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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 67, 379—388 (1976)
Eingegangen 9. Januar 1976. Angenommen 1. April 1976

Vergleichende Zuckerbestimmungen an Kraftndhrmitteln
und Friithstiicksgetranken

K. Ziircher und H. Hadorn

Zentrallaboratorium der Coop Schweiz, Basel

Kraftndhrmittel und Pulver zur Herstellung von Friihstiicksgetrinken kdnnen
recht unterschiedlich zusammengesetzt sein. Die einfachsten Kompositionen, die
kaltloslichen Praparate (Instant-Priparate) bestehen in der Regel nur aus Zucker,
Kakao und wenig Emulgator. Eigentliche didtetische Kraftnihrmittel enthalten
Malzextrakt, Vollmilch, Magermilch, Eier, Kakao, evtl. weitere Zuckerarten
wie Glucose und Saccharose, oft auch noch Mineralsalze, Hefe und Vitamine.

Kraftndhrmittel zeigen meistens ein recht kompliziertes Zuckerspektrum.
Malzextrakt enthilt folgende Zuckerarten: Glucose, Fructose (wenig), Saccharose
(wenig), Maltose (viel) verschiedene andere Di- und Trisaccharide sowie Dex-
trine. Mit Voll- und Magermilchpulver gelangen meistens erhebliche Mengen Lac-
tose ins Priparat. Oft werden auch noch Saccharose, Glucose oder auch Stirke-
zucker mitverarbeitet.

Die Analyse derartig komplizierter Zuckergemische bot wahrend Jahren recht
grofle Schwierigkeiten. Um dieses Problem zu l6sen, sind die verschiedenartigsten
Methoden benutzt worden (1, 2).

Reduktometrische Methoden

Mit den friither iiblichen reduktometrischen Methoden gelangt man nicht zum
Ziel. Die Zuckerbestimmung vor Inversion liefert das Reduktionsvermdgen aller
direkt reduzierenden Zuckerarten. Bei der Hydrolyse mit Salzsiure wird die
Saccharose quantitativ hydrolysiert, andere Di- und Oligosaccharide sollten prak-
tisch nicht angegriffen werden. Aus der Differenz vor und nach Hydrolyse kann
der Saccharosegehalt berechnet werden. Mit der reduktometrischen Methode von
Potterat und Eschmann (3) fanden wir Saccharosewerte, die nicht besonders gut
mit den nach anderen Methoden ermittelten Werten iibereinstimmten (4). Da wir
an der Richtigkeit dieser Werte zweifelten, haben wir zur Abklirung, ob unsere
Reagenzien (Komplexon-Kupferldsung und Komplexon-Titrierldsung) in Ordnung
seien, einige Modellversuche mit reinen Zuckermischungen durchgefiihrt. Diese er-
gaben einwandfreie Resultate. Reine Saccharoselosung zeigte kein Reduktions-
vermogen. Bei der Hydrolyse nach der abgeanderten Zollvorschrift (5) wurde die
Saccharose vollstindig gespalten, die komplexometrische Methode ergab den
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theoretischen Saccharosewert. Auch Glucose neben viel Saccharose lieff sich ge-
nau bestimmen.

Bei Nahrmitteln mit relativ geringem Saccharosegehalt liefert die Berechnung
des Saccharosegehaltes aus der Differenz vor und nach Inversion ungenaue Re-
sultate, weil andere Disaccharide und Oligosaccharide bei der Hydrolyse teil-
weise gespalten werden und zu hohe Saccharosewerte vortauschen. Wir haben uns
seinerzeit (2) so beholfen, dafl wir nicht das gesamte Reduktionsvermdgen, sondern
den Fructosegehalt vor und nach Hydrolyse nach der spezifischen Methode von
Kolthoff-Kruisheer (6) bestimmten und aus der Differenz die Saccharose berech-
neten. Diese Methode lieferte — wie an Modellversuchen gezeigt wurde — genaue
Resultate; sie beansprucht aber viel Zeit und verursacht grofle manuelle Arbeit.

