktionsgemisch mittels Pipette 4mal Proben
von je 10 ml entnommen. Zur Bestimmung der gebildeten Glucose tragt man
die 10 ml Lésung in 25 ml 0,01-n Jodlosung ein, versetzt mit ca. 10 ml 0,1-n
Natriumkarbonatlosung, 1}t 30 Minuten verschlossen stehen und titriert nach
dem Ansauern mit 5 ml 0,5-n Schwefelsiure den Jodiberschufl mit 0,01-n
Thiosulfat zurtck.

Aus den Zeit-Umsatz-Kurven der Figur 1 ist zundchst ersichtlich, daf} die
Saccharosespaltung linear verlauft (Reaktion nullter Ordnung), womit die Be-
funde von Kiermeier und Kdiberlein bestiatigt wurden. Bei pH = 6,4 ist die
Hydrolysengeschwindigkeit nahezu doppelt so grof wie bei pH = 4,6 (siche
Tabelle 2).

Kiermeier und Koberlein berechnen die Geschwindigkeitskonstante nach fol-

gender Formel *:
R
= ————— ml 0,1—n NayS,0; - g-!
TR e ke b
Die Geschwindigkeitskonstante k gibt an, wie viele ml 0,1-n Jod verbraucht
werden, um die von 1 g Honig in 1 Minute aus der Saccharose abgespaltene

Glucose zu oxydieren.

- min-!

R = «Richtungskoeffizient»
= Anzahl ml 0,01-n J, die zur Oxydation der in 60 Minuten gebildeten Glucose
verbraucht werden.
E = Einwaage (g Honig in 10 ml Reaktionsmischung).

Um die nach Kiermeier und Koberlein ermittelte Geschwindigkeitskonstante
in Saccharasezahlen umzurechnen, gilt folgende Ueberlegung:
Unter Saccharasezahl versteht man die in 1 Stunde von 100 g Honig gespal-

tene Saccharose in g. Wir multiplizieren die korrigierte Geschwindigkeitskon-
stante (5 k) zunachst mit 60 (60 Minuten) und mit 100 (100 g Honig) und

* In der Dissertation von Kéberlein ® sowie in der Arbeit von Kiermeier und Kaber-
lein ' haben sich leider einige Druckfehler eingeschlichen. In Abbildung 9 auf Seite 345
der zuletzt erwdhnten Arbeit ist ein unrichtiger Mafistab eingezeichnet. Er muf} fir die
0,01-n Na2S20s3-Losung lauten: 10, 15, 20 ml (nicht 0, 1,5, 2,0 ml).

Die Formel auf Seite 345 unten stimmt nicht mit der Dimension fir k tuberein.
Nach einer Mitteilung von Herrn Dr. Kéberlein soll der Faktor im Nenner der Formel
nicht 100, sondern 10 lauten. Die Dimension ml 0,1-n Na2S203* g-! * min-! ist richtig.

Kiermeier und Koberlein machten bei ihren Berechnungen von k noch einen syste-
matischen Fehler:

Unter E = Einwaage setzten sie die abgewogene Honigmenge in die Formel ein.
Zu den einzelnen Titrationen wird jedoch nicht die gesamte Einwaage, sondern jeweils
nur ein aliquoter Teil (/5) der dialysierten Honiglosung beniitzt. Alle von Kiermeier
und Koberlein angegebenen Geschwindigkeitskonstanten (k-Werte) miissen daher mit 5
multipliziert werden, damit die Zahlenwerte mit der Definition von k iibereinstimmen.
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erhalten somit die Saccharasezahl, ausgedriickt in ml 0,1-n Jod, die zur Oxy-
dation der aquivalenten Menge Glucose verbraucht werden. Die Oxydation der
Glucose mit alkalischer Jodlosung erfolgt nach der Gleichung:

R - CHO+ J:+H20+2Na2C0s — R - COOH+2Na]+2NaHCOs

1 ml 0,1-n Jodlosung entspricht = 0,009008 g Glucose oder
1,9-0,009008 = 0,0171 g Saccharose.

Fir die Umrechnung der von Kiermeier und Koberlein angegebenen Ge-
schwindigkeitskonstanten (k) in Saccharasezahl (Sa-Z) ergibt sich nachstehen-

der Faktor: Sa-Z = k-5-60-100-0,0171
Sa-Z = 518 -k

In der Tabelle 2 sind die Werte fiir 2 Honige angegeben.

Tabelle 2

Saccharase-Aktivitit nach Kiermeier und Koberlein
bei verschiedenen pH-Werten bestimmt

. : : Mexikanischer Honig
] Schweizer Honig leicht wirmegeschidigt
Pufferung
k.10 Sa-Z k.102 Sa-Z
pH = 4,6 0,945 4,85 0,412 212
0,95 4,88 0,384 1,97
pH = 6,4 1,76 9,05 0,72 3,71
1,72 8,84
k = Geschwindigkeitskonstante berechnet nach Kiermeier und Kéberlein (korrekterweise sollten diese

Werte mit 5 multipliziert werden).
Sa-Z = Saccharasezahl.

Die Methode Kiermeier und Kdéberlein gibt nach unseren Erfahrungen gut
reproduzierbare Werte. Wie spater gezeigt wird, liefert diese Methode jedoch
wesentlich niedrigere Enzymaktivititen als die Methode Gontarski oder die
polarimetrische Methode Duisberg und Gebelein (siche Tabelle 10). Durch Er-
hohung des pH-Wertes lafit sich die Enzymaktivitat bereits wesentlich erhéhen.
Die tbrigen Versuchsbedingungen, wie Reaktionstemperatur und Saccharose-
konzentration scheinen auch nicht optimal gewdhlt zu sein. Moglicherweise
werden durch das Dialysieren die Honigenzyme teilweise inaktiviert. Die Me-
thode Kiermeier und Koberlein liefle sich zweifellos verbessern und wesentlich
empfindlicher gestalten. Auf weitere Versuche in dieser Richtung wurde aber
verzichtet, weil uns die Technik fiir Serienuntersuchungen wegen des Dialysie-
rens etwas umstandlich und zeitraubend erschien.
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Versuche zur Methode Gontarski

Gontarski ? schlagt vor, die Saccharase-Aktivitat bei 8 verschiedenen pH-
Werten zu bestimmen, um auf diese Weise fiir jeden Honig den individuellen
Optimalwert zu erhalten. Dadurch wird die Methode recht umstindlich und
zeitraubend, weil fiir jeden Honig 8 Enzymversuche und 3 Blindwerte angesetzt
werden miissen. Es resultieren schlieflich pro Honig 6 Zuckerbestimmungen.

