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Vorkommen und Inversion von Saccharose in Weinbeeren
von
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Occurence and inversion of sucrose in grape berries

Summary. — Using HPLC as a rapid method of determining sucrose, besides
glucose and fructose, it could be shown that the sucrose content in grape berries ranges
between 5.5 and 21 g/l berry juice. In the centrifuged berry juice sucrose decreases from
1.8 to 11.4 g/l were observed within 2 hours at a temperature of 20 °C. The sucrose in-
version is influenced by temperature, solid berry components, pH value and by added
sucrose. An addition of SO, up to 200 mg/l does not influence the inversion rate. Sucrose
inversion has also been established in intact, isolated berries. By means of 14C-sucrose it
could be shown that freshly imported sucrose is more intensively inverted than sucrose
already incorporated inside the berries. Variety-specific differences in the sucrose con-
centration or in the invertase activity could not be established in the investigated ma-
terial.

Einleitung

Wihrend in der #lteren Literatur die Auffassung vertreten wurde, daf in Wein-
beeren keine Saccharose vorkomme, wurden nach neueren Untersuchungen sehr
unterschiedliche Saccharosemengen gefunden (Asteciano und Graziano 1958 (zitiert
bei WEeGEr 1971 a), KLIEWER 19.65, pE Francesco 1968, WeGer 1971 a, b, ScHRADER et al.
1975, Hawker et al. 1976).

Die im Verlauf der Reife in die Beeren eingewanderten Kohlenhydrate beste-
hen nach Harpoy (1967) und Kosrer (1969) hauptsichlich aus Saccharose. Diese wird
durch die Invertase (f-D-Fructofuranosido-fructo-hydrolase) in Glucose und Fruc-
tose gespalten (Arnorp 1965, Harpy 1967, Hawker 1968), wobei noch nicht vollig ge-
kliart ist, ob die Inversion schon vor oder erst nach dem Eintritt in die Beeren er-
folgt. Die Beeren selbst leisten sowohl durch Eigenassimilation als auch durch Um-
wandlung der Apfelsiure ebenfalls einen wenn auch nur geringen Beitrag zur
Zuckerakkumulation (Haie 1962, Drawert und Sterran 1966, Ristreau-Gavon 1967,
StereaN 1968).

In den letzten Jahren wurde nach der sdulenchromatographischen Auftrennung
der Zucker (Kuxm und ZiiL 1952) die Methode der Hochdruckfliissigkeitschromato-
graphie angewandt. Mit dieser neuen verbesserten Analysenmethode ist es moglich,
die einzelnen Zucker innerhalb weniger Minuten zu trennen und quantitativ zu be-
stimmen (Paraer und Branper 1974, Rare et al. 1975).

Mit den vorliegenden Untersuchungen beabsichtigen wir, den Saccharosegehalt,
wie er in intakten Weinbeeren vorliegt, sowie die Inversionsgeschwindigkeit zu er-
mitteln, um mehr Klarheit tiber das Vorkommen und Verhalten von Saccharose in
Weinbeeren bzw. Traubensaft und Traubenmaische zu erhalten. Ferner stellte sich
die Frage nach der Sortenspezifitit, da eine erbliche Variabilitat von Saccharosege-
halt und Invertaseaktivitat auch ziichterisch bedeutsam sein koénnte.
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Material und Methoden

Die Versuche wurden in den Jahren 1975 und 1976 zu verschiedenen Reifeter-
minen bei 2 interspezifischen Neuzlichtungen und 20 Vitis-vinifera-Sorten durchge-
flihrt,

1. Aufarbeitung der Proben

a) ohne Inhibierung der Enzyme: 20 g frisch geerntete, gesunde Weinbeeren
wurden 3 min lang entsaftet und 3 min bei 3000 U/min zentrifugiert. Vom klaren
Zentrifugat wurde der Saccharosegehalt ermittelt, sodann die Probe zur Bestim-
mung der Saccharoseinversion aufgeteilt und bei verschiedenen Temperaturen in
Abstinden von 30 min analysiert. Die 1. Bestimmung (Ausgangssaccharosegehalt)
erfolgte spitestens 10 min nach Zerstérung des Zellverbandes.

b) Inhibierung der Enzyme: 20 g frisch geerntete Weinbeeren wurden mit 20 ml
Methanol 1 min homogenisiert und 3 min zentrifugiert. Vor dem Analysieren wurde
das Methanol unter Vakuum bei 40 °C abgedampft, der Riickstand in definierter
Wassermenge aufgenommen und darin der Saccharosegehalt bestimmt.

