Elektrophoretische Bestimmung des Gliadins zur Erkennung
von Weizenmischungen

Dr. A. Bourdet und Dr. J. C. Aulran, Paris/Frankreich

Seit mehreren Jahren hat die Miihlenindustrie ein grolBes
Interesse an den Sorten, die sie verarbeitet. Die indirekten
Kriterien, aus denen der Miller das Qualitilsniveau seines
Ausgangsproduktes beurteill, erweisen sich manchmal als
ungeniigend, wenn nicht sogar unbrauchbar, seitdem auf
dem Markt die neuen Weizensorten erschienen, die schwie-
rig zu verarbeiten bzw. zur Brotherstellung ungeeignet sind.

Aus Furcht vor einer weileren Entwidkclung dieser Sorten,
beurteilt die Milllerei z. Z. trotz stindiger Fluktuation im
Hinblick auf agro-klimatische Faktoren den Sortengesichts-
punkt als das einzige Mittel, um das vorhandene technolo-
gische Qualitlitsniveau aufrechtzuerhalten und dadurch zwi-
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schen backfihigem und Futterweizen zu unterscheiden. Im
Augenblick basieren die Beziehungen zwischen Herstellern,
Héndlern und Milllern allein auf der Deklaration der gelie-
ferten Weizenpartie. Diese Deklarationen, auf denen natiir-
lich auch Preisunterschiede beruhen, sollen kontrollierbar
sein, damit die Angaben auch garantiert sind. Das Problem
erscheint auch deshalb so wichtig, weil seit Beginn der Aus-
weitung aul dem Europlischen Markt die Liste derjenigen
Sorten, die in Frankreich im Handel sind, erst seit dieser
Zeit im franzdsischen Katalog auf ca. B0 Sorten limitiert ist.
Dieser Sortenkatalog kann sich jedoch auf alle anderen Sor-
ten der Gemeinschall ausdehnen (ca. 150 bis 160 Sorten).
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1Die Erkennung der Sorten ist kein neues Problem und
verschiedenste Techniken werden und wurden, teils aul die
Pllanze oder aul das Korn bezogen, angewendel,

Zur Identifizierung wihrend des Wachstums ist sicherlich
die objeklivste Methode die, welche aul hestimmten bolani-
schen Unterschieden beruht [Pflanzenwuchs, Ausschen der
Blitter. Farbe der Staubbeulel). Sie erlordert aber vom
Durchfthrenden eine sichere und erhebliche Erfahrung.

Im Gewidchshaus kann man ebenso physiologische Krile-
rien zu Hille nehmen wie die Ansprechbarkeit der Pllanze
aufl bestimmte Fungizide. Versuche mil gekeimlen Weizen
slillzen sich aul einige Besonderheilen wie z. B, die Form
der ersten beiden Bliller oder die Firbung des Kolleoplils
bei kiinstlichem Lichl, die von farblos bis purpur reicht.

Direkt anwendbare Verfahren beim Korn sind bestimmte
morphologische und physikalische Charaktleristika, wie
Linge und Breile des Korns, Linge des Scutellums und der
Biirste, Farbe (rot oder weill), Textur (mehlig oder glasig),
. Harle und 1000-Korngewidhl.

Die Firbung des Korns mil Phenolsiiure, die eine Unter-
scheidung in vier Klassen erlaubl, ndimlich nach der beob-
aditeten Farbung zwisdhen sdhiwars, dunkelbraun, braun
und hellbraun, ist besonders nitzlich im Hinblick auf die Er-
kennung einheitlicher Sorten. In unterschiedlichem Malle
sind alle diese Methoden langwierig und schwierlg durch-
zufiihren. Einige dieser Methoden, besonders die morpholo-
gischen und physikalischen Eigenschaftshestimmungen sind
stark von den Umwelleinfliissen (agro-klimatische Bedin-
gungen, Anbaumalinahmen etc.) abhdngig.