Biochemische Methoden

Von wvan Voorst (7) wurden biochemische Methoden entwickelt, welche die
Bestimmung von Lactose, Maltose und Dextrinen in komplizierten Zuckergemi-
schen gestatteten. Die Methoden beruhen auf der selektiven Vergirung einzelner
Zuckerarten mittels Reinkulturen bestimmter Hefen. Das Reduktionsvermdgen der
Losungen vor und nach den Girversuchen wird reduktometrisch bestimmt. Die
biochemischen Methoden wurden seinerzeit in unserem Laboratorium an zahlrei-
chen Modellversuchen mit Zuckergemischen bekannter Zusammensetzung sowie
an Mischungen bestehend aus Malzextrakt, Milchpulver und Zucker iiberpriift
(2, 8). Sie liefern zuverldssige Werte und sind zur Analyse von Nihrmitteln ge-
eignet. Die biochemischen Methoden sind auch ins Schweizerische Lebensmittel-
buch (9) aufgenommen worden. Leider sind sie recht aufwendig und bendtigen
stets frisch geziichtete Reinkulturen von 2 Hefestimmen. In dieser Arbeit ist
mit dieser Methode nicht mehr gearbeitet worden.

Gaschromatographische Methoden

In den letzten Jahren haben wir uns intensiv mit der gaschromatographischen
Trennung verschiedener Zuckerarten beschaftigt. Am besten geeignet sind die
Zucker-oxim-trimethylsilylderivate. An geeigneten Sdulen (siehe Abb. 1 und 2)
werden die meisten Zuckerarten von den Mono- bis zu den Trisacchariden sauber
getrennt. Jede Zuckerart bildet nur einen einzigen Peak, was die Auswertung er-
leichtert. Unsere vereinfachte Methode (10) eignet sich bei Verwendung eines
inneren Standards fiir quantitative Bestimmungen und liefert gut reproduzierbare
Werte.

In dieser Arbeit wurde die gaschromatographische Methode fiir die quanti-
tative Zuckerbestimmung in didtetischen Nihrmitteln angepafit. Wir arbeiteten
folgendermafien:

ca. 2 g Nahrmittel wurden genau abgewogen, in einem Becherglas in ca. 20 ml sieden-
des Wasser eingetragen, 5 Minuten gekocht, abgekiihlt und dann in einen 100-ml-Mef3-
kolben iibergespiilt. Mit je 2 ml Carrez-Losung I und Il wurde geklirt, dann 50 ml Me-
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Abb. 1. Kraftnahrmittel Nr. 1 bestehend aus Malzextrakt, Abb. 2.

Mileh, Kakao und Eiern. GC der Zucker-oxim-silylderi- aus Rohrzucker,

vate. Innerer Standard = Phenyl-/-D-glucopyranosid. armem Kakao. GC der
derivate.

-

Minuten 30

n
(=]
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Friihstiicksgetrink Nr. 8 bestehend
Traubenzucker und fett-
Zucker-oxim-silyl-

GC-Bedingungen: Stahlsdule 2,5 m X /5 ¢), Sdulenfiillung 5% OV-17 auf Varoport-30, §0/100 mesh;
Einspritzmenge 1 ul, Trigergas N2, 25 ml/min.

Flammenionisationsdetektor, Empfindlichkeit 32X 10-'"" Amp. Temperaturprogramm: 130°C + 6%/ min
bis 300°C Endtemperatur. Injektor- und Detektortemperatur 310°C.

thanol zugefiigt und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt und filtriert. 0,2 ml des Filtrates
wurden in ein Serva-Rohrchen abpipettiert, am Rotationsverdampfer zur Trockne ein-
gedampft und anschliefend nach unserer vereinfachten Methode (10) die Zucker-oxim-
silylderivate hergestellt und gaschromatographisch getrennt.

Da in einigen Nahrmitteln vorwiegend Saccharose neben wenig direkt redu-
zierenden Zuckern vorkommt, war noch zu priifen, ob die gaschromatographische
Methode auch bei extremen Mengenverhiltnissen richtige Werte liefert. In einer Mo-
dellmischung bestehend aus 1 Teil Glucose neben 10 Teilen Saccharose fanden wir
nach der oben beschriebenen Methode nahezu die theoretischen Werte (siehe
Tabelle 1). Die tiber den inneren Standard (Phenyl-pg-D-glucopyranosid) berech-
neten Korrekturfaktoren sind demnach iiber einen groflen Konzentrationsbereich
linear.

