RASCHER NACHWEIS VON SACCHAROSE IN MOST
UND IN WEIN*®

Von
L. Tereepy Kovirs und R, Korta

Institut fiir Nahrungsmittelchemie der Technischen Universitdt, Budapest,

(Eingegangen am 27. November, 1958)

Das immer h#ufiger vorkommende Zuckern des Mostes erfordert die
Einfilhrung einer Methode, die diese gegen bestehende und giiltige Ver-
ordnungen verstoBende Manipulation schon bei der Ubernahme, also an Ort
und Stelle einfach und rasch festzustellen gestattet.

Der grofite Teil der Methoden fiir den Nachweis des eventuellen Saccha-
rosegehaltes von Most und Wein berubt darauf, dafl man die reduzierenden
Zucker in alkalischen Media zerstort, worauf die unveridndert gebliebene
Saccharose mit einem spezifischen Reagens nachgewiesen wird. Auf Grund
der Arbeiten von RormENFUSSER [9, 10, 11, 12] fand fiir Most und Wein die
Diphenylaminomethode die gréfite Verbreitung, Wird der Wein oder Most
mit Bariumhydroxyd und Wasserstoffperoxyd erwirmt, kénnen alle reduzie-
renden Zucker zerstért werden; die Saccharose bleibt unveridndert und gibt
in saurem Medium mit Diphenilamin selbst in groBer Verdiinnung eine blaue
Verfirbung. Eigentlich reagiert auf gleiche Weise auch die Fruktose, weshalb
die vorherige Zerstérung der reduzierenden Zucker notig ist. ScHLEMMER [13]
zerstort mit Kalkmilch unter Erwirmen und weist die Saccharose sodann
mit a-Naphtol nach.

Neuerdings wurde eine Saccharose-Nachweismethode fiir Most und
Wein von GarocrroundSterra [3], [4] mitgeteilt. Das zu priifende Material
wird mit Magnesiumoxyd und Bleiazetat erwirmt, danach mit Kaliumper-
manganat oxydiert, die filtrierte Probe mit Diphenilamin gepriift auf Saccha-
rose und die entstandene farbige Verbindung mit Chloroform ausgeschiittelt.
Aus dem Farbton wird auch darauf gefolgert, ob das Zuckern mit Saccharose
oder Invertzucker geschah. Laut WEGER [14] entspricht jedoch die Methode
zum Nachweis des Zuckers nicht vollkommen.

Die Ausfithrung all dieser Methoden wird durch den Umstand erschwert,
da8 es zu ihrer Anwendung einer Laboratoriums-Ausriistung und ldngerer
Zeit bedarf, weshalb sie sich also zur Kontrolle an Ort und Stelle nicht eignen.
Wir versuchten deshalb, die Saccharose-Probe von RayBin [6] auf Wein
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und Most anzuwenden. Gemif dieser erhalten wir mit 7—10 mg Diazouracyl,
in 5 ml n/20 Natriumhydroxyd-Lésung bei 10° C schon mit 40—50 mg Saccha-
rose binnen einiger Minuten eine bldulichgriine Farbreaktion. Die entstandene
farbige Verbindung erzeugt mit Magnesiumionen einen stabilen Niederschlag,
In dieser Weise reagieren aufler Saccharose nur Oligosaccharide, in denen
Saccharose eingebaut ist. (Raffinose, Gentianose, Stachyose) [7]. Die sonstigen
verschiedenen Oligosaccharide, Monosaccharide, Zuckerzerfallprodukte geben
héchstens eine gelbliche Firbung.

Im folgenden werden zuerst die Herstellung des Raybin-Reagens, sodann
die Ergebnisse der mit dem Reagens durchgefithrten Kontrollen bzw. die
Ergebnisse der Experimente bekanntgegeben.

Herstellung des Reagens

Der gangbarste Weg zur Herstellung von Diazouracyl ist der folgende :

. . y rauchende H,SO - konz. HNO. . Reduktion
Apfelsiure + Karbamid ———* Uracyl ——— Nitrouracyl ~———

Diazotieren

Aminouracyl -————-— Diazouracyl.

