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Ausgangssituation: 

 

Hersteller von Marzipan sind aus Gründen der 

Qualitätssicherung und des Verbraucherschut-

zes an schnellen und in der Routine anwendba-

ren Methoden interessiert. Nach allgemeiner 

Verkehrsauffassung enthält Marzipan als Ölsaat 

ausschließlich Mandeln. Andere Saaten müss-

ten deklariert werden. Im Falle eines uner-

wünschten Eintrags von Aprikosenkernen in 

Marzipanrohmasse werden nach Konvention 

0,5 % toleriert. 

 

Ziel des Forschungsvorhabens war die Entwick-

lung von molekularbiologischen Methoden (i. B. 

Polymerasekettenreaktion, PCR) für eine routi-

nemäßige Reinheitskontrolle der Rohmassen 

und der Ausgangsmaterialien. Dabei lag der 

Schwerpunkt auf einer Differenzierung von 

Prunus-Arten und der Möglichkeit zur genauen 

Quantifizierung der möglichen Verunreinigungen 

in niedrigen Konzentrationen. Voraussetzung für 

das Erreichen der Forschungsziele war die Etab-

lierung einer Methode zur Extraktion von DNA 

aus Samen bzw. den Zwischen- und Endpro-

dukten. 

 

 

Forschungsergebnisse: 

 

Als Probenmaterial wurden im freien Handel er-

hältliche Rohstoffe und von den Mitgliedern des 

Projektbegleitenden Ausschusses zur Verfügung 

gestellte Samen, Rohmassen und Marzipan un-

tersucht. Mit Hilfe eines Unguator-Rührsystems 

wurden Marzipanrohmassen gezielt dotiert, um 

Matrixkalibrierungen für die PCR-Nachweise 

durchzuführen.  

 

Die Extraktion der DNA erfolgte nach verschie-

denen Protokollen. Nach einem Screening von 

Literaturmethoden wurden in dem Projekt vier 

Aufarbeitungswege neu entwickelt. Die aus 

diesen Wegen erhaltenen DNA-Isolate wurden 

mit photometrischen, fluorimetrischen und 

elektrophoretischen Methoden charakterisiert, 

die Amplifikation der DNA überprüft und die 

Methoden anhand der Ergebnisse verglichen. 

Durch die Untersuchungen konnte gezeigt wer-

den, dass die Herstellung der Rohmassen zu ei-

ner Fragmentierung des DNA-Moleküls führt 

und die PCR beeinflusst werden kann. Entspre-

chend wurden die PCR-Methoden angepasst. 

Weiter konnte gezeigt werden, dass ein Zu-

sammenhang zwischen Ausbeute, Reinheit und 

PCR-Fähigkeit besteht und dass für die spezifi-

schen PCRNachweise zuverlässige Ergebnisse 

zu erwarten sind. Die Entwicklung artspezifi-

scher Primer und Nachweise konnte für die 

Pflanzenarten Aprikose, Pfirsich, Bohne, Erbse, 

Soja, Lupine, Cashew, Pistazie und Kichererbse 

erfolgen. Die Spezifität der Nachweise konnte 

in Kreuztests mittels Endpunkts-PCR als auch 

mittels realtime-PCR belegt werden.  
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Optimierungen der PCR-Methoden wurden 

durchgeführt. Die Optimierung der Annealing-

temperatur erfolgte mit Hilfe einer Gradienten-

PCR. Als weiterer Schritt wurde die Magnesi-

umchloridkonzentration durch Verwendung ver-

schiedener Konzentrationen in den Ansätzen 

auf einen idealen Wert eingestellt. Abschließend 

wurden das Temperaturprogramm für die quali-

tativen Nachweise vereinheitlicht und Duplex-

PCR-Methoden entwickelt. Mittels real-time-

PCR-Untersuchungen wurden ergänzend die op-

timale Konzentration für die Polymerasen, die 

Primer und SYBR Green I ermittelt. Als Weiter-

entwicklung der real-time-PCR-Nachweise wur-

den Taqman-Sonden zum Nachweis von Soja 

und Erbse verwendet. Die linearen Arbeitsberei-

che liegen im gleichen Bereich wie für die SYBR 

Green I- Methoden, so dass auch die anderen 

Nachweise schnell durch Taqman-Sonden er-

weitert werden könnten. 

