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Bestimmung von Weichweizen in Teigwaren: vierjdhrige Ergebnisse
einer EU-Studie

J.C. Autran, Montpellier (Frankreich)

1. Einleitung

Teigwaren sind ein wichtiges Lebensmittel in Europa, besonders in Italien (25,8
kg/Kopf/Jahr), Frankreich (6.6 kg), GroBbritannien (4.8 kg). Deutschland (4,5 kg) und Spanien
(4,3 kg). Die besten Teigwaren hinsichtlich Nahrwert, Kochpotential und gesamtsensorischer
Qualitdt werden aus Durumweizengrief3 hergestellt. Wegen der Qualitdtsunterschiede und
auch der Binnenmarkt-Vorschriften der Europdischen Union seit Januar 1973, nach denen ein
freier Austausch von Teigwaren aus Durumweizen oder Mischungen mit anderen Weizen
zwischen den verschiedenen Lédndern erlaubt ist, muB3 der Verbraucher durch eine leicht
verstdndliche Kennzeichnung erkennen kénnen, aus welchen Rohstoffen die Teigwaren
hergestellt wurden.

In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl von Methoden zur Erkennung und quantitativen
Bestimmung von Weichweizen in Durumteigwaren eingesetzt. Diese Methoden basierten auf
der quantitativen Sterolbestimmung (b-Sitosterolpalmitat) (6,11,16), der elektrophoretischen
(7,22,23) oder immunochemischen (5,20,21) Bestimmung der Albumine oder CM-Proteine:
Diese Proteine sind in cloroform-methanol-Mischungen (8) léslich oder enzym-spezifisch
(Peroxidasen) (14) fir das Genom D des Weichweizens. Die Methoden auf der Basis der
Sterolbestimmungen durch Prézipitation oder gas-chromatographisch (12) und in jingeren
Jahren auch die Diinnschichtchromatographie und Densitometrie (28) oder die RP-HPLC (24)
Methode wurden wegen des Mangels an Spezifizitdt oft nicht mehr angewandt, vor allem
dann, wenn die verwendeten Durumweizensorten mit Weichweizen innerhalb der
Zichtungsprogramme gekreuzt worden waren. Durch die EinfGhrung von hohen und sehr
hohen Trocknungstemperaturen bei der Teigwarenherstellung und auch die Entwicklung von
anderen hitzebehandelten Teigwaren (z.B. vorgekochte Teigwaren, Couscous) verloren alle
Methoden auf der Basis der Albumine (offizielle italienische Methode 1980) oder Enzyme
(sehr hitzeempfindliche Substanzen) (offizielle franzésische Methode) an Bedeutung und
wurden kaum noch angewandt.

Somit war es, wie es bereits in einem friheren Bericht mitgeteilt wurde (3), dringend
notwendig, eine oder mehrere neue Methoden zu entwickeln, um den Anteil Weichweizen in
Durumteigwaren zu erfassen, auch unter Berlcksichtigung der neuen Trocknungstechnik mit
sehr hohen Temperaturen. Die Europdische Kommission hat daher innerhalb ihres BCR-
Programms (DG Xll) ein vierjdhriges Forschungsprogramm (1990-1993) finanziert, um die
vorhandenen Analysenverfahren zu untersuchen und Vergleichsmessungen durchzufihren. In
dieser Arbeit wird der Wissensstand dieser Studie dargestellt, an der sich Laboratorien aus
mehreren westeuropdischen Landern beteiligten.
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Diese neuen Methoden bericksichtigen Substanzen, die spezifisch fir das Genom D des

Weichweizens sind. Im Gegensatz zu den friheren angewandten Methoden miissen sie

hitzeresistente  Bestandteile  berlicksichtigen, um den Anteil Weichweizen in

hochtemperaturgetrockneten Teigwaren erfassen zu kénnen. Wenn man die Preisunterschiede

zwischen Weichweizen und Durumweizen beriicksichtigt, so benétigt man dringend

Methoden, die geringe Zusétze von Weichweizen (0-5%) in Durumteigwaren erfassen kdnnen.

Diese Methoden missen unabhingig von dem genetischen Ursprung des verwendeten

Weichweizens und Durumweizens und auch der angewandten Trocknungstechnik sein.

