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‘Identifizierung von Weizensorten

Bericht ilber eine internationale Gemeinschaftsuntersuchung
Von H. J. van Lonkhuysen*) und J. C. Autran**)

1. Eintithrung

Beim Anbau neuer Weizensorten streb! man in Wesleuropa besonders nach
Eriragserhchung je ha und nach Verbesserung der Emiesicherhe:t (Winterhirte,
Krankheitsresistenz und dgl.); auBerdem werden in 2unehmengem Mafe cig
Winsche der Industrie beriicksichtigt.

Von den Anbaubetrieben warden zwecks Unlersuchung regetmatig neue Sonien bei
der zustandigen Behorde angemeldel Nur wenn festgeslefit wird. dah erc Sorte
deutlich bessere landwirischaltliche und verarbeitungstechmische Eigenschatien als
vorhandene Sorten autweist, erfolgl eine Aulnahme in die nationale Sorterhste und
darl der Vertrieb des betreffenden Saatgutes an die Landwirtschalt eric'gen.

Trotz dieser Vorsorge konnen in der Praxis unerwartete Probleme auftreten. Se
hatlen nach 1973 nahezu alle EG-Lander mit dem Problem der sogerannten
Klebeweizen" zu kampfen: Besimmie Sorten ergeben beim Kneten ces Mehis
kiebnge Teige, was bei der maschinellen Verarbeitung Probleme verursacrt

Zufilgerweise findet man diese Eigenschall gerade bei den Sorten. cie hohe
Entrage liefern, so dafl viel davon angebaul wird. Das Problem der Kiebeweizen trat
2uerst in der Bundesrepublik Deutscnland auf. Diese ungewinschie Eigerschaft
besafien u. a. die Sorten Kranich. Benno und Felgkrone. In Frankeeich zergten die
Sorten Maris Hunisman und Clement denselben Nachieil. in den Niederanden
waren es die Sorten Clement ung Anouska Enthalt eine Partie Weizen eme dieser
Sonen, wird sie in der Regel von den Muhlen abgeiehni

Aus diesem Grund ist es fir die Mihlen wichtig, die in einer Parie Weizen
vorkommenden Soren schnell und mit Sicherhed identfizieren zu kénnen. Dies
ware moghch an Hand auBerer (morphologischer) Kennzeichen des Weizenkorns.
Diese Methode isl nichl sehr zuverlassig, da die Morphologie des Weizens von
viglen Faktoren abhangig ist. wie Anbauort, angewendete Dungung und Gewachs-
schutzmittel.

Wihrend einer vom ,.Groupement ¢ 35 Association Meunieres des Pays de 13 CEE"
im Oxklober 1975 veranslaltelen Sachverstandigenversammiung wurgde das Prodlem
der vom Standpunkt der Mahlindustrie her unerwunschlen Weizensornten tespro-
chen. Man erachlete es als unerlafiich, dafl ene allgemeine lur alte EG-Lander
akzeptable Methode zur Identifizierung der in einer Partie Weizen vorkommanden
Sorten eingelihn werden misse.

Im Februar 1976 wurde diesbezuglich ein erstes Symposium in Pans gehaien. cas
von Muilerei-Sachverslandigen aus Frankreich, der Bundestepublik Deutscniand,
aus Grofbritannien, Irland und den Niederlanden und Spezialisten von Ge'reige-
Forschungsanslalten einiger EG-Staaten besucht wurde. Als Entwur-SiarZard-
Methode wahlte man die von Aufran und Bourdel’) enlwickelle Methooe zur
Identitizierung von Weizensorten durch Stérkegel-Elektrophorese. Diese Me:~ode
wurde wegen der langjahrigen in Frankreich gesammeiten Erlahrungen gewahit
sowie wegen der Tatsache, daB das identifizierungsschema auch weneren We:zen-
sorten aus anderen Landemn wie Frankreich®) angepalt werden kann. Dhe Sacver-
stindigen vereinbarten. dafl diese Methode an Hand einer inlernationa! durchge-
tithrien Gemeinschaltsuntersuchung auf Anwendbarkeil geprift werden musse.
Die Ergebnisse dieser Unlersuchung. an der sich zehn Laboratonen betedigien,
wurden wahsend des zweifen Symposiums. das im Seplember 1977 n Detmold
stattfand, besprochen. Von acht Laboratotien waren die Ergebrisse nahezd
identisch; die abweichenden Ergebnisse der beiden anderen Laboratonen wurden
auf ungenigende Erfahrungen zuruckgelihrt. Der von den Teilnehmern gegebene
Kommentar wutde dazu verwendet. die Methode zu verbessern Man beschio’. eine
zweite Untersuchung durchzufutren. um weileren Laboraionen Geiegentzt zu
geben. Erlahrungen 2u sammeln. Ebenfalls wurde abgesprochen. dad ce Ver-
suchsmuster auch dazu venvendet werden, die in den verschiedener Laboratorien
gebrauchlichen Methoden mit der Entwurfs-Standard-Methode 2u vergleichen

