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Ausgangssituation:

Aus Dinkel hergestellte Produkte, insbesondere
Backwaren, erfreuen sich beim Verbraucher zu-
nehmender Beliebtheit. Als Griinde werden
Schmackhaftigkeit, gute Bekdmmlichkeit und
eine bessere Vertraglichkeit bei Weizenallergie
genannt. Dementsprechend werden Dinkelpro-
dukte vom Handel ausgelobt und werden im
Vergleich zu gleichartigen Weizen- und Roggen-
produkten zu teilweise deutlich héheren Preisen
verkauft. In diesem Zusammenhang stellt sich
fur die verarbeitenden Betriebe und die Ver-
braucher die Frage, mit welchem Weizenanteil in
Dinkelprodukten, hervorgerufen durch Zumi-
schung, zu rechnen ist. Der Wissensstand zur
Beantwortung dieser Frage ist jedoch gering und
anerkannte Methoden zur quantitativen
Bestimmung von Weizenanteilen in Dinkel
fehlten bislang.

Hersteller von Dinkelprodukten sind aus Griinden
der Qualitatssicherung und des Verbraucher-
schutzes an schnellen und in der Routine an-
wendbaren Methoden interessiert. Nach den
Leitsdtzen fur Brot und Kleingeback duirfen

Dinkelbrote und -brétchen maximal 10 % andere
Getreidearten enthalten.

Ziel des Forschungsvorhabens war es,
Methoden zu entwickeln, die die quantitative
Bestimmung von Weizenanteilen in Dinkelpro-
dukten auf Protein- und DNA-Basis erlauben. Die
Methoden beinhalten im ersten Schritt die
Entwicklung einer zuverlassigen Extraktions-
methode von DNA bzw. Proteinen aus Weizen-
und Dinkelmehlen. ldentifizierte weizentypische
Proteine bzw. DNA-Abschnitte sollten genutzt
werden, um eine Weizenquantifizierung auf
Proteinbasis (ELISA), Peptidbasis (LC-MS) und
DNA-Basis (PCR) zu ermoglichen. Die erar-
beiteten Methoden waren zu validieren und an
Modellmischungen und Dinkelprodukten zu er-
proben.

Forschungsergebnis:

Als Probenmaterial wurden tber 50 Dinkelsor-
ten, 10 Weizensorten, 3 Hartweizensorten so-
wie Emmer- und Einkornproben in die Untersu-
chungen einbezogen. Weiterhin dienten 30
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verschiedene Handelsproben von Dinkelmehlen
und Dinkel-Backmischungen als Untersuchungs-
material.

Mittels einer Extraktion/HPLC-Methode wurden
die Proteine von 15 Weizen- und 55 Dinkelsor-
ten sukzessive extrahiert und quantifiziert (mod.
Osborne-Fraktionierung). Beide Getreidearten
enthielten annahernd die gleichen Mengen an
Albuminen und Globulinen, wahrend der Anteil
an Gliadinen bei Dinkel deutlich héher war als
bei Weizen. Bei der Gluteninfraktion war das
Verhaltnis umgekehrt. Das daraus berechnete
Gliadin/Glutenin-Verhéltnis lag bei Dinkel deut-
lich héher als bei Weizen. Anhand der HPLC-
Muster der reduzierten Gliadinfraktion wurden
die 55 Dinkelsorten in finf Gruppen eingeteilt,
wobei Gruppe | dinkeltypische und die Gruppe V
weizenahnliche Dinkelsorten enthielt. Die Eintei-
lung erfolgte anhand von Markern, die nur in
Dinkel und nicht in Weizen vorkamen. Wahrend
die Gruppen | und Il jeweils drei dinkeltypische
Marker zeigten, waren bei den Gruppen Il und
IV nur noch zwei Marker erkennbar, und bei den
Dinkelsorten der Gruppe V lag nur noch ein Mar-
ker vor.

Als weizentypische Proteine wurden mittels RP-
HPLC und SDS-PAGE die Fraktion der wb-Glia-
dine identifiziert (D-Typ LMW-Gluteninunterein-
heiten). Diese weisen aufgrund einer Punktmuta-
tion im Gegensatz zu den strukturell sehr &dhnli-
chen ®5-Gliadinen einen Cysteinrest auf und
kommen daher in der Glutenin-Fraktion vor. Cys-
teinpeptide aus den ®b-Gliadinen von Weizen
wurden spezifisch mittels kovalenter Chromato-
graphie an Thiopropylsepharose angereichert
und mittels HPLC isoliert. lhre Aminosaure-
sequenz wurde durch Edman-Abbau und LC/
MS/MS aufgeklart. Die Cysteinpeptide dienten
als Grundlage zur Entwicklung einer LC/MS/MS-
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse zum Nach-
weis von Weizenanteilen in Dinkel(produkten).
Die Methode wurde mit Weizen-/Dinkel-
Mischungen kalibriert und erméglichte die quan-
titative Bestimmung von Weizenbeimischungen
in handelsiblichen Dinkelmehlen bis zu einem
Weizenanteil von unter 1 %.

