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in spectra of cereal proteins
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Abstract

Gliadins and glutenins of 162 wheat flour samples from
VCU trials of the harvest 2008 and 144 from 2009
were investigated by HPLC. 54 protein fractions were
analysed quantitatively and related to loaf volume,
dough stability, extensogram data, Zeleny sedimentation
value, swelling and falling number. Using 161 barley
samples the method was extended to the calculation of
technological parameters of malt. In barley albumins,
globulins, hordeins and hordenins - at all 98 peaks -
were brought into correlation with extract yield, extract
difference, diastatic power, soluble nitrogen and Kolbach
number. The method of multivariate data analysis and
principal-component-regression was applied for the
creation of mathematical models for the prediction of
the above mentioned technological parameters from
protein spectra. The method was shown to be suitable
for the prediction of selected technological parameters.
Positive and negative influences of protein fractions on
technological parameters were estimated by B coeffici-
ents. For the sedimentation value, dough energy, and loaf
volume good correlations in the range of R*=0.7 to 0.8
were obtained between calculated and analysed results.
The identification of T-cell stimulating epitops from
a20-gliadine in HPLC-fractions of proteins by ELISA
could be performed successfully in this project.
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Einleitung

Ziel der Untersuchungen war die Entwicklung von auf den
Ergebnissen von HPLC-Trennungen von Speicherproteinen
beruhenden Methoden zur Analyse der technologischen und
erndhrungsphysiologischen Eigenschaften von Getreide.

Der technologische Teil der Studie sollte vor allem dem
Ziel einer Hilfestellung fiir den Ziichtungsfortgang durch
molekulare Marker dienen, wie dies bereits in zahlreichen
Studien angedacht wurde (PENA et al. 2002). Bisher durch-
gefiihrte Studien liber die Zusammenhénge zwischen Prote-
inspektren und Qualitdtsparametern beruhten vor allem auf

elektrophoretischen Untersuchungen (BALDSHIEV et al.
1997, SAPIERSTEIN et al. 1998, MIR et al. 1999, AMMAR
et al. 2000). Die elektrophoretischen Muster werden dabei
nur qualitativ ausgewertet. Quantitative Untersuchungen
iiber die vorhandene Menge einer Proteinfraktion bzw. {iber
das Verhiltnis verschiedener Proteinkomponenten zueinan-
der wurden bisher in weit geringerem Maf3e publiziert und
beruhen meist auf der Anwendung chromatographischer
Methoden (BURNOUF und BIETZ 1984). Der Beitrag
einer quantitativen Auswertung zur Vorhersage von Qua-
litdtseigenschaften und zur Aufkldrung von Einflissen
bestimmter Proteine auf das technologische Verhalten von
Getreide ist dem gemaf weit weniger erforscht. Neben der
Zuverlassigkeit der Methode zur Vorhersage unterschied-
licher technologischer Qualitatskriterien waren vor allem
Zusammenhdnge zwischen dem Auftreten verschiedener
Peaks in den Chromatogrammen und der verstirkten oder
verminderten Auspriagung technologischer Merkmale zu
finden und zu priifen. Besonderes Interesse verdienen in die-
sem Zusammenhang immer wieder berichtete Widerspriiche
zwischen den Ergebnissen indirekter Qualitdtsmerkmale und
den Resultaten von Backversuchen (ROGERS et al. 2001).

Waihrend die technologischen Untersuchungen, abgesehen
von den angewandten statistischen Verfahren, auf wohl be-
kannten und im eigenen Labor erprobten und akkreditierten
Methoden beruhten, wurde im Bereich der Untersuchung
auf Glutenunvertriglichkeit wissenschaftliches und experi-
mentelles Neuland betreten. Zunéchst zeigte sich, dass Test-
Kits zur Identifizierung pathogener Epitope nicht verfligbar
waren (SPAENIJ-DEKKING 2004, MITEA et al. 2008).

Die bis vor kurzem ausschlieBlich erhéltlichen ELISA-
Test-Kits beruhen auf monoklonalen Antikdrpern gegen die
Epitope QQPFP, QQQFP, LQPFP und QLPFP (SKERITT
und HILL 1990). Wie Vergleiche mit einer Auswahl an
hinsichtlich ihrer Pathogenitdt untersuchten Peptiden aus
Gliadinfraktionen (WIESER und KOHLER 2008) zeigten,
sind die angefiihrten Epitope sowohl in pathogenen als auch
in nicht pathogenen Peptiden in gleichem Malle vorhanden.
Durch Anwendung eines gegen ein T-Zellen stimulierendes
Peptid aus a20-Gliadin spezifischen ELISA konnte eines
der potentiell pathogenen Epitope mit der Aminoséurese-
quenz FRPQQPYP im Getreideproteom nachgewiesen und
einzelnen Proteinfraktionen zugeordnet werden.
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Material und Methoden

Zur Untersuchung gelangten samtliche im Rahmen der
amtlichen Sortenwertpriifung zu Mahl- und Backversuchen
herangezogene Weizenproben der Ernten 2008 und 2009.
Insgesamt wurden aus der Ernte 2008 162 und aus der Ernte
2009 144 Weizenproben untersucht. Die Untersuchungen
beziiglich der Brau- und Mélzungseignung der Gersten
beruhten auf einer Auswertung von 161 Kleinmilzungsver-
suchen der Ernte 20009.

