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(57) Abstract: The invention relates to a method for producing a pregelatinized starch that has good gelling properties, which com-
prises the following steps: a) producing a suspension on the basis of starch and water, b) applying the suspension produced in a) to a
hot roller of a roller drier, and c) isolating the pregelatinized starch obtained in b). The starch used according to the invention is potato
starch with an amylose content of at least 30 % by weight. The invention also relates to the novel pregelatinized starch so produced
and to its use for producing firm gels, food items, especially instant puddings, feedstuff, adhesives and paints. The invention further
@ relates to compositions that contain such a pregelatinized starch, especially a dry mixture for producing instant puddings.
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) (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer Quellstirke mit guten Gelbildungseigenschaf-
~~ ten, worin a) eine Suspension aus Stirke und Wasser hergestellt wird, b) die in a) hergestellte Suspension auf eine heiBe Walze
eines Walzentrockners aufgebracht wird, und c¢) die durch Verfahrensschritt b) erhaltene Quellstirke isoliert wird. Erfindungsgemif
wird eine Kartoffelstirke mit einem Amylosegehalt von mindestens 30 Gew.-% eingesetzt.Die Erfindung umfasst auch die neue,
so hergestellte Quellstirke und deren Verwendung zur Herstel-lung von schnittfesten Gelen, Lebensmitteln, insbesondere Instant-
Puddings, Futtermitteln, Klebstoffen und Farben. Die Erfindung betrifft auch Zusammensetzungen, die eine solche Quellstidrke
enthalten, insbesondere eine Trockenmischung zur Herstellung von Instant-Puddings.
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Quelistiarken und Verfahren zu deren Hersfellung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Quellstarke sowie die
durch dieses Verfahren erhdltliche Quellstdarke. Sie betrifft ferner Zusammensetzungen
enthaltend diese Quellstdarke, insbesondere Trockenmischungen zur Herstellung von
Instant-Puddings. Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner die Verwendung der
neuen Quellstarken zur Herstellung von Lebensmitteln, insbesondere Instant-Puddings,
Futtermitteln, Klebstoffen und Farben.

Quellstarken sind physikalisch modifizierte Starken, die vorwiegend durch nafithermischen
Aufschlul hergestellt werden. Im Unterschied zu nativer Starke bilden sie mit kaltem
Wasser Dispersionen bzw. Pasten oder Gele, je nach eingesetzter Konzentration der
Quellstarke und in Abhangigkeit von der zur Herstellung der Quellstirke verwendeten
Starkeart. Aufgrund dieser Eigenschaften ergeben sich flr Quellstarken eine Reihe von
Anwendungsméglichkeiten in  der Lebensmittelindustrie und auBerdem in vielen
technischen Bereichen. Die Verwendung von Quellstarke, die auch als kaltquellende Stérke
bezeichnet wird, anstelle von nativer Starke hat in verschiedenen Fallen den Vorteil, da

Produktionsverfahren vereinfacht und verkirzt werden kénnen.
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Grundsatzlich ist die Herstellung von kaltquellender Starke (Quellstarke) mit verschiedenen
Verfahren méglich, beispielsweise- durch naRthermische Behandlung mit einem
Walzentrockner, mechanisch-thermische Behandlung mit dem Extruder oder ausschlieRlich
mechanische mit der Schwingmuhle. Gemeinsam ist allen Verfahren, da durch nicht naher
bekannte Energielibertragungsprozesse die gewachsene Starkekornstruktur bzw. die
parakristalline Molekllorganisation aufgelést und die Starke in. eine amorphe Substanz
Gberfuhrt wird. Da bei den genannten Verfahren die Arbeitsvariablen sich qualitativ und
quantitativ voneinander unterscheiden, resuitieren daraus Produkte mit unterschiedlichen
Eigenschaften. | v

Die industrielle Quellstérkeherstellung erfolgt hauptsachlich mit dem Walzentrockner. In der
Regel wird hierbei eine ca. 35%ige Starke-Wasser-Suspension auf die Oberflache einer
beheizten Walze des Walzentrockners aufgetragen. Auf der Walzenoberfliche wird die
Starke sowohl verkieistert als auch dehydratisiert.

Um Starke Kaltquelleigenschaften zu verleihen, muf? die Kornstruktur bzw. parakristalline
Struktur der Starke wahrend der Erhitzung auf dem Walzentrockner (beispielsweise flr <1
Minute bei ca. 100°C) aufgeldst werden. Dadurch wird ein Intermedidrzustand zwischen
dem eines Feststoffs und einer volisténdig 1éslichen Substanz erreicht.

Eine andere Mdglichkeit besteht darin, dal anstelle der Starke-Wasser-Suspension ein

vorgekochter Starkekleister auf die Walze zur Trocknung gegeben wird.

Ferner sind verschiedene Varianten des Walzentrocknungsverfahrens beschrieben, in
denen die Vorverkleisterung in Gegenwart von Zusétzen wie Salzen, Sauren, Lipiden etc.
vorgenommen wird und/oder in denen chemisch modifizierte Stérken als Ausgangsmaterial

eingesetzt werden.

Fur die Herstellung beispielsweise von Instant-Desserts und -Puddings werden Quelistérken
benétigt, die nach dem Einrlihren in kalte Filssigkeit, wie z.B. Wasser oder Milch, innerhalb
kurzer Zeit schnittfeste Gele, wie beispielsweise im Falle eines Kochpuddings, bilden. Diese
Anforderungen erflullen die kommerziellen Quellstarken aus Weizen-, Kartoffel- oder
Maisstarke nicht. Zur Erzielung der vorgenannten Eigenschaften sind bei den bisher
kommerziell verfligbaren Quellstarken Zusatze zur Quellstdrke wie Gelatine, Alginat,

Carrageenan (Carrageen) und/oder anorganische Salze notwendig.
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Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, Quellstarken zur Verfligung
zu stellen, die nach dem Einrlhren in eine kalte Flissigkeit bei einer bestimmten
Konzentration nach kurzer Quelldauer schnittfeste Gele bilden.

Diese Aufgabe wird durch das erfindungsgeméfRe Verfahren gelost, denn es wurde
Uberraschenderweise gefunden, dal auf Basis von Kartoffelstarken, die im Vergleich zu
konventionellen Kartoffelstarken einen erhdhten Amylosegehalt aufweisen, und
Walzentrocknung Quellstarken hergestellt werden kénnen, die nach kurzer Quelldauer
schnittfeste Gele bilden.

Kartoffelstdrken enthalten im Unterschied zu den Getreidestarken Glucoseeinheiten mit
Phosphatestergruppen, die ihr spezifische funktionelle Eigenschaften verieihen. Der
Phosphatgehalt von Getreidestérken resultiert aus dem Gehalt an Phospholipiden, die in
Kartoffelstérke nicht vorkommen. Der Uberwiegende Anteil der Phosphatestergruppen der
Kartoffelstarke ist an die Amylopvektinmolek(ile gebunden, und zwar hauptsachlich am Ce-
Atom der Glucoseeinheiten, der Rest Uberwiegend in C3-, am wenigsten in der C,-Position
(Schierbaum, F.. Starke 21 (1969) 87; Hizukiri, S. et al. Starke 22 (1970) 338). In
funktioneller Hinsicht beeinfluBt der Phosphatestergruppengehalt vor allem das
Verkleisterungsverhalten der Starke, die Verkléisterungstemperatur nimmt ab, die
Peakviskositat zu, auRerdem vermindert er die Retrogradationsneigung der Aufkochungen
bzw. Pasten und verbessert inre Gefrier-Tau-Stabilitat.