Tabelle 1. Modellversuch zur gaschromatographischen Zuckerbestimmung
mit einer Glucose- und Saccharosemischung
Einwaage gefunden " .
Zuckerart /100 ml 2’100 ml ”;.D‘/" ﬁ]?s t{}&eOFEh'
Stammlésung Stammlosung AIGHER. tey SRte
Glucose 0,0830 0,0856 103,1
Saccharose 0,8335 0,8536 102,4

Enzymatische Methoden

Von der Firma Boehringer (11) werden fertige Testkombinationen samt ge-
nauer Gebrauchsanweisung fiir die enzymatische Bestimmung zahlreicher Ver-
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bindungen vertrieben. Enzymatische Methoden sind sehr spezifisch und sollen
auch sehr genau sein. Wir bestimmten in zahlreichen Priparaten die Gehalte an
Fructose, Glucose und Saccharose enzymatisch. Die Methoden beruhen auf fol-
gendem Prinzip:

Glucose und Fructosebestimmung
Prinzip

Glucose und Fructose werden durch das Enzym Hexokinase (HK) und Ade-
nosin-5’triphosphat (ATP) zu Glucose-6-phosphat (G6P) und Fructose-6-phosphat
(F6P) phosphoryliert.

HK
(1) Glucose + ATP —> G6P + ADP

HK
(2) Fructose + ATP ——* F6P -+ ADP

In Gegenwart des Enzyms Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH)
wird G6P von Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADP) zu Gluconat-

6-phosphat oxidiert. Es entsteht reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phos-
phat (NADPH).

G6P-DH
(3) G6P + NADP + —— Gluconat-6-phosphat + NADPH + H+

Die wihrend der Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der Glucosemenge
dquivalent. NADPH ist Mefigrofle und wird aufgrund seiner Absorption bei 334,
340 oder 365 nm bestimmt.

Nach Ablauf der Reaktion (3) wird F6P durch Phosphocrlucose [somerase
(PGI) in G6P tiiberfiihrt.

PGI
(4) F6P — G6P

G6P reagiert wiederum mit NADP unter Bildung von Gluconat-6-phosphat
und NADPH. Auch hier ist NADPH Mef3grofle. Die nun gebildete NADPH-
Menge ist der Fructosemenge dquivalent.

Saccharose- und Glucosebestimmung
Prinzip

Es wird der Glucosegehalt vor und nach der enzymatischen Hydrolyse der
Saccharose bestimmt.

Glucosebestimmung vor Inversion:

Das Enzym Hexokinase (HK) katalysiert bei pH 7,6 die Phosphorylierung von
Glucose mit Adenosin-5’-triphosphat (ATP) (1). Das entstehende Glucose-6-phos-
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phat (G6P) wird von Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADP) in Ge-
genwart von Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) spezifisch zu Gluco-
nat-6-phosphat oxidiert, wobei reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phos-
phat (NADPH) entsteht (2).

HK
(1) Glucose + ATP — G6P + ADP

G6P-DH
(2) G6P + NAPD+t———> Gluconat-6-phosphat -+ NADPH + H*

NADPH ist der Glucosemenge dquivalent und wird aufgrund seiner Absorp-
tion bei 334, 340 oder 365 nm bestimmt.

Enzymatische Inversion:
Saccharose wird durch das Enzym B-Fructosidase (Invertase) bei pH 4,6 zu
Glucose und Fructose hydrolysiert.

B-Fructosidase
(3) Saccharose + H20 Glucose + Fructose

Die Glucosebestimmung nach Inversion (Gesamtglucose) erfolgt in demselben
Ansatz nach dem o. g. Prinzip.

Aus der Differenz der Glucosekonzentrationen vor und nach enzymatischer
Inversion wird der Gehalt an Saccharose berechnet.