Bei eigenen Versuchen haben wir nach der Methode Gontarski oft ziemlich
stark schwankende und nicht sehr gut reproduzierbare Werte gefunden. Die
Schwankungen waren grofler als die durch den pH-Wert verursachten Unter-
schiede, was durch die Zahlen in Tabelle 3 veranschaulicht wird.

Tabelle 3

Saccharase- Aktivitit nach Gontarski fiir Schweizer Bienenhonig

Da g
der Un;!t;Tchung pH = 6,0 PH= 6.3 pH = 6,8
3..10.:61 19,9 15,6 19,8
4.10.61 20,6 19,5 15,6
4.10.61 20,6 20,3 23,4

Eine gesicherte pH-Abhangigkeit der Saccharase-Aktivitat lafdt sich aus die-
sen Zahlen nicht herauslesen. Wie spater noch gezeigt wird, dndert die Saccha-
rase-Aktivitat im Bereich zwischen pH = 5,8 und 6,5 nur wenig, so daf} es nicht
notig ist, fur jeden Honig die Saccharase-Aktivitat genau bei dem fir den
betreffenden Honig optimalen pH-Wert zu bestimmen. Bei der Methode Gon-
tarski konnte infolge der recht groflen Versuchsstreuung, wenn bei jedem pH-
Wert nur eine Bestimmung ausgefihrt wird, irrtimlich auf eine grofle pH-
Abhéngigkeit der Saccharase-Aktivitat geschlossen werden.

Ueberpriilung der polarimetrischen Methode
Duisberg und Gebelein®

Auf Grund einiger Vorversuche schien die polarimetrische Saccharase-
bestimmung fiir Serienuntersuchungen die am besten geeignete Methode zu
sein. Da aus der Arbeit der beiden Autoren nicht entnommen werden kann,
ob die Methode einigermaflen unter optimalen Bedingungen arbeitet, sollte sie
kurz Uberprift und dann die Resultate mit den beiden anderen Methoden ver-
glichen werden.

1. Konzentration der Endlosung

Duisberg und Gebelein entnehmen in bestimmten Zeitabstinden Proben von
10 ml des Reaktionsgemisches und pipettieren sie zur Unterbrechung in 10 ml
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Natriumkarbonat-Sistierlosung. Die Aenderung der optischen Drehung zwi-
schen den einzelnen Proben ist meistens nur gering. Einstell- und Ablesefehler
am Polarimeter konnen sich daher auf das Endresultat ziemlich stark auswir-
ken. Unser Polarimeter gestattet die Ablesung auf + 0,02°. Um die Genauig-
keit zu erhcéhen, haben wir versucht, die Konzentration in der Endlésung zu
erhohen. Wir pipettierten statt 10 ml jeweils 15 ml des genau nach den An-
gaben der Autoren hergestellten Reaktionsgemisches in 5 ml Natriumkarbonat-
Sisterlosung. Auf diese Weise werden die Unterschiede in den optischen Dre-.
hungen gegeniber den Bedingungen von Duisberg und Gebelein um 50 %o
erhoht und die Resultate entsprechend genauer. Die zum Sistieren beniitzte
Natriumkarbonat-Sistierlosung wurde konzentrierter gewahlt, damit der pH-
Wert der Endlésung geniigend hoch wird, um die Wirkung der Honigsaccha-
rase zu unterbrechen. Die potentiometrische Titration eines gepufferten Honig-
substratgemisches ergab, dafl 5 ml 7,5%ige Natriumkarbonat-Sistierlésung aus-
reichen, um 15 ml des Honigsubstratgemisches auf pH = 10,2 zu puffern. Unter
den Versuchsbedingungen von Duisberg und Gebelein (10 ml Honiglosung +
10 ml Natriumkarbonatlosung 5%01g) betragt das pH der sistierten Endlésung
10,4.

2. Saccharosekonzentration vm Enzymuversuch

Wie aus der Tabelle 1 ersichtlich ist, arbeiten alle 3 Autoren mit verschie-
denen Saccharosekonzentrationen (5,0; 10,0; 20,0 g/100 ml). Die Saccharase-
Aktivitat ist ziemlich stark abhdngig von der Substratkonzentration. Nach Ver-
suchen von Kiermeier und Kiberlein' liegt das Optimum der dialysierten
Honigsaccharase bei einer Saccharosekonzentration von ca. 3,2 %%. In konzen-
trierteren Saccharoselosungen (10 bis 32 g in 100 ml) soll die Aktivitat des
Enzyms stark abnehmen.

Gontarski” kommt in seinen «Fermentbiologischen Studien an Honigen» zu
gegensatzlichen Resultaten. Fiir das Pharynxdriisenferment, das fiir die Honig-
bereitung in Frage kommt, liegt der optimale Konzentrationsbereich des Sub-
strates bei ca. 28 %/o Saccharose.

; Tabelle 4
Abhdngigkeit der Sacharase-Aktivitit von der Saccharosekonzentration
‘Saccharose- SEH deb Thsung Saccharase-Aktivitdt
konzentration am Ende des
g in 100 ml Versuchs Ko in G0 MR Saccharasezahl
o J . Sa-Z
10 5,98 1:17% 7,8
20 5,92 1.41° 9,4
26 6,00 1,470 9.8
30 6,00 1,48° 9.9
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Eigene Versuche, die in Tabelle 4 und Figur 2 dargestellt sind, haben diese
Beobachtung von Gontarski bestiatigt. Das Optimum der Substratkonzentration
scheint auch fiir die Honigsaccharase bei ca. 30 g Saccharose pro 100 ml zu lie-
gen. Bei niedrigerer Saccharosekonzentration ist das Enzym bedeutend unwirk-
samer. In 10%oiger Zuckerlosung betragt die Aktivitat nur 79 %/ derjenigen in
80%oiger Zuckerlosung.

Die Befunde von Kiermeier und Koberlein lassen sich nicht recht erkldren.
Moglicherweise hiangt dies damit zusammen, dafl sie den Honig vorerst dia-
lysiert haben und in einem ganz anderen pH-Bereich (pH = 4,6) arbeiten,
wahrend bei Gontarski das pH = 6,3 und in unseren Versuchen das pH = 6,0
betrug.

SazZ

g B

g

10 20 30
Sacch. g/100 ml

Figur 2
Einflufl der Saccharosekonzentration auf die Saccharasezahl

Es liegt kein Grund vor, in der Arbeitsvorschrift die von Duisberg und
Gebelein gewahlte Substratkonzentration (20 g Saccharose in 100 ml) zu ver-
andern, da eine Erhohung auf 30 g/100 ml keine betrichtliche Erhohung der
Enzymaktivitat bewirken wiirde (ca. 5 %0). Kleine Abweichungen von der vor-
geschriebenen Saccharosekonzentration wirken sich in diesem Bereich nicht
stark aus, weil die Kurve ziemlich flach verlauft.

