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Schnellabschitzung des Amylosegehaltes von Erbsen

GERHARD RUHL

Institut fiir Pflanzenbau und Pflanzenziichtung

Einleitung und Problemstellung

Die Industrie ist im Zusammenhang mit der Suche nach al-
ternativen Rohstoffquellen fur die chemische Produktion und
als Energietriger auch sehr an pflanzlicher Stirke interessiert.
Besonderes Augenmerk wird dabei zur Zeit auf den Amylose-
anteil der Stirkefraktion gerichtet. Denkt man nimlich an be-
stimmte Verarbeitungsbereiche der chemischen Industrie (ela-
stische Kunststoffe, Folien, Filme; Beimengung von Stirke in
der Papier- und Kunststoffindustrie, etc. ), so ist trotz vieler
hervorstechender Eigenschaften des Amylopektins die Amylo-
se das technisch wertvollere Produkt.

Genotypen mit gesteigertem Amyloseanteil in der Stirke
sind bisher nur beim Mais, der Erbse und der Gerste gefunden
worden. Das bedeutet, daR die Erbse neben der Gerste die
einzige in Mitteleuropa anbaufihige landwirtschaftliche
Kulturart mit hohem Amylosegehalt darstellt. Unter dem
Aspekt der Auflockerung der heute z.T. schon &kologisch be-
denklichen Fruchtfolgesysteme muf die Kémererbse eindeu-
tig priferiert werden. Ein nicht zu tibersehender Vorteil eines
Erbsenanbaus wire dariiber hinaus die Tatsache, daf8 durch
die Symbiose der Erbsenwurzeln mit den N-fixierenden Knoll-
chenbakterien die Stickstoffdingung entfallen kann und so
die Produktionskosten gesenkt werden kénnten.

Um ein bestehendes Erbsensortiment auf die jeweiligen
Amylosegehalte der unterschiedlichen Genotypen zu prifen,
fehlte bisher ein geeignetes Schnelltestverfahren. Auch im
Rahmen von Erbsenzuchtprogrammen auf bessere Eignung
hinsichtlich einer industriellen Verwertung stellt das Problem
der raschen Abschitzung des Amyloseanteils in der Stirke-
fraktion ein groBes Hindernis dar.

1 Methodeniiberblick

Zum Zwecke der Amylosegehaltsermittlung bisher am hiu-
figsten eingesetzte Methoden sind:

- fraktionierte Fillung ( Schoch 1942, 1943, 1945; McCready
und Hassid 1943; Montgomery et al. 1961; Kuge und
Takeo 1968; Ceh et al. 1985)

- Gelfiltration ( Yamada und Taki 1981; Yeh et al. 1981;
Craig und Stark 1984; Boyer und Liu 1985; Chinnaswamy
und Bhattacharya 1986 )

- Differential-Raster-Kalorimetrie, "DSC" ( Kugimiya und Do-
novan 1981; Stute und Konieczny-Janda 1983; Sosulski
etal. 1985)

- HPLC, GrofenausschluBchromatographie ( Hizukuri 1985;
Klingler 1985; Kobayasha et al. 1985 )
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- enzymatische Entzweigung mittels Isoamylase, gefolgt von
Gelpermeationschromatographie ( Ikawa et al. 1978; Sarge-
ant 1982; Hizukuri 1985 )

- potentiometrische Ermittlung des Jodbindungsvermégens,
"BV "( Montgomery et al. 1961; Banks et al. 1971; Takeda
et al, 1983; Moritz 1985 )

- Ermittlung des Blauwertes ( Williams et al. 1970; Wolf 1970;
Juliano 1971; Sowbhagya und Bhattacharya 1979; Yeh et
al. 1981; Gomez und Aguilera 1983; Morrison und Laigne-
let 1983; Takeda et al. 1983 )

Alle genannten Verfahren mit Ausnahme der Blauwerter-
mittlung bergen den grofien Nachteil in sich, einer Isolierung
der Stiirke als probenvorbereitendem Schritt zu bedtirfen, und
kommen aus diesem Grunde als Schnellmethode nicht in
Frage. Die fraktionierte Fillung sowie die chromatographi-
schen Verfahren sind dariiberhinaus sehr zeitaufwendig; die
"DSC" erfordert hingegen eine aulerordentlich kostenintensi-
ve Grundausstattung.