Der Gesamtphosphatgehalt herkdmmlicher Kartoffelstéarke liegt je nach Sorte und
Anbaubedingungen im allgemeinen im Bereich von 10-30umol Phosphat/g Starke, und
stammt aus den Monophosphatester-Gruppen, da der Lipidgehalt von Kartoffeistarke
vernachlassigbar ist.

Aus gentechnisch verdnderten Kartoffeln kdnnen andererseits Kartoffelstarken gewonnen
werden mit Gesamtphosphatgehalten bis in die GréRenordnung von 120umol Phosphat/g
Stérke.

Der natirliche Amylosegehalt herkdmmlicher Kartoffelstarken liegt im allgemeinen in der
GréRenordnung von 20-25 Gew. %. Zur Erzielung héherer Amylosegehalte mu die native
‘Starke einer enzymatischen Entzweigung ‘(debranching) unterworfen werden, wobei
kurzkettige Amylosemolekule durch Entzweigung von Amylopektinmolekulen entstehen.
Aus gentechnisch veranderten Kartoffeln kdnnen andererseits Kartoffelstarken gewonnen
werden mit einem Gehalt an natlrlicher (langkettiger) Amylose von Uber 30 Gew.-% bis in

die GréRRenordnung von Uber 70 Gew.-%.
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Andere Stérken, wie beispielsweise Weizen- oder Maisstarke, besitzen einen hoéheren
Gehalt an natlrlicher Amylose, andererseits aber nur einen sehr geringen (Weizenstérke)
oder vernachlassigbaren (Maisstarke) Gehalt an Phosphatestergruppen.

Es wurde nun gefunden, daR ein hoher Amylosegehalt einer Starke zwar die Gelbildung der
aus der Starke gewonnenen Quellstérke beglinstigt, aber die Verkleisterungstemperatur der
Starke erhdht und damit den AufschiuR der Stédrke und die Bildung der Quellstarke
erschwert, dall andererseits aber der Phosphatestergehalt der Starke dem entgegenwirkt.

Deshalb lehrt die Erfindung Kartoffelstarke einzusetzen, die einen hohen Gehalt an
Phosphatestergruppen besitzt, aber eine Kartoffelstdarke mit einem im Vergleich zu
Kartoffelstarke aus Wildtyppflanzen erhéhten Amylosegehalt. Die Kartoffelstiarke enthélt im
Gegensatz zu Getreidestarken keine Lipide, welche mit Amylose Komplexe bilden und
somit die Gel- und/oder Pastenbildung der Quellstérke behindern wirden.

AuRerdem wurde gefunden, daf} durch eine Sprihtrocknung ein Produkt erhalten wird, das
einen hohen Anteil unerwuinschter Igslicher Kohlenhydrate enthélt, sodaR erfindungsgeman
eine Walzentrocknung vorgesehen wird. Im Gegensatz zu Amylose-reichen Starken aus
Mais, die unter Normalbedingungen nicht auf der Walze verkleistern, sind Kartoffelstarken
mit einem im Vergleich zu Kartoffelstarke aus Wildtyppflanzen erhéhten Amylosegehalt fir

eine Waizentrocknung geeignet.

Die US 3 607 394 offenbart die Herstellung von Quellstérke durch Warmebehandiung einer
waéssrigen Suspension einer Starke, die mindestens 50% Amylopektin enthalt und Walzen-
oder Sprihtrocknung. Die so erhaltene Quellstarke soll glatte Pasten bilden und minimale
Neigung zur Viskositatssteigerung beim Stehen aufweisen. Ferner wird erwahnt, daf
Amylose-reiche Starken, womit im Falle der US3607394 solche Starken gemeint sind, die
60% oder mehr Amylose enthalten, Produkte liefern, die bei Rekonstitution mit Wasser
Gele bilden, welche nicht die gewlinschte Textur aufweisen. Hinsichtlich der
einzusetzenden Starkeart wird nicht kritisch differenziert. Auch wird eine Spriihtrocknung

empfohlen, die zu einem unerwtinscht hohen Anteil an I8slichen Kohlenhydraten flhrt.

Die EP 480 433 A2 offenbart Nahrungsmittel enthaltend I6sliche, Amylose-reiche Stérken

ausgewahlt unter i) sprihgetrockneten nicht-granuldren Starken, ii) sprihgetrockneten
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gelatinierten Starken und iii) enzymatisch entzweigten gelatinierten Stirken enthaltend
mindestens 40% kurzkettiger Amylose. Diese Nahrungsmittel sollen sich durch die Bildung
starker Gele auszeichnen. Maisstarken und Erbsenstéarken sind die einzigen Starkearten,
die genannt werden, und ein spezieller AufschluR der Starke (jet-cooking) ist erforderlich.
Es wird ausdricklich erwdhnt, daf bekannte Amylose-reiche Starken hdéhere
Kochtemperaturen fur ihren Aufschiu® erfordern als andere Starken. Eine Walzentrocknung
wird als ungeeignet bezeichnet, es sei denn fur Starken mit enzymatisch éntzweigten,

I6slichen Amylose-reichen Starken.

Im Gegensatz dazu verwendet die vorliegende Erfindung eine Kartoffelstarke mit einem
hohen Gehalt an nativer langkettiger Amylose.

Unter kurzkettiger Amylose wird eine solche mit einer maximalen Kettenldange DPya < 100,
unter langkettiger Amylose eine solche mit einer maximalen Kettenldnge DP., = 150 bis
10.000 verstanden.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung einer

Quellstarke mit guten Gelbildungseigenschaften, worin

a) eine Suspension aus Starke und Wasser hergestellt wird,

b) die in a) hergestellte Suspension auf eine heile Walze eines Walzentrockners
aufgebracht wird; und

¢) die durch Verfahrensschritt b) erhaltene Quellstérke isoliert wird,

wobei das Verfahren erfindungsgemaR® dadurch gekennzeichnet ist, da® man eine

Kartoffelstarke mit einem Amylosegehalt von mindestens 30 Gew.-% einsetzt.

Unter dem Begriff ,Quellstarke” wird im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung
eine physikalisch modifizierte Starke verstanden, die im Unterschied zu nativer Starke mit
kaltem Wasser oder kaiter Milch in Abhangigkeit von der Konzentration der eingesetzten

Quelistarke Dispersionen, Pasten oder Gele bildet.

