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Abstract

Colour is an important criterion for wheat flour quality.
A strong pigmentation by carotenoids is desirable in
durum wheat since a bright yellow colour is a quality
factor of pasta. Contrary, flour of bread wheat should be
as white as possible, hence, a minimum pigmentation is
sought after for baking products. The determination of
yellow endosperm pigmentation by standard methods
requires both chemicals, respective lab equipment and
time. In the present study Fourier transform near infrared
spectroscopy was used to develop a prediction model
for yellow endosperm pigmentation across various
wheat species to allow a faster, cheaper and chemical
free selection of genotypes. The obtained prediction
model is robust enough for selection, however, misses
analytical accuracy (R*=0.82-0.88). Moreover, sam-
ples spiked with various concentrations and types of
carotenoids were used to identify infrared wavelength
regions which reacted significantly to the respective
carotenoids. Principal component analysis was applied
to the spectra for qualitative analysis and revealed a
significant clustering of genotypes according to wheat
species. The grouping of genotypes/species was mainly
influenced by kernel hardness and particle size and not
by the yellow pigmentation.
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Einleitung

Weizen (Triticum L.) z&hlt neben Mais, Reis und Gerste
zu den wichtigsten Kulturarten weltweit (KILIAN et al.
2009) und stellt die wichtigste Frucht zur Erzeugung von
Nahrungsmitteln dar, da er sowohl fiir den menschlichen
als auch tierischen Verzehr direkt verwendet werden kann.
Er wird erfolgreich in beinahe allen Regionen der Erde,
von 67° nordlicher (Norwegen, Finnland, Russland) bis 45°
siidlicher (Argentinien, Chile) Breite, kultiviert (GUSTAF-
SON et al. 2009). Eine grofe Bedeutung besitzt Weizen in
der Religion und im tdglichen Leben. Einen zentralen Ritus

nimmt Weizen in der Form des Brotes in der jiidischen und
christlichen Religion ein (PRANCE und NESBITT 2005).
Die grofie Bedeutung von Weizen fiihrte im Laufe der Zeit
zu einer intensiven Ziichtungstitigkeit. Ein steter Zuwachs
der Anbauflache und des Ertrages waren die Folge.

Die Pigmentierung des Endosperms ist ein wichtiges Krite-
rium fiir die Qualitdt von Weizenmehl. Eine starke Farbung
durch Carotinoide ist bei Hartweizen (7. durum) erwiinscht,
um eine moglichst gute natiirliche Gelbfarbung von Pasta
und Teigwaren zu gewéhrleisten. Im Gegensatz dazu sollte
das Mehl von Brotweizen (T aestivum) so weill wie moglich
sein (LEPAGE und SIMS 1968). Fiir spezifische Produkte
ist ein hoher Gelbpigmentgehalt auch beim hexaploiden
Weizen erwiinscht: Asiatische Nudeln (Cantonese noodles)
werden aus Weizenmehl, Wasser und Kansui (eine Mi-
schung aus Natrium- und Kaliumcarbonat und -phosphat)
hergestellt und sollen eine gldnzende, bleiche, gelbe Farbe
aufweisen (KRUGER et al. 1992). In Weizenarten kommt
als Gelbpigment hauptsédchlich das Xanthophyll Lutein
vor (LEPAGE und SIMS 1968, HENTSCHEL et al. 2002,
HIDALGO et al. 2006, ABDEL-AAL et al. 2007). Obwohl
die Existenz von sekundéren Inhaltsstoffen in Pflanzen seit
100 Jahren bekannt ist, sind deren Wirkung wie protektive
Effekte gegen Krankheiten erst kiirzlich in das Blickfeld der
Forscher und Erndhrungswissenschaftler geriickt. Frither
wurden diese Inhaltstoffe oft als antinutritiv und wertlos
betrachtet, und das Ziel der Pflanzenziichter war es, den
Gehalt an solchen Stoffen zu reduzieren oder sie génzlich
zu eliminieren (GRAUSGRUBER et al. 2006).