Die fraktionierte Fillung der Stirkekomponenten Amylo-
pektin und Amylose gestattet lediglich die Analyse von 3
Proben pro Woche. Tabelle 1 zeigt eine Gegeniiberstellung
der Resultate aus fraktionierter Fillung und der Ergebnisse
des Blauwertschnelltestes. Berechnungsgrundlage der ge-
schitzten Amylosegehalte mittels dieses Schnellverfahrens ist
die lineare Regression zwischen den resultierenden Blauwer-
ten und den durch Fraktionierung erhaltenen Amylosedaten.

Tabelle 1:

Sorte Amylose- Amylosegehalt
gehalt geschitzt
nach frak- nach dem BW-
tionierter Schnelltest
Fillung

Sprinter 83 81
Wunder von

Kelvedon 71 60
Uberreich 42 39
Bondi 38 37
Strengs Wei-

henstephaner 41 44
Stehgolt 38 41

83



Nach dieser Methodenvorselektion bleibt nur die Blauwert-
methode als einzige ausreichend schnelle Methode Uibrig. Aus
den oben zitierten Blauwertbestimmungen wurden erste Vor-
arbeiten fiir ein einfach auszufiihrendes und rasches Verfah-
ren fiir die Ermittlung des Amylosegehaltes in Erbsen entwik-
kelt. Der derzeitig praktizierte Analysenablauf ist wie folgt:

2 Verfahrensablauf des Blauwertschnelltests

2.1 Probenvorbereitung und Messung
a. Stirkebestimmung ( modifiziert nach Ewers 1915 ):

Da Erbsen nennenswerte Gehalte an Zuckerstoffen beinhal-
ten, muR vor einer polarimetrischen Stirkebestimmung eine
Extraktion dieser Inhaltsstoffe vollzogen werden, um keine
MeRwertverfilschung zu erzielen.

- 10 g trockenes, gemahlenes Probenmaterial in einem 300 ml
Erlenmeyerkolben mit 100 ml 80 %igem Ethanol versetzen
und 10 min bei 90° C die Mono- und Disaccharide extrahieren
- Losung filtrieren und den Filterriickstand mit 100 ml heiSem
80 %igem Ethanol waschen

- Filter mit Riickstand bei 70°C im Trockenschrank trocknen

- Filterrsckstand zurtickwiegen und anschlieend mittels eines
Morsers zerkleinern

- 2,5 g in einen 100 ml MeRkolben einwiegen, mit 50 ml 1,124
%iger HCl versetzen und im siedenden Wasserbad 20 min
lang erhitzen

- nach dem Abkiihlen die Proben mit 10 ml 4 %iger Wolframa-
tophosphorsiure versetzen, mit A. dest. ad 100 ml auffillen
und filtrieren

- Drehwinkel des Filtrates am Polarimeter ermitteln

- Berechnung:
Ruickwaage nach Zuckerextrakt.

MeRwertkorrektur: o =0 x
Einwaage (=10g)

o
= —- x Ruckwaage
10

100x oy x 100 x 0,851

Stuirkegehalt: [S]=

@Wpx1x25
4000x 0,851
o e
©@p

= 18,5 x 0k
dabei bedeuten:
@ = abgelesener Drehwinkel am Polarimeter
(wp = spezifische Drehung der Stirke ( fiir Erbsen : 184,0)
1 = Linge des Polarisationsrohres in Dezimeter

0,851 = Umrechnungsfaktor von der Quecksilber- zur
Natriumlampe im Polarimeter
2,5 =Einwaage in Gramm
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b. Amylosegehaltsbestimmung:

- Mahlen der Proben ( Ultrazentrifugalmuhle, 0.8 mm Sieb )