Unter dem Begriff ,heile Walze* soll im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung
eine Walze eines Walzentrockners verstanden werden, die eine Temperatur von
mindestens 100°C, vorzugsweise zwischen 120°C und 200°C, insbesondere zwischen
140°C und 180°C und besonders bevorzugt zwischen 150°C und 170°C aufweist.
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Walzentrockner zur Herstellung von Quellstérke sind dem Fachmann-bekannt und sind
beispielsweise beschrieben worden in Starch: Chemistry and Technology , Vol. Il, Academic
Press, New York, San Francisco, London (1967) herausgegeben von R.L. Whistler und E.
F. Paschall. Beispielsweise kann im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ein
dampfbeheizter Einwalzentrockner mit einer oder mehreren Auftragswalzen
(Walzendurchmesser ca. 500-800mm) verwendet werden. Aber auch die Verwendung
anderer Walzentrockner, wie 2z. B. elektrisch beheizter Einwalzentrockner mit

Walzendurchmessern von ca. 160 mm, ist moglich.

Die im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung eingesetzten Kartoffelstarken
weisen einen Amylosegehalt von mindestens 30% auf, insbesondere 30%-85%, z.B. 30%-
65% oder 32%-55%, vorzugsweise 32%-45%.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung erfolgt die Bestimmung des
Amylosegehaltes vorzugsweise Uber die von Hovenkamp-Hermelink beschriebene
colorimetrische Bestimmung des Amylosegehaltes (Potato Research 31, (1988), 241-246).

Vorzugsweise wird in Verfahrensschritt a) des erfindungsgemaRen Verfahrens eine
Suspension aus Kartoffelstdrke und Wasser in einem Konzentrationsbereich von 5
Gewichtsprozent (= Gew. %) bis 50 Gew. %, bevorzugt von 10 Gew. % bis 40 Gew. %,
insbesondere von 15 Gew. % bis 35 Gew. %, besonders bevorzugt von 20 Gew. % bis 30
Gew. % hergestelit. |

Die in Verfahrensschritt a) eingesetzte Kartoffelstdarke soll einen Gesamtphosphatgehait
von 5-120umol Phosphaf/g Starke, vorzugsweise von 10-120umol Phosphat/g Starke, von
15-110pmol Phosphat/g Starke und besonders bevorzugt von 60-110umol Phosphat/g
Stérke aufweisen.

Unter dem Begriff "Gesamtphosphatgehalt" der Starke versteht man im Zusammenhang mit
der vorliegenden Erfindung den Gehalt an kovalent in Form von
Starkephosphatmonoestern gebundenem Phosphat in C2-, C3- und C6-Position der
Glukoseeinheiten. Der Gehalt an phosphorylieten Nicht-Glukanen, wie z.B.
Phospholipiden, ist von dem Begriff "Gesamtphosphatgehalt' nicht umfaft.
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Wildtyp-Kartoffelpflanzen synthetisieren in der Regel eine Starke mit einem Amylosegehalt
von ca. 17% bis 23% (Bestimmung des Amylosegehaltes nach Hovenkamp-Hermelink). Die
im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung eingesetzten Kartoffelstarken mit einem
Amylosegehalt von mindestens 30% lassen sich beispielsweise aus transgenen
Kartoffelpflanzen isolieren. '

Kartoffelstarken aus Pflanzen mit verminderter Genexpression des BEI-(=Branching
Enzyme I), des BEIll-(=Branching Enzyme Il) und des SSliI-(=Soluble Starch Synthase Ili)-
Gens sind grundséatzlich besonders gut geeignet zur Herstellung von erfindungsgemaRen
Quellstarken. '

Transgene Kartoffelpflanzen, die eine fir die vorliegende Erfindung besonders geeignete
Starke mit hohen Amylosegehalten und hohen Phosphatgehalten synthetisieren, werden in
der deutschen Patentanmeldung der Anmelderin, eingereicht am 19. Dezember 2002,
offenbart.

Aber auch der Einsatz von Kartoffeistdarken anderer Herkunft ist denkbar, sofern diese

einen Amylosegehalt von mindestens 30% aufweisen.

Die internationale Patentanmeldung WO 97/11188 beschreibt transgene Kartoffeipflanzen,
die aufgrund der antisense-Inhibierung des R1-Gens und des BEI-Gens eine Starke mit
einem Amylosegehalt von ca. 30% bis 70% synthetisieren, wobei der Amylosegehalt nach
der Methode von Hovenkamp-Hermelink (Potato Research 31, (1988), 241-246) bestimmt
wurde. Der Phosphatgehalt dieser Kartoffel-Starken ist im Vergleich zum Phosphatgehalt
von Stéarke aus Wildtyppflanzen verringert.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung stammt die in dem
erfindungsgemaien Verfahren eingesetzte Kartoffelstarke aus Kartoffelpflanzen, die eine
im Vergleich zu entsprechenden Wildtyppflanzen verminderte Genexpression des R1- und
des BEI-Gens aufweisen (siehe WO 97/11188).

Im Vergleich zu Maisstarken mit Amylosegehalten von ca. 50% (Gelose®) bzw. 70% (Hylon
VII®) weisen die im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung verwendeten

Kartoffelstarken den Vorteil auf, dafl sie mit Hilfe des Walzentrockners ausreichend
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aufgeschlossen werden kénnen. Im Falle der Maisstarken -mit Amylosegehalten von ca.

50% bzw. 70% ist der Aufschlu mit dem Walzentrockner unzureichend, so daR die durch

Walzentrocknung gewonnenen Produkte beim Anrlthren mit kaltem Wasser im relevanten
Konzentrationsbereich keine Paste oder Gel bilden.

In Verfahrensschritt b) des erfindungsgeméflen Verfahrens wird die Starkesuspension
vorzugsweise zwischen 2 Sekunden (Sekunden = s) und 120 s, vorzugsweise zwischen 3 s
und 60 s, insbesondere zwischen 3 s und 30s und besonders bevorzugt zwischen 5 s und
20 s auf die heiRe Walze des Walzentrockners aufgebracht.

Die isolierte Quellstarke wird in Anschlu an Verfahrensschritt ¢) vorzugsweise gekiihit,
vorzugsweise an der Luft gekuhit, und/oder anschlieBend zerkleinert beispielsweise mit
einer Muhle.

In einer Ausflihrungsform des erfindungsgeméaRen Verfahrens wird die in Verfahrensschritt
a) hergestellte Suspension vor dem Aufbringen auf die heiRe Walze des Walzentrockners
teilweise oder vollstandig verkleistert.

Unter dem Begriff ,volistandig verkleistert® versteht man im Zusammenhang mit der
vorliegenden Erfindung, daB die Stérkesuspension vor dem Auftragen auf die Walze fir
bestimmte Zeit, wie z.B. fur 5 Minuten, auf eine bestimmte Temperatur, z.B. 95°C, erhitzt
wird, bis sich die Struktur der Stérkekdérner aufgelést hat und mindestens 80%,
vorzugsweise 90% der Starkekorner unter polarisiertem Licht im Lichtmikroskop keine
Lichtdoppelbrechung mehr zeigen.

Die Bestimmung des Anteils an Starkekdrnern, die unter polarisietem Licht im
Lichtmikroskop keine Lichtdoppelbrechung zeigen, kann hierbei mit Hilfe eines Mikroskops
unter polarisiertem Licht erfolgen, wie beispielsweise beschrieben in Eberstein et al.,
Starch/Stéarke 32, (1980), 397-404.