Die zweite Gemeinschaftsuniersuchung fand im Sommer 1978 statt: 14 Laoorato-
rien von Mihten und von Getrerde-Forschungsanstallen aus fun! EG-Staaten
nahmen an der Untersuchung tei

Bundesrepublik Deulschland:

1. Bundesforschungsanstali 10r Getreide- und Kartoffelverarbenung. Detme!d
2. Technische Universital, Munchen

GroBbrilannien:

1. The Lord Rank Research Centre. High Wycombe
2. Fiour Milling and Baking Research Assotiation, Chorleywood

Niederiande:

1. Meneba Mee! B. V., Rollerdam
2. Koopmans Koninklijke Meel!abrneken B. V., Leeuwatden

*) thsutuut voor Graan. Mee! en Broog TNO. Wageningen Nederlange
“*) L de T logie des Cereales. Monipelher Cedex Frankrach

3. Wessanen Meel B. V., Wormerveer
4. Instituut voor Graan, Mee! en Brood TNO, Wageningen

Frankreich

1. Grands Mouling de Pantin, Paris

2. Instiut Techmaue des Ceéréales et des Fourrages. Paris

3. Ecole Natonale Supeneure de Meunerie el des Industries Céraliéres, Paris
4, Laboralowres ARIA, Pans

5. Laboratoires INRA, Montpeliier

.

Belgien:
1. Laboralorre Central. Minisiére des Affaires Economiques, Brissel

2Zwei Wenzensorten dienten als Versuchsmuster und zwar Heima (Frankreich} und
Diplomat {Bundesrepubhk Deutschland). Die Sorte Capitole wurde als Bezugsmu-
ster gewahit

Die Ergebmsse wurder: wahrend des driflen Symposiums bespochen, das im
Dezember 1978 in Wagemngen Niederiande gehallen wurde. Diesem Symposium
wohnten 21 Teinehmer ber und 2war 12 Tednehmer aus der Mullerer und 9
Teinenhmer von Getreide-Forschungsansiaiien. Alle teilnehmenden Laboratonen
hatten Phoios der erhaltenen Elektropherogramme hickt. Die \
Elekiropherogramme waren von guler Qualitat. mil scharl abgezeichnelen Banden
und einer guten Auflosung.

Von den 14 Laboratornen kamen 13 bezuglich ger Elekirophorese-Muster zu
Obereinstmmencem Ergebris. Die einzige Ausnahme war aut Mange! an Erfahrung
2urickzuluhten. Das Vermessen des Elekirophorese-Musters, d. h. Ermuttiung der
relativen Mot:iaten ung Intensitaten der Banden. wurde eingehend besprochen.
Man beschiofl, die geprulte Melhode als Standard-Methode zur Identfizierung von
Weizensorten 2u akzeoleren. Dig Sorten Diplomat ung Capitole wurden als
Bezugssorten gewahlt in der Absicht, dafl wenigstens eme der beiden Sorlen bei
simtiichen Identtizierungsprufungen berucksichiigt wird.