Zur Herstellung von Uracyl laut Davipson und BaubpiscH [2] werden
100 g Karbamid unter Kithlung in 400 ml rauchender Schwefelséure (159, SO,)
gelsst. Die Temperatur soll unter 10° C bleiben. Danach werden 100 g Apfel-
sdure zugesetzt, worauf die Mischung eine Stunde lang auf einem Wasserbad
gewirmt wird. Bei ungefihr 60° C kann eine starke Entwicklung von CO
beobachtet werden und es entsteht Uracyl. Wollen wir Nitrouracyl herstellen,
ist die Isolierung von Uracyl aus diesem Reaktionsgemisch nicht erforderlich.

Die Herstellung von 5-Nutrouracyl nach Bogert und Davidson [1]. In das
heile Reaktionsgemisch werden unter starkem Rithren aus einem Scheide-
trichter 100 ml rauchende Salpetersdure (spez. Gew. 1,5) langsam zugetrépft,
dic ¢ine starke Erwidrmung verursachen. Die innere Temperatur wird auf
105—110° C gehalten, indem man den Kolben in Wasser taucht und so kiihlt.
Nach Zugabe der ganzen erforderlichen Salpetersdure-Menge wird das Gemisch
noch eine Stunde lang iiber dem Wasserbad gewidrmt, danach abgekiihlt und
auf 1500 g zerhacktes Eis gegossen. Das 5-Nitrouracyl scheidet aus und kann
filtriert werden. Es wird mit Wasser gewascheu und an der Luft getrocknet.
Ausbeute 55—60 g (47—519%,).

Dieses Produkt ist ehne weitere Reinigung zur Herstellung von 5-Amivno-
uracyl geeignet,

Die Herstellung von 5-Aminouracyl nach Bogert und Davidson [17:
15,7 g 5-Nitrouracyl werden im Gemisch von 10 ml konz. Ammoniak und
250 ml Wasser suspendiert und unter Rithren 75 g technisches Natriumdithionit
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(Na,S,0,) zugegebeun. Die Losung erwdrmt sich und die Temperatur steigt
in 10—15 Minuten auf 55° C. Das Gemisch wird danach bis zum Sieden erhitzt,
sodann abgekiiblt und das 5-Aminouracyl (10 g) abfiltriert. Das rche Produkt
wird im Gemisch von 10 ml korz. Salzsdure und 100 ml Wasser gelost, die
Losung mit ein wenig aktiver Kohle gekldrt und filtriert. Das Filtrat wird
auf 300 ml verdiinut, bis zum Sieden erwirmt, mit 10 ml konz. Ammoniak
behandelt und abgekiihit. Das reine 5-Aminouracyl scheidet in Form farbloser,
seidigglinzender Nadeln aus. Ausbeute 9,2 g (73%).

Die Herstellung von 5-Diazouracyl. Nach JomNsoN, Baupisca und
HorrMany [5] erhidlt man aus 5-Aminouracyl in o Salzsiiure bei —5° C
durch Diazotieren mit 0,97 mol%, Natriumnitrit das weile Anhydrid, dessen
wahrscheinliche Struktur

N=C—-—O\ N—CO

T o

" N I

¢ N HO—C ||

Lo oder | | N
HN—CN N=CH
1 II.

ist. Es ist ferner noch das rotfarbige Hydrat folgender Form bekannt :
HN-—CO

[
0C C—N=N—OH
|
HN—CH

IIL.

Il und I ist von der Wasserstoffionen-Kouzentration abhingig. Wird die
rote Losung von 111 mit 2 n Salzsdiure behandelt und rasch abgekiihlt, scheidet.
I in schénen, gelblichen Kristallen aus.