3. Mutarotation

Invertzucker zeigt Mutarotation. Die bei den Enzymversuchen erhaltenen,
mit Natriumkarbonat sistierten Reaktionsgemische dndern im Anfang ihre op-
tische Drehung in unkontrollierbarer Weise. Die Lisungen missen mindestens
3 bis 4 Stunden stehen, damit sich das Gleichgewicht einstellen kann, bevor
man sie polarimetrieren darf. Nach 4 Stunden bleibt die optische Drehung
einigermaflen konstant.
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4. pH-Optimum

Die verschiedenen Autoren bestimmen die Saccharase-Aktivitat bei ganz
unterschiedlichen pH-Werten. Kiermeier und Kéberlein puffern auf pH = 4,6
(Acetatpuffer), Gontarski bestimmt die Saccharase-Aktivitat fiir jeden Honig
bei 3 verschiedenen pH-Werten 6,0; 6,3; 6.8, weil das pH-Optimum angeblich
nicht bei allen Honigen gleich liegt, und berticksichtigt nur den Hochstwert.
Duisberg und Gebelein stellen einen pH-Wert zwischen 6,2 und 6,45 ein.

Um abzukliren, wo das pH-Optimum der Honigsaccharase liegt, haben wir
nach der Vorschrift von Duisberg und Gebelein gearbeitet und mit Acetat-
puffern die gewiinschten pH-Werte eingestellt. Am Schluf} der Enzymversuche
wurde mittels Glaselektrode das pH nochmals gemessen, wie dies auch Duas-
berg und Gebelein vorschlagen.

SaZ

Aus der graphischen Darstellung in Figur 3
ist deutlich ersichtlich, dafl das Optimum un- 18 P
gefahr bei pH = 6 liegt. Wie bereits erwihnt, // \
hat Gontarski? gefunden, dafl das Optimum
nicht fiir jeden Honig beim gleichen pH-Wert /
liegt. Er erachtet es daher als notwendig, den 12
Reaktionsverlauf oberhalb und unterhalb des /
statistischen pH-Optimums von 6,3 zu unter- 0
suchen, um den individuellen Optimalwert des 3 /
betreffenden Honigs zu ermitteln (pH = 6,0; / s
6,3; 6,8). Fur die Praxis der laufenden Honig- ¢ |
kontrolle ist dieses Vorgehen wenig geeignet. o
Es ist praktischer, analog wie Duisberg und -
Gebelein auf einen definierten, mittleren pH- « b 2 g ‘WJ}O
Wert zu puffern. Da die Kurven ziemlich flach :
verlaufen, sind kleine Abweichungen vom op-
timalen pH-Wert ohne grofle Bedeutung. Aus
den Kurven in Figur 3 kann entnommen wer-
den, daf} bei Abweichungen vom pH-Optimum — _____ vexikanisches Bl enhosis;
um 0,3 pH-Einheiten nach oben oder unten an leicht wirmegeschidigt
der Saccharasezahl relative Fehler in der eaepmteiches Schwedzes
Grofienordnung von 3 bis 5 /o entstehen, was g
durchaus tragbar ist.

[ =0~ —

Figur 3
pH-Abhangigkeit der
Saccharasezahl
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5. Temperaturoptimum

Die Enzymversuche werden je nach 7
Autor bei 30° 35° oder 40° G durchge- b |
fihrt. Um die Optimaltemperatur fest- il A N
zustellen, haben wir die Saccharase-Ak- / N
tivitat eines Schweizer Honigs im pH- P o5 ket
Optimum bei verschiedenen Temperatu-
ren bestimmt. Aus den Zahlen der Ta-
belle 5 und der Figur 4 ist ersichtlich, 3° B & e
dafl das Temperaturoptimum zwischen Figur 4

35 und 40° C liect. Temperaturabhangigkeit
i ‘ 1°8 “ der Saccharasezahl eines Schweizer

Waldhonigs

Da bereits die Diastasezahl des Honigs bei 40° bestimmt wird, ist es zweck-
mafig, auch die Saccharasezahl bei der gleichen Temperatur zu bestimmen,
obschon sie etwas tiber dem Optimum zu liegen scheint.

Tabelle 5
Temperaturabhingigkeit der Saccharasezahl
H Ende A« in 60 Min. A« in 60 Min.
Temperatur lSles %Igrsughs g(elrrlngssen 11'|l1r:l grc}rrllgssen mllll:1 Sncch?ﬁase-
gemessen Hg-Lampe Na-Lampe e
30° 6,10 2.21 2,08 14,8
350 6,10 2,53 2,19 16,9
40° 6,10 2.58 2.20 16,9
450 6,10 2,27 1,92 1551

6. Schiitteln der Reaktionslosungen

Gelegentlich stofit man in der Literatur auf die Behauptung, dafl Enzyme
durch kraftiges Schiitteln ihrer wasserigen Losungen teilweise inaktiviert wer-
den 19 Um dies fiir die Honigsaccharase unter den Versuchsbedingungen der
Methode Duisberg zu iiberpriifen, haben wir zwei Versuche nebeneinander mit
einem mexikanischen Honig durchgefithrt. Im 1.Versuch wurde im Reaktions-
kolbchen die gepufferte, temperierte Honiglosung mit der Saccharoselésung
durch vorsichtiges Umkippen des Kolbens vermischt. Im 2.Versuch wurden die
Loésungen vermischt, indem das Kélbchen wéhrend einer halben Minute kraftig
geschiittelt wurde. Beide Versuche ergaben das gleiche Resultat. Die Saccharase
ist demnach durch kréaftiges Schiitteln nicht nachweisbar inaktiviert worden,
wie die Resultate der Tabelle 6 zeigen. Zur moglichst raschen Durchmischung
der beiden Losungen wird das Kélbchen am zweckmifligsten einige Sekunden
kraftig geschittelt.
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Tabelle 6
Art des Uermischens von Honig- und Substratlosung
(Mexikanischer Honig)

Optische Drehung A
L
in 60 Min. P8
nach 1 Min. |nach 31 Min.|nach 61 Min.