2. Zielsetzung der BCR-Studie

Am Anfang dieser vierjahrigen Forschungsarbeit wurden folgende Forderungen gestellt:

- Entwicklung einer oder mehrerer Methoden zur Bestimmung und Quantifizierung von
Weichweizen in hochtemperaturgetrockneten Teigwaren

- Erkennung von Weichweizenbestandteilen bei Zuséatzen von 0-5% in Durumteigwaren

- Unabhéngigkeit der Methode von bestimmten Trocknungsparametern.

- Unabhéngigkeit der Methode von genetischen Variationen der Weichweizentypen.

3. Uberblick iiber die gepriiften Methoden

Folgende Methoden wurden von verschiedenen europdischen Spezialinstituten untersucht:

<l e Elektrophorese und Quantifizierung von 1 D-w-Gliadinfraktionen

(Dr. Autran, Laboratoire de Technologie des Céréales INRA, Montpellier, Frankreich),

3.2. Umkehrphasen Hochdruckfliissigchromatographie der y-Glyadinfraktionen (RP-
HPLC)

(Prof. Griffin, Life Science, Nottingham Polytechnic, Nottingham, GroRbritannien),
3.3. Immunbestimmung der fiir Weichweizen spezifischen Albumine (Mb 0.28)

(Mr. Violle, Laboratoire de Technoldgie des Céréales INRA, Montpellier, Frankreich und Prof.
Paraf, Laboratoire d'Immunologie INRA, Tours, Frankreich),

3.4. Bestimmung der spezifischen Albumine (A", "B" und "C") des Weichweizens
(Prof. Resmini, Universitdt Mailand, Italien),
3.5. Durumweizenimmuntest auf Friabilin

(Mr. Bony, Rhéne-Poulenc Diagnostic, Glasgow, GroBbritannien und Lyons, Frankreich und
Prof. Stimson, University of Strathclyde, GroRbritannien).
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4. Grundlagen der Methoden
4.1. Elektrophorese und Quantifizierung von 1 D-w-Gliadinfraktionen

Diese Methode beruht auf der w-Gliadinfraktion, die zu den am meisten hitzeresistenten
Proteinen des Weizenkornes zahlt (diese Fraktion ist schwefelfrei und daher nicht in der Lage,
S-S-Bindungen durch  Hitzeeinwirkung einzugehen). Nach der elektrophoretischen
Fraktionierung mit einem konventionellen Polyacrylamidgel werden die sich langsam
bewegenden Triplet-Banden, die von den Genen auf dem 1D-Genom kodiert sind, fir die
Bestimmung des Weichweizenanteiles verwendet. Die 1D-w-Gliadin-Banden werden entweder
mit Hilfe eines Densitometers quantitativ bestimmt oder nur visuell durch einen Vergleich mit
mehreren Standardmischungen bewertet. Um magliche Differenzen zu vermeiden, die durch
den unterschiedlichen Denaturierungsgrad in Abhéngigkeit von den Trocknungstemperaturen
entstehen kénnen, und um diese Untersuchungen nur auf die einzige w-Gliadinfraktion zu
begrenzen, werden alle Proben fir 15 Minuten gekocht, bevor man die Gliadine extrahiert.

4.2. Umkehrphasen-Hochdruckfliissigchromatographie der y-Gliadinfraktionen

Bei dieser Methode beruht die Bestimmung des Weichweizenanteils auf einer anderen
Gliadinfraktion, die durch Umkehrphasen-Hochdruckflissigchromatographie identifiziert wird.
Diese spezielle Chromatographie der Hexaploiden- und Durumweizengliadine zeigt, dal3 Peaks
mit Retensionszeiten zwischen 47 und 49 Minuten eine Fraktion reprasentieren, die auch zu
der Gruppe der y-Gliadine gehdrt; es sind auch D-Genom-spezifische Proteine. Die gesamte
Peakflache, die von dem Elutionsprofil bei 206 nm berechnet wird, bildet die Basis fir die
Bestimmung des Weichweizenanteils in Teigwaren. Aullerdem wurden Antiseren hergestellt,
indem man y-Gliadin verwendete, das bei Retensionszeiten von 47 bis 49 Minuten mittels der
Umkehrphasen-Hochdruckflissigchromatographie isoliert wurde; so kann die Bestimmung des
Weichweizens auch alternativ auf immunchemischer Weise durchgefihrt werden (17,18).