2. Saccharosebestimmung

Die Bestimmung der Saccharose wurde nach der von uns entwickelten hoch-
druckfliissigchromatographischen Methode (Rarp et al. 1975) durchgefiihrt. — Trenn-
sdule: 50-cm-Siule géﬁillt mit Aminex A 6 (17,5 * 2,5 xm); mobile Phase: Wasser;
0,105 ml/min. '

3. Isotopenversuche

a) Aufnahme iber den Beerenstiel: Intakte gesunde Beeren wurden mit einem
etwa 3 mm langen Stiel in eine markierte wéBrige Losung von Saccharose-(U-4C)
(0,5 1Ci) eingetaucht.

b) Injektion ins Beereninnere: Je 1 ul markierte wifirige Saccharose-(U-1C)-
Ldsung (0,5 uCi) wurde mit einer Injektionsnadel ins Beereninnere appliziert. Da-
mit durch den Turgor der Beeren kein Saft austrat, wurde die Beere vor der In-
jektion mit einer feinen Kanilile angestochen und in diesen Kanal sodann die Na-
del der Injektionsspritze eingefiihrt.

Die Beeren wurden in eiskaltem 80%igem Methanol homogenisiert und zentri-
fugiert. Beim Injektionsversuch wurden die Beeren ohne Beerenhaut aufgearbeitet,
da nur der Anteil an Saccharose erfafit werden sollte, der im Beerenfleisch selbst
invertiert wurde.

Von der methanolischen Losung wurden 20 gl auf Cellulose-Diinnschichtplatten
aufgetragen und in dem System Ameisensiure/Butanon-2/2-Methyl-Propanol-2/
Wasser (15 :30:45 :15) zweimal aufsteigend chromatographiert, Die Detektion der
radioaktiven Substanzflecken wurde mit der Beta-Kamera vorgenommen, die mar-
kierten Flecken wurden sodann von der Platte abgeschabt, im Oximat verbrannt und
die Aktivitdt im Szintillationszdhler gemessen. Der Radioaktivitdtsanteil der Glu-
cose-, Fructose- und Saccharose-Fraktionen wurde gegen die Werte der als Refe-
renz mitchromatographierten markierten Originalsaccharose verrechnet. Hierdurch
kénnen die Fehler eliminiert werden, die eventuell aufgrund einer nichtenzymati-
schen Inversion bei der Chromatographie aufireten.

Ergebnisse und Diskussion

1. Saccharosegehalt in Weinbeeren
Nach den in den Jahren 1975 und 1976 durchgefiihrten Untersuchungen an ver-
schiedenen Rebsorten liegt der Saccharosegehalt in klaren zentrifugierten Trauben-
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Saccharoseinversion bei Zusatz von Saccharose zur Traubenmaische (Sorte B 6-18; 70,6
%0echsle, 5,6%g Sidure, pH-Wert 3,9). Natiirlicher Saccharosegehalt 10,2 g/1
Sucrose inversion when adding sucrose to grape mash (cultivar B 6-18; 70.6 ?Oechsle,
5.6%0 acid, pH value 3.9). Natural sucrose content 10.2 g/1

Saccharose (g/1)

nach 0 10 120 180 240 300 600 min
Zugabe von 24 g/l
25 °C 34 11,5 3,0 0,6 0,6 0,6 —
10¢C 34 21,2 19,0 14,0 6,0 1,2 —
Zugabe von 130 g/l
250C 140 112 78 45 20 4 1
10°C 140 132 118 105 92 60 30