Unter dem Begriff teilweise verkleistert* versteht man im Zusammenhang mit der
vbrliegenden Erfindung, dal die Starkesuspension vor dem Auftragen auf die Walze fir
bestimmte Zeit, z.B. fir 5§ Minuten, auf eine bestimmte Temperatur, z.B. 65°C, erhitzt wird,
bis die Bildung eines Starkekleisters einsetzt und sich die Struktur der Starkekoérner
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aufgeldst hat und 25%-60%, vorzugsweise 30%-50% der Starkekémer unter polarisiertem
Licht im Lichtmikroskop keine Lichtdoppelbrechung mehr zeigen.

Die  Bestimmung des Anteils an Starkekdrnern, die unter polarisietem Licht im
Lichtmikroskop keine Lichtdoppelbrechung zeigen, kann auch hier mit Hilfe eines
Mikroskops unter polarisiertem Licht erfolgen, wie beispielsweise beschrieben in Eberstein
et al., Starch/Starke 32, (1980), 397-404,

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch eine Quellstarke, die durch das
erfindungsgemaie Verfahren erhditlich ist.

Ein weiterer Erfindungsgegenstand ist eine Zusammensetzung enthaltend eine
erfindungsgemafe Quellistarke.

Unter dem Begriff ,Zusammensetzung“ soll im Sinne der vorliegenden Erfindung eine
Mischung verstanden werden, die u.a. die erfindungsgeméRe Quellstarke enthélt.

Beispielsweise fallen unter den Begriff Zusammensetzung Backmischungen, Mischungen
zur Herstellung von SiBwaren, Instant-Puddings, Instant-DesSerts, Fruchtfliungen,
Kaltcremes oder So3en. Ferner umfadt der Begriff ,Zusammensetzung“ Mischungen zur
Herstellung von Futtermitteln, Waschestérke, Farben und/oder Klebstoffen.

In einer besonders bevorzugten Ausflhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung die
Herstellung eines Instant-Puddings auf Basis der erfindungsgeméafen Quellstarke sowie
den Instant-Pudding, der mittels der erfindungsgeméRen Quellstarke hergestellt werden
kann.

Die Erfindung umfalt somit auch ein Verfahren zur Herstellung von Instant-Pudding, worin

a) eine erfindungsgeméRe Zusammensetzung enthaltend die erfindungsgeméate
Quellstarke homogen in einer Flissigkeit vermischt wird;

b) die in Verfahrensschritt a) erzeugte Mischung stehen gelassen wird bis eine
Gelbildung eintritt.
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In einer bésonders. bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung handelt es sich bei der

Flussigkeit um Milch und/oder um Wasser.

Die Quellstarke in Verfahrensschritt a) wird in einem Konzentrationsbereich von 2 Gew %
bis 15 Gew %, vorzugsweise von 4 Gew % bis 12 Gew % und besonders bevorzugt von 5%
Gew % bis 9% Gew % eingesetzt.

Die Temperatur in Verfahrensschritt a) des Verfahrens zur Herstellung von Instant-Pudding

kann 5°C bis 50°C, vorzugsweise 10°C bis 30°C und besonders bevorzugt 15°C bis 25°C
betragen.

Die Temperatur in Verfahrensschritt b) des Verfahrens zur Herstellung von Instant-Pudding
betragt —15°C bis 50°C, vorzugsweise von 0°C bis 35°C und besonders bevorzugt
Raumtemperatur 15°C bis 30°C, insbesondere 20°C bis 25°C.

Neben der Quellstarke kann die erfindungsgemale Zusammensetzung, im Zusammenhang
mit der Herstellung von Instant-Pudding, weitere Zutaten enthalten, wie z.B. Zucker
und/oder CaCl, und/oder Aromastoffe und/oder Kochsalz und/oder Farbstoffe und/oder
pflanzliches Fett und/oder Emulgatoren und/oder andere Quellstarken.

Gegenstand der Erfindung ist somit auch eine Trockenmischung zur Herstellung eines
Instant-Puddings enthaltend 2-15 Gew. %, vorzugsweise 5-9 Gew. % einer
erfindungsgeméBen Quellstirke, sowie Zucker und Aromastoffe und gegebenenfalls
weitere in Puddings Ubliche Zusétze.

Neben der erfindungsgemafiien Quellstdrke sind keine weiteren Gelierungsmittel, wie z.B.

Alginat und/oder Carrageenan und/oder Gelatine, erforderlich.

Im Gegensatz zu herkdmmlichen Zusammensetzungen zur Herstellung von Instant-Pudding
weisen die erfindungsgemaen Zusammensetzungen in dieser AusfUhrungsform der
Erfindung den Vorteil auf, dal® sie ohne zusétzliches Erhitzen beispielsweise in Wasser
oder in Milch, vorzugsweise bei Raumtemperatur, angeriihrt werden kénnen und ohne
Zusatz von Gelierungsmitteln, wie z.B. Alginat und/oder Carrageenan und/oder anderer

Hydrokolloide, formstabile, sturzfahige und schnittfahige Gele bilden.
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Im Vergleich zu herkdmmlichen Zusammensetzungen zur Herstellung von Instant-Pudding
weisen die erfindungsgemalen Zusammensetzungen zudem den Vorteil auf, daR sich feste

Gele, vorzugsweise schnittfeste Gele, bereits nach kurzer Stehzeit ausbilden.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung versteht man unter dem Begriff ,feste
Gele" eine Gelfestigkeit von mindestens 0.8 N, vorzugsweise von mindestens 1.0 N,
insbesondere zwischen 1.1 N und 4.5 N, vorzugsweise zwischen 1.2 N und 4.0 N und
besonders bevorzugt zwischen 1.3 N und 3.6 N, und zwar bei einer eingesetzten
Starkekonzentration von 6.8 Gew-% in waRriger Lésung unter Zusatz von Zucker und
CaCl,. Die Bestimmung der Gelfestigkeit erfolgt hierbei mit Hilfe eines Texture Analyzers
wie weiter unten beschrieben. ’

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung versteht man unter dem Begriff ,kurze
Stehzeit" eine Stehzeit bei 15°C bis 25°C, vorzugsweise bei 20°C, und Normaldruck von
weniger als 3 h, vorzugsweise von weniger als 2 h und besonders bevorzugt von weniger
als 1 h.

Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemaien Zusammensetzungen ist, dal sie im Vergleich
zu herkdmmlichen Zusammensetzungen zur Herstellung von Instant-Puddings Gele bilden,

die durch eine hohe Formstabilitdt gekennzeichnet sind.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung sind die
erfindungsgemaRen Zusammensetzungen dadurch gekennzeichnet, daR sie in Wasser

oder Milch Gele ausbilden, die eine hohe Formstabilitdt aufweisen.

Unter dem Begriff ,hohe Formstabilitat® soll im Zusammenhang mit der vorliegenden
Erfindung eine Formstabilitdt von mindestens 80%, vorzugsweise von mindestens 85%,
insbesondere von mindestens 90% und besonders bevorzugt von mindestens 95%

verstanden werden.