4.3. Immunbestimmung der fiir Weichweizen spezifischen Albumine (Mb 0.28)

Zwei Albumine, die fur Weichweizen spezifisch sind, und zu der Gruppe der a-Amylase-
Inhibitoren gehéren, wurden gereinigt. Monoclonale Antikdrper wurden hergestellt und als Mb
0.28 bezeichnet. Unter diesen Antikdrpern wurden einige gefunden, die mit der nativen Form
des Proteins reagieren, wahrend einige andere nur mit der denaturierten Eiwei3form reagieren.
Mit groBem Aufwand wurde ein Antikbrper isoliert, der eine Antigenbindungsstelle aufweist
und der sowohl mit der nativen als auch der denaturierten EiweilRform reagiert. Dieser
Antikarper hat das Potential, um die spezifischen Albumine in nativer und denaturierter Form
zu erkennen und kann somit auch Weichweizen in Teigwaren, unabhdngig von der
Hitzebehandlung, schnell und einfach erfassen, und zwar in Form eines Sandwich-ELISA-
Testes. Das Albumin Mb 0.28 hat eine sehr konstante Konzentration in verschiedenen
Weichweizensorten.

4.4. Bestimmung der spezifischen Albumine

Drei elektrophoretische Albuminfraktionen ("A", "B", "C") wurden durch isoelektrische
Fokussierung als spezifische Weichweizen identifiziert. Man fand auBerdem eine
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durumspezifische Fraktion ("D1") (23). Obwohl diese Albuminfraktionen wéahrend der
Teigwarentrocknung mit erhéhten Temperaturen denaturiert werden, sind sie immer noch
zum Teil extrahierbar, wenn man ein effizientes Losungsmittel auswdhlt. Da die
Denaturierungsrate fiar "A"-, "B"-, "C"- und "D1"-Proteine unter den Trocknungsbedingungen
etwa gleich ist, kann man das Verhdltnis (A+B+C)/D1 fdr die Bestimmung des
Weichweizenanteils in Teigwaren benutzen. Das gilt auch fir Teigwaren, die bei sehr hoher
Temperatur getrocknet wurden. Das Prinzip dieser Methode wurde auch von Stroh (30),
Gavin (9) und Seibel (25,26,27) verwendet.

4.5. Durumweizenimmuntest auf Friabilin

Monoclonale Antikérper wurden gegen gereinigtes Friabilin eingesetzt. Ein 14.7-K-Basis-
Protein wird auf den 5D Chromosom des hexaploiden Weizens kodiert, welches
verantwortlich gemacht wird fir die Harte bzw. weiche Struktur des Weizenmehles. Ein
spezifisch monoclonaler Antikérper, kodiert als F7F, scheint spezifisch auf die C-endstandige
S-S-Briicke des Friabilins zu reagieren. Durumweizen enthalten kein Friabilin. Zwei Methoden
wurden entwickelt: ein semiquantitativer Tauchstabtest und ein ELISA-Test (15).

5. Untersuchungsergebnisse der gepriiften Methode

5.1.  EinfluR der Trocknungstemperatur auf die quantitative
Weichweizenbestimmung mit den verschiedenen Methoden

Jede geeignete Methode mul unabhdngig von der angewandten Trocknungstemperatur
einsetzbar sein, da die Trocknungstemperaturen bei der Untersuchung von unbekannten
Mustern nicht bekannt sind und auch die Trocknungsbedingungen wéahrend des
Herstellungsprozesses variieren konnen. Wenn das nicht mdglich ist, miissen alternative
Methoden zur nachtriglichen Bestimmung der Trocknungsbedingungen fir das jeweilige zu
untersuchende Muster entwickelt werden. Die Methoden wurden an Teigwaren getestet, die
von der Firma Barilla hergestellt und bei Temperaturen von 60°C, 78°C/92°C und 100°C
getrocknet wurden.Mit der isoelektrischen Fokussierung nach Resmini konnte Weichweizen in
Teigwaren, die bei Temperaturen ab 100°C getrocknet wurden, nicht bestimmt werden.
Daher hat man sich nach dem Juni 1991 mit dieser Methode nicht weiter beschéftigt. Die
Immunbestimmung nach Paraf und Violle war in der Lage, den Weichweizenanteil mit Hilfe
des Albumins ™Mb 0.28 bei allen Trocknungstemperaturen zu erfassen. Standard-
Weichweizen-Kurven waren  jedoch zwischen Teigwaren mit verschiedenen
Trocknungstemperaturen nicht vergleichbar. Diese gleiche Kritik gilt auch fir die andere
Methode, z.B. die Elektrophorese und Quantifizierung der 1D-y-Gliadinfraktionen, die HPLC der
y-Gliadine und den Immuntest auf Friabilin. Im allgemeinen nahm die Empfindlichkeit jeder
Methode mit ansteigender Trocknungstemperatur ab. Die empfindlichste Methode bei diesen
Vergleichsuntersuchungen waren die Immunbestimmung auf das Mb 0.28 Albumin und der
Immuntest auf Friabilin; mit beiden Methoden konnte man Verfélschungen mit Weichweizen
bis 3 % in Teigwaren feststellen, die bei 100°C getrocknet waren.