Bei der Durchfiihrung der Enzymreaktionen hielten wir uns genau an die
Gebrauchsanweisungen der Firma Boehringer. Kakao- und milchpulverhaltige
Priparate geben stark triibe, schlecht filtrierbare Losungen. Diese miissen vorerst
geklart werden. Wir verfuhren folgendermafien:

0,5 g Nihrmittel wurden in kochendem Wasser gelost, kurze Zeit gekocht, um evtl.
vorhandene Enzyme zu inaktivieren, die Losung dann abgekiihlt und in einen 1C0-ml-
Mef3kolben tibergefiithrt. Mit je 1 ml Carrez-Losung I + II wurde geklirt, zur Marke auf-
gefiillt und filtriert. 0,1 ml dieser Lésung dienten zur enzymatischen Zuckerbestimmung.
Da anfinglich ziemlich stark streuende Resultate erhalten wurden, muflten einige Punkte
naher abgeklirt werden.

Einflufi des Zinkiiberschusses

Die nach Carrez geklirte Losung enthilt stets geringe Mengen Zinkionen.
Zink wirkt in vielen Fillen als Enzymgift. Zinkionen lassen sich aus der geklir-
ten Losung durch Zusatz einer Messerspitze voll kristallisiertem Dinatriumphos-
phat ausfillen und abfiltrieren. Enzymatische Glucose- und Fructosebestimmungen
in einer gekldrten Losung vor und nach Entfernen der Zinkionen ergaben die glei-
chen Resultate. Bei Verwendung der Testkombination von Boehringer stéren die
nach der Carrez-Klirung in der Losung verbliebenen Zinkionen nicht.
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Reproduzierbarkeit

Um die Wiederholbarkeit der Methode zu tiberpriifen, wurden vom gleichen
Nihrmittel 5 Proben (467—539 mg) abgewogen, wie oben beschrieben in Wasser
gelost und nach Carrez geklart. In jeder Losung wurden Fructose und Glucose
enzymatisch bestimmt. Wir fanden die in der Tabelle 2 angegebenen Werte.

Tabelle 2.  Reproduzierbarkeit der enzymatischen Glucose- und

Fructosebestimmung
Glucose Fructose
0/ 0/
Finzelwerte 795 1,50
7,98 1,53
7520 1,52
7,98 1,52
7327 1,53
797 1,48
Mittelwert 7,96 1,51
Standardabweichung £ 0,032 + 0,020
Streubereich (P = 95%) + 0,082 + 0,051
relat. Streubereich in %/ 1.0 3.4

Bei einiger Uebung ist die enzymatische Methode sehr gut reproduzierbar. Die
frither beobachteten Schwankungen waren zum Teil auf ungenaues Abpipettieren
der Loungen, evtl. auch auf kleine Luftblasen in der Kiivette zuriickzufiihren. Gut
bewdahrt haben sich Oxford-Pipetten mit Plasticspitzen. Die Verwendung von
Einweg-Kiivetten aus Plastic ist fast unerlifilich. Glaskiivetten sind nach kurzer
Zeit verschmutzt, sie verfialschen die Extinktionswerte im UV und lassen sich nur
schwer reinigen. Spuren von Reinigungsmittelriickstinden wirken als Enzymgift.

Vergleich der verschiedenen Methoden

In einer fritheren Arbeit (4) haben wir reduktometrische, enzymatische und
gaschromatographische Methoden an zuckerreichen Lebensmitteln wie Sirupen,
Starkezucker und Fondantmassen ausprobiert. Die enzymatische und die gas-
chromatographische Methode gaben gute tGbereinstimmende und reproduzierbare
Werte. Der Wiederholstreubereich berechnet auf 6 Analysen betrug bei der enzy-
matischen Methode 1—4%, bei der gaschromatographischen Methode 1,2—5%0
relativ.