2. Prinzip der Elektropht;rese

Aus dem 2u untersuchenden Getreigekorn wird eine bestimmile EiweiSgruppe -
Gliading -~ extratiert. Ewerle sind aus Amunosauren aufgebaul, die jeweils eme
eigene Strukiur pesitzen” Dve Reinentaige. in der sie im Eweill vorhanden sind und
ihre Anzahl besummen cie Form und elekinsche Ladung des Eiweifes. Da
Ammgsauren sowohl basische als auch sauere Gruppen enthalten konnen. ist dig
Neltoladung emes Eweimolekuls vom pH-Wert der Losung abhangig. Deshalo
wird die Elektropriorese in einer Pufferlosung durchgefuhnt, in diesem Fall mit einem
pH-Wert von 3.2. Diese Putferlosung befindet sich in den Poren eings Starkegels.
das als Tragermalena! cdvent.

Unter Einflufd eings elekirischen Feldes tangen die in der Putleriosung betindiichen
Eiwemo'ekule an 2u wandern. Die Transporigeschwindigkeit ist von der elektn-
schen Lacung Cer Molekule sowie von deren Struktur und Abmessungen abhangig.
Indem man nun cie Elekirophorese statifinden laft, erhlt man eine Trennung nach
Ladung und Grofle. i

Da die Muster in Streden in das Ge! eingelihrt worden sind. besteht das
Eleiiropherogramm eires jeden Musters aus einer Reihe parallel laufender Bangen.
Drese Banden werden sichtbar gemachl. indem man das Ge! in einer Nigrosinlosung
antarbt. Dieser Farbsiof bitdet 2usammen mit den Eweifien ainen blau gefdrbten
Komplex Es hat sich gezeigt, daBl die Stelle und die Anzahl der Banden in einem
Elektropherogramm von Ghadinen kennzeichnend ist lir die Weszensorte.

3. Beschreibung der Standard-Methode

Es wird ein Starkegel zubereitet, indem man Starke in eine Pufferlosung {Alurmimum-
laktat. Milchsaure. Ureum, pH 3.2) suspendient. AnschiieBend wird die Suspension
einige Minuten bis au! 85° C erwarml. Das gebildete Starkege! wird auf eine llache
Glasplalle ausgegossen. die in einer Elektrophorese-Kuvelte liegl.

Nach Abkuhtung des Gels erlolgt das Ein{Ghren der Musler. Diese Muster sind durch
Quetschung der einzelnen Getreidekorner mit einem Hammer vorbereitel. Jedes
einzelne Korn wird m e kieines Probang!as gebrachl. in dem sich die Extratuertius-
sigket (2-Chlorathanol. 25°% in Wasser) befindet. Nach einer Weite wird en
Filterpaperstrenten (9 x 5 mm) mit einem Eiweifiextrakl bafeuchiet und anschhiefiend

"in eine Spalle im Starkege! emngelGhr. Nachdem alle Muster aul diese Weise

eingeluhrt worden sind. wird uber das Gel ewn eleklrisches Feld mit emner Spannung
von elwa 9 Volt cm angelegt.
Nach 4'2 Stunden wird die Elekirophorese gesloppt. Danach werden die Eiweifiban-

den sichtbar gemachl. indem man die Glaspialle sami dem Ge! Gber Nacht in einer
Nigrosinlosung iregen laBit.
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4. Vergleich der Slandard-Mel'hode mit anderen Techniken

Funt Laborator.en hatten die Mus:er aufierdem mit Hille emner anderen Methode det
Eiektrophorese untersuchl. Drer gavon halien die Schnelimethode vom inshtuut
voor Graan, Meel en Brood TNO' in Wageningen Niederlande’) angewendet. Bei
dieser Methode wird eine wassergekuhlle Elekirophorese-Kuvette benutzt. Hier-
durch ist es moghch, eine hohere Spannung anzulegen, namhch 13 Volt cm Nach
2': Stunden wird die Elekirophorese beendet; das Farben dauert dann noch 15
Minuten. Die Ergebnisse slimmen sehr gul mit denen der Standa-d-Melhode
uberein.