Mit der elektrophoretischen Methode versuchte man den Einflu der Trocknungstemperatur
dadurch auszuschalten, indem man die Teigwaren fir 15 Minuten vor der Untersuchung
kochte. Diese Handhabung war jedoch nur teilweise erfolgreich, da die Hintergrundabsorption
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der bei 100°C getrockneten Teigwaren die Quantifizierung sehr schwierig gestaltete
(Erfassung von hoheren x-1D Gehalten bei der densitometrischen Messung).

In gleicher Weise lieferte bei der RP-HPLC Methode auf y-Gliadine die gesamte Peakflache des
Chromatogramms, die aus einer bestimmten Menge Teigwaren extrahiert worden war, eine
gewisse Identifizierung der thermischen Geschichte der Teigware, da die
Trocknungstemperaturen direkt mit der gesamten Peakfliche des Chromatogramms
korrelierten. Die RP-HPLC Erkennung der x-Gliadine war auch in hochtemperaturgetrockneten
Teigwaren maglich. Die Ergebnisse waren mit den y-Gliadinen vergleichbar. Ein groRer Vorteil
der RP-HPLC besteht darin, da? man sowohl die w- als auch die y-Gliadine zur Erkennung von
Weichweizen in Durumteigwaren verwenden kann.

5.2. Spezifitit und genetische Variationen

Im Juni 1991 wurde gefunden, daBd die Spezifitdt der monoclonalen Antikérper, die sich auf
das Albumin Mb 0.28 in Weichweizen bezieht, nicht nur in Weichweizensorten, sondern auch
in einigen Durumweizensorten vorkommen kann. So fand man bei den Barilla-Mustern, die aus
italienischen Durumweizensorten hergestellt worden waren, auch eine Reaktion mit
monoclonalen Antikérpern auf der Basis von Mb 0.28 Protein. Obgleich es maglich sein muB3,
andere monoclonale Antikorper gegen Mb 0.28 Protein zu finden, die nicht mit
Durumweizensorten reagieren, so wurde doch die Eignung von Mb 0.28 Protein als
spezifischer Nachweis flir Weichweizen in Durumweizenteigwaren in Frage gestellt.

Ein vergleichbares Problem kann auch bei dem Immuntest auf Friabilin eintreten. Der Gehalt
an Friabilin ist in den meisten Weichweizen nzhezu konstant. Es ist aber auch bekannt, dal3
einige Weichweizensorten deutlich niedrigere Gehalte dieser Protein-Fraktion enthalten. In
neueren Untersuchungen (ber Lipid-Proteine (Marion, INRA-Nantes, Frankreich) konnte
nachgewiesen werden, daB in einigen Sommerweizensorten von Weichweizen die drei
elektrophoretischen Komponenten des Friabilins fehlen. Auch der Gehalt an w-Gliadin und das
weichweizenspezifische y-Gliadin, das bei der RP-HPLC Methode bestimmt wird, variieren in
verschiedenen Weichweizensorten, so dal} eine quantitative Bestimmung mit diesen
Methoden nicht in jedem Fall mdéglich ist.

Die immunchemische Bestimmung auf der Basis von y-Gliadinen (M. Griffin) ist bis jetzt noch
nicht abschlieBend untersucht worden. Antikérper gegeniber y-Gliadinen, die aus
hochtemperaturgetrockneten  Teigwaren (100°C) extrahiert wurden, sind sehr
vielversprechend. Die polyclonalen Antiseren reagieren nach einer Reinigung gegen
Durumgliadine in allen Barilla-Proben, die mit Temperaturen tber 60°C, 78/92°C und 100°C
getrocknet wurden. Diese Methode hat jedoch in der vorliegenden Form die gleichen Probleme
wie die RP-HPCL Methode, da die Genauigkeit mit steigenden Trocknungstemperaturen
abnimmt und sie auch auf genetische Variationen im Weichweizen reagiert.