Saccharose g/t
11,0

10,0

9,0

[ L

0 2 4 6 ~ 8 10 12 14 16 18 20 40
Stunden
Abb. 1: Saccharoseinversion in Traubensaft und Traubenmaische in Abhidngigkeit von
der Temperatur und bei Lagerung intakter Beeren. Sorte B 6-18 (Neuziichtung der BFA
Geilweilerhof); 70,6 %Oechsle, 5,6%/00 S#éure, pH-Wert 3,9. A/a: zentrifugierter Trauben-
saft bei 10 9C, A/b: zentrifugierter Traubensaft bei 25 °C, B/a: Traubenmaische bei 10 °C,
B/b: Traubenmaische bei 25 °C, C: intakte Beeren bei 20 °C gelagert, Saccharose sofort

bestimmt.

Sucrose inversion in grape juice and grape mash in dependence on temperature and

when storing intact berries. Cultivar B 6-18 (new breeding of BFA Geilweilerhof); 70.6

9%0echsle, 5.6%90 acid, pH value 3.9. A/a: centrifuged grape juice at 10 °C, A/b: centrifuged

grape juice at 25 °C, B/a: grape mash at 10 °C, B/b: grape mash at 25 °C, C: intact ber-
ries stored at 20 °C, sucrose immediately determined.
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siiften — ohne Enzyminhibierung — zwischen 5,5 und 21 g/l. Bei 11 von 19 unter-
suchten Rebsorten liegen im Jahre 1976 die Saccharosegehalte liber 12 g/l. Dabei ist
kein direkter Zusammenhang zwischen Oechsle-Graden, Sduregehalt und Saccha-
rosemenge festzustellen. Allerdings zeigt sich die Tendenz, dafl im allgemeinen von
80—85 °Oechsle an Saccharosewerte liber 10 g/l festzustellen sind. Die in zentri-
fugierten Traubensiften ermittelten Werte liegen hoher als diejenigen anderer Au-
toren. Wecer (1971 a) bestimmte den Saccharosegehalt mit Hilfe der gravimetri-
schen und papierchromatographischen Methode in Sudtiroler Traubenmosten und
fand bei reifem und iberreifem Lesegut Werte zwischen 0 und 12,9 g/l. ScHRADER
et al. (1975), die die Saccharose mit dem Autoanalyser und nach ReseieiN (vor und
nach Inversion) bestimmten, konnten Saccharosegehalte von maximal 1,51 g/100 g
Beeren nachweisen. Das entspricht einer Menge von etwa 18 g/l. Die letztgenannten
Autoren fanden mit zunehmender Reife, nimlich von Anfang August bis Mitte
September, eine Zunahme des Saccharosegehaltes bis zu einem Maximalwert von
ca. 1 g/100 g Beeren (entsprechend 12 g/l).

Um zu priifen, inwieweit wihrend der Aufarbeitung eine Saccharosespaltung
stattfindet, wurde bei einigen Sorten zusitzlich der Saccharosegehalt unter soforti-
ger Ausschaltung def Enzymaktivitat bei der Aufarbeitung bestimmt. Nach Inhi-
bierung der Enzyme durch Homogenisieren der Weinbeeren in Methanol (10 g Bee-
ren in 10 ml Methaﬁol) wurde bei allen untersuchten Sorten ein um 3—5 g/l hohe-
rer Saccharosegehalt gefunden. Das bedeutet, dal beim Aufarbeiten der Proben, ob-
wohl vom Zerstoren des Zellverbandes bis zur Analyse nur maximal 10 min vergin-
gen, schon ein Teil der Saccharose invertiert wird. Ferner wird beobachtet, daB selbst
in methanolischen Losungen die sdurekatalysierte Hydrolyse ablduft. In 2—13 Wo-
chen alten methanolischen Ldsungen war die Saccharose zum Teil vollkommen
invertiert. Es empfiehlt sich deshalb, die Probelosung maéglichst schnell zu analysie-
ren.