In dieser Arbeit sind die genannten Methoden auf Kraftnihrmittel und Friih-
stiicksgetranke iibertragen worden. Wir haben in der Regel Doppelbestim-
mungen durchgefiihrt, welche meist gut iibereinstimmende Werte ergaben. Auf
die Berechnung des Streubereichs wurde hier verzichtet. Die Resultate sind in den
Tabellen 3 und 4 zusammengestellt. Die enzymatische und gaschromatographische
Methode lieferten fiir Fructose, Glucose und Saccharose fast durchwegs gut iiber-
einstimmende Resultate.
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Tabelle 3. Zuckerbestimmungen in Kraftnibrmitteln nach verschiedenen Methoden

(Resultate in /o)

Nr.1. Zusammensetzung: Nr. 2. Zusammensetzung : Nr. 3. Zusammensetzung:

Malzextrakt, entrahmte Milch, fett- Malzextrakt, Mileh, Kakao, Eier, Glykose, Malzextrakt, Rohrzucker.

armer Kakao, Frischmilch, Eier Traubenzucker, Honig fettarmer Kakao, entrahmte Milch
Potterat enzymat. g.c. Potterat enzymat. g.c. Potterat enzymat. g.c.
Fructose — 0,8 0,7 7 17 — 0,6 0,6
Glucose — 53 5.2 8,2 8,4 — 8,1 8,5
Summe Fructose u. Glucose — 6,1 50 9,9 10,1 — 8,7 91
Zucker vor Inversion 448 — 47,7 S 40,6 —
Zucker nach Inversion 491 — 52,1 — 60,9 —
Saccharose 4,1 2,6 2,3 4,2 2,1 1,7 19,3 18,3 19,1
Lactose — 9.0 73D — 6,1
Maltose — 275 29,9 L 16,6
Trisaccharide (Summe) — 9,4 7,4 — 8,5

Erliuterungen zu Tabellen 3 und 4:

Potterat: Reduktometrische Methode von Potterat und Eschmann (3)
enzymatisch nach Boehringer (11)

o & C.: gaschromatographische Bestimmung der Zucker iiber die Zucker-oxim-trimethylderivate (10)
= Zucker vor und nach Inversion berechnet als Invertzucker
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Tabelle 4. Zuckerbestimmungen nach verschiedenen Methoden
(Resultate in %)
Nr. 4. Zusammensetzung:

Saccharose, Malzextrakt, fettarmer
Kakao, entrahmtes Milchpulver,
Milchzucker, Pflanzenfett, Weizen-

Nr..b.

Zusammensetzung :
Rohrzucker, Malzextrakt, fettarmer
Kakao, Milchbestandteile,

Nr. 6.

Zusammensetzung :
Zucker, fettarmer Kakao, Trauben-
zucker, Milchbestandteile,

keime, Traubenzucker Traubenzucker Malzextrakt
Potterat enzymat. €. C. Potterat enzymadt. £. C: Potterat enzymat. g.C.
Fructose — 1,0 0,8 — 0 0,3 — 0 0,1
Glucose — 4,1 42 0 5,0 4,9 e 14,0 14,6
Summe Glucose u. Fructose —_ 5,1 5,0 — 5,0 52 — 14,0 14,7
Zucker vor Inversion 21,9 — — 30,9 —_ — 15,9 e —
Zucker nach Inversion 68,4 = =L 62.3 o — 76,2 — —_—
Saccharose 442 42,1 43,5 299 29,1 30,4 57,4 56,3 56,7
Lactose e — 6,4 — —_ 11,3 — = T
Maltose — = 10,7 = ~= 11.2 = L 0,3
Trisaccharide (Summe) — — 5,1 — 2 6,8 s — 0,8
Nr. 7. Zusammensetzung : Nr. 8. Zusammensetzung: Mi G, Zusammensebzing:

Zucker, fettarmer Kakao, Trauben-
zucker, Milchbestandteile

Zucker und Traubenzucker,

fettarmer Kakao

Zucker, fettarmer Kakao

Potterat enzymat. . c. Potterat enzymat. g.C. Potterat enzymat. g.c.
Fructose —_ 0 0:1 — 0 0,3 —_ 0 0,1
Glucose —_ 5,3 5.7 - 11,0 11,8 — 0 0,2
Summe Fructose u. Glucose — 53 5,8 = 11,0 121 = 0 0,3
Zucker vor Inversion 8,4 —_ 11,1 — —_ 0 — —
Zucker nach Inversion 71,9 =L — 78,1 = — 83,9 — —
Saccharose 60,4 57,8 56,1 63,6 60,6 60,5 79.7 78,2 7632
Lactose —_ — 4.9 o — 0 = — 0,3
Maltose b — 0 o = 0 e — 0,3
Trisaccharide (Summe) —_ — (1,3) — — (1,0) - — (1,4)




Ganz geringe Fructosegehalte (0,1—0,3%), welche gaschromatographisch be-
stimmbar waren, wurden enzymatisch nicht mehr erfafit, weil unsere Losungen
zu stark verdiinnt waren.