5.3. Interlaboratoriumsversuche
Mit drei Methoden (der Elektrophorese der x-Gliadine, der RP-HPLC Methode auf y-Gliadine

und dem Immuntest auf Friabilin) wurden zwei Interlaboratoriumsversuche durchgefiihrt. Beim
ersten Versuch wurden die Barilla-Muster ausgetauscht, die jeweils fir die Erarbeitung der
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Standardkurven fir jede Methode verwendet wurden. Die Ergebnisse dieses \_lersuc.hes
zeigten, dald in den Bereichen 3 % - 5 % - 12 % - 15 % und 25 % Zusatz von Welchwenze.n
samtliche Methoden reproduzierbar waren und zu richtigen Ergebnisses fihrten, wenn die
Teigwaren mit dem gleichen Weizen hergestellt wurden, wie bei der Aufstellung der
Standardkurven. Unter diesen Umstdanden konnte die Sortenvariation nicht mit erfalt werden.

In 1992 wurde ein zweiter Versuch durchgefihrt, um insbesondere den Weichweizenzusatz
im Bereich von 0-10 % zu erfassen. Hierbei wurden unbekannte Teigwaren mit geringen
Zusdtzen von Weichweizen untersucht, die bei Trocknungstemperaturen von 92+ 80°C und
100°C herstellt worden waren. Zundchst wurden 10 unbekannte Proben (bezeichnet mit 1-
10) von Dr. Landi im April 1992 zu samtlichen Teilnehmern geschickt und im September
1992 folgten nochmals drei Muster (bezeichnet mit R,X und Y).

Tabelle 1: Untersuchungsergebnisse der drei Methoden im 1992 Interlaboratoriumstest (%
Weichweizen)

1) Proben (April 1992} mit einer Trocknungstemperatur von 92 + 80°C 1) oder 100°C 12)

Methode: Wirklicher Prozent- A-PAGE RP-HPLC Rhone-Poulenc Elisa Kit
satz an Weich- w-Gliadin  y-Gliadine  Rhéne Poulenc LGC
weizen (a) (b) (c) (d} le)

Proben

mmer:

Nl1j (2) 3-4 1-2 6.2 2-3 2
2 (M 1-2 0-1 25 1-2 3
3 9-10 4-5 8.4 7-8 13
412) 0-1 2.3 4.0 0 0
5 (2) a-5 1-3 6.6 4 2
61} 6-7 3-4 6.1 7 10
712) 9-10 3-4 7.8 6-7 a4
8 (2) 1-2 23 < 3.0 1 1
g (1) 0-1 0-1 0 1
10 (1) 4-5 1-2 4.8 5.6 7

2) Proben (September 1992) mit einer Trocknungstemperatur von 110°C)

Methode: Wirklicher Prozent- A-PAGE RP-HPLC Rhane-Poulenc  Elisa Kit
satz an Weich- w-Gliadin v-Gliadine  Rhone Poulenc LGC
weizen (a) (b) (c) (d) (e]
Proben
Nummer:
R 0 2 0
X 1D 1-2 3 1-2
Y 4.5 2-3 4-6 3-4

{a) Ergebnisse von Dr. Landi (Barilla, Italien)

(b) Elektrophorese der w-Gliadine: Laboratoire de Technologie
des Céréales INRA, Montpellier, France (Dr. J.C. Autran)

(c) RP-HPLC der Gliadine: The Nottingham Trent University,
GrofBbritannien (Prof. M. Griffin)

(d) Rhoéne-Poulenc Diagnostics Elisa Kit: analyses carried out by
Rhoéne Poulenc, Glasgow, GroBRbritannien (Prof. W. Stimson
and Mr. M. Bony)