Das Laboratorium der INRA in Montpellier benutzte eine kirzhch entwickelle
Polyakrylamidgel-Technik‘). In emet gekuhlten Spezial-Kuvelle finden sowoh! die
Polymensation als auch die Elektrophorese stait. Polymetisation mit Wassersloft-
peroxig-Ferrosulphat-Ascorbinsaure hat den Vortell. dafl sie sehr schnell verlauft.
Die Musler werden in Spaiten im Gel eingetihrt. Die Elekirophorese dauert sechs
Stunden ber etwa 13 Vollcm. die Platten werden wahrend emner Nacht in

Coomassie-Brilantblau gefarbt Polyakrylamidgele lassen sith etwas einfacher
reproduzierbar herslellen als Starkegele. Das Auflosungsvermogen st augen-
schainich auch besser, besongders im Gebiet der u., |- und -~Ghadine.

5. Literalur
1 Auran. J C.eot A Bourdet Ldenihicaton des de ble. elab! dun ladleau
genera! de délermnation londé sur le diag 1 pl que ges ghad dv gram -

Ann Amelior, Plantes 25 {(1975) 3, p. 277-301

2 Aviran. J C.: ldentficaton des printipales vanelgs communaulares de ble lengre par
electroonorese des ghadines du gram — Bul! Anc Eleves ENSMIC (1975) 270, p 316~324

3 Van Lonkhuysen. H. J. und J P, M . Sch zur gk etung von
Weizensorten durch die Statkege!-Elektrop - Getrerde. Mehl una Brot 32 (1976,
S 146-149

4 Bushuk, W..and A R. Ziltmann: Wheal cuttivar identitication by ghadin electropherograms -
Can J Plant Sce 58 (1976). p 505-515

Technik

Verfahren - Kontrollen - Produktion

Franzosische Windmiihlen

Die Koker- oder ,,cavier-Miihlen des Anjou

Die ehemalige Provinz Anjou ist seit der Revolution mehr oder weniger in das
Départernent Maine et Loire einbezogen. Sie liegt an der Loire zwischen Nantes
(Hauptsladt von Nieder-Britannier; und Tours (Hauptstadt von Touraine).

Higr standen friher viele Windmghien, uber 1000 sind nachgew:esen und noch
heute tindet man die Reste von ungefahr 500, Diese Vielzah! |aBi sich leicht erklaren.
Es gib! sehr wenige nulzbare Fiusse. und die Langwirtschalt bestent aus vielen
klginen Bauernhofen, obwohl cie E+de fruchibar ist. Die Dorfér haben kein Zentrum
wie anderswo. die Hofe hegen uberall versireut. und die Windmihlen dienten meist
2wei oder drei Familien.

e - e
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Abs 1. Cawver -Munle n Saint-Saturnn-sur-Loto. Set aem 14, Septemper 1980 konnen sich
ae Fluge wioder drehen. Folo  AM A Angers

Hrer entwickelte sich eine Art Windmihle, die fir Frankreich - und sogar fiir ganz
Europa - ein Unikum darstelll. Sie ist rein technisch mit den Kokermuhlen von
Hovand. Deutschland und Schweden verwand!. In dieser Gruppe gitt es zwe:
unterscheidbare Teile: ein kastenarliges drehbares Hauschen, in dem sich nur die
We'le, das Kammrad und das Stockgetriebe befinden. Die senkrechte Achse ist sehr
larg und treibt direkt ohne weilere Gelriebe die Mohisteine, die sich in dem unteren.
gemauerten Teil der Mihle befinden.

Im groBen und ganzen sind alle Kokermiihlen so. warum sing die des Anjou nun
eigenartig? Zuerst dienen alle als Mehl-Mihien, sie wurden Uberhaupt nichl fur
Eriwasserungszwecke gebaul. Zweitens bestehen sie aus drei und nicht nur zwei 2u
unterscheidenden Teilen: a) dem Kasten (,.Hucherolle). b) dem konischen Socke!
aus Stein (,,massereau’” odet ,cone”), in dem sich der eigentliche Koker befindet
und der keinem anderen Zweck dienl als dem Durchgang der senkrechien Achse
und deren Unlerstdtzung durch eine Arl Stiander. wie in einer Bockmiihle und c) der
Jmasse” oder ..cave” (..cave" bedeutet Keller).