- Mahlgut in Aluminiumschalen 2 Tage zur Wassergehaltsan-
gleichung in einem klimatisierten Raum offen stehenlassen

- 90 bis 110 mg Mehl in einen 100 ml MeRkolben geben und
1 ml Ethanol ( 96.4 %) sowie 10 ml 1N Natronlauge zufiigen
- 10 min im kochenden Wasserbad dispergieren, sorgfiltig
schitteln und mit A. bidest. ad 100 ml auffiillen

- 5 ml der Losung in einen weiteren 100 ml MeRkolben abpi-
pettieren und ca. 50 ml A. bidest. sowie 1 ml 1N Essigsiure
zugeben '

- 2 ml Jodlésung ( 0.2 % Jod in 2%iger wissriger Kalium-
jodidlosung ) zusetzen und mit A. bidest. ad 100 ml auffiillen
- nach ca. 20 min die Absorption dieser Losung simultan bei
597.5 sowie 620 nm gegen einen Blindwert ( 2 ml Jodreagenz
mit A. bidest. ad 100 ml aufgefiillt) messen.

2.2 Berechnung des Blauwertes und Umrechnung
in % Amylose

Fir eine Vergleichbarkeit der Meflergebnisse ist eine Kom-
pensation des unterschiedlichen Stirkegehaltes der einzelnen
Proben erforderlich. Im Falle der Erbse werden zunichst die
Zucker mit 80%igem Ethanol extrahiert und anschlieend der
Stirkegehalt polarimetrisch mittels einer modifizierten Proze-
dur nach Ew ers(1915) ermittelt ( s.o.: Stirkebestimmung ).

Als Berechnungsformel ergibt sich:

100
BWe0nm = AbsgonmXKpwx —
[Ss]
100
BWss7.50m = AbSsg7s nm X Kgwx —-
[S}]
BW = Blauwert
Abs = Absorption 0.100
Kew = Korrekturwert der Einwaage = -—--—-
EwW

[s] = Stirkegehalt in %

Das bedeutet, die MeRwerte werden zunichst um einen
Korrekturwert Kpw der Einwaage bereinigt ( 0.100/EW, da
Einwaagen von 0.090 bis 0.110 g zugelassen werden, um die
Einwaagezeit zu verkiirzen ) und anschlieBend dem unter-
schiedlichen Stirkegehalt Rechnung getragen ( 100/[S1).

Es resultiert:

Absgz0 nm
BWe¢onm =10X ——m—e
EWx[S]
und
AbSsg7.5 nm
-1 S [ b QE—
EWx[S])

Unter den Bedingungen am Institut (Probenfeuchte nach
Wassergehaltsangleichung ) arbeiten wir derzeitig mit folgen-
den Umrechnungsfaktoren, die auf der linearen Regression
zwischen den Blauwerten und dem Amylosegehalt  fraktio-
nierte Fillung, s.Tab. 1) der oben genannten 6 Proben basie-
ren:
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Amylosegehalt; [ %] = 75.13 x BWgs20 nm
Amylosegehalt, [ %] = 70.25 x BWsg7.5 nm

Der endgiiltige Amylosegehalt ergibt sich aus dem arithmeti-
schen Mittel von Amylosegehalt  und

Amylosegehalt[ %] = 0.5 x (Am-geh.; + Am-geh.; )

2.3 Berechnungsbeispiel

Das Berechnungsschema des Amylosegehaltes einer Erbsen-
probe soll anhand eines Beispieles einmal demonstriert
werden. Der Stirkegehalt der Probe sei 40,8 %, die Absgzp nm

betrage 0,3248 und die Abssg7 5 nm ergebe 0,3506 bei einer
Einwaage von 0.098 g.