(el Rhone-Poulenc Diagnostics Elisa Kit: analyses carried out
independently by Laboratory of Government Chemists, Middlesex,
GrofRbritannien (Dr. I. Lumley)
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An diesen Mustern wurden die bereits erwdhnten drei Methoden getestet. Im Fall der
Immunbestimmung wurden die Untersuchungen durch Rhéne-Poulenc und, unabhdngig davon,
von Dr. I. Lumley (Laboratory of Government Chemists, Middlesex, UK) durchgefiihrt. Die
Ergebnisse (%-Anteil von Weichweizen) der vier Untersuchungen sind in Tabelle 1
zusammengestellt worden (Tab. 1). Die Ergebnisse des zweiten Versuchs zeigten beachtliche
Unterschiede zwischen den Methoden. Die ungenauesten Ergebnisse wurden bei den
Teigwaren erhalten, die bei 110°C getrocknet worden waren:

- Obgleich im allgemeinen die Resultate im Trend richtig lagen und somit das wirkliche Bild
wiederspiegelten, tendierten die elektrophoretischen Methaden zur Quantifizierung von w-
Gliadin zu niedrigeren Weichweizenzugaben als die tatsichlichen Zugaben; hierdurch
wurde die semi-quantitative Charakteristik dieser Methode bestatigt.

- Die RP-HPCL Methode ergab bei 8 Proben von 10 Proben das richtige Ergebnis; bei zwei
Proben waren die Ergebnisse falsch (Muster 1 und 4).

- Die immunochemische Methode auf der Basis von Friabilin lieferte die besten Ergebnisse
in den Rhéne-Poulenc Laboratorien. Sémtliche Ergebnisse wichen nicht mehr als 1% vom
Referenzwert ab. Nur bei Probe 7 wurde ein etwas geringerer Wert ermittelt. Wenn
jedoch diese Analysen vom Laboratory of Government Chemists, Middlesex,
GroRbritannien, durchgefiihrt wurden, ergaben sich mehr Differenzen, obgleich im
allgemeinen der richtige Trend bei den Ergebnissen feststellbar war.

5.4. Vergleich der Methoden im Laboratory of Government Chemists

Beim letzten Zusammentreffen der BCR Teigwaren-Arbeitsgruppe wurde vereinbart, da das
Laboratory of Government Chemists den Anteil von Weichweizen in 10 industriell
hergesteliten Teigwarenproben bestimmen soll und hierbei die drei von der Arbeitsgruppe
ausgesuchten analytischen Methoden anwenden sollte. Diese Versuche wurden im Dezember
1993 und Januar 1994 durchgefiihrt.

5.4.1. Muster-Information

Die zehn Versuchsmuster wurden nach dem Zufallsprinzip von 1 bis 10 gekennzeichnet. Es
waren Teigwaren, die von der Firma Barilla hergestellt wurden, verschiedene Anteile von
Weichweizen enthielten und mit Trocknungstemperaturen von 92/80°C bzw. 100°C
hergestellt worden waren.

5.4.2. Probenvorbereitung

Jede Probe wurde mit einem Starmix zerkleinert und in einem Plastikbehéltnis bei
Raumtemperatur aufbewahrt.

5.4.3. Analysenmethoden

Folgende Analysenmethoden wurden angewandt:

- Elektrophorese der x-Gliadine, basierend auf der Methode Autran,
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- RP-HPLC der y-Gliadine, basierend auf der Methode von Griffin und Barnwell,
- ELISA Durumweizenimmuntest des Proteins Friabilin, markiert durch Rhéne-Poulenc
Diagnostics.

Von jeder Probe wurde mit jeder Methode eine Dreifachbestimmung durchgefihrt. Die
Kalibrierung der Methoden erfolgte anhand von Standardmustern, die von Barilla fir die
Arbeitsgruppe hergestellt worden waren. Die Untersuchenden waren Gber die
Zusammensetzung der Proben nicht informiert.

5.4.4. Ergebnisse der Untersuchungen

Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengestellt worden.
5.4.5. Zusitzliche Informationen

5.4.5.1. Elektrophorese der x-Gliadine

Die drei mitgeteilten Ergebnisse wurden von getrennten Probenextrakten erhalten und an
verschiedenen Tagen elektrophoretisch getrennt. Die Trocknungstemperatur der unbekannten
Teigwarenproben wurde aufgrund des elektrophoretischen Profils densitometrisch geschitzt
und die entsprechenden Barilla-Standardproben fir die Versuchskalibrierung verwendet. Fiir
jeden Versuch wurden frische Standards hergestellt und die Probenextrakte mit demselben
Gel elektrophoretisch getrennt. Acht und zehn Wiederholungen von einem Extrakt der Probe 7
wurden auf zwei Gelen elektrophoretisch getrennt, um die Reproduzierbarkeit der Peakh&he
durch die Laser-Densitometrie festzustellen. Der Variationskoeffizient betrug + 7 %.