Nahinfrarotreflexionsspektroskopie, NIRS oder NIR ab-
gekdirzt, ist ein physikalisches Analyseverfahren auf Basis
der Spektroskopie im kurzwelligen Bereich des Infrarot-
lichts. Mit Hilfe von Infrarotstrahlung werden kovalente
Molekiilbindungen in (zumeist) organischen Verbindungen
angeregt. Die Detektion der Strahlungsabsorption funk-
tioneller Gruppen von organischen Molekiilen findet im
nahen Infrarot (760-2500 nm) statt. Die NIRS Technologie
hatte seit der ersten Anwendung in den 1960er Jahren in
der Getreideindustrie einen enormen Aufschwung erfah-
ren. Es entwickelte sich ein breites Feld der Anwendung:
mittlerweile wird NIRS in verschiedensten Gebieten wie
Materialwissenschaften, Nahrungsmittel, Umwelt, Medizin,
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Pharmazie, Landwirtschaft oder Archédologie eingesetzt
(ESTEVE AGELET und HURBURGH 2010).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erstellung einer NIRS
Kalibration fiir die Vorhersage des Gelbpigmentgehaltes in
Weizenmehl, sowie die Priifung, ob mittels multivariater
Verrechnung der Spektraldaten die verschiedenen Weizen-
arten (7. aestivum, T. durum, T. monococcum, T. carthlicum,
T. karamyschevii, T. turanicum) spektroskopisch voneinan-
der unterscheidbar sind.

Material und Methoden

Pflanzenmaterial

Das Probenset bestand aus 478 Proben, bestehend aus
mehr als 134 Genotypen von 6 verschiedenen Weizenarten:
Einkorn (7. monococcum) (diploid), Persischer Weizen
(T. carthlicum), Hartweizen (7. durum), Kolchischer Emmer
(T karamyschevii), Khorasanweizen (7. turanicum) (alle
tetraploid) und Weichweizen (7. aestivum) (hexaploid). Die
Proben stammten aus den Ernten 2003 bis 2009 von Ver-
suchen der Universitit fiir Bodenkultur bzw. der Saatzucht
Donau im pannonischen Trockengebiet. Es waren Proben
von sowohl konventionell als auch biologisch bewirtschaf-
teten Flachen vorhanden.

Chemische Analyse

Der Gelbpigmentgehalt wurde mittels ICC Standard Me-
thode 152 (International Association for Cereal Science
and Technology, Wien) ermittelt. Dabei wurden je Probe
10 g Kdrner mit einer ZM 100 Ultra-Zentrifugal Miihle
(Retsch Gmbh & Co KG, Haan) ausgestattet mit einem 1,0
mm Sieb vermahlen. Fiinf g Vollkornmehl wurden in einen
Erlenmeyer Kolben gegeben und mit 25 ml wassergeséttig-
tem n-Butanol (WSB) (1:6 v/v H,O dest:Butanol) versetzt
und 2 min geschiittelt. Die Extration wurde unmittelbar
nach der Vermahlung durchgefiihrt. Die Kolben wurden bei
Raumtemperatur und Verdunkelung fiir 18 bis 20 Stunden
abgestellt. AnschlieBend wurde die Suspension in lichtge-
schiitzte (braune) Gefdlle durch ein Whatman Faltenfilter
(Grad 595”; @ 110 mm; Sigma-Aldrich, Wien) filtriert. Die
Extrakte wurden bei 440 nm Wellenlédnge in einem U-1500
Spektrophotometer (Hitachi Ltd., Tokyo) gegen die Stan-
dardlésung (WSB) gemessen. Pro Extrakt wurden 4 Mes-
sungen durchgefiihrt. Die Kalibration wurde fiir f-Carotin
erstellt, folglich wurden die Extinktionswerte in S-Carotin
Aquivalente (mg ml') umgewandelt unter Verwendung der
Gleichung: y = 182,84 x Extinktion + 0,001.