Die Methode zur Bestimmung der Formstabilitat ist weiter unten beschrieben.
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Der erfindungsgemaRe Instant-Pudding zeichnet sich durch eine schnittfeste Textur aus
und/oder durch eine hohe Stabilitat der Gelstruktur und/oder durch eine hoheAHomogenitét
des Gels.

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung der erfindungsgemafen
Quellstarke oder der erfindungsgeméaRen Zusammensetzungen enthaltend solche
Quellstérke zur Herstellung von Lebensmitteln, Lebensmittelzusammensetzungen oder
Lebensmittelvorprodukten, insbesondere zur Herstellung von Back- und StRwaren, Instant-
Puddings, Instant-Desserts, Fruchtfillungen, Dessertpulvern, Kaltcremepulvern oder
SoRenpulvern, ferner zur Herstellung von Futtermitteln, vorzugsweise als Komponente fir
Milchaustauschfutter, ferner zur Herstellung von Waschestarke, als Zusatz zu Farben, als
Klebstoff fur Papier und Pappe und/oder als Binder fir Grillkohle.

Methoden

1. Bestimmung der Léslichkeit und des korrigierten Wasserbindevermégens von

Quellstarke

Die Bestimmung der Loslichkeit und des Wasserbindevermégens der Quellstarke erfolgte

bei Raumtemperatur (23£2°C) in Anlehnung an die von Richter, Augustat und Schierbaum
(Ausgewdhite Methoden der Starkechemie, Wiss. Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart
(1968), 111) beschriebene Arbeitsweise.

Es wurden 0,5 g Quellstdrke -Trockensubstanz in einen Zentrifugenbecher (100 ml)
eingewogen, mit 1 mi Ethanol benetzt, dann mit 40 mL dest. Wasser mit Hilfe eines
Magnetstabchens und eines Ruhrgerdts 30 min dispergiert bzw. gequollen, anschliefend
das Magnetstabchen entfernt, mit 10 mL dest. Wasser gespuilt, danach 10 min zentrifugiert
(2.800 x g). Der Uberstand wurde filtriet (Faltenfilter), vom Filtrat 10 g in ein
Waégeschédlchen gegeben und bei 105°C Uber Nacht getrocknet, danach das Sediment

gewogen.
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Die Berechnung der Ldslichkeit erfolgte nach der Formel:

Eingedampftes Filtrat (gTS) x 50 x 100
Léslichkeit (%) =

Séarkeeinwaage (gTS) x 10

Die Berechnung des Wasserbindevermdgens (WBV) erfolgte nach der Formel:

Sediment (g) — Starkeeinwaage (gTS)

WBYV (g/g) =
(9/9) Sarkeeinwaage (gTS)

Die Berechnung des um die Lé&slichkeit korrigierten Wasserbindevermégens (WBVior)
erfolgte nach der Formel:

[Sediment (g) — Stérkeeinwaage (gTS)] x 100
Sarkeeinwaage (gTS) x [100 — Loslichkeit (%)]

WBVko{r (g/g) =

2. Bestimmung der Geifestigkeit des Puddings

Die Messung der Gelfestigkeit erfolgte mit einem Texture-Analyser (TA.XT2 Stable Mikro
Systems, Heslemare Surrey GU 27 3AY, GB). Ein bei Raumtemperatur (23+2°C)
angeruhrter Pudding hergestellt aus 4.0 g Quellstérke, 5.0 g Zucker, 50ml Waéser bzw. 50
ml Milch sowie 0.1g CaCl, wurde unmittelbar nach der Zubereitung in ein zylindrisches
Gefal aus zwei Ubereinander liegenden Ringen (je 20 mm hoch; & = 25 mm) Uberfihrt und
dann zwei Stunden im Kihischrank (8-10°C) gelagert. Die Messung der Gelfestigkeit
erfolgte durch einmaliges Komprimieren des Gels mit einer ebenen Kalotte (&m 24,5 mm).
Eine plane Geloberflaiche wurde erhalten, indem das Gel zwischen den beiden Ringen mit

einem Messer durchgeschnitten wurde.
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MeRbedingungen:

Graph Type . Force v Time
Force Threshold : 0,196 N
Contact Area : 471 mm?
Contact Force : 0,0490 N

Mode

: Measure Force in Compression

PCT/EP02/14600

Option . Cycle until Count
Force Units . Newton

Test Speed ;2,0 mm/s
Distance : 1,0 mm

Trigger Force . 0,097 N

3. Bestimmung der Viskositatseigenschaften mittels eines Rapid Visco Analyzers (RVA)

Bei der Bestimmung der Viskositatseigenschaften mittels des Rapid Visco Analysers (RVA)
(Rapid Visco Analyser, Newport Scientific Pty Ltd, Investment Support Group, Warriewood
NSW 2102, Australien) wurde eine Suspension von 2 g Kartoffelstarke in 25 mi Wasser
folgendem Heizprogramm unterzogen: 60 s bei 50 C suspendieren, aufheizen von 50 C auf
95v C mit 12 /min., 2,5 Minuten konstant halten, abkuhlen auf 50 C mit 12 C/min. und
abermals 2 Minuten konstant halten. Das RVA-Temperaturprofii lieferte die
viskosimetrischen Parameter der untersuchten Starken fur die maximale (Max) und
Endviskositat (Fin), die Verkleisterungstemperatur (T), die nach der maximalen Viskositat
auftretende minimale Viskositat (Min) sowie die Differenz aus minimaler und Endviskositét
(Setback, Set).

4. Bestimmung der Formstabilitédt (Standfestigkeit)

Ein bei Raumtemperatur (23+2°C) angerUhrter Pudding wurde unmittelbar nach der
Zubereitung in einen mit einer Polypropylenfolie ausgelegten Plexiglaszylinder (20 mm
hoch; @ = 25 mm) Uberfihrt, die Oberfliche glattgestrichen, dann 90 min im Kihlischrank
(8-10°C) zur Gelierung abgestellt. AnschlieRend wurde das zylindrische Gefal (Stutzring)
entfernt, nach 5 min die Héhe des Puddings gemessen und die Formstabilitat wie folgt
berechnet:
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B x 100
Formstabilitat (%) =

A = Hdhe des Stitzrings
B = H6he des Puddings nach Entfernen des Stltzrings

5. Bestimmung des Gesamtphosphatgehaltes der Starke

Die Bestimmung des Gesamtphosphatgehaltes erfolgte nach der Methode von Ames
(Methods in Enzymology VIII, (1966), 115-118).

Hierzu werden ca. 50 mg Stérke mit 30 pl ethanolischer Magnesiumnitrat-Lésung versetzt
und drei Stunden bei 500°C im Muffelofen verascht. Der Rickstand wird mit 300 pl 0,5 M
Salzséure versetzt und 30 min bei 60°C inkubiert. AnschlieRend wird ein Aliquot auf 300 ul
0,5 M Salzsaure aufgefllit, zu einer Mischung aus 100 pl 10%iger Ascorbins&ure und 600
pl 0,42% Ammoniummolybdat in 2 M Schwefelsdure gegeben und 20 min bei 45°C
inkubiert.

Es folgt eine photometrische Bestimmung bei 820nm unter Berlcksichtigung einer
Phosphat-Eichreihe als Standard.