5.4.5.2. RP-HPLC der c-Gliadine

Die drei mitgeteilten Resultate wurden von verschiedenen Probenextrakten erhalten, und die
chromatographische Bestimmung erfolgte an verschiedenen Tagen. Die
Trocknungstemperatur der unbekannten Teigwarenproben wurde aus der gesamten
chromatographischen Peakfliche und den korrespondierenden Barilla-Standardmustern
geschétzt, die fUr diese Versuche zur Kalibrierung zur Verfligung standen.

Die Prazipitation der Proteine verursachte bei einigen Probenextrakten analytische Probleme.
Die Prézipitation der Proteine ist jedoch nur dann ein Problem, wenn die Extraktionsvorschrift
nicht unterbrochen wird oder die Proben fiir eine zu lange Zeit aufbewahrt werden (z.B. 10
Stunden und mehr). Es konnte aufgezeigt werden, daR diese Methode bei einigen Proben ein
"Null"-Resultat liefert, obwohl in den Proben Weichweizen enthalten war, z.B. bei den Proben
5,7 und 10. Dieser Umstand kann durch die Proteinprazipitation verursacht worden sein und
durch den Verlust der chromatographischen Erfassung des niedrigen Gliadin-Peaks. Somit sind
weitere Untersuchungen erforderlich.

5.4.5.3. Immuntest von Friabilin

Jedes mitgeteilte ELISA-Ergebnis ist der Mittelwert von 5 Messungen, die von 5 aliquoten
Teilen jedes Musters erhalten wurden, die auf der Mikrotiter-Platte untersucht wurden. Die
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Trocknungstemperatur der Teigware wurde aus den elektrophoretischen und HPLC Profilen
geschitzt und den korrespondierenden Barilla-Standardmustern, die fiir diese Versuche fiir die
Kalibrierung verwendet wurden.

Tabelle 2: Untersuchungsergebnisse von drei Methoden {Dezember 1993 - Januar 1994) im
Laboratory of Government Chemists (Dr. I. Lumley)

1) Elektrophorese der w-Gliadine

Barilla- Ergebnisse Mittelwert Variation Tatsachlicher Trocknungs-
Proben-Nr. % ) % % Anteil % temperatur °C
1 6.5.3 5 3-6 3-4 100

2 2,11 1 1-2 1-2 92 +80

3 10,12,9 10 9-12 9-10 92 +80

4 0,0,0 0 0 0-1 100

5 04,4 3 0-4 4-5 100

6 7.6,7 7 6-7 6-7 92+80

7 11,84 8 4-11 9-10 100

8 3,3,0 2 0-3 1-2 100

9 1,3,0 1 0-3 0-1 92+ 80

10 3.5.8 5 3-8 4-5 92+80

2) RP-HPLC der y-Gliadine

Barilla- Ergebnisse Mittelwert Variation Tatséachlicher Trocknungs-
Proben-Nr, % % % Anteil % temperatur °C
1 3.3.0 2 0-3 3-4 100

2 0,0,0 0 0 1-2 92 +80

3 11,12,12 12 11-12 9-10 92 +80

4 0,0,0 0 0 0-1 100

5 5.4,0 3 0-5 4-5 100

6 7.8.8 8 7-8 6-7 92+ 80

7 7.4,0 4 0-7 9-10 100

8 0,0,0 0 0 1-2 100

9 0,0,0 0 0 0-1 92 + 80

10 5.4,0 3 0-5 4-5 92 +80

3) Immuntest des Friabilin

Barilla- Ergebnisse Mittelwert Variation Tatsichlicher ~ Trocknungs-
Proben-Nr. % % % Anteil % . temperatur °C
1 5,3.4 4 3-5 3-4 100

2 3,2,0 2 0-3 1-2 92 + 80

3 16,13,16 15 13-16 9-10 92+80

4 1.0,1 1 0-1 0-1 100

5 7.3.,5 5 3-7 4-5 100

6 12,11,12 12 11-12 6-7 92+ 80

7 16,10,10 12 10-16 9-10 100

8 3.3.1 2 1-3 1-2 100

9 1,0,4 2 0-4 0-1 92 +80

10 9,10,9 9 9-10 4-5 92 +80
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6. SchluRfolgerungen