NIRS Analyse

Fiir die NIRS Messungen wurden etwa 5 g Kérner mit einer
Cyclotec 1093 Miihle (Foss, Hoganés) zu Vollkornmehl
(1 mm Sieb) vermahlen. Die Erfassung der NIRS Spek-
tren erfolgte mit einem FT-NIRS Spektrometer Matrix-I
(Bruker Optik GmbH, Ettlingen) welches mit einer weiflen
Lichtquelle und einem InGaAs-Detektor ausgestattet ist.
Die Reflexion wurde in einer Operationsbreite von 800 bis
2780 nm (12492 bis 3598 Wellen-cm™) mit einer Auflésung
von 4 Wellen-cm™ aufgezeichnet. Jede Probe wurde 2 mal
gemessen indem man die Kiivette um 180° drehte.

Gespikte Proben

Zusétzlich zu den natiirlichen Proben wurden auch mit
Carotinoiden angereicherte Mehlproben der NIRS Analyse
unterzogen. Dafiir wurde Mehl eines Hartweizens (Durobo-
nus) und eines Weichweizens (Saturnus) mit unterschiedli-
chen Konzentrationen an f-Carotin, Lutein und Zeaxanthin
gespikt (Tabelle 1). Mittels UV-VIS Spektroskopie wurde
der Gelbpigmentgehalt dieser Proben kontrolliert.

Tabelle 1: Carotinoid-Steigerungsstufen und Gelbpigmentge-
halt der angereicherten Mehle von Saturnus und Durobonus

Table 1: Concentration of carotenoids and yellow pigment con-
tent (GP) of spiked flour samples of Saturnus and Durobonus

Saturnus Durobonus

Carotenoid Konzentration (ppm) Code GP! Code GP

Kontrolle 0 S1 3,811 D1 9,813
f-Carotin 5 S2 8,942 D2 14,734
Lutein S3 8,693 D3 14,667
Zeaxanthin S4 10,728 D4 16,206
f-Carotin 20 S5 22,522 D5 29,934
Lutein S6 23475 D6 29,959
Zeaxanthin S7 29,369 D7 32,674
f-Carotin 40 S8 40,606 D8 43,286
Lutein S9 43,968 D9 47,848
Zeaxanthin D10 55,256

! GP: Gelbpigmentgehalt (ppm f-Carotin Aquivalente 100g" TS)

Datenanalyse

Die Kalibration wurde mittels PLS (Partial Least Square)
Regression in der Software Opus Quant 2 (Bruker Optik
GmbH, Ettlingen) erstellt. Die Spektren wurden dabei einer
Streulichtkorrektur MSC (Multiplicative Scatter Correction)
unterzogen um Verzerrungen zu reduzieren und die Signale
der chemischen Information zu erhohen (ESTEVE AGELET
und HURBURGH 2010). Deutliche Ausreisser wurden aus
den Berechnungen entfernt. Die erhaltenen Kalibrationen
wurden an Hand des Bestimmtheitsmaf3es R?und dem Stan-
dardfehler der Kreuzvalidierung verglichen und bewertet.
Die Klassifizierung der Weizenmuster wurde durch eine
chemometrischen Mustererkennung durchgefiihrt. Dabei
wurden die Spektraldaten einer Hauptkomponentenanalyse
(PCA, Principal Component Analysis) mittels Unscrambler
Software (Camo AS, Trondheim) unterzogen.

Ergebnisse und Diskussion

Gelbpigmentgehalt

Der durchschnittliche Gelbpigmentgehalt (GP) iiber alle
Weizenarten betrug 5,84 ppm (f-Carotin Aquivalente i. TS).
Die geringste Konzentration (1.65 ppm) wurde in Weich-
weizen, die hochste (15,93 ppm) in Einkorn nachgewiesen
(Tabelle 2). Eine grofe Variationsbreite, eine gleichmifBige
Verteilung der Proben iiber die Variationsbreite und eine
hohe Anzahl an Proben sind Voraussetzungen fiir eine ro-
buste Kalibration (ESTEVE AGELET und HURBURGH
2010). In der vorliegenden Arbeit wurden diese Vorausset-
zungen erfillt.