Dieser Teil ist der bedeutendste. In den meisten Fallen beslehl er aus einem
kunstichen HOgel, der rund oder viereckig sein kann. Obwoht im Innern aus Sten
gebaut, sieht man von aufen nur einen mit Erde bedeckten Higel und Stitzmauern
aus Stein. Der Mahlraum befindet sich immer im Mittelpunkt dieses dritten Teils. Der
kemsche Koker sleht nicht aut dem Erghigel sondern wirg bis zum Boden verlangert
urgd bildet die runden Umiassungsmauern des zentral iegenden Mahlraumes. Von
diesem runden Zentralraum aus erstrecken sich ein oder mehrere Gewsibe wie in
einer Mine oder in der Untergrundbahn. Diese dienten Nebenzwecken der Mihle.
wie 2. B. dem Aufbewahren von Mehlsacken oder Weinfassern (die meisten Miller
waren auch Weinbauern), hier stangd ein Backofen oder wohnten der Milter und der
Geselle. Im Untertes! der MGhle 2u Turquant (Moulin de la Herpiniere) gibt es nicht
weniger als 17 verschiedene Arbeitsllachen, leils unterirdisch.

De drei Teile einer .cavier" waren alle direkl zuganglich: Im Unterteil hatie
mindestens enes der Gewdlbe eine Tur in der Unlerstitzungsmauer, Eine Wende!-
treppe {in wenigen Fallen im Innern vom Mahiraum zum Unleneil des Kokers) f0hne
aut den flachen Erdhugsl. Hier beland sich die steile Auflentreppe. dig zwei Zwecken
dente: dem Drehen des Kastens und als dessen Zugang. Sie ist ungelahr 7,50 m
lang und hat etwa 25 Siufen.

Eme gewbhnliche ,.cavier-Muhle besitzl ein Paar Steine, die einen Durchmesser
von fast 2 m haben. Die auf Seite 679 der MUHLE + MISCHFUTTERTECHNIK vom
19. Okiobsr 1972 abgebildele Muhte (Moutin du Fresne zu Savennigéres) kann als
typisch betrachiet werden. Obwoh! mein lieber Mihlentreund Dr. Gleisberg sie als
kien betrachtel. hal sie dennoch eing gewisse Hohe: Vom Boden bis zum Gipte!
des Kastens sind es 12 m. Der Koker oder ..massereauv™ ist 4,40 m hoch mit emnem
Durchmesser oben von 1,80 m und 2,80 m unlen, wo die Mauer 70 cm dick ist. Der
Kasten isl fast kubisch: 2.85 m x 2,60 m x 2,50 m, das Dach ist 1,80 m hoch.
We steht es mit der Muhlenerhallung in dieser Gegend? Seit einigen Jahren gib! es
dort enen Verein. der sich mit der Restaurierung der Windmuhlen beschafugt. Amis
des Moulins d'Anjou (ALM.A). 17 rue de 1a Madeleine, F~-49000 Angers. Von den
dorigen Behorden hat er fur finf Jahse gewisse Summen erhallen, um damit einen
..Rettungsplan™ ausauarbeiten.

Abb. 1 zeigt die von AMA. im Jahr 1980 wiederhergestelite Muhle von Saint-
Saturnin-sur-Lowre In diesem Dorl gibt es drer weitere Muhlen desselben Typs, Die
Fluge! drehen sich erstmals wieder seit ungefahr vier2i§ Jahren. Andere Windmun-
len wurden beretts 1980 oder werden 1981 restaunert Concourson sur Layon
(cawvier), Brissac (cavier). Savennigres (cavier), Turquant {cawier), SI. Remy-la-




Tittle : Identification of wheat varieties: ECC collaborative tests.

Drafted by : H.J. van Lonkhuysen and J.C. Autran.