Die Abbildung 1 zeigt das Zucker-Gaschromatogramm eines Nahrmittels
(Nr. 1), welches Malzextrakt, Milchpulver, Kakao und Eier enthidlt. Mit Aus-
nahme der Lactose diirften alle Zucker aus dem Malzextrakt stammen. Charakte-
ristisch sind vor allem der Maltose-Peak sowie mehrere Peaks von Trisacchariden.
In Abbildung 2 ist das Gaschromatogramm eines Friihstiickgetrinks (Nr. 8) wie-
dergegeben, das nur aus Saccharose, Glucose und Kakao besteht. Die Peaks der
Glucose und Saccharose sind stark ausgebildet. Fructose findet man nur in Spuren,
Lactose und Maltose fehlen.

Die reduktometrische Methode nach Potterat und Eschmann ergab weniger
zufriedenstellende Resultate. Mit dem Zuckergehalt vor Inversion lifit sich nicht
viel anfangen, da sich dieser Wert aus der Summe aller reduzierenden Zucker
zusammensetzt. Die aus der Differenz des Reduktionsvermdgens vor und nach
Hydrolyse berechneten Saccharosewerte stimmen bei Praparaten, welche praktisch
nur aus Sacharose und Kakao bestehen, befriedigend mit den nach andern Metho-
den gefundenen {iiberein. Als Beispiele sind die Priparate Nr. 8 und 9 in der
Tabelle 4 zu nennen. Bei der reduktometrischen Methode besteht die Tendenz,
meistens etwas zu hohe Saccharosewerte zu liefern. In Praparaten mit viel Malz-
extrakt und Milchpulver, aber wenig Saccharose (ca. 2°%) wie etwa in den Pri-
paraten Nr. 1 und 2 (Tabelle 3) liefert die reduktometrische Methode viel zu hohe -
Saccharosegehalte. Der Fehler betrigt ca. 100%. Dies ist darauf zuriickzufihren,
dafl bei der Hydrolyse nicht nur Saccharose gespalten, sondern auch andere Di-
und Oligosaccharide teilweise hydrolysiert werden, wodurch das Reduktionsver-
mogen erhoht wird. Die reduktometrische Methode liefert, gemessen am Arbeits-
aufwand recht wenig und nicht sehr zuverlassige Informationen.

Zusammenfassung

1. An 9 Kraftndhrmitteln und Friihstiicksgetrinken wurden die verschiedenen Zucker-
arten nach reduktometrischen, enzymatischen und gaschromatographischen Methoden
bestimmt.

2. Die enzymatischen und die gaschromatographischen Werte stimmten fiir Fructose,
Glucose und Saccharose gut tiberein. Die reduktometrische Methode von Potterat und
Eschmann liefert unzuverlassige, zum Teil viel zu hohe Werte fiir Invertzucker und
Saccharose, weil andere Zuckerarten und Oligosaccharide storen.

3. Die gaschromatographische Methode liefert die beste und vollstindigste Information
tiber das Zuckerspektrum, weil von den Monosacchariden bis zu den Trisacchariden
die Zuckerarten gut getrennt werden.

Résumeé

1. On a effectué le dosage des différents sucres de 9 aliments fortifiants et boissons
instantanées d’aprés les méthodes réductométriques, enzymatiques et de chromato-
graphie en phase gazeuse.
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10.

11.

Pour le fructose, le glucose et le saccharose, les résultats enzymatiques et chromato-
graphiques sont pratiquement identiques. Avec la méthode réductométrique de Potterat
et Eschmann on obtient des résultats inexacts, en partie trop élevés pour le sucre inter-
verti et le saccharose, a cause des autres sucres et des oligosaccharides.

. Avec la méthode de chromatographie en phase gazeuse on obtient la meilleure et la

plus compleéte information sur le spectre des sucres, car des monosaccharides jusqu’aux
trisaccharides, tous les sucres sont bien séparés.
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