Die deutlich hochsten Konzentrationen an Gelbpigment
wurden fiir Einkorn festgestellt. Dies deckt sich mit einer
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Tabelle 2: Variation im Gelbpigmentgehalt (ppm) verschiedener Weizenarten

Table 2: Variation in yellow pigment concentration (ppm) of diverse wheat species

auch Sorten bekannt, die Gehalte im Be-
reich von Durum aufweisen und die v.a. im

asiatischen Raum fiir die Herstellung von

Triticum — monococcum durum  carthlicum  karamyschevii  turanicum aestivum Teigwaren verwendet werden (KRUGER
Mittelwert 11,19 8,89 2,96 2,67 4,99 434 ctal. 1992, GRAUSGRUBER etal. 2006).
Minimum 3,93 3,34 2,84 2,67 2,66 1,65 Auch in Europa wurden solche Sorten ge-
Maximum 15,93 15,37 3,10 2,67 7,14 7,48 ziichtet (SVENSSON 1982, SCHIPPER et
Proben () 166 213 3 1 64 31 al. 1998), erlangten jedoch bis heute keine
groB3e Bedeutung in der Verarbeitung.
16 . .
Quantitative Analyse

pred GP (ppm)
@

GP (ppm)

Abbildung 1: FT-NIRS Kalibration fiir Gelbpigmentgehalt
(GP) in Weizen

Figure 1: FT-NIRS calibration for yellow pigment concentra-
tion (GP) of wheat species

Reihe von anderen Untersuchungen (ABDEL-AAL et al.
2002, LAJE H et al. 2003, HIDALGO et al. 2006). Der fiir
Einkorn niedrigste Gehalt von 3,93 ppm wurde fiir eine
blaukdrnige (blue aleurone) Herkunft festgestellt. Durum
zeigte einen durchschnittlichen Gehalt von 8,89 ppm und
lag damit iiber den Gehalten der anderen tetraploiden
Weizenarten, die somit keine offensichtlichen genetischen
Ressourcen zur Erhohung des Gelbpigmentgehaltes dar-
stellen. Allerdings muss dabei beriicksichtigt werden, dass
die Probenanzahl bei Persischem Weizen und Kolchischem
Emmer sehr gering war. Weichweizen besitzt i.d.R. sehr
niedrige Konzentrationen an Gelbpigment, allerdings sind

In Abbildung 1 ist die ausgewdhlte Kalibration abgebildet,
wobei auf der Abszisse die tatsdchlich gemessenen Werte
(WSB Referenzmethode) und auf der Ordinate die durch
NIRS vorhergesagten Werte dargestellt sind. Die beste
Kalibration (R*=0.88; root mean square error of estimation
RMSEE=1,08) beriicksichtigte Spektren des Wellenlan-
genbereichs A=801-2355 nm bei einem Rank von 9 (PLS
Regressionsvariablen). In diese Kalibration flossen 434
Proben ein, d.h. 44 Proben wurden als Ausreisser deklariert
und aus der Kalibration entfernt. Die Kreuzvalidierung er-
gab ein R*=0.82 und einen root mean square error of cross
validation RMSECV=1,34. Die bestechende Kalibration
erscheint somit fiir Selektionszwecke sehr gut geeignet,
fiir eine analytische Bestimmung jedoch noch zu ungenau.

Qualitative Analyse

Carotinoide haben ihre Lichtabsorptionsmaxima im sicht-
baren Wellenlédngenbereich (BRITTON 1996). An Hand der
Regressionskoeffizienten der Kalibration ist jedoch ersicht-
lich, dass auch im Bereich von A=1700-2350 nm (v=5900-
4250 cm™) mehrere hoch positive bzw. negative Koeffizi-
enten auftreten (4bbildung 2). Dieser Wellenldngenbereich
stimmt auch gut {iberein mit den Ergebnissen von BRENNA
und BERARDO (2004), die bei Mais einen NIR Bereich von
1150 bis 2400 nm als optimal zur Messung von Lutein und
Zeaxanthin feststellten. Fiir die qualitative Analyse mittels
PCA wurde somit dieser deutlich auf den Gelbpigmentgehalt
reagierende Wellenldngenbereich ausgewéhlt. In Abbildung
3 ist der Biplot (PC1 vs PC2) der PCA dargestellt. Es ist
eine deutliche Gruppierung zwischen diploidem Einkorn
(T. monococcum) und tetraploidem Hartweizen (7. durum,
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Abbildung 2: Regressionskoeffizienten der FT-NIRS Kalibration auf Gelbpigmentgehalt (Angabe der Wellenlénge als Wellenzahl-cm™)