Im tibrigen lassen sich damit jedoch nur verschiedene Sor-
tenklassen untersciiciden, und deshalb sind sie nur in sehr
besch: iinklem Malle spezilisch, Es ist offensichtlich, daB mil
ten vier Klassen, die der Phenollesl z. B. unlerscheidel,
eine individuelle Unlerscheidung der 80 franzosischen Sor-
ten nicht moglich ist. Noch viel weniger kann man damil
die Sorlen in Mischungen, wie sie im Handel verstirkt auf-
ireten. unlerscheiden. Der Mangel dieser Tests an Spezilitial
fihrt immer nur zu Vermutungen und niemals zur Sicher-
heil.

——
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T. aestivum Jose (1), Capelie (2), Capilole (3). Progress (4), Atys (5),
Magda'enz (6).

Abb, 1: Elekirepherogramme der Hislone von Weizenkei-
men (Polyacryiamidgel pH 3, 2)
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Lie Unterscheidung der Sorten isl ein schwer zu losendes
Problem, welches eine hohe Spezifital der Kriterien bei vol-
liger Unabhdngigkeil von Umwelleinflissen erfordert. Die
Losung dieses Problems konnte nur unter Zuhilfenahme der
Bestandieile des Kornes mil charakteristischen physikalisch-
chemischen Eigenschaiten gefunden werden, die genelisch
vnveranderlidh sind. Aulgrund ihrer dhemischen und struk-
turellen Viellalt, die den Erbanlagen unlerworlen isl, er-
scheinen die Proleine durch ihre gleichsam unbegrenzie An-
zahl von ¥oinbinalionsmoglichkeilen als am giinstigslen zur
Fcsis:zllung genelischer Eigenschallen geeignet.

Die Literatur der letzlen 10 bis 15 Jahre hal cine grolie
Anzahl von Arbeilen hervorgebradi, die sich mil der ge-
nelischen Spezilitdtl oder Charakleristik von Proteinen bei
der Vegelation besonders bei Cerealien und Weizen befaBt.
Unsere cigene Erfahrung im Laufe dieser Zeit hal gezeigl,
dall die unlerschiedlichen Kornproleine nichl alle das glei-
cdie Mall genetischer Spezilitit aufweisen. Der Vergleich der
aus den Keimen isolierlen Hislone wvon verschiedenen
Weidiweizensorien nach deren elekirophorelischer Fraklio-
nierung zeigl schr grole Ahnlidhkeit der Elekirophero-
granetie {Autran, Bourdel 71) (Abb, 1),

Man lindct auch keine signifikanlen Unlerschiede, wenn
man die Histone verschiedener Hartweizen damit vergleicht.
Ahnl'che F:s[sictiungun wurden bei anderen Arlen von Tri-

T. aeslivum M ronowska (1), Thalchor (2), Ferlidi (3), Bezostaia (4),
Aulonam’a (5). Loonardo (G), San Pasiore (7).

T. durum Bonaerense (1), Tag. Balcarce (2), Tag. Buck (3).
T. aesllvum Buck Quequen §1), Allantico {E]I Pergamino (3), Vilela

Sol (4). 9 ¢ S

Abb. 2: Elektropherogramme von Albuminen und Globuli-
nen von Weich- und Hartweizen (Stirkekegel pH 8, 9)
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tizm (T. compactum) und bei Aegylops, Hordeum und
Sccale getroilen, so dal bewiesen ist, dall diese Proteine ge-
nelisch unspezilisch sind (A ulran 1973).

Dig loslichen Albumine und Globuline zeigen ebenfalls
keine sorlenspeziflischen  Unterschiede. Verschiedene
Weichweizensorten [iihren zu vollig identischen Elektronhe-
rogrammen (Feillet und Bourdet, 1967). Dieselbe
Ahnlichkeit ladt sich beim Vergleich verschiedener Hartwei-
zen  beobachten. | Andererseils zeigen die Eleklrophero-
gramme von Weidh- und Hartweizen Unlerschiede in der
Zusammenselzung der beiden Arten T. aestivum und T. du-
rum (Abb. 2)./ Aul dieser Unlerschiedsqgrundlage haben
einige Autloren die Elekirophorese von lédslichen Proleinen
vorgescilagen, um Weidhweizen in Harlweizenmischungen
zu hestimmen, die zur Griell- bzw. Teigwarenherstellung be-
slimml sind. Die genetische Spezilitdt der Proteine vom Typ
Albumin und Glohulin heim Weizen zeigl sich also allein
aul der Ehene der Arten (T, eestivam und T, durum).