Die Extraktion der DNA erfolgte nach acht ver-
schiedenen Protokollen. Die aus diesen Wegen
erhaltenen DNA-Isolate wurden mit photometri-
schen, fluorimetrischen und elektrophoretischen
Methoden charakterisiert, die Amplifikation der
DNA {berprift und die Methoden anhand der
Ergebnisse verglichen. Die Methode mit den bes-
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ten Ergebnissen wurde als Standardextrations-
methode etabliert.

Die Entwicklung einer Weizen-spezifischen Real-
time-PCR (Tagman-Sonden-System) ermdglichte
Aussagen Uber den Weizengehalt in Dinkelmeh-
len. Optimierungen der PCR-Methode wurden
durchgefiihrt. Nach Optimierung war ein Wei-
zengehalt von bis unter 1 % sicher nachweisbar.
Validierungen wurden sowohl mit dotierten Din-
kelmehlen als auch mit Proben aus dem Handel
durchgefiihrt. Damit ist die entwickelte Methode
fir die Reinheitskontrolle von Dinkelmehlen ge-
eignet.

Bei der Entwicklung einer PCR-RFLP (restriction
fragment length polymorphism)-CE (capillary
electrophoresis)-Methode konnten sowohl der
auftretende PCR-Bias als auch bei der Reaktion
entstehende Heteroduplexe naher untersucht
werden. Die Einbeziehung beider Faktoren zeigte
sich fir die quantitative Auswertung als uner-
lasslich. Unter Berticksichtigung beider Faktoren
kann die PCR-RFLP aber ebenfalls flir den
Nachweis und eine Abschatzung von Weizenan-
teilen eingesetzt werden.

Nach Extraktion der Proteine erfolgte die Analy-
se mittels 2D-Gelelektrophorese. Es wurde ein
Bereich der Gele identifiziert, auf dem fast aus-
schlieBlich Proteinspots des Weizens sichtbar
waren. Mittels MALDI-ToF-Analysen wurden die
Proteinspots den Serpinen zugeordnet. Serpine
kommen jedoch auch in Dinkel vor. Die Auftren-
nung dieser Uberwiegend gleichen Proteine mit-
tels 2D-Elektrophorese ist aller Wahrscheinlich-
keit auf Isoformen oder postranslationale
Modifikationen zurickzufiihren, die sowohl die
Molekllmasse als auch die Gesamtladung des
Proteins verandern kénnen. Eine Entwicklung ei-
nes Weizen-spezifischen ELISAs war anhand
dieses Ergebnisses nicht mdglich, kénnte aber
anhand der identifizierten Cysteinpeptide aus
den wb-Gliadinen realisiert werden.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Mit einem Verbrauch von mehr als 80 kg pro
Kopf und Jahr gehéren Brot und Kleingeback zu
den  wichtigsten  Grundnahrungsmitteln in
Deutschland. Hergestellt werden diese Produkte
ganz Uberwiegend aus Weizen. Trotz seiner
backtechnisch geringeren Qualitat steigt in den
letzten Jahren jedoch der Anteil an Dinkel als
Rohstoff fir Backwaren. Die Anbauflache in
Deutschland wird auf 30.000 ha geschéatzt. Din-
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kelprodukte erzielen im Vergleich zu Produkten
aus Weichweizen einen deutlich héheren Preis,
von dem sowohl die Mihlen als auch das Back-
gewerbe als Verarbeiter von Dinkel profitieren.
Methoden zum Nachweis von Weizenanteilen in
Dinkel sind daher einerseits im Interesse des
Verbrauchers, da dieser vor Tauschung ge-
schitzt wird. Andererseits bieten solche Metho-
den den Mihlen und der Backindustrie die Mog-
lichkeit, die Qualitdt ihrer Rohstoffe zu
Uberprifen.

Die Backwarenindustrie in Deutschland wird von
kleinen und mittleren Betrieben dominiert. Den
mehr als 15.000 handwerklichen Backereien
stehen etwa 50 mittelstdndische und 4 groRRe
Betriebe gegeniiber. Mit ihren mehr als 130.000
Beschéftigten setzt die Backbranche jahrlich et-
wa 15 Mrd. € um. Insbesondere in Siddeutsch-
land spielen Backwaren aus Dinkel eine wichtige
Rolle und werden fast ausschlieBlich von hand-
werklichen Backereien, d. h. kleinen und mittle-
ren Unternehmen, hergestellt. Von den Ergeb-
nissen des Projektes werden daher insbesondere
solche Betriebe profitieren, die Dinkelbackwaren
in ihrem Sortiment haben.

Im Verband Deutscher Muihlen sind ungefahr
650 Unternehmen organisiert. Davon vermahlen
318 Betriebe mehr als 500 t pro Jahr, der Rest
von mehr als 330 Betrieben liegt in der Vermah-
lungsmenge darunter und ist damit mittel- und
kleinstandisch. Im Wirtschaftsjahr 2008/2009
wurde mit etwa 6.000 Beschéaftigten ein Umsatz
von knapp 2 Mrd. € erwirtschaftet. Auch in die-
ser Branche werden insbesondere kleine und
mittlere Betriebe, die Spezialprodukte herstellen,
von den Ergebnissen profitieren.
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