Figure 2: Regression coefficients for the FT-NIRS prediction model for yellow pigment concentration of wheat flour (wavelength

is indicated as wave number-cm)
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Abbildung 3: Biplot der Hauptkomponentenanalyse der FT-
NIRS Spektren (vV=3600-6500 cm™)

Figure 3: Biplot of PCA of FT-NIRS spectra (v=3600-6500 cm™)

T. turanicum, T. carthlicum, T. karamyschevii) zu erkennen.
Der hexaploide Weichweizen (7. aestivum) liegt zwischen
den beiden Gruppen. Die Gruppierung erfolgt hier somit
nicht nach dem Gelbpigmentgehalt, sondern offensichtlich
v.a. aufgrund der unterschiedlichen Kornhérte und Partikel-
grofle. Auch wenn alle Proben mit der gleichen Siebgrofie
vermahlen wurden, ist der Einfluss der Kornhérte und in
Folge der Partikelgrof3e entscheidend. Dies wurde fiir den
verwendeten Miihlen- und Siebtyp auch von WILLIAMS
(1979) fiir Durum und Weichweizen mit harter (hard red/
white wheat) bzw. weicher (soft white wheat) Korntextur

nachgewiesen. Einkorn besitzt im Vergleich zu Weich-
weizen eine noch einmal deutlich niedrigere Kornhérte
(BRANDOLINI et al. 2008).

Gespikte Proben

Bei der Analyse der NIR Spektren der gespikten Proben
konnten deutliche Effekte der Carotinoid-Anreicherung im
bereits zuvor erwdhnten Wellenldngenbereich festgestellt
werden. Bei Anreicherung mit 40 ppm Lutein, Zeaxanthin
und pS-Carotin sind deutlich héhere Reflexionsintensitdten
ersichtlich (4bbildung 4). Die Anreicherungen mit 5 und
20 ppm heben sich zwar auch gegeniiber der Kontrolle
ab, sind jedoch untereinander teilweise tiberlappend. Die
Effekte waren fiir alle drei Carotinoide und beide Sorten,
Durobonus (7. durum)und Saturnus (7. aestivum), gegeben.
Gespikte Proben kdnnen prinzipiell auch fiir die Erstellung
der Kalibration herangezogen werden um die Variationsbrei-
te im Referenzprobenset zu erhohen (WILSON et al. 2002,
LOCHER et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde
die Hypothese erstellt, dass Proben mit einem hohen Gehalt
an Gelbpigmenten bei der qualitativen Analyse mittels PCA
in der grafischen Darstellung (Biplot) in der Umgebung
der entsprechend hoch mit Carotinoiden gespikten Proben
liegen miissten. Damit wére ein Auffinden von ziichte-
risch interessanten Ressourcen aus einer grolen Anzahl
von Genotypen ohne vorher notwendige nass-chemische
Analysen moglich. Leider konnte diese Hypothese nicht
eindeutig bestitigt werden, auch dann nicht, wenn nur eine
Weizenart (Durum) beriicksichtigt wurde. Verantwortlich
dafiir sind hochstwahrscheinlich die unterschiedlichen
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Abbildung 4: FT-NIRS Spektren von Vollkornmehl von Durobonus angereichert mit unterschiedlichen Carotinoiden und Kon-
zentrationen (siche Tabelle 1; Anreicherungen mit f-Carotin nicht dargestellt)

Figure 4: FT-NIRS spectra of whole grain flour of durum wheat Durobonus spiked with different carotenoids and concentrations

(see Table 1; [-carotene spiked samples are not shown)
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Umwelten (Jahre, Standorte, Produktionssysteme) aus
denen die Proben stammen. Dadurch kann es im Biplot zu
einer Verschiebung der Proben kommen (MJLLER 2004,
JACOBSEN et al. 2005).
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