Wir unsererseits wandten folgenden Arbeitsgang an: 10 g 5-Amino-
uracyl werden im Gemisch von 35 ml Wasser und 25 mli konz. Salzsdure gelost,
die Losung wird bis unter —5° C gekiihlt. 5.7 g Natriumnitrit, in 30 ml Wasser
gelost, werden unter —5° C gekithlt und vnter Riihren in die Salzsédure-.
Lésung getropft. Die Temperatur darf -+5° C nicht iiberschreiten. Das sich
erwarmende Gemisch wird dann unter starkem Riithren neuerlich bis uuter
—5° (0 abgekiihlt. Binnen einiger Minuten beginnt die Diazouracyl-Ausschei-
dung. Nach 10 Minuten wird filtriert, zweimal mit Eiswasser, zweimal mit
Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Ausheute 6,5-—7.0 g (60—659,)

Diazouracyl geht mit aromatischen Aminen und Phenclen in alkalischem
Medium nur langsam Verbindungen ein. Im ultravioletten Licht wird es rasch
gelb, dann braun, wobei Stickstoff entweicht. Trocken, vor Licht geschiitzt,
kann es Monate lang aufbewahrt werden, chne zu zerfallen.
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Experimenteller Teil

Untersuchungen an Modellésungen

Im Laufe unserer Arbeit hatten wir uns davon zu iiberzeugen, wie
die Rayvbin-Probe von der Laugenkonzentration, der Temperatur und von
der neben der Saccharose gleichzeitig vorhandenen Glukose, Fruktose und
Schwefelsiure beeinfluflit wird.

Die Wirkung ven Laugenkonzeniration und Temperatur

Bei einer Schnellmethode ist es umstéandlich, die urspriinglich empfohlene
1/20 Laugenkonzentration und die Temperatur von 10° C piinktlich einzuhal-
ten, weshalb wir die Farbenreaktion einerseits auf zunehmende Laugenkon-
zentrationen andererseits auf ansteigende Temperaturen untersuchten. Die
bei verschiedenen Laugenkonzentrationen erhaltenen Ergebnisse sind aus
‘Tafel 1, die mit der Anderung der Temperatur erzielten Resultate dagegen
aus Tafel 2 ersichtlich.

Tafel 1

Die Farbe der Raybin-Probe bei verschiedenen Laugenkonzentrationen
Saccharosenmenge 40 mg, Diazouracylmenge 10 mg, Lésungsvolumen 5 ml, Temperatur
10° C, Zeitdauer 4 Minuten

Natriumhydroxyd-

konzentration Farbton

0,02
0,05
0,16
0,20
0,50
1.00

griinlichblau
blaulichgriin

=T~ T - - -
ag
=]
=1
[

Mann erkennt, daf} sich der Farbton bei hoheren Laugenkonzentrationen
ein wenig #dndert, eine andere die Bestimmung beeinflussende Folge kann
jedoch nicht beobachtet werden.

Aus Tafel 2 148t sich feststellen, daf3 die Probe auch bei einer hoheren
als der in der urspriinglichen Publikation empfohlenen Temperatur von 10° C
durchgefithrt werden kann, doch erscheint die Farbe bei einer hgheren
‘Temperatur schneller und ist weniger haltbar.
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Die Farbe der Raybin-Probe bei verschiedenen Temperaturen
Saccharosenmenge 40 mg, Diazouracyl 10 mg, Lésungsvolumen 5 ml, Laugenkonzen-
tration 0,25 n, Zeitdauer 2 und 4 Minuten

Farbton
Temperatur °C nach
2 Minuten 4 Minuten
5 o hellgriin
10 hellgriin griin
15 hellgriin griin
20 hellgriin grin
25 hellgriin griin
30 griin gelblich griin
35 gelblich griin briunlich gelb

Die Wirkung von Glukose und Fruktose

Da beim nachgewiesenen Zuckern des Mostes neben der Saccharose
gleichzeitig auch Glukose und Fruktose vorhanden sind, war es notwendig,
zu untersuchen, wie diese die Farbreaktionen beeinflussen, weshalb zu einer
konstanten Menge von Saccharose in zunehmender Menge Glukose bzw.
Fruktose zugegeben und die sich bildende Farbe untersucht wurde (Tafel 3).