Losungen sorgfaltig
vermischt 20,90 20,00 19,11 1,79 11.9
Lésungen /2 Minute
kraftig geschuttelt 20,93 20,00 19,18 1,80 12,0

7. Berechnung der invertierten Saccharosemenge aus der Aenderung
der optischen Drehung

Die Saccharasezahl, d.h. die in einer Stunde von 100 g Honig invertierte
Menge Saccharose 1afit sich aus der Aenderung der optischen Drehung berech-
nen. Man mufl lediglich wissen, welche Menge Saccharose invertiert worden
ist, wenn eine Aenderung der optischen Drehung um 1° beobachtet wird. Aus
der spezifischen Drehung der Saccharose und des Invertzuckers lafit sich dieser
Umrechnungsfaktor einfach berechnen. Fir die spezifische Drehung von Sac-
charose und Invertzucker bei verschiedenen Wellenlingen des Lichtes findet
man in der Literatur zum Teil voneinander abweichende Angaben. Zudem ist
die spezifische Drehung des Invertzuckers konzentrationsabhiangig. Wir haben
daher die entsprechenden Umrechnungsfaktoren von Drehwertsinderung in in-
vertierte Saccharosemenge durch Modellversuche experimentell bestimmt. Die
Konzentrationen wurden dhnlich gewahlt, wie sie bei der Bestimmung der Sac-
charase-Aktivitit im Honig vorliegen. Zur Messung beniitzten wir die griine
Hg-Linie und die gelbe Na-Linie. Es wurde folgendermaflen vorgegangen:

In einem 100-ml Meflkolben wurden 2,000 g Saccharose in 50 ml Wasser
gelost, mit 2 ml n-Salzsaure versetzt und wahrend 20 Minuten im siedenden
Wasserbad invertiert. Nach dem Abkiihlen wurde die Losung neutralisiert,
dann 18,000 g Saccharose zugegeben, mit 25 ml Natriumkarbonatlésung (7,5 °/o)
alkalisch gemacht und die Losung bis zur Marke aufgefiillt. Diese Modell-
l6sung entspricht einem Enzymversuch, bei welchem von 20 g Saccharose (in
100 ml Endlésung) genau 2 g Saccharose invertiert worden sind.

In einem zweiten, analogen Versuch wurden 4 g Saccharose invertiert und
nachher noch 16 g Saccharose zugesetzt.

Die in den beiden Versuchen erhaltenen Endlésungen sowie eine Vergleichs-
l6sung mit 20 g reiner Saccharose und 25 ml Natriumkarbonat in 100 ml wur-
den nach 4 Stunden bei verschiedenen Wellenlingen polarimetriert. Die ab-
gelesenen Resultate sowie die Aenderung der optischen Drehung und die daraus
berechneten Umrechnungsfaktoren sind in Tabelle 7 zusammengestellt.
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Tabelle 7

Modellversuche zur Bestimmung der Umrechnungsfaktoren

Kontrolle Modell- Modell-

reine Saccharose versuch 1 versuch 2
Invertierte Saccharose g/100 ml 0 2,00 4,00
Nicht invertierte Saccharose g/100 ml 20,00 18,00 16,00
Optische Drehung in Kreisgraden
im 2 dm-Rohr
(Mittel aus 5—7 Ablesungen)
bei Na-Linie 5893 A 26,35 22,990 19,54
bei Hg-Linie 5461 A 31,100 27,100 23,130
Aenderung der Drehung
gegen Kontrolle ( Aa.)
bei Na-Linie — — 3,430 — 6,810
bei Hg-Linie — — 4,000 — 17,970
Umrechnungsfaktor
1° Unterschied in der opt. Drehung
entspricht invertierter Saccharose ‘
bei Na-Linie (g in 100 ml) 0,584 0,587
bei Hg-Linie (g in 100 ml) 0,500 0,502

Z 0 By s
Verhéltnis —— 18- 1,168 i
Aa Na

Die aus Modellversuch 1 und 2 (mit verschiedenen Mengen invertierter Sac-
charose) berechneten Umrechnungsfaktoren stimmen gut tberein.

Diese Faktoren wurden auch aus den in der Literatur angegebenen spezifi-
schen Drehungen von Saccharose und Invertzucker berechnet (sieche Tabelle 8).
Die theoretisch berechneten Umrechnungsfaktoren stimmen bei Messungen mit
der Hg-Linie gut mit den selber ermittelten Werten iiberein (relative Abwei-
chung 19). Bei Messungen mit der Na-Linie ergaben sich etwas grofere
Unterschiede (relative Abweichung 2,5 bis 3,0 %o).

8. Einflufs der Wellenlinge und Berechnung der Umrechnungsfaktoren
auf die Saccharasezahl

Duisberg und Gebelein schreiben vor, dafl zur polarimetrischen Messung als
Beleuchtung ein Quecksilberbrenner und ein Zei3-Filter Hg 546/52 zu benutzen
seien. Mit den uiblichen Brennern, die mit der Natrium-D-Linie arbeiten, seien
die Messungen schlecht durchfiihrbar, weil die Honiglosungen zu viel Licht
absorbieren.
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Tabelle 8

Berechnung der theoretischen Umrechnungsfaktoren
nach Angaben der Literatur

Na- Linie Hg-Linie
5893 A 5461 A
Spezifische Drehung
fiar Invertzucker [«] — 22,50 — 21,59
fir Saccharose [a] + 66,450 + 18,16°
Optische Drehung einer Losung von 10 g
Zucker in 100 ml (2 dm-Rohr) in Kreis-
graden e 410 — 4.0618 — 4,302
Invertzucker +18,30 +18,30 + 15,63
Saccharose
Optische Drehung von 10,52 g Invert- RN
zucker ? in Kreisgraden — 4,32 — 4,22 i
Aenderung der Drehung bei Inversion .
von 10 g Saccharose in 100 ml () 17629 - 17,520 20,16
Umrechnungsfaktor
19 Unterschied in der optischen Drehung
(Aa) entspricht invertierter Saccharose,
g in 100 ml 0568 0,571 0.496
Nach eigenen Versuchen (Mittelwerte aus
Tabelle 7) 0,585 0,501
Relative Abweichung 3,0%. -~ 2.5% 1,0 %/0

1 Schweizerisches Lebensmittelbuch, 5. Aufl., Bd. I (im Druck).
2 Chemisch Jaarboekje, Centen's Uitgeverij, Amsterdam, S. 107 (1938)
3 Aus 10 g Saccharose entstehen bei der Inversion 10,52 g Invertzucker,

Eigene Versuche mit der Na-Linie ergaben, dafl mit der von uns benutzten
Na-Dampflampe samtliche Honiglésungen bequem ausgemessen werden konn-
ten. Mittels der experimentell bestimmten Umrechnungsfaktoren sollte es mog-
lich sein, mit beiden Lichtquellen tibereinstimmende Werte fiir die Saccharase-
zahl zu erhalten. Bei Modellversuchen mit reinen Saccharose-Inverzucker-Ge-
mischen ist das Verhéltnis zwischen beobachteter Aenderunge der optischen
Drehung, gemessen mit Hg-Linie, und der jenigen, gemessen mit der Na-Linie,
konstant. Der Quotient <% ig betragt 1,17.