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung:
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Beispiel 1
Herstellung von Quellstirke aus amylosereichen Kartoffelstiarken

Zur Herstellung von Quellstdrke wurde Kartoffelstdrke mit einem Amylosegehalt von ca.
35%-45% (Bestimmung des Amylosegehaltes nach Hovenkamp & Hermelink), die aus
transgenen Kartoffelpflanzen mit gleichzeitig verringerter Genexpression des R1-Gens und
des Branching Enzyme | - Gens (wie beispielsweise in der interhationalen Patentanmeldung
WO 97/11188 A1 beschrieben) gewonnen wurde und die im folgenden als HA-Starke

bezeichnet werden soll, mit Hilfe eines Walzentrockners physikalisch modifiziert.

Zur Herstellung der Quellstarke wurde ein Crepes-Maker der Firma La Monferrina, ltalien,
Modell C verwendet. Es handelt sich um einen elektrisch beheizten Einwalzentrockner mit
einem Walzendurchmesser von ca. 160 mm, der mit einer Drehzahl von 3 Umdrehungen
pro Minute (= Upm) und einer Walzentemperatur zwischen 160°C und 190°C betrieben
wurde. Die Verweilzeit der Starkesuspension auf der Walze betrdgt ungefahr 12 Sekunden
bei einer Drehzahl von 3 Upm. Das Produkt wurde von der Walze abgenommen, bevor die
Walze eine volle Umdrehung gemacht hat.

Die Herstellung der Quellstirke mit dem modifizierten Crepes-Maker erfolgte durch
Aufbringen der Starkesuspension mit Hilfe eines Auftragschachts auf die heiRe
Walzenoberflache. Der Produktfilm wurde mit einem Messer abgenommen, an der Luft
gekuahlt, Uber Nacht offen &quilibriert, dann mit einer Mihle (Modell ZM 100, Siebkranz 0,2
mm) der Firma Retsch GmbH & Co KG (Haan, Deutschland) bei 10000 Upm zerkleinert.

Die Quellstarkeherstellung erfolgte mit einer 12,5%igen Starkesuspension, die auf die 160-
190°C heile Walze aufgetragen wurde. Im Auftragschacht wurde die Starke jeweils partiell

vorverkleistert.
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Beispiel 2

Herstellung eines Instant-Puddings

- 4.0 g Quellstarke, hergestellt aus HA-Kartoffelstérke (Beispiel 1), 5.0 g Puderzucker, 0.1 g
CaCl; wurden homogen vermischt, dann zusammen mit 50 ml Vollmilch (3.5% Fett) in ein
Becherglas gegeben und mit einem Krupps-3-Mix (einzelner Schneebesen) der Firma
Krupps (Deutschland) 3 min auf hdéchster Stufe gerlhrt. Diese Mischung wurde
anschlieBend fur 2 Stunden im Kihlschrank bei Temperaturen zwischen 8°C bis 10° stehen
gelassen, bevor die Gelfestigkeit nach der oben beschriebenen Methode bestimmt wurde.
Das zum Vergleich in die Untersuchungen einbezogene Handelsprodukt zur Herstellung
von Instant Puddings enthielt nach Herstellerangaben die folgenden Zutaten: Zucker,
modifizierte Starke, pflanzliches Fett gehartet, Glukosesirup, Emulgator (verestertes Mono-
und Diglycerid), Milcheiweif3, Verdickungsmittel (Carrageenan, Alginat), Kochsalz, Farbstoff
(Carotin, Riboflavin), Aroma. Die Zubereitung erfolgte nach Herstellerangaben durch
EinrGhren von 12.0 g des Handelsproduktes in 50 mi Milch.,

Die Dickung des Handelsproduktes beruht primér auf der Gelierung des Alginats und
Carrageenans. Die deklarierte modifizierte Starke, eine Quellstarke, wird als Fullstoff bzw.
zuf ,Korperbildung" zugesetzt. Im Unterschied dazu bedarf es flr die Gelierung im Falle des
Puddings mit Quellstédrke aus amylosereichen Kartoffelstarkevarietdten (HA) keines
Zusatzes der vorgenannten Hydrokolloide.

Im Vergleich zum Handelsprodukt (Tabelle 1) zeichnen sich die Instant-Puddings, die auf
Basis von Quellstdrken aus amylosereichen Kartoffelstarken (Beispiel 1; HA-Starke)
hergestellt wurden, insbesondere durch eine charakteristische schnittfeste Textur des

Puddings aus.

Tabelle 1: Gelfestigkeit und Struktur in Milch kalt angerlihrter Puddingproben aus HA-
Quellstarke im Vergleich zu einem Handelsprodukt

PROBE GELFESTIGKEIT STRUKTURBESCHREIBUNG

HA 20N GEL WEICH, HOMOGEN, SCHNITTFEST
Handelsprodukt 0.7 N GEL NICHT SCHNITTFEST
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Die weiteren Untersuchungen der Eigenschaften der Quellstarke aus der Kartoffelstarke HA
waren dahingehend ausgerichtet, die rheologischen Eigenschaften eines damit
hergesteliten Puddings wie die Gelbildungsgeschwindigkeit, die viskosen Anteile, die
Elastizitdt und Plastizitdt des Puddings ndher zu beschreiben und mit denen aus

Handelsstarken bzw. -produkten zubereiteten zu vergleichen.

GELFESTIGKEIT (N)
2,5
HA-Quellstdrke
2,0 - -
WEIZEN-Quellstarke
1,5 = 4 LB
— b
—
1,0 4 /‘ Handelsprodukt
vy -
0,5 ® MAIS-Quellstirke
’.ll-'l.llIllllllllIl'lll-llllIllllI'

-
60 120 180
ZEIT (min)

Figur 1: Einflu der Zeit auf die Festigkeit von Quellstdrkepudding und einem Instant-Pudding, der aus
dem Handelsprodukt hergestellt wurde (Texture Analyser)

Die Gelfestigkeit gleichartig hergestellter Puddingproben (die Herstellung erfolgte wie oben
fir den Pudding aus HA-Quellstarke beschrieben), die aus Quellstdrken unterschiedlicher
Herkunft erzeugt wurden, wurde nach unterschiedlich langer Stehzeit bei Raumtemperatur
mit dem Texture Analyser gemessen. Aus der Figur 1 ist an der zeitlichen Zunahme der
Gelfestigkeit der Puddingproben zunéchst zu erkennen, dal die maximale Gelfestigkeit um
so schneller erreicht war, je niederviskoser die Zubereitung war und daR sie im Falle der

starkeren Gele bis zu zwei Stunden anstieg.

Der Pudding, der aus Quelistarke von HA-Kartoffelstarke hergestellt wurde, weist im

Gegensatz zu den Vergleichspuddings eine schnittfeste Textur auf.
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Die Schnittfestigkeit der Textur 1&aRt sich auch indirekt verdeutlichen, in dem man die
Formstabilitdt der Puddings nach der oben beschriebenen Methode bestimmt. Vergleicht
man die Formstabilitdt von Puddings miteinander, die aus verschiedenen Quellstarketypen
erzeugt wurden, so erkennt man, dal die Puddings, die aus Quellstarke von HA-Starke
erzeugt wurden (Herstellung siehe oben) im Vergleich zu Puddings, welche auf gleiche
Weise (4.0 g Quellstarke, 5.0g Puderzucker, 0.1g CaCl, in 50ml Milch) aus anderen
Quellstarketypen (Maisquellstdrke, Weizenquellstarke, Kartoffelquellstarke) hergestellt
wurden, eine wesentliche héhere Formstabilitdt aufweisen. Gleiches gilt im Vergleich zu
dem aus dem oben beschriebenen Handellsprodukt hergesteliten Pudding.