Das Stiidium bestimmier Enzymproteine hal verschiedene
Spezifilalsebenen beziiglich der Sorlen gezeigt. Die elekiro-
phoretische Fralktionierung der Esterasen aus verschiedenen
Sorten [iihrt #u identischen Diagrammen. Die sauren Per-
oxyuaten lazsen 7 verschicdene Typen erkennzn (Kob -
rehel und Coll, 1974), die alpha-Amylasen 5 Typen
[Jouericy, 174), Alhh, 3).

Die Verwendung bestirnmier funktioneller Proleine als
genelische Markierungspunkle bietel also wie beim Phenol-
saurelest eine sehr ungeniigend spezilische Moglichkeit zur
individuetlen Lrkennung ciner Weizersorle,

dm gegenwdrtigen Zeilpunkt unserer Erkenninisse bielen
die Gliadine des Kornes allein eine ausreichend spezilische
Lieatil Kk anons o lidike:t,

Unsere ersten Versudie zur elektrophoretischen Fraklio-
merung der Gliadine gehen aul Arbeiten um 1960 zurick.
Wir henunlzlen damals die Papicrelektrophorese, mit der es
nur unzweichend gelang, aulgrund von 3 bis 4 Proleinen-
banden eine Unterscheidung zu trelfen. Das Papier wurde

T. asslivum Typ | (1), Typ 11 (2), Typ 111 {3).
Mischung ave T. durum und T. aeslivum Typ IV (4).
T. aestivum Typ V (5).

Abb. 3: Polymorphismus der [\-Amylaseisoenzyme beij
Weich- und Hartweizen (Polyacrylamidgel ptl 3, 2)
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jedoch schnell durch Stéirkegel ersetzt, das 1955 wvon
Smithies zur Trennung von Serumproteinen vorge-
schlagen wurde. Die Anwendung der Methode vom Smithies
aufl Weizengliadine erschien von nun an inleressant, wie
auch die ersten Arbeilen von englischen und amerikani-
schen Autoren gezeigl haben (Coulson und Sim, 1961),
(EltonundEwart,1962)und (WoychickundColl,
1951).

Unsere ersle Arbeit {Bourdel und Coll, 1963) iber
.Das elektrophoretische Verhalten der Prolamine des Wei-
zens bei der Starkegelelekirophorese® wurde 1963 vorge-
legt, ungefdhr zur selben Zeil, als die Australier (Lee und
Wrigley, 1963) ihrerseils die Ergebnisse ihrer ersten
Versuche mit Elektrophorese auf Polyacrylamidgelen ver-
déflentlichien. ' :

Cs mufte endqiiltiq bewicsen werden, dal die Elektrophe-
rogramme der Proteine der Gliadine bei jeder Sorle kon-
stant ble'ben und weder durch agro-klimatische Umstande
{(Anbauort und Anbaujahr) noch durch die Anbaumethoden
(Stickstolfdiingung, Dichte der Saal, Fungizidbehandlung
usw.] beeinflufit werden. Ebenso bleiben die Gliadindia-
gramme voOllig identisch, unabhangig vom histologischen
Ursprung der Proleine aus den verschiedenen Kornberei-
chien (Keim, Schale, Endosperm) (Bourdel und Au-,
Lran, 1974).

Die Ergebnisse der verschiedenen amerikanischen, engli-
schen, russischen und hollindischen Arbeitsteams der letz-
ten 10 Jahre mit im ﬁllrigun unlerschiedlichen Lésungsmit-
leln waren Kauplsachlich fiir die Grundlagenforschung und
nicht hir die anwendungsorientierte Forschung niilzlich.
Man stellte fest, daB die Gliadindiagramme qualitative Un-
terschiede von einer Sorte zur anderen ausweisen, aber man
stiel anl die Schwierigkeil, eine praxisorienlerle Anwen-
dung zu finden.