: Aa. Na

Die Praxis hat nun ergeben, dafl bei Saccharasezahl-Bestimmungen in Honi-

gen die gleichen Versuchslosungen, bei verschiedenen Wellenldngen ausgemes-

‘ Wi ¢ Ao ye
sen, oft ganz verschiedene Saccharasezahlen ergeben. Das Verhiltnis = *H&

j *% N:
andert innerhalb ziemlich weiter Grenzen (£ 10 ). l
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Wiirde in dem Honig-Substrat-Gemisch unter den Bedingungen, wie sie
bei der Bestimmung der Saccharase-Aktivitat nach Duwisberg vorliegen, aus-
schliefflich Saccharose in Invertzucker gespalten, so mifite auch der genannte
Quotient konstant bleiben. Die beobachteten Unstimmigkeiten deuten darauf
hin, dafl im Reaktionsgemisch noch andere Reaktionen ablaufen, welche die
optische Drehung verdndern. Dies ist durchaus wahrscheinlich, da im Honig
zahlreiche Enzyme enthalten sind.

Von White und Mitarbeitern '! ist in neuester Zeit gezeigt worden, dafl im
Honig wihrend der Lagerung verschiedenartige Reversionsprodukte (Oligo-
saccharide) entstehen. Die Glucose- und Fructosegehalte nehmen wahrend der
Lagerung ab, Disaccharide und Oligosaccharide werden in recht untibersicht-
licher Weise neu gebildet. Auch Maurizio ' erwahnt in ihrer ausfiihrlichen
Arbeit «Ueber papierchromatographische Untersuchungen an Bliitenhonigen
und Nektar» den Umstand, dafl die pflanzlichen und tierischen Karbohydrasen
nicht nur zur Spaltung héherer Zucker in einfache befdhigt sind, sondern auch
zur gleichzeitigen Synthese von Oligosacchariden nach dem Prinzip der Grup-
peniibertragung. Vermutlich werden auch wéihrend unserer Enzymversuche im
Honig-Substrat-Gemisch, neben der Inversion von Saccharose, in geringerem
Umfang andere Zuckerarten auf- oder abgebaut. Durch diese Nebenreaktion
dirften die Drehwerte und der Quotient aus den Drehwertsdifferenzen bei ver-
schiedenen Wellenlingen merklich beeinflufit werden. Daraus folgt, dafl man
sich fiir die polarimetrischen Messungen auf eine Wellenldnge einigen muf,
weil sonst die Resultate nicht vergleichbar sind. Duisberg und Gebelein haben
alle Messungen mit der griinen Hg-Linie durchgefithrt. Wir haben fir alle
weiteren Untersuchungen ebenfalls diese Wellenldnge benutzt und die Resul-
tate in Saccharasezahlen umgerechnet.

Da nach unserer Vorschrift in 20 ml Endlésung, die polarimetriert werden,
1,5 g Honig enthalten sind und nach Tabelle 7 eine Aenderung der optischen
Drehung um 1° im Mittel 0,501 g invertierter Saccharose pro 100 ml entspre-
chen, gilt folgende Formel:

Aa+ 0,501 - 20 - 100
| R 1)

Sa-Z =

= 6,68 Ao

Die von Duisberg und Gebelein veroffentlichten Werte (Differenz in Kreis-
graden) sind mit 10,02 zu multiplizieren, um die Saccharasezahl zu erhalten,
weil die Honig- und Substratkonzentrationen nur 2/s derjenigen in unsern Ver-
suchen betragen (%/s- 6,68 = 10,02).

9. Polarimetrische und komplexometrische Zuckerbestimmung

Interessehalber wurde in einigen Honig-Substrat-Losungen, die nach der
Methode Duisberg erhalten und polarimetriert worden waren, noch die Zucker-
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bestimmung nach der chemischen Methode Potterat-Eschmann 314 durchge-
fithrt. Die Zunahme des Reduktionsvermogens entspricht dem durch die Sac-
charase gebildeten Invertzucker.

Es wurde wie folgt vorgegangen: Je 10 ml der polarimetrierten Endl6sung
wurden abpipettiert und im Meflkolben auf 500 ml verdiinnt. Je 10 ml dieser
Verdinnung (enthaltend 30 mg Honig) wurden fiir die komplexometrische
Zuckerbestimmung verwendet.

Die polarimetrischen und komplexometrischen Resultate sind in Tabelle 9
zusammengestellt. Die Saccharasezahlen stimmen groflenordnungsmaflig iiber-
ein. Die komplexometrisch ermittelten Werte liegen um 11 bis 25 %/ hoher als
die polarimetrisch gefundenen. Die komplexometrische Methode ist zeitrauben-
der und nicht genauer als die polarimetrische, weil die Unterschiede im Re-
duktionsvermogen relativ gering sind.

Tabelle 9
Komplexometrische und polarimetrische Saccharasezahlbestimmung
Polarimetrisch Komplexometrisch
Bezeichnung
des Honi Incuba- Saccha- Incuba- Saccha-
R T TR
Minuten zahl Minuten et rose zahl
Honig, nicht erwdrmt 1 21,430 3 29,32 22.25
31 20,759 33 31,05 23,70
61 20,09° 63 32,98 25,35
Differenz A 60 1,349 9.0 60 - - 3,10 10,0
Honig aus gleichem 1 21,157 1 29,03 22,02
Fafl, wahrend 72 Std. 31 20,60° 31 30,88 28,55
bei 43" aufgewarmt 61 20,00° 61 82,54 24,96
Differenz A 60 1,15Y il 60 - 2,94 9.8

Vergleich der nach 3 Methoden gefundenen
Saccharase-Aktivititen

Die 3 Methoden wurden nun an 2 Honigen, einem Schweizer Bliitenhonig
mit relativ hoher Saccharase-Aktivitit und einem mexikanischen, leicht warme-
geschadigten Honig ausprobiert. Um die Werte miteinander vergleichen zu
konnen, sind samtliche Resultate in Saccharasezahlen ausgerechnet und in Ta-
belle 10 zusammengestellt worden.