Tafel 3

Die Farbe der Raybin-Probe in Gegenwart von Glukose und Fruktose
Diazouracylmenge 10 mg, Volumen 5 ml, Laugenkonzentration 0,25 n, Temperatur

20° C, Zeitdauer 4 Minuten

Glukose mg | Fruktose mg | Saccharose mg Farbton
100 — 40 griin
200 — 40 griin
300 — 40 griin
400 — 40 griin
400 — — hellgelb
— 100 40 griin
— 200 40 grin
— 300 40 gelblichgriin
— 400 40 gelblichgriin
(unsicher)
— 400 — gelb
200 200 40 | griin
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Der Nachweis der Saccharose wird also durch die Glukose nicht gestért,
hingegen vermindert Fruktose die Empfindlichkeit ein wenig. Der Grund
hierfiir besteht wahrscheinlich darin, dafl die durch die Fruktose entstehende

gelbe Verbindung die griine Farbe der Diazouracyl-Saccharose-Verbindung
itherdeckt.

Wirkung der schwefligen Sdure

Wir untersuchten ferner, inwiefern die im Wein und Most eventuell
vorhandene schweflige Sdure den Nachweis der Saccharose beeinflufit. Gleich-
zeitig gaben wir auch 200 mg Glukose und 200 mg Fruktose zur Probe, um
die Reaktion in einer Probe zu untersuchen, die mit dem Zuckergehalt des
Mostes ungefihr identisch ist (Tafel 4).

Tafel 4

Farbe der Raybin-Probe bei verschiedenem S0,-Gehalt
Saccharose 40 mg, Glukose 200 mg, Fruktose 200 mg, Diazouracyl 10 mg, Volumen 5 ml,
Laugenkonzentration 0,25 n, Temperatur 20° C, Zeitdauer 4 Minuten

Sulfit, als S0, mg Farbe
— griin
0,5 griin
1,0 griin
1,5 gelblich griin
gelblich griin
2,5 gelblich griin

Es konnte somit festgestellt werden, dafl bei einem 50,-Gehalt von iiber
1,5 mg (entspricht 600 mg/l SO,, falls 2,5 ml Wein und 2,5 ml Laugenlssung
in Betracht genommen werden) die griine Farbe etwas blasser ist. Eine so
groBe Menge von SO, kommt jedoch in Most oder Wein selten vor, die stérende
Wirkung beeinflufit also den Nachweis der Saccharose in der Praxis nicht.

Untersuchungen an natiirlichem Most und Wein

Die Gegenwart von Saccharcse in Most und Wein wiesen wir folgender-
maflen nach: Ungefihr 10 ml Mcost oder Wein schiittelten wir in einer
Eprouvette mit aktiver Kchle (ca. 0.5 g), filtrierten in eine andere Eprouvette
2—3 ml durch ein Filtrierpapier, vermischten das vollkommen farblose Filtrat
mit 0,5 n Natriumhidroxid gleichen Volumens und schiittelten die Lésung
mit ca. 7—10 mg festem Diazouracyl. Nach einigen (2—5) Minuten unter-
suchten wir die entstandene Farbenreaktion.
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Eine Zugabe von 1 ml 69igem Magnesiumsulfat erleichtert die Aus-
wertung, weil die farbige Verbindung im alkalischen Medium mit dem Magne-
siumhydroxid zusammen ausscheidet.

Zu unseren Versuchen verwendeten wir weilen Most (169, Invertzucker,
500 mg/1 gesamtes SO,, 250 mg/l freies SO,), farbigen Most (189, Invertzucker,
400 mg/l gesamtes SO,, 230 mg/l freies 5O,), weilen Wein (12%, Alkohol,
120 mg gesamtes SO,, 20 mg/l freies SO,, zuckerfrei) und roten Wein (129
Alkohol; Zucker und Schwefelsdiure war nicht vorhanden).