. Introduction

Recent developments in cereal cultivation have made it necessary for the
nilling industry to be able to determine a cereal variety before processing.
New varieties are registered in the Catalogue of Varieties of Cereal Species
on the basis of agriculturally attractive properties, such as resistance to
disease and high yield. During processing, however, certain problems arise.
For example, since 1973 nearly all EC countries have encountered the problem
of wheat varieties which give doughs, which become sticky during mixing and
subsequent handling and which are consequently difficult to process in the
bakery. These varieties have undergone rapid expansion owing to their high
“yield Tevel. '

The problem was first encountered in W. Germany, where the Kranich, Benno and
Feldkrone varieties, to mention just a few, were found to have these
undesirable properties. In France the same problem was found with Maris
Huntsman and Clement, in the UK with Maris Huntsman and in the Netherlands
with Clement and Anouska. Wheat lots containing these varieties are usually
refused by the flour milling industry.

For these reasons it is important to be able to quickly determine which
variety is present in a batch of wheat. In many cases a batch is made up of
a mixture of different varieties, and then it must be possible to determine
the coﬁbosition.

Diagrams have been drawn up to determine the variety of the different cereal
species on the basis of morphological characteristics of grain. For wheat
varieties such diagrams are less reliable, because in the case of wheat the
morphology of the grain depends, among other things, on the place of growth,f
the fertilizers used and treatment with crop protectants.

During the meeting of the experts of the "Groupement des Associations
Meuniéres des Pays de la CEE" in October 1975, the problem of the unwanted
wheat varieties was discussed.

It is considered aé an urgent necessity that a common method to identify
wheat varieties should be agreed upon which could also be accepted at EC
level. A symposium on the subjéct was held in Paris on February 24 and 25,

1976. It was attended by 26 persons, who either répresented the milling




industries of France, W-Germany, the United Kingdom, Ireland and the
Netherlands, or were specialists from the cereal laboratories of a number

of EC countries.

Autran and Bourdet's identification method (1), which made gse of electro-
phoresis, was adopted as a draft standard method. The reasons for this choice
were the long experience with the method in France, and the applicability of
the relative mbbi]ity system to wheat varieties from other European countries
Dr. Autran proved this by supplying a key to the identification of some 80
varieties (2).

It was agreed that the method should be subjected to an international inter-
laboratory test.

The results of this test, which was carried out by 10 institutes with two
wheat varieties, were discussed during a second symposium held in Detmold on
‘September 27 and 28, 1977. Eight of the participants obtained nearly identica
results, and the deviating results of the other two could probably be
attributed to insufficient experience. The comments made on the interlaborato
test were used to improve the method, and a second test was decided upon,
giving more laboratories an opportunity to gain experience. The participants
also agreed to use the test samples for comparisons of the draft method with
methods of their own, if available.

. The second interlaboratory test
The second test took place in summer of 1978. Fourteen laboratories of the

'mi]ling industry and cereal institutes in 5 ECC-countries took part in the
test. These were:

France _
1. Grands Moulins de Pantin, Paris
2. Institut Technique des Téréales et des Fourrages, Paris

3. Ecole Nationale Supérieure de Meunerie et des Industries Céréaligres.
Paris

4. Laboratoires ARIA, Paris
.5. Laboratoires INRA, Montpellier

Belgium

1. Laboratoire Central, Ministére des Affaires Economiques, Brussels.



Germany

1. Bundesforschungsanstalt fiir Getreide- und Kartoffelverarbeitung,
“‘Detmold

2. Technische Universitdt, Minchen

Great Britain

1. The Lord Rank Research Centre, High Wycombe
2. Flour Milling and Baking Research Association, Chorleywood

The Netherlands
1. Meneba Meel B.V., Rotterdam
2. Koopmans Koninklijke Meelfabrieken B.V., Leeuwarden
.3. Wessanen Meel B.V., Wormerveer
4. Instituut voor Graan, Meel en Brood TNO, Wageningen.

Two varieties were chosen to be tested: HEIMA (France) and DIPLOMAT (Germany}.
The CAPITOLE variety was chosen as a reference. All participants submitted
photographs of their results. In most cases the patterns were of good quality,
showing sharp bands and good resolution (fig. 1).