Die Methode Gontarski und die Methode Duisberg liefern Resultate, die

recht gut miteinander Gbereinstimmen. Dies war einigermaflen zu erwarten, da
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Tabelle 10

Saccharase- Aktivitit: ausgedriickt in «Saccharasezahlen»,
nach verschiedenen Methoden bestimmdt

. Schwei Mexikanischer
Methode pH-Wert Honig 1124 “Honig 2352
Kiermeier und Koberlein
Original-Vorschrift 4,6 4,85 2,12
Kiermeier und Koberlein 4,88 1,97
Modifiziert (optimales pH) " 6,4 9,05 3,71
8,84
Gontarshki 6.3 19,5 9,35
20,3
Duisberg (polarimetr.) 6,1 17,1 9,55

die Versuchbedingungen wahrend der Inkubation bei den beiden Methoden
nicht allzu stark voneinander abweichen und die Methode der Zuckerbestim-
mung theoretisch ohne Einfluf} auf die Saccharasezahl sein sollte.

D1e Methode Kiermeier und Koberlein dagegen gibt viel niedrigere Saccha-
rasezahlen. Nach der Originalvorschrift bei pH = 4,6 findet man Saccharase-
zahlen, die nur 20 bis 30 %o der Saccharasezahlen der Methode Duisberg und
Gebelein ausmachen. Durch eine Erhchung des pH-Wertes auf das ungefdhre
Optimum von pH = 6,4 werden, wie erwdhnt, bereits wesentlich hohere Sac-
charase-Aktivitaten gefunden. Die iibrigen Versuchsbedingungen (Temperatur,
Saccharosekonzentration) sind bei dieser Methode ebenfalls nicht optimal ge-
wahlt worden, so dafl sich die viel niedrigeren Saccharasezahlen durchaus er-
klaren lassen. :

Saccharase-Aktivititen von Honigen des Handels

Die von verschiedenen Autoren publizierten Saccharase-Aktivititen von
Handelshonigen haben wir in Saccharasezahlen umgerechnet, um die Werte
miteinander vergleichen zu konnen. Die Mittelwerte sowie die beobachtete
Schwankungsbreite sind in Tabelle 11 zusammengestellt. Selbstverstiandlich sind
die in Saccharasezahlen umgerechneten Werte der verschiedenen Autoren nicht.
streng miteinander vergleichbar, weil die Reaktionsbedingungen, unter denen
die Saccharase-Aktivititen bestimmten worden sind,, zum Teil merklich von-
einander abweichen (Temperatur, pH-Wert). Unsere eigenen Werte sind unter
den gleichen Bedingungen wie diejenigen von Duisberg und Gebelein bestimmt
worden und daher mit diesen vergleichbar.

Die niedrigsten Saccharase-Aktivititen gibt die Methode von Kiermeier und
Kéoberlein. Dies ist ohne weiteres verstindlich, weil diese Autoren nicht im pH-
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Optimum der Honigsaccharase gearbeitet haben. Die in 89 deutschen Honigen
von Koberlein gefundenen Saccharase-Aktivitdaten, umgerechnet in Saccharase-
zahlen, schwanken zwischen 3,6 und 10,0. Bei eigenen Versuchen (Tabelle 10)
ergab sich, daff die nach der Methode Kiermeier und Kéberlein erhaltenen Ak-
tivitaten nur 20 bis 30 °/o der Saccharase-Aktivitat nach Duisberg und Gebelein
ausmachen.

Die hochsten Saccharase-Aktivititen findet Gontarski. Seine Werte liegen
fiir 12 deutsche, nicht wiarmegeschddigte Honige zwischen 18,9 und 32,7. Nach
24stindiger Erwarmung der Honige auf 50° C betrug der Verlust der Saccha-
rase-Aktivitat 14,6 bis 83,8 %/o der Anfangsaktivitat.

Die von Duisberg und Gebelein gefundenen Saccharase-Aktivitaten stimmen
nach der Umrechnung in Saccharasezahlen recht gut mit unseren Werten iiber-
ein. Die beiden Autoren haben an einem recht umfangreichen Material die
Saccharase- und Amylase-Aktivitat bestimmt. Bei den 18 von ihnen untersuch-
ten deutschen Honigen liegt die Saccharasezahl im Durchschnitt etwas niedri-
ger (9,0) als bei den von uns gepriiften authentischen Schweizer Honigen (15,2).
Bei den auflereuropdischen Honigen (89 Proben) finden Duisberg und Gebelein,
abgesehen von einigen zweifellos warmegeschadigten Honigen, dhnliche Werte,
wie wir sie fiir die liberseeischen Honige ermittelt haben (Sa-Z 3—18).

Tabelle 11
Saccharasezahlen verschiedener Honige

(nach Literaturangaben umgerechnet)

Saccharasezahl
’ ; Anzahl
Autor und Bezeich der H
N e SRS e Proben Mireel- Schwankungs-
wert breite

Kiermeier und Koberlein !
Deutsche Honige 39 5.9 3,6—10,0
Gontarski ®
Deutsche Honige (naturrein) 12 24.9 18,91—32,71
Deutsche Honige (nach 24stindiger

Erwarmung auf 50°) 7 12 13,2 3,47—26,1
Duisberg und Gebelein ® ‘
Deutsche Honige 138 9,0 2,9—14,3
Auflereuropdische Honige 89 8.4 0—18,6
Eigene Werte (Methode Duisberg)
Schweizer Honige 30 15,5 8,1—24,7
Ueberseeische Honige 31 8.3 0,2—18,4
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Den Einflufl der Erwarmung des Honigs auf die Saccharase- und Amylase-
Aktivitit haben Kiermeier und Koberlein bereits eingehend untersucht. Bei
mehrtagiger Erwarmung des Honigs auf 40 bis 50°, aber auch bei monatelanger
Lagerung bei Zimmertemperatur nimmt die Saccharase-Aktivitat merklich ab.
Gleichzeitig steigt der Hydroxymethylfurfurolgehalt an. In einer spateren Ar-
beit soll tiber eigene diesbezligliche Versuche, sowie tiber Vorschlage zur Be-
urteilung von Honig auf Grund der Diastase- und Saccharasezahl und des
Hydroxymethylfurfurolgehaltes berichtet werden.

Saccharasezahl-Bestimmung in Honig
(standardisierte Methode)

1. Prinzip

Eine gepufferte Honiglosung und eine Rohrzuckerlosung werden in einem
geeigneten Appardtchen getrennt thermostatiert, dann gemischt, worauf die
enzymatische Spaltung der Saccharose beginnt. In bestimmten Zeitabstanden
werden Proben des Reaktionsgemisches herauspipettiert, mit Natriumkarbonat-
losung sistiert, und anschliefend wird die optische Drehung gemessen. Die Ab-
nahme der Drehung in 1 Stunde ist ein Maf} fir die Saccharase-Aktivitat. Sie
wird ausgedriickt als Saccharasezahl.

2. Definition

Die Saccharasezahl gibt an, wie viele g Saccharose von den in 100 g Honig
enthaltenen Enzymen in 1 Stunde unter den beschriebenen Versuchsbedingun-
gen gespalten werden.