Dieser Endbericht ist das Ergebnis samtlicher Anstrengungen der Arbeitsgruppe, um neue
Methoden fiir die Bestimmung von Weichweizen in Teigwaren zu entwickeln, die bei hohen
Trocknungstemperaturen in der Teigwarenindustrie hergestellt werden,

Drei Methoden kdnnen als "brauchbar” eingestuft werden, wie der letzte Vergleich beweist.
Auf der Basis dieser Ergebnisse (Tab. 2 - Mittelwert von Dreifachuntersuchungen) lieferte die
Elektrophorese der x-Gliadine vielversprechende Ergebnisse mit keinem grdReren Fehler im
Vergleich zu den tatsédchlichen Werten. Die RP-HPLC der y-Gliadine lieferte Ergebnisse, die
den allgemeinen Trend in der Probenzusammensetzung wiederspiegelt, jedoch mit einigen zu
niedrigen Werten im Anteil des vorhandenen Weichweizens, insbesondere bei Teigwaren, die
bei 100°C getrocknet waren. Der Immuntest auf Friabilin war die sicherste Methode bei
niedrigen Weichweizenanteilen in Teigwaren; er lieferte jedoch signifikante Abweichungen bei
hohen Weichweizenkonzentrationen.

Wenn man jedoch Teigwarenproben mit unbekannten Trocknungsbedingungen und auch
unbekannter Rohstoffzusammensetzung

untersuchen mdchte, gibt es zur Zeit keine Methode, die fir die Europdische Union als eine
Referenzmethode vorgeschlagen werden kann. Jede Methode hat ihre eigenen Probleme im
Hinblick auf bestimmte Ungenauigkeiten, wenn man den Anteil von Weichweizen in
Durumteigwaren exakt erfassen maéchte (Tab. 2).

Diese Methoden kénnen akzeptiert werden, wenn man sie in Kombination einsetzt, da auf
diese Weise einige Probleme, die mit der thermischen Geschichte der Proben und/oder ihrer
genetischen Variation zusammenhdngen, eleminiert werden. Auf der anderen Seiten kénnte
man fir die Zukunft zwei Methoden, die auf zwei genetisch verschiedenen Proteinmarkern
basieren, gemeinsam einsetzen. Abweichend von anderen jingeren Studien (27), kénnen
diese Methoden nur fir Teigwarenproben empfohlen werden, die bei diesen Temperaturen
getrocknet wurden und keine anderen Zusdtze enthalten, wie Eiprotein, Sojaprotein,
Milchprotein oder Spinat. Da die immunochemische Methode von Albumin Mb 0.28 weniger
sensitiv bei anderen Proteinen ist, da sie auf einem Sandwich-ELISA basiert, leidet der
Immuntest auf Friabilin grolRe Probleme, wenn Ei-Albumin in der Teigware anwesend ist. Der
EinfluR von wasserldslichen Zutaten auf die RP-HPLC und die elektrophoretische Bestimmung
kann vernachldssigt werden, da diese Methoden auf alkohollgslichem Protein basieren. Aber
auch hier ist weitere Forschung notwendig.

Die schluRendliche Empfehlung kann nur sein, die Forschungsarbeiten fortzusetzen und zwar
auf der Basis von verbesserten biochemischen Methoden oder auf der Basis von neuen
Prinzipien, z.B. NIR und NIT {19,29). Um die Zielsetzung der maglichst exakten Bestimmung
von Weichweizen in Teigwaren zu erméglichen.

T

Tabelle 3: Bewertung der verschiedenen Methoden
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7. Zusammenfassung

Im Zusammenhang mit der fir den Binnenmarkt notwendigen Kennzeichnung von Teigwaren
ist eine mdglichst exakte Bestimmung zur Erfassung von Weichweizen in Teigwaren
notwendig. Innerhalb einer BCR-Studie wurden funf verschiedene Methoden hinsichtlich der
Genauigkeit Gberprift. Drei Methoden kdnnen als “"brauchbar” eingestuft werden:
Elektrophorese der w-Gliadine, RP-HPLC der y-Gliadine und Immuntest von Friabilin. Wenn
man jedoch Teigwarenproben mit unbekannten Trocknungsbedingungen und auch
unbekannter Rohstoffzusammensetzung untersuchen machte, gibt es zur Zeit keine Methode,
die fur die Europédische Union als eine Referenzmethode vorgeschlagen werden kann.
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