Seit 1971 bemiihte sich Autran um ein solches Verfahren.
Als erstes untersuchle er die verschiedenen Versuchspara-
meter, um eine genaue Arbeilsvorschrifl zu erarbeilen, die
ecine exakte Reproduzierbarkeit der Methode gewihrlei-
slete. Danach legte er eine gualitative Sammlung der Glia-
dinbanden an, die sich aus sehr unterschiedlichen Sorlen
zusammenselzie (mehr als 400 verschiedene Einzelmuster),
So sind es 43 Komponenten, die durch ihre unterschiedliche
Beweglichkeit signifikant sind. Die qualitativen Ergebnisse
wurden danach quantlitativ densiomelrisch untersucht, um
die relative Konzentration jeder dieser Einzelbanden fest-
zulegen. Man fand fiir jede Sorle einen bestimmlien Dia-
grammilyp, der naher durch die Mobilitét und die relativen
Konzentrationen der Komponenten bestimml ist. Weilerhin
mulfite das Diagramm vereinfacht werden durch Aufstellung
einer quanlitativen Tabelle, wie sie durch Dedio und
Coll (1969) fQir die pflanzlichen Polyphenole angeregt
wurde.

Endlich, nachdem man nun die signifikanten Unlerschiede
heobadhtet halle, wurde ein Bestimmungsschliissel ent-
wickell. Dieser beruhl aufl einem Arilenatlas, der eine zwei-
felsfireie Wiederlindung der Sorte durch einfaches visu-
elles Studium der einzelnen erhaltenen Diagramme erlaubl.
Diese chemolaxonomische Tabelle ist [ur die Gesamtheit
der franzisischen Harl- und Weichweizensorten (B9 Sorten)
{Aulran, Bourdel, 1975a) erstelll worden, ebenso
wie [ur die Hauplsorten der Gemeinschalt (ca. 80)
(Autran, 1975).

Ca. 95% 0 der bisher untersuchien Sorten zeigen signifi-
kant unterschiedliche Elekiropherogramme und konnen
mitlels eines Vergleichsgliadins identifiziert werden. Nur
einige scltene Sorlen, die genelisch sehr verwandl sind,
kdnnen nicht wiedererkannt werden.

Schlieflich 1a01 sich die Methode mittelbar bei allen ange-
bauten Weizensorten anwenden, wenn es sich um Weich-
weizen [ir die Badkerei und um Hartweizen [ir die Teig-
warenherstellung handelt (Abb. 4 u. 5).

S0 wie diese Methode z. Z. beschrieben wird, erlaubt die
Elektrophorese der Gliadine, wenn es sich um eine einheit-
liche Partie handell, entweder die Deklaration zu besti-
ligen oder eine unbekannle Sorle zu erkennen. Man kann
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Abb, 4: Densitomelrie des Gliadinelektropherogrammes und
Schemulisierung des Diagrammlypes — Sorle Capilole

von einem aliquoten Teil geschrotener Korner oder von
dem entsprechenden Mehl ausgehen, Liegt eine Mischung
unbekannter Sorten vor, wie es oft bei gelagertien Partien
nach der Ernte der Fall ist, so ist es moglich, ein reprisen-
tatives kleines Muster Korn fir Korn zu untersuchen und
so die Zusammenselzung und das Mengenverhiltnis der
verschiedenen Sorten zu ermitteln.

Die Genauigkeit dieser Verfahren isl um so besser, je
gréber die Anzahl der untersuchten Einzelkdrner ist. Um
das mit 95 %siger Sicherheit zu erreichen und dabei wenig-
stens ein Korn der am geringsten vertrelenen Sorle in der
Mischung (5 bis 6 %e-Grenze) zu erfassen, mul man 50 ein-
zelne Korner unlersuchen.