3. Reagenzien
Natriumcarbonatlosung 0,1-m. 1,06 g Natriumcarbonat wasserfrei oder 2,86 g
Na2CO0s3* 10H20 werden in Wasser gelost und auf 100 ml verdiinnt.
Natriumcarbonatlosung 0,01-m, hergestellt durch Verdinnen von 10 ml 0,1-m Lo-
sung auf 100 ml.

Natriumcarbonat-Sistierlosung. 7,5 g NaaCOs* 10H20 werden in Wasser gelost und
auf 100 ml verdiinnt.

Pufferlosung pH = 6,4. 6 Teile m-Essigsdure und 3820 Teile m-Natriumacetatlésung
werden gemischt. (m-Essigsdure erhdlt man durch Verdinnen von 6,0 g oder
5,72 ml Eisessig 100 °/o auf 100 ml. m-Natriumacetat enthalt im Liter 136,09 g
CH3COONa - 3H:20).

Rohrzuckerlosung, 40 g in 100 ml. 200 g Rohrzucker (Feinkristall- oder Hutzucker)
werden in einem 500 ml-Stehkolben mit kochendem dest. Wasser tbergossen,
einige Minuten in ecin siedendes Wasserbad gestellt, abgekiihlt, in einen 500 ml-
Meflkolben tbergefihrt und mit Wasser zur Marke aufgefillt (Haltbarkeit 1—2
Tage, die Losung beginnt zu schimmeln).

Bemerkung. Fur alle Reagenzien und Versuche ist frisch ausgekochtes dest.
Wasser zu verwenden. Alle Glasgefafie miissen tadellos gereinigt und aus-
gedampft werden.
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4. Apparatur

ReaktionsgefdfS, bestehend aus einem Erlenmeyerkolben
(B) mit verlangertem Hals, Schliffstopfen und seitlich
angeschmolzenem Mefigefdll (A), das bei 25 ml eine
Marke tragt (siehe Fig. 5). '

Trichter mit abgebogenem Rohr zum Einfillen der Honig-
l6sung in das Reaktionsgefdfl A.

Wasserbad mit Thermostat 40 + 0,3° C.

Uollpipette von 15 ml mit grofler Auslauféffnung (abge-
schliffene Spitze).

5. Austithrung der Bestimmung

Einstellen des pH-UWertes (Uorversuch). 1,00 g 100 ml
Honig werden in einem 25 ml-Becherglas abgewo-
gen. Der Honig wird mit 2 bis 3 ml Wasser verrtihrt,
dann gibt man mittels Pipette 0,6 ml Pufferlésung Figur 5
und 5,0 ml Zuckerlosung zu. Am pH-Gerit mit Glas-
elektrode wird diese Losung mit 0,01-m Natriumkarbonatlosung titriert, bis der
pH-Wert zwischen 6,2 und 6,4 liegt. Der Verbrauch an 0,01-m Natriumkarbonat
wird notiert. Er betrdgt in der Regel 0,5 bis 1,5 ml. Im Hauptversuch wird fiir
10 g Honig die gleiche Menge 0,1-m Natriumkarbonatlosung zugesetzt.

Ansatz des Enzymversuchs. 10,00 g Honig werden in einem 25 ml-Becher-
gldschen abgewogen, mit wenigen Tropfen Wasser verrithrt, 6,0 ml Puffer-
losung pH = 6,4 und die im Vorversuch ermittelte Menge 0,1-m Natrium-
karbonatlosung zugegeben. Das Gemisch wird, eventuell durch kurzes Einstellen
in das Wasserbad von 40° C, verflissigt und mittels Spezialtrichter quantitativ
in das Mefigefafl A des Reaktionskolbens gespilt. Nach mehrmaligem Um-
schwenken wird mit Wasser bis zur Marke (25 ml) aufgefillt. Es muf} speziell
darauf geachtet werden, dafl keine Spur der Honigloésung in das Gefafl B hin-
tberlaufen kann.

In den Teil B des Reaktionsgefdfles pipettiert man 50 ml Zuckerlésung und
25 ml Wasser. Das Reaktionsgefafl hingt man zum Vorwidrmen mittels passen-
der Klammer in den Thermostaten von 40° C. Dabei diirfen die Losungen noch
nicht vermischt werden. Nach 15 Minuten kippt man das Gefaf}, so dafl die
Honiglésung innerhalb von wenigen Sekunden in die Zuckerlosung einflieft, und
schuttelt kréaftig, damit die Flissigkeit gut durchgemischt und das Gefafl A, in
welchem sich die Honiglosung befand, gut ausgespiilt wird. Der genaue Zeit-
punkt des Vermischens wird notiert.

Genau 1 Minute nach dem Vermischen wird mittels der 15 ml-Vollpipette
mit weiter Ausfluféffnung die erste Probe entnommen und in ein Erlenmeyer-
kolbchen, in dem sich bereits 5,00 ml Natriumkarbonat-Sistierlosung (7,5 %)
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befinden, unter Umschwenken e1np1pett1ert Die Pipette soll nach 5 bis 8 Se-
kunden leergelaufen sein. Man 148t sie wihrend 60 Sekunden nachfliefen.

Diese Entnahme wiederholt man nach 31 und nach 61 Minuten vom Zeit-
punkt des Vermischens an gerechnet (vgl. Bemerkung).

Fiir alle Entnahmen der gleichen Honiglésung kann man die gleiche Voll-
pipette verwenden, die man inzwischen ohne vorheriges Ausspiilen zum vélligen
Austropfen mit der Spitze nach unten auf Filtrierpapier aufsetzt. Nach Beendi-
gung der Entnahmen fillt man noch einige ml der verbleibenden Reaktions-
losung in ein Reagensglas ab und kontrolliert den pH-Wert mittels der Glas-
elektrode. <

Bemerkung. Legt man besonderen Wert auf eine graphische Darstellung der
Zeit-Umsatz-Kurve, so entnimmt man nach Duisberg Proben nach 15, 30,

45, 60, 75 Minuten.

Polarimetrische Messung. Die Losungen mit den entnommenen und sistier-
ten Proben des Reaktionsgemisches werden durch 9 cm-Faltenpapier Schleicher
& Schiill Nr. 5893 filtriert und die Filtrate 3 bis 4 Stunden verkorkt stehen
gelassen (Mutarotation). Sie werden im 200 mm-Rohr polarimetriert. Als Be-

leuchtungslampe dient ein Hg-Brenner mit Interferenz-Grinfilter Hg 546/52
(Zeif).