2., Saccharoseinversion im Traubensaft

In zentrifugiertem Saft reifer Weinbeeren wurde sofort nach der Aufarbeitung
und 2 Std. spater der Saccharosegehalt ermittelt. Dabei zeigte sich, dafl bei einer
Raumtemperatur von 20 °C bei den untersuchten 19 Sorten die Saccharosewerte
durchschnittlich um 4 g/l abnahmen. Einige Sorten fielen durch extrem niedrige
Abnahmewerte (bis zu 1,8 g/l) und einige durch hohe Werte (bis zu 11,4 g/1) auf. Wie
aus Abb. 1 hervorgeht, ist diese Abnahme von der Temperatur abhingig. Bei der
Sorte B 6-18 nimmt innerhalb von 2 Std. bei 25 °C der Saccharosegehalt von 10,2 g/l
auf 2,2 g/l und bei 10 °C von 10,2 g/l auf 4,5 g/l ab. In der 1. Std. betrdgt bei 25 °C
die Abnahme 1 g/1-10 min und bei 10 °C 0,6 g/l - 10 min, Nach den Angaben von
Wecer (1971 b) ist in Traubenmost die Saccharose bei 25 °C nach 6 Std. und bei 4 °C
nach 48 Std. vollkommen invertiert. Diese Abnahme bei 25 °C deckt sich mit unseren
Ergebnissen.

Wird eine praxisnahe Aufarbeitung der Weinbeeren vorgenommen, so ist in
dieser Probe die Saccharoseabnahme hoéher als im zentrifugierten Beerensaft (Abb.
1). Die Abnahme in der 1. Std. betréagt bei 25 °C 1,5 g/l - 10 min und bei 10 °C 0,8 g/1-
10 min.

Nach WeceRr (1971 b) geht die Inversion der natiirlichen wie auch der zugesetzten
Saccharose mit gleicher Geschwindigkeit vor sich. Dieses Ergebnis konnen wir nicht
bestidtigen. In unseren Versuchen erhéht ein Zusatz von Saccharose zur Maische die
Inversionsgeschwindigkeit (Tabelle). Bei 25 °C betréigt in der Kontrollmaische (ohne
Zusatz) wiihrend der 1. Std. die Saccharoseabnahme 1,5 g/l - 10 min. (Abb. 1). Nach
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Abb. 2: pH-Abhiingigkeit der Saccha- Saccharose
roseinversion in Traubenmost. Sorte g/

Morio-Muskat; 70,6 09Oechsle, 11,7%g0
Sidure, pH-Wert 3,18. pH-Einstellung:
Ansiduern mit Apfelsiure und Citro-
nensiure, neutralisieren mit Kalilauge. ]

Dependence of sucrose inversion on J
18

20—

the pH in grape must. Cultivar Morio
Muscat; 70.6 °Oechsle, 11.7%¢ acid, pH
value 3.18. pH regulation: acidifying
with malic acid and citric acid, neutral-
izing with potassium hydroxide solu- 25td.

tion.

Zugabe von 24 g Saccharose/l steigt
die Inversionsgeschwindigkeit auf
2 g/1-10 min und nach Zugabe von
130 g Saccharose/l auf 5 g/1-10 min J
(Tabelle). %

WEecGer (1971 b) beschreibt bereits
den EinfluB3 der Temperatur auf die ‘{
Inversion. Auch wir konnten feststel-
len, daBl bei einer Temperaturerho- 12—
hung auf 25° C die Saccharose dop-
pelt so schnell abgebaut wird wie bei —
10 °C. Einen weiteren EinfluBl auf die
Inversion {ibt der pH-Wert aus. Die 10
bei der Sorte Morio-Muskat in zen-
trifugiertem Most durchgefithrte Be-
stimmung zeigt deutlich, daB3 ein Op-
timum fiir die Saccharosespaltung bei pH 3,4 vorliegt (Abb. 2).

Corponnier et al. (1975) haben in einem synthetischen Versuchsansatz mit einem
Enzympriparat aus Weinbeeren bei einer Temperatur von 80 °C ein Optimum bei
pH 1,8 gefunden, was in unseren Versuchen nicht nachweisbar war. Wahrscheinlich
rithrt der Unterschied daher, daf3 bei verschiedenen Temperaturen auch verschie-
dene Optima vorliegen. Nach unserer Meinung beginnt auierdem bei 80 °C die saure
Hydrolyse der Saccharose, so daf§ ein pH <2,5 diese Spaltung beglinstigt.