Wir setzten den Versuchs-Mosten und -Weinen Saccharose in verschie-
denen Mengen zu und priiften der beschriebenen Untersuchungsmethode
gemil die auftretende Farbreaktion. Die Untersuchungen wurden parallel
auch unter Zugabe von Magnesiumsulfat durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind
in den Tafeln 5 und 6 zusammengefaBit.

Tafel 5

Nachweis von Saccharose im Most mit Diazouracyl

Farbe
Dem Most beigegebene
Saccharose, 9 Most L Most IIL
| (weiB) (farbig)
ohne MgS0, mit MgS0, ohne MgS0, | mit MgS0,
|
{
0,0 gelb gelb gelb I gelb
0,5 griinlich gelb weill griinlich gelb weil}
1,0 gelblich griin hellgriin gelblich griin hellgriin
2,0 hellgriin griin hellgriin grim
3,0 griin griin griin griin
4,0 griin griin griin griin

Ein Gehalt von weniger als 19, Saccharose kann im Most nur unsicher
nachgewiesen werden, iiber 1%, ist aber der Nachweis nach der beschriebenen
Methode ziemlich verldflich. In Wein 146t sich die Saccharose noch sicherer
nachweisen, jedoch geht bei Rotwein die ausgebildete griine Farbe ein wenig
in Gelb iiber. Wird die Behandlung mit aktiver Kohle nicht sorgfiltig genug
durchgefiithrt, erhélt man beim Rotwein briunliche Téne, was wahrscheinlich
eine Feolge des zuriickbleibenden Tannins ist. Die entstandene Farbe wird
nach 5 Minuten schwicher, und die Losung wird langsam bréunlich gelb.
Mit Magnesiumsulfat 148t sich die Farbe leichter auswerten — besonders bei
kleinerer Saccharose-Konzentration — und sie bleibt auch lidngere Zeit kon-
stant, so daf} die Empfindlichkeit des Nachweises erhéht werden kann.

Unseren Untersuchungen gem#f} eignet sich also die Raybinsche Saccha-
rose-Diazouracyl Farbenreaktion mit entsprechenden Ab#nderungen zum
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Tafel 6

Nachweis von Saccharose im Wein

Farbe
Dem Wein beigegebene
Saecharose, % Wein I. i Wein Il
(weiB) 1 (rot)
ohne MgSO, | mit Mgso, ] ohne MgSO, mit MgS0,
|
0,0 gelb gelb ‘ gelb gelb
0,5 i gelblich griin hellgriin gelblich griin hellgriin
1,0 hellgriin heligriin hellgriin | hellgriin
2,0 griin griin griin griin
3,0 griin griin griin griin
4,0 dunkelgriin | dunkelgriin briunlich griin ; dunkelgriin
;

raschen Nachweis der im Most oder Wein eventuell vorhandenen Saccharose.
Der Vorzug der Methode besteht darin, daf} sie sich mit einfachen Mitteln
ohne-Laborausriistung leicht und rasch durchfiihren ld6t und keine besondere
Fachbildung beansprucht. Deshalb scheint sie zum raschen Nachweis der
Weinverfilschungen durch Zuckern an Ort und Stelle geeignet.

Zusammenfassung

Die entsprechend modifizierte Raybinsche Diazouracyl-Probe ist nach unseren Erfah-
rungen zum raschen Nachweis der Saccharose in Most und Wein gut geeignet. Der Vorzug der
Methode besteht darin, daB sie mit einfachen Mitteln ohne Laboratorium und Laboratorium-
apparate schnell ausgefithrt werden kann, und keine Fachkenntnisse benotigt. Auf Grund
dieser Erfahrungen ist die Methode zur Ermittlung der Zuckerung von Most und Wein am
Ort und Stelle besonders vorteilhaft anwendbar.
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