6. Berechnung

Die einzelnen Drehungswerte kénnen auf Millimeterpapier gegen die Zeit
aufgetragen werden und sollen eine Gerade ergeben. Man liest ab, wie grof§
die Abnahme des Drehwinkels (in Kreisgraden) wahrend 1 Stunde ist. In der
Regel geniigt eine Rechnung nach folgender Formel:

Saccharasezahl = 6,68 (a; — a41)
Es bedeuten:

aqy = abgelesener Drehungswinkel nach 1 Minute
agy = abgelesener Drehungswinkel nach 61 Minuten

Der Faktor 6,68 berechnet sich aus den experimentell bestimmten spezifischen
Drehungen von Saccharose und Invertzucker unter den Versuchsbedingungen.

Angabe der Resultate mit 1 Dezimale.
Genauigheit

Die Methode ist gut reproduzierbar. Aus 86 Einzelbestimmungen an 16 ver-
schiedenen Honigen berechnet sich eine relative Standard-Abweichung (s °/o)
von *+ 4,7 0/ _

Die berechneten Saccharasezahlen entsprechen nicht genau der in Wirklich-
keit invertierten Saccharosemenge, weil neben der Inversion gleichzeitig durch
Reversion hohere Zuckerarten (Oligosaccharide) gebildet werden, welche die
optische Aktivitat der Losung ebenfalls etwas beeinflussen.
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Zusammenfassung

3 verschiedene Methoden zur Bestimmung der Saccharase-Aktivitit in Honig wur-
den besprochen und auf ihre Eignung zur Aufnahme in die 5. Auflage des Schwei-
zerischen Lebensmittelbuches uberpriift.

Um die von verschiedenen Autoren veroffentlichten Werte fir die Saccharase-
Aktivitaten einigermafien miteinander vergleichen zu koénnen, wurde eine neue
Kennzahl fir Honig, die sogenannte «Saccharasezahl» (Sa-Z) eingefithrt und alle
Resultate auf Sa-Z umgerechnet.

Delinition: Die Saccharasezahl gibt an, wieviel g Saccharose unter den beschriebe-
nen Versuchsbedingungen in 1 Stunde von den in 100 g Honig enthaltenen Enzymen
gespalten werden.

Die Methode von Kiermeier und Koberlein, bei welcher der Honig vorerst dialysiert
wird, ist ziemlich umstdndlich und zeitraubend, sie liefert jedoch gut reproduzier-
bare Resultate. Verglichen mit den beiden andern Methoden findet man die niedrig-
sten Enzym-Aktivitaten, weil die Versuche nicht unter optimalen Bedingungen aus-
gefihrt werden.

Die Methode Gontarski ist ebenfalls umstidndlich und gibt ziemlich stark streuende
Resultate. :

Die polarimetrische Methode von Duisberg und Gebelein erwies sich fiir die prak-
tische Honiganalyse als am zweckmafligsten. Sie ist relativ einfach, und die Werte
sind gut reproduzierbar.

Wir haben die Methode Duisberg und Gebelein in verschiedenen Punkten (Tempe-
ratur- und pH-Optimum, Saccharosekonzentration) tUberprift und sie geringfiigig
modifiziert, um die Empfindlichkeit zu erhéhen. Es wird nahezu unter den fiir Honig-
saccharase optimalen Bedingungen gearbeitet. Die Methode liefert ungefdhr die
gleichen Saccharase-Aktivititen wie die Methode Gontarska.

Résumeé

Examen pratique et critique des méthodes de a) Kiermeier et Koberlein, b) Gon-
tarski et ¢) Duisberg et Gebelein pour la détermination de 'activité de la saccharase
dans le miel.

La méthode de Duisberg et Gebelein (par polarimétrie) est celle qui s’est révélée la
meilleure pour I'analyse pratique du miel; elle est relativement simple et sa fidélité
est bonne. En la modifiant légérement sa sensibilité a pu étre élevée.

Pour assurer la comparaison des valeurs obtenues par les 3 méthodes précitées on a
¢té amené a introduire un nouvel indice baptisé «indice de saccharase» (I-Sa), au-
quel on a rapporté tous les résultats. L’indice de saccharase exprime le nombre de
grammes de saccharose scindé, en 1 heure et dans les conditions expérimentales
décrites, par les enzymes contenues dans 100 g de miel.

Summary

Practical and critical examination of 3 methods (a) Kiermeier and Koberlein;

b) Gontarski; c¢) Duisberg and Gebelein) for the determination of the activity of sac-
charase in honey. The polarimetric method of Duisberg and Gebelein gives the best
results and can be recommended.
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Ueber Verinderungen im Bienenhonig
bei der grofitechnischen Abtiillung

Von H. Hadorn und K. Ziircher
(Laboratorium VSK, Basel)

Auslandischer Bienenhonig wird in der Regel in grofleren Gebinden impor-
tiert. Die mexikanischen Honige werden zur Zeit in Eisenfdassern a 300 kg
Netto-Inhalt versandt. Beim Eintreffen in die Schweiz ist der Honig meistens
kandiert und bildet eine feste, zihe Masse. Die Fisser besitzen gewohnlich nur
ein relativ kleines Spundloch. Um den Honig aus dem Fafl zu entleeren, muf}
er vorerst durch Aufwarmen verflissigt werden. Diesem Aufwédrmen und Ver-
flissigen des Honigs ist wihrend Jahren viel zuwenig Beachtung geschenkt
worden. Es ist zwar langst bekannt, dafl Honig durch iibermédflig hohes und zu
langes Erhitzen geschadigt wird. Bei der Kontrolle begniigte man sich in der
Regel mit einer Prifung auf Diastase nach Auzinger . Wurde bei dieser Prii-
fung die Wirksamkeit der Honigdiastase festgestellt, so nahm man an, daf} der
Honig nicht hitzegeschadigt sei.

Ueber die Problematik der Diastasezahl zum Nachweis einer Warmeschadi-
gung des Honigs sind in neuerer Zeit zahlreiche Arbeiten 2% erschienen. Die
Beurteilung auf Grund der Honigdiastase ist recht unsicher, weil einerseits der
natiirliche Diastasegehalt des Honigs stark variieren kann und anderseits die
Honigdiastasen (a- und 3-Amylasen) relativ warmeresistent sind. Die Ab-
wesenheit von Diastase zeigt somit nur Schidigungen durch extreme Warme-
einwirkung an. Nach Kiermeier und Koberlein ® wird die Honigdiastase bei ein-
bis zweistiindigem Erhitzen auf 60 bis 70° nur wenig geschadigt. Diese Autoren
schlagen daher vor, zum Nachweis einer Wiarmeschidigung neben der Diastase
auch noch die Saccharase-Aktivitat zu bestimmen, weil die Saccharase gegen
Erwarmung viel empfindlicher ist.
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