Ergebnis:
STARKE FORMSTABILITAT
HA 98 %
MAISQUELLSTARKE 71 %
WEIZENQUELLSTARKE 42 %
KARTOFFELQUELLSTARKE 77 %
HANDELSPRODUKT ' 80 %

Die Eignung der einzelnen Quelistarken fur die Herstellung eines Instant-Desserts 18Rt sich
sensorisch eindeutig gegeneinander abgrenzen. Eine andere Mdglichkeit bietet die bildliche
Wiedergabe der Puddingproben, die nach dem AnrGhren zwei Stunden bei
Raumtemperatur abgestelit und danach gestirzt wurden. Anhand des Aussehens und der
Schnittflache der Proben ist deutlich zu erkennen, daR die gewinschte schnittfeste Struktur
nur im Falle des Puddings mit der Quellstarke aus HA erzielt wurde. Damit ist ein wichtiger
Beleg fir das auRergewdhnliche Verhalten dieser Stdrke erbracht, das sich mit

Quellstarken aus anderen Starkearten offenbar nicht erzielen 1aft.
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Beispiel 3

Herstellung transgener Kartoffelpflanzen, die eine verringerte Genexpression

eines BEI-, SSlll-, und eines BEIl-Gens aufweisen

Herstellung des Expressionsvektors ME5/6

pGSV71 ist ein Derivat des Plasmides pGSV7, welches sich vom intermedidren Vektor
pGSV1 ableitet. pGSV1 stellt ein Derivat von pGSC1700 dar, dessen Konstruktion von
Cornelissen und Vanderwiele (Nucleic Acid Research 17, (1989), 19-25) beschrieben
wurde. pGSV1 wurde aus pGSC1700 erhalten, durch Deletion des Carbenicillin
Resistenzgen, sowie Deletion der T-DNA-Sequenzen der TL-DNA-Region des Plasmides
pTiB6S3.

pGSV7 enthélt den Replikationsursprung des Plasmides pBR322 (Bolivar et al., Gene 2,
(1977), 95-113) sowie den Replikationsursprung des Pseudomonas-Plasmides pVS1 (ltoh
et al., Plasmid 11, (1984), 206). pGSV7 enthalt auBerdem das selektierbare Markergen
aadA, aus dem Transposon Tn1331 aus Klebsiella pneumoniae, welches Resistenz
gegenulber den Antibiotika Spectinomycin und Streptomycin verleiht (Tolmasky, Plasmid 24
(3), (1990), 218-226; Tolmasky and Crosa, Plasmid 29(1), (1993), 31-40)

Das Plasmid pGSV71 wurde erhalten durch Klonierung eines chiméren bar-Gens zwischen
die Borderregionen von pGSV7. Das chiméare bar-Gen enthélt die Promotorsequenz des
Blumenkohimosaikvirus zur Initiation der Transkription (Odell et al., Nature 313, (1985),
180), das bar-Gen aus Streptomyces hygroscopicus (Thompson et al., Embo J. 6, (1987),
2519-2523) und den 3'-untranslatierten Bereich des Nopalinsynthasegens der T-DNA von
pTiT37, zur Termination der Transkription und Polyadenylierung. Das bar-Gen vermittelt
Toleranz gegeniber dem Herbizid Glufosinat-Ammonium.

Die T-DNA enthdlt an Position 198-222 die rechte Randsequenz der TL-DNA aus dem
Plasmid pTiB6S3 (Gielen et al.,, EMBO J. 3, (1984), 835-846). Zwischen Nukleotid 223-249
befindet sich eine Polylinker-Sequenz. Die Nukleotide 250-1634 enthalten die P35S3
Promotor-Region des Blumenkohl-Mosaik-Virus (Odell et al., siehe oben). Die kodierende
Sequenz des Phosphinothricin-Resistenzgen (bar) aus Streptomyces hygroscopicus

(Thompson et al. 1987, siehe oben) ist zwischen den Nukleotiden 1635-2186 enthalten.
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Dabei wurden die zwei endstéandigen Codons am 5-Ende des bar-Wildtyp-Gens ersetzt
durch die Codons ATG und GAC. Zwischen den Nukleotiden 2187-2205 befindet sich eine
Polylinker-Sequenz. Das 260 bp lange Tagqi-Fragment des nicht-translatierten 3'-Endes des
Nopalinsynthase-Gens (3‘nos) aus der T-DNA des Plasmides pTiT37 (Depicker et al., J.
Mol. Appl. Genet. 1, (1982), 561-573) befindet sich zwischen den Nukleotiden 2206 und
2465. Die Nukleotide 2466-2519 enthalten eine Polylinker-Sequenz. Die linke Randsequenz
der TL-DNA aus pTiB6S3 (Gielen et al., EMBO J. 3, (1984), 835-846) befindet sich
zwischen den Nukleotiden 2520-2544.

Der Vektor pGSV71 wurde dann mit dem Enzym Pstl aufgeschnitten und geglattet. Aus
dem Vektor pB33-Kan wurde der B33 Promotor sowie die ocs-Kassette als EcoRI-Hindlll-
Fragment ausgeschnitten und geglattet und in den mit Pstl aufgeschnittenen und
geglatteten Vektor pGSV71 eingefigt. Der erhaltene Vektor diente als Ausgangsvektor zur
Konstruktion von MES/6: In die zwischen B33-Promotor und ocs-Element gelegene Pstl-
Schnittstelle des Vektors ME4/6 wurde ein Oligonukleotid, enthaltend die Schnittstellen
EcoRlI, Pacl, Spel, S, Spel, Notl, Pacl und EcoRlI, unter Verdopplung der Pstl-Schnittstelle

eingefuhrt. Der erhaltene Expressionsvektor wurde als MES/6 bezeichnet.

Beschreibung des Vektors pSK-Pac:

pSK-Pac ist ein Derivat des pSK-Bluescript (Stratagene, USA) bei dem flankierend
zur multiplen Klonierungsstelle (MCS) je eine Pacl Schnittstelle eingefuhrt wurde.