The results of the inetrlaboratory test were discussed at the third symposium
on electrophoresis, which was held in Wageningen, december 1978. There were
21 participants, viz. 12 from the milling industry and 9 from cereal research
institutes in France, the United Kingdom, W. Germany, Belgium and the Nether-
lands. They arrived at the following conclusions :

Ignoring traces, 13 out of 14 laboratories arrived at the same patterns. The
exception was obviously due to lack of practical experience. The evaluation
of the electrophoretic pattern, i.e. attaching values to the relative
mobilities and intensities, remains a point of discussion.

Within this group the method used was agreed to be the standard method for
starch-gel electrophoresis of the proteins of wheat grain. It was decided

to adopt Diplomat and Capitole as reference varieties to be included in all
identification tests. Photographs of e1éctrophoresis patterns of these
varieties were promised to be made available by Dr. Autran.

. Principle

A specific group of proteins is dissolved from the cereal grain to be tested.
These proteins, the gliadines, are all more or less of the same size and as
far as their composition is concerned they greatly resemble one another.



Proteins are built up of amino acids, each with their own structure and
electrical charge. The constituent amino determine the structure and electrica
charge of a protein molecule. Because the amino acids contain both acidic and
basic groups, the net charge of a protein molecule can be influenced by the
pH of the solution. That is why proteins are always subjected to electro-
phoresis in a solution with a fixed pH, a so-called buffer solution. In our
case we use a buffer consisting of a solution in water of aluminium lactate,
lastic acid and urea; the pH of this mixture is 3.25. The buffer is contained
in the pores of the support material, in this case a starch gel. It is as if
the buffer has been absorbed in a sponge.

Under the influence of an electrical field the dissolved protein molecules
start to migrate; this phenomenon is called electrophofesis. The speed at
which the protein molecules migrate depends on the magnitude of their electri-
cal charge, their structure and dimensions. By allowing electrophoresis to
continue for several hours, a separation is obtained between the different
protein molecules according to their dimensions and electrical charge.

Procedure of the standard method

The starch gel is prepared by heating starch suspended in the buffer
solution to appr. 85°C. The starch gelatinizes giving a gel. This gel is
poured into a flat glass plate lying in an electrophoresis tray.

Once the gel has cooled down and hardened, the samples are introduced. These
samples are prepared by crushing a single cereal grain at a time with a small
hammer. Each crushed grain is placed in a test tube containing extraction
fluid (a solution of 25 % 2-chlorethanol in water). A little later a small
rectangle of filter paper (9 x 5 mm) is moistened with the protein extract.
The piece of filter paper is then inserted into a slit in the gel. After all
the samples heve been inserted in this way, the voltage is connected up.
After 4, 5 hours electrophoresis is complete. The glass plate with the gel on
it is stained in a solution of nigrosine for some time. This dye forms a
grey blue complex with proteins. Because the samples have been inserted

stripwise, the e]ectrophoreéis pattern of each sample consists of a series
of parallel bands.

. Results obtained with other methods

Five laboratories reported additional results, which had been obtained by
different methods.



- Three of these had used the rapid method of the Institute of Cereals,
Flour and Bread TNO, Wageningen (3). This method involves the use of

several small trays into which the starch gel is poured, the bottom of which
are cooled by water. Extraction takes 15 min., electrophoresis 2.5 hours

at 13 volts/cm and colouring 15 min. The results obtained agreed very well
with those from standard method.

- The laboratory of IMRA, Montpellier, tried a polyacrylamide gel method (4).
It involves the use of special cooling trays allowing gel polymerization

and electrophoresis. Polymerization with hydrogen peroxide-ferrous sulphate-
ascorbic acid is essentially instantaneous. Samples solutions are applicated
into slots moulded during gel polymerization. Electrophoresis, without
prerun, is continued for 6 hours at 74 mA (about 13-14 volts/cm) and patterns
are stained overnight by Coomassie Blue.

It is easier to prepare reproductible highly uniform polyacrylamide gels
than starch gels and owing to a usually higher resolving power, good
resélution can be attained especially in the a-, B- and y- gliadins.
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