Die Proteinanalysen wurden nach WIESER et al. (1998)
durchgefiihrt und umfassten die Auftrennung der Pro-
teine mittels modifizierter Osborne-Fraktionierung in
Albumine+Globuline, Gliadine und Glutenine und anschlie-
Bende Untersuchung dieser Fraktionen durch RP-HPLC.
Insgesamt wurden 54 Peaks der Proteintrennungen von Wei-
zenproben und 98 Peaks aus den Gerstenchromatogrammen
in die Untersuchungen mit einbezogen.

Die technologischen Eigenschaften wurden nach den
entsprechenden ICC-Standards (International Association
for Cereal Science and Technology, Wien) ermittelt. Die
Mabhl-und Backversuche wurden nach den Vorschriften des
Institutes fiir Sortenwesen der AGES durchgefiihrt.

Rechenmodelle wurden auf der Basis der multivariaten
Datenanalyse und der Principal Component Regression mit
dem Programm Unscrambler, Vers. 9.6 (Camo Software AS,
Oslo) erstellt. Technologisch wichtige Fraktionen wurden
an Hand der B-Koeffizienten selektiert. Der Einfluss einer
Proteinfraktion, d.h. eines Peaks wurde dann als signifikant
eingestuft, wenn der zugehdrige B-Koeffizient in allen drei
aus Teilmengen erstellten Rechenmodellen das gleiche
Vorzeichen hatte. Bei Weizen war tiberdies erforderlich,
dass in beiden Versuchsjahren das gleiche Vorzeichen zu
beobachten war.

Die vorhandenen Chromatogrammdaten und Referenzwerte
wurden nicht nur zur Erstellung von Kalibrationen verwen-
det. Das verwendete Programm siecht auch Algorithmen
zur Validierung vor. In diesem Falle wurden nicht alle
vorhandenen Daten, sondern nur 4/5 zur Berechnung der
Kalibration herangezogen. Ein weiteres Fiinftel wurde mit
der so erstellten Kalibration berechnet und die Korrelation
zwischen errechneten und analysierten Daten berechnet.
Dieser Prozess wird fiinfmal wiederholt, wobei jedes Mal
ein anderes Fiinftel aus dem Kalibrationsdatensatz ausge-
schieden wird.

Pathogene Epitope wurden im Eluat der HPLC-Trennungen
mit Hilfe des pathogenspezifischen ELISA nachgewiesen.

Ergebnisse

Die Rechenmodelle zeigten, dass von den teigrheologischen
Parametern die Teigenergie am besten vorhersagbar war.
Bereits durch die erste Hauptkomponente konnten etwa
60% der Variabilitit erklart werden. Zwischen Kalibrierung
und Validierung ergaben sich dabei nur geringe Differenzen
und zwischen berechneten und analysierten Werten wurde
bei Anwendung des zur Validierung vorgesehenen Rechen-
schemas eine Korrelation von R*=0,73 erreicht. Auch fiir
die Dehnlénge konnten zuverldssige Rechenmodelle erstellt
werden. Die erste Hauptkomponente konnte etwa 50% der

Variabilitat der Dehnlénge erkldren. Die Korrelation zwi-
schen berechneten und analysierten Werten betrug R*=0,69.

Deutlich schwécher war hingegen das Modell fiir den Dehn-
widerstand. Hier konnte die erste Hauptkomponente im
Validierungsmodus nur knapp mehr als 10% der Variabilitit
erkldren. Mit etwa 8 Hauptkomponenten konnten schliefSlich
etwa 50% erklart werden. Die zugehorige Korrelation zwi-
schen berechneten und gefundenen Werten lag bei R=0,55.
Die Differenz zwischen der durch Kalibration und der durch
Validierung erklérbaren Variabilitat war erheblich hoher als
bei den Modellen fiir Teigenergie und Dehnlénge.

Beim Gebédckvolumen konnten mit der ersten Hauptkom-
ponente bei geringem Unterschied zwischen Kalibrierung
und Validierung etwa 35% der Variabilitét erkldrt werden.
Zur Erreichung von ca. 45% erklérter Variabilitdt waren
jedoch 10 Hauptkomponenten erforderlich, wobei auch die
Differenz zwischen Kalibrierung und Validierung erheblich
zunahm.