Das bedeutet:

AbS620 nm = 0,3248
Ab3597,5 nm = 0,3506
[S] =40,8%
Einwaage =0,098g
Es resultiert:
AbS620 nm 0,3248
BWg20 nm =10x -10x =0,8123
EWx[S] 0,098 x 40,8
Ab8597’5 nm 0,3506
BW597'5 nm = 10X e =10 X - = 0,8769
Ewx[S] 0,098 x 40,8

Amylosegehalt; =75,13 x BWg20 nm

=75,13 x 0,8123
=61,0%

Amylosegehalty; = 70,25 X BWsp7,5 nm

= 70,25 x 0,8769

=61,6%
Amylosegehalt = 0,5 x (Amylosegehalt ; + Amylosegehalt )
=0,5x(61,0+61,6)=613%

Es errechnet sich also ein Amylosegehalt von 61 % .

Fur den Vergleich verschiedener Genotypen im Rahmen
eines Erbsenzuchtprogrammes sind die Blauwerte bereits aus-
reichend. Die Umrechnung in %Amylose wird derzeitig
anhand von Eichproben praktiziert, die mittels fraktionierter
Fillung auf ihren Amylosegehalt untersucht worden sind. Da
dieses Verfahren lediglich die Analyse von 3 Proben pro
Woche gestattet, konnten leider nur insgesamt 6 Erbsensorten
auf ihren Amyloseanteil hin getestet werden (s. Tabelle 1).

Fiinf der sechs Werte zeigen eine ausreichend gute Uberein-
stimmung mit den Resultaten der fraktionierten Féllung, der
Wert fiir die Markerbse "Wunder von Kelvedon" weist jedoch
eine deutliche Abweichung auf.

Zur weiteren Absicherung des Blauwertschnelltests wurde
ein stichprobenhafter Vergleich der Werte mit denen aus po-
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tentiometrischer JBV-Ermittlung vorgenommen. Diese freund-
licherweise vom Institut fiir Lebensmittelchemie der Techni-
schen Universitit Braunschweig vorgenommenen Analysen
ergaben eine gute Ubereinstimmung der Werte mit den
Schnelltestdaten ; dabei lieferten die JbV-Werte stets um
4 -7 % hohere Amylosegehalte als der Blauwertschnelltest.

Eine statistische Absicherung dieser Korrelation ist aufgrund
der geringen Anzahl exakt analysierter Proben nicht moglich.
Somit sind wir sehr an Erbsenproben mit bekanntem Amylo-
seanteil in der Stirke interessiert die zu einer besser abgesi-
cherten Umrechnung der Blauwertschitzdaten in %Amylose
herangezogen werden kdnnen.

Zur Absicherung der Ergebnisse wird stets eine Dreifachbe-
stimmung durchgefiihrt. Eine Entfettung der Proben erwies
sich bereits in Vorversuchen als nicht erforderlich.

Diese Art der Amylosegehaltsabschitzung erlaubt selbst mit
einer Laborgrundausstattung die Analyse von ca. 30 - 40
Proben pro Tag. Die Analysengenauigkeit reicht fiir eine Se-
lektion im Rahmen eines Ziichtungsprogrammes aus.

Zusammenfassung

Aufgrund des hohen Interesses der Industrie an amyloserei-
chen Erbsenformen besteht derzeitig eine groe Nachfrage
nach einem Verfahren zur schnellen Abschitzung des Amylo-
seanteils in der Erbsenstirke. Vor dem Hintergrund der z.Z
am hiufigsten angewandten Bestimmungsmethoden wird ein
Verfahrensablauf skizziert, der eine rasche Abschitzung des
Amylosegehaltes in Erbsen im Rahmen. eines Ziichtungspro-
grammes gestattet.

Der Maizena Gesellschaft sei an dieser Stelle fir die Durchfiih-
rung der Amylosegehaltsbestimmungen mittels fraktionierter
Fillung gedankt.

Rapid estimation of amylose content in peas

In consequence of the great interest of the industry in "high
amylo"- Pisum genotypes exists a remarkable demand for a
procedure, that allows the rapid estimation of the amylose
portion in pea starch. Considering the most frequently applied
determination methods at time, a procedure is demonstrated,
that can be used for a rapid estimation of the amylose content
of peas in the framework of a breeding programme.
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