Die Inversionsgeschwindigkeit wird durch SO,-Gaben bis 200 mg/l nicht be-
eintrichtigt, weder beim Versuch mit Maische noch mit zentrifugiertem Saft. Diese
Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Wecer (1971 b)
und Corbonnier et al. (1975).

Da die Invertase je nach Reifegrad in unterschiedlicher Aktivitdt vorliegt, was
auch Hawxker (1968) und Corponnier et al. (1975) gefunden haben, kann angenommen
werden, dafl schon wihrend der Aufarbeitung Saccharosespaltung eintritt. Dies
wire eine Erklarungsmoglichkeit flir unterschiedliche Saccharoseangaben, die auf
verschiedenen Aufarbeitungsverfahren beruhen.

15td.

| | | 1 [
28 30 35 40 50 pH

3. Saccharoseinversion in intakten Beeren

In intakten Weinbeeren konnten wir ebenfalls eine Saccharoseabnahme fest-
stellen (Abb. 1). Sie verlauft anfangs langsam und bleibt nach 15—20 Std. bei den
beiden untersuchten Sorten um 7 g/l stehen. Daraus kann auf eine Inversion der
in der intakten Beere befindlichen Saccharose geschlossen werden. Zur Kliarung
dieser Feststellung wurden Versuche mit radioaktiv markierter Saccharose-(U-14C)
durchgefiihrt. Hierbei sollte sowohl das Schicksal der gerade in Einlagerung begrif-
fenen als auch der bereits eingelagerten Saccharose ermittelt werden. Dazu wurde
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in einer Versuchsserie die markierte Saccharose iiber den Stiel appliziert, in einer
anderen direkt ins Beereninnere injiziert. Nach einer Versuchszeit von 6, 12 und
20 Std. bei 25 °C fanden wir nach der diinnschichtchromatographischen Auftrennung
der Methanolhomogenate eine unterschiedliche Verteilung der Radioaktivitit bei
Glucose, Fructose und Saccharose. Nach 6 Std. sind bei Aufnahme liber den Beeren-
stiel 15%, nach 12 Std. 24% und nach 20 Std. 57% der zugefiihrten Saccharose inver-
tiert. Die ins Beerenfleisch injizierte Saccharose invertiert langsamer; nach 6 Std.
waren 9% und nach 20 Std. erst 13% invertiert,

Mit diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dafi die im Beereninneren abgela-
gerte Saccharose nur geringfligig (13% nach 20 Std.) invertiert wird. Damit kann
die anfinglich festgestellte deutliche Abnahme der Saccharose in intakten Wein-
beeren liberwiegend auf die Invertierung der in der Beerenhaut befindlichen Sac-
charose zuriickgefiihrt werden.

Zusammenfassung

Durch die Anwendung der HPLC-Methode zur schnellen quantitativen Erfas-
sung von Saccharose neben Glucose und Fructose konnte gezeigt werden, daf3 der
Saccharosegehalt in Weinbeeren zwischen 5,5 und 21 g/l Beerensaft liegt. Im zentri-
fugierten Beerensaft nimmt der Saccharosegehalt innerhalb von 2 Std. bei einer
Temperatur von 20 °C um 1,8 bis 11,4 g/l ab. Die Saccharoseinversion wird von
Temperatur, festen Beerenanteilen, pH-Wert und zusétzlich zugefiigter Saccharose
beeinflufit. Ein Zusatz von SO, bis 200 mg/l hat keinen Einflul auf die Spaltge-
schwindigkeit. Auch in intakten, isolierten Beeren konnten wir eine Saccharose-
inversion nachweisen. Dabei konnte mit “C-markierter Saccharose gezeigt werden,
daB frisch eingewanderte Saccharose intensiver invertiert wird als bereits im Bee-
reninnern eingelagerte. In dem bearbeiteten Untersuchungsmaterial konnten keine
sortenspezifischen Unterschiede der Saccharosekonzentration oder der Invertase-
aktivitat aufgezeigt werden.
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