Die Ergebnisse, insbesondere die erhdhten Differenzen der
erklérten Variabilitit zwischen Kalibrierung und Validierung
zeigen, dass Parameter wie Dehnwiderstand und Gebéck-
volumen offenbar auch durch Ursachen beeinflusst werden,
die nicht unmittelbar mit dem Proteinspektrum in Zusam-
menhang stehen. Trotzdem konnte das Gebéckvolumen von
Proben, die bei der AGES verbacken wurden, die aber nicht
Teil der Kalibrierung waren, relativ zuverldssig vorherge-
sagt werden (R*=0,8363). Die verwendete Kalibrierung
wurde in diesem Falle aus Proben des gleichen Jahrganges
erstellt, dem auch die untersuchten Proben entstammten.
Proben der Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft
wurden ebenfalls chromatographisch untersucht. Die daraus
berechneten Gebédckvolumina korrelierten jedoch mit den
freundlicher Weise zur Verfiigung gestellten Backergebnis-
sen in wesentlich geringerem Mafle (R*=0,5903). Dieser
Unterschied kann sowohl darauf zuriickgefiihrt werden,
dass die untersuchten Sorten nicht Teil des der Kalibrierung
zugrunde liegenden Sortenspektrums war als auch, dass die
Methodik der Backversuche verschieden ist. Ergebnisse
der beiden bei der AGES untersuchten Jahrgéinge ergaben
bei Berechnung durch das jeweilige Modell des anderen
Jahrganges ebenfalls schwichere Korrelationen. Daraus ist
der Schluss zu ziehen, dass ein erheblicher Jahrgangs- und
Umwelteinfluss auf das Zustandekommen der technologi-
schen Eigenschaften besteht.

An Hand der B-Koeffizienten konnten die Einfliisse einzel-
ner Peaks auf verschiedene Parameter geschitzt werden.
Positiven Einfluss auf das Gebackvolumen hat demnach
ein Peak im Bereich der a-Gliadine mit einer Laufzeit von
19,06 Minuten. Vor allem aber waren zwei der Hauptpeaks
aus der Fraktion der HMW-Glutenine positiv mit dem
Gebéckvolumen korreliert. Ebenso zeigten zwei grofle
Peaks der LMW-Glutenine eine positive Beziehung zum
Gebéackvolumen. Ein Teil dieser Peaks war auch positiv mit
der Teigenergie korreliert. Es zeigte sich jedoch, dass diese
durch weitere Peaks der LMW-Glutenine, ®5-, a.-, y- und
ob-Gliadine positiv sowie von einem o.-Gliadin Peak nega-
tiv beeinflusst wurde. Im Bereich der y-Gliadine wurden vor
allem Peaks mit negativem Einfluss auf den Dehnwiderstand
gefunden. Der a-Gliadinpeak und ein LM W-Gluteninpeak
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mit positivem Einfluss auf das Gebackvolumen hatten auch
positiven Einfluss auf den Dehnwiderstand, wéhrend zwei
LMW-Gluteninpeaks mit negativem Einfluss identifiziert
werden konnten. Peaks mit Einfluss auf den Dehnwider-
stand hatten in den meisten Féllen einen entgegengesetzt
gerichteten Einfluss auf die Dehnlédnge.

Das T-Zellen stimulierende Epitop konnte in dem fiir Ge-
biackvolumen und Dehnwiderstand relevanten a-Gliadin-
Peak sowie in einem ®1,2-Gliadin und einem ebenfalls
technologisch wichtigen HMW-Glutenin-Peak nachge-
wiesen werden.

Die Untersuchungen der Proteinspektren von Braugersten
zeigten, dass vor allem in der Albumin/Globulin-Fraktion
Peaks mit positivem Einfluss auf die enzymatische Kraft
des Malzes zu finden sind. Hordeine und Hordenine ha-
ben geringen bzw. eher negativen Einfluss auf Parameter
wie Extraktausbeute und Diastatische Kraft. So konnten
eher schwichere Modelle fiir die Extraktausbeute aus der
Albumin- und Globulinfraktion (erklérte Variabilitdt Kali-
brierung: 65%, R’=0,53; Validierung 55%; Kalibrierung:
R*=0,48; 5 PC)und ein ausschlielich auf der Albumin- und
Globulinfraktion beruhendes Modell fiir die Diastatische
Kraft (erkldrte Variabilitat Kalibrierung: 62%, R*=0,61;
Validierung: 45%, R*=0,53; 8 PC) berechnet werden. In den
Hordeinen wurden zwei Peaks gefunden, die das moglicher-
weise pathogene a-Gliadin-Epitop enthielten.
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