 

Zur Entwicklung von PCR-RFLP (restriction 

fragment length polymorphism)-CE (capillary 

electrophoresis)-Methoden wurden Primerpaare 

entwickelt, die für alle Arten den ITS1-Bereich 

der rDNA amplifizieren sollten. Des Weiteren 

wurden spezifische Restriktionsschnittstellen 

innerhalb dieses Bereiches gesucht. Für Bohne, 

Soja, Lupine und Erbse wurden in Kreuztests 

spezifische Fragmentmuster erhalten. Die An-

wendbarkeit der Methode auf Rohmassen wur-

de anhand des Nachweises von Bohne mit Hilfe 

dotierter Rohmassen und definierter DNA-

Isolatmischungen untersucht. Es sollte versucht 

werden, mit Hilfe der Experion-Kapillargelelek-

trophorese den Anteil quantitativ zu erfassen. 

Zu diesem Zweck wurden verschiedene Aus-

wertungsmethoden untersucht und ein Interner 

Standard entwickelt. Mit Hilfe des Internen 

Standards konnte die Verunreinigung relativ ge-

nau bestimmt werden, während eine Auswer-

tung über die von der Software angegebenen 

Flächen zu ungenaueren Ergebnissen führte. Die 

Ergebnisse zeigten, dass Verunreinigungen bis 

10 % in Rohmassen nachgewiesen werden 

können. Durch einen weiteren Restriktionsver-

dau vor der PCR konnten in Vorversuchen auch 

Konzentrationen von ca. 5 % nachgewiesen 

werden. 

 

In aufwendigen Validierungen wurden Verdün-

nungsreihen der nachzuweisenden DNA sowie 

dotierte Marzipanrohmassen und definierte 

DANN-Isolatmischungen mittels real-time-PCR 

vermessen. Für die Endpunktsmethoden wurden 

Nachweisgrenzen auf Agarosegelen abge-

schätzt. Für die real-time-Messungen wurden 

zusätzlich lineare Arbeitsbereiche ermittelt. In 

der Regel konnten die Verunreinigungen bis zu 

einer Konzentration von 0,1 % detektiert bzw. 

mittels real-time-PCR bestimmt werden. Damit 

sind die entwickelten Methoden für die Rein-

heitskontrolle geeignet. Am Modell der Apriko-

senkernbestimmung wurden verschiedene Mög-

lichkeiten zur Auswertung der real-time-

Messungen untersucht und Quantifizierungs-

strategien entwickelt. 

 

 

Wirtschaftliche Bedeutung: 

 

Ein Großteil der Firmen der Süßwarenindustrie 

sind kleine und mittelständische Unternehmen. 

Allein in der Fachsparte Rohmassen finden sich 

in Deutschland 26 Firmen.  

 

Eine Statistik über die Produktion von Süßwa-

ren im Jahr 2009 zeigt trotz eines wirtschaft-

lich schwierigen Jahres einen Anstieg der Pro-

duktion von Rohmassen im Jahr 2009 um 0,4 

%. Rohmassenherstellende und -verarbeitende 

Betriebe sind hauptsächlich auf dem deutschen 

Markt zu finden, während die Rohstoffe Man-

deln und Aprikosen ausschließlich Importpro-

dukte sind. So war für 2007 ein jährlicher Net-

to-Import von etwa 67 kt geschälter Mandeln, 

1,5 kt bitterer Mandeln und 4,7 kt Aprikosen-

kernen (2006) zu verzeichnen. 

 

Die im Rahmen des Vorhabens entwickelten 

Methoden ermöglichen den produzierenden Be-

trieben eine schnelle Kontrolle der Reinheit ihrer 

Rohwaren sowie der Zwischen- und Endproduk-

te. Somit können die Methoden zur Qualitäts-

kontrolle der Marzipanrohmassen verwendet 

und mögliche Falschdeklarationen der Produkte 

verhindert werden. Die Methoden stellen damit 

auch einen Beitrag zum Verbraucherschutz dar. 

Des Weiteren sind die Ergebnisse und insbe-

sondere die entwickelten Quantifizierungsstra-

tegien nicht auf die behandelten Forschungszie-

le beschränkt, sondern können auch in anderen 

Branchen Anwendung finden. 
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