Im Augenblick bendtigt man zur Untersuchung 24 bis

36 Stunden. Man kann in dieser Zeit bis zu 48 Proben unter-

suchen, wenn es sich um reine Sorten handell. Liegen

\| Mischungen vor, kann man in der gleichen Zeit eine Probe

Yvon 48 Kérnern und 6 Proben von je 8 Kornern unilersuchen,
je nach gewiinschter Genauigkeil.

Die Ausriistung kostet ca. 10 000,— NF und die Personal-
kosten richten sich nach Anzahl und Hiuligkeit der Unter-
suchungen.

Zur Zeit sind nur die Arbeiten der australischen Arbeils-
gruppen CSIRO in North Ryde aul dem gleichen praktischen
Level wie unsere eigenen und beginnen, Allgemeingul zu
werden (Wrigley und Baxter, 1974).

Im Augenblick arbeiten wir daran, die Dauer der Unler-
suchungen auf /s der gegenwirtigen Zeit zu reduzieren,
Gleichzeitig werden Mdiglichkeiten erprobl, das Verlahren
zu aulomatisieren.

Man muBl aber unterstreichen, daB sogar diese Melhode
und die technischen Méglichkeiten es noch nichl erlauben,
die Sorten sofort im Augenblick der Anlielerung zu unter-
suchen. Diese Methode kann also im Hinblick auf eine Kon-
trolle ,nachher” gesehen werden. In dem Mabe, in dem man
weilerhin zu einer direkten Sortenkentrolle wihrend des
Anbaus kommen wird, kann man vermulen, daB die Elek-
trophorese der Gliadine geniigend verbreitet sein wird, da-
mit beim Ankauf eine Untersuchung nach Brot- und Fuller-
weizen erlolgen kann,

Die heutige Tagung beweist gentigend, dal das Problem
der Sortenerkennung jetzt die nationalen Verbinde iiber
schreitel und im Ganzen die Miller und die Europiische
Gemeinschaft betrifft.

Vor beinahe 20 Jahren hat die Medizin mit der Elektro-
phorese der Proteine Fortschritte gemacht, um die Verdnde-
rungen verschiedener biologischer Milieus, die durch ver-
schiedene Krankheiten hervorgerufen wurden, besser zu
erkennen und zu bekamplen.

Die Schwierigkeiten beim Weizenprolein, das als Reser-
veprotein die hochste Sortenspezifitit besitzt, aber unléslich
ist, erklirt zweilellos die Verzigerung, die der Getreideche-
miker gegeniiber den Klinikern beklagen mul,

Das analytische Werkzeug, iber das wir von nun an ver-
fligen, kann nun auch zur Bekdmpfung einer Gefahr be-
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Welchweizen (Frankreich) Joss (1), Magali (2), M. Huntsman (3),
Rex (4), Talent (5). Top (B).
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"Held'lweiun (Europa) (D) Domus (1), (S) Holme (2), (D) Lapis (3),
(F} Joss (4). (GB) M. Seltler (5), (S) Seba (6), (D) Uranus (7).
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Welchwelzon Capltolo (1), "
Hariwelzen Bidi 17 (2), Monferrier (3), Lakota (4), Durtal (8),
Agathe (B).

Abb. 5: Elektropherogramm von Gliadinen verschiedener
Weich- und Harlweizensorten (Stirkekegel pH 3, 2)

nuizt werden, niimlich der, daB aul dem Markl nichiback-
ldhige Sorten als backlihige gehandelt werden.

Es ist anerkannt, daB die Fortschritlte der modernen Wis-
senschaft zum groBen Teil vom praklischen Fortschrill in
der Entwicklung neuer Techniken und von der Perfektionie-
rung der Ausriistungen abhingen. Man kann also hoffen,
daB nach dem Vorbild der Medizin die verschiedenen Be-
reiche, die sich mit dem Qualititsproblem des Weizens und
besonders der Milllerei beschiftigen, die Moglichkeiten, die
nun durch die Elektrophorese eréfinet wurden, nutzbringend
anwenden kdnnen.
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