Herstellung transgener Pflanzen:

Zur Erzeugung transgener Pflanzen, die eine verringerte Aktivitdt eines BEI-, eines SSllI-
und eines BEIlI-Proteins aufweisen, wurden zunéchst transgene Pflanzen erzeugt, die eine
verringerte Aktivitdt eines BEI- und eines SSlil-Proteins aufweisen. Zu diesem Zwecke
wurde die T-DNA des Plasmids pB33-aBEl-aSSlll-Kan mit Hilfe von Agrobakterien, wie bei
Rocha-Sosa et al. (EMBO J. 8, (1989), 23-29) beschrieben, in Kartoffelpflanzen transferiert.
Zur Konstruktion des Plasmids pB33-aBEI-aSSlll-Kan wurde zunadchst der
Expressionsvektor pBin33-Kan konstruiert. Dazu wurde der Promotor des Patatin Gens B33
aus Solanum tuberosum (Rocha-Sosa et al., 1989, siehe oben) als Dral-Fragment
(Nukleotide —1512 - +14) in den mit Sstl geschnittenen Vektor pUC19 (Genbank Acc. No.
M77789), dessen Enden mit Hilfe der T4 DNA-Polymerase geglattet worden waren, ligiert.
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Daraus entstand das Plasmid pUC19-B33. Aus diesem Plasmid wurde der B33-Promotor
mit EcoRi und Smal herausgeschnitten und in den entsprechend geschnittenen Vektor
pBinAR ligiert. Hieraus entstand der pflanzliche Expressionsvektor pBin33-Kan. Das
Plasmid pBinAR ist ein Derivat des Vektorplasmids pBin19 (Bevan, Nucl. Acid Research 12,
(1984), 8711-8721) und wurde von Hoéfgen and Wilimitzer (Plant Sci. 66, (1990), 221-230)
konstruiert. AnschiieRend wurde ein 1631 Bp langes Hindll-Fragment, welches eine partielle
cDNA kodierend fur das BEI-Enzym aus Kartoffel enthalt (Kossmann et al., 1991, Mol. &
Gen. Genetics 230(1-2):39-44), geglattet und in “antisense”-Orientierung bezliglich des B33
Promotors (Promotor des Patatin Gens B33 aus Solanum tuberosum; Rocha-Sosa et al.,
1989) in den mit Smal vorgeschnittenen Vektor pBinB33 eingeflihrt. Das erhaltene Plasmid
wurde mit BamHI aufgeschnitten. In die Schnittstelle wurde ein 1363 Bp langes BamHI-
Fragment, enthaltend eine partielle ¢cDNA kodierend fur das SS ll-Enzym aus Kartoffel
(Abel et al., 1996, loc.cit.), ebenfalls in “"antisense’-Orientierung bezuglich des B33-
Promotors eingefuhrt.

Nach der Transformation konnten verschiedene Linien transgener Kartoffelpflanzen
identifiziert werden, deren Knollen einen deutlich verringerte Aktivitat eines BEI- und SSlii-
Proteins aufwiesen. Die aus dieser Transformation resuitierenden Pflanzen wurden mit
038VL bezeichnet.

Zum Nachweis der Aktivitdt I6slicher Starkesynthasen durch nicht-denaturierende
Gelelektrophorese wurden Gewebeproben von Kartoffelknollen in 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 2
mM DTT, 2,5 mM EDTA, 10 % Glycerin und 0,4 mM PMSF aufgeschlossen. Die
Elektrophorese wurde in einer MiniProtean Il Kammer (BioRAD) durchgefiihrt. Die
Monomerkonzentration der 1,5 mm dicken Gele war 7,5 % (w/v), als Gel- und Laufpuffer
diente 25 mM Tris-Glycin pH 8,4. Gleiche Mengen an Proteinextrakt wurden aufgetragen
und fur 2 h bei 10 mA je Gel aufgetrennt.

AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Aktivitats-Gele in 50 mM Tricine-NaOH pH 8,5, 25
mM Kaliumacetat, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 1 mM ADP-Glukose, 0,1 % (w/v) Amylopektin
und 0,5 M Natriumcitrat. Gebildete Glukane wurden mit Lugolscher Lésung angeférbt.

Der Nachweis der BE! Aktivitdt erfolgte ebenfalls mit Hilfe der nicht denaturierenden
Gelelektrophorese:

Zur |solierung von Proteinen aus Pfianzen wurde das Probenmaterial in flissigem Stickstoff
gemérsert, in Extraktionspuffer (50 mM Na-Citrat, pH 6.5, 1 mM EDTA, 4 mM DTT)
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aufgenommen und nach Zentrifugation (10 min, 14.000 g, 4 °C) direkt zur Messung der
Proteinkonzentration nach Bradford eingesetzt. AnschlieBend wurde je nach Bedarf 5 bis
20 ug Gesamt-Proteinextrakt mit 4-fach Loading-Buffer (20% Glycerin, 125 mM Tris HCI, pH
6,8) versetzt und auf ein ,BE-Aktivitdtsgel‘ geladen. Der Laufpuffer (RB) setzte sich wie
folgt zusammen: RB = 30,2 g Tris-Base, pH 8.0, 144 g Glycine auf 1 L H0.

Nach Beendigung des Gellaufes wurden die-Gele in je 25 ml ,Phosphorylase — Puffer (25
ml 1M Na-Citrat pH 7.0, 0,47 g Glucose-1-Phosphat, 12,5 mg AMP, 2,5mg Phosphorylase
a/b aus ,rabbit") iber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Farbung der Gele wurde mit Lugolscher
Lésung durchgefihrt.

Weitergehende Analysen zeigten, daf isolierte Starken der Linie 038VL008 und 038VL107,
welche eine Reduzierung sowohl des BEI-, als auch des SSliI-Proteins aufweisen, den
héchsten Phosphatgehalt aller untersuchten unabhéangigen Transformanten aufwiesen.
Pflanzen dieser Linien wurden anschlieRend wie beschrieben bei Rocha-Sosa et al.
(EMBO J. 8, (1989), 23-29) mit dem Plasmid pGSV71-aBE2-basta (siehe
internationale Patentanmeldung PCT/EP02/06265) transformiert.

Von den durch Transformation mit dem Plasmid pGSV71-aBE2-basta erhaltenen
Pflanzen, die als 108CF bzw. 110CF bezeichnet wurden, wurden Gewebeproben
von Knollen der unabhdngigen Transformanten genommen und deren
Amylosegehalt ermittelt (Hovenkamp-Hermelink, Potato Research 31, (1988), 241-
246). Die Starken der unabhangigen Linien, deren Knollen den hochsten
Amylosegehalt aufwiesen, wurden fur eine weitere Analyse der Starkeeigenschaften
herangezogen. Zum Nachweis, daf} diese Pflanzen zusatzlich zu einer reduzierten
Aktivitat eines BEI- und SSlll-Proteins auch eine reduzierte Aktivitat eines BEII-
Proteins aufweisen, wurde ebenfalls eine Analyse mit Hilfe der nicht
denaturierenden Gelelektrophorese durchgefihrt. Die Analyse wurde mit der
gleichen Methode wie oben bereits fur die Analyse der reduzierten BEI-Aktivitat
durchgefihrt, mit dem Unterschied, dal das nicht denaturierende Polyacrylamidgel
zusatzlich zur oben beschriebenen Zusammensetzung 0,5% Maltodextrin (Beba,
Maltodextrin-Ldsung 15%ig far Neugeborene, Nestle) enthielt. Durch Zusatz des

Dextrins konnten die unterschiedlichen Aktivitaten der BEI- und BEIl- Proteine nach
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Inkubation der Gele in ,Phosphorylase — Puffer (25 ml 1M Na-Citrat pH 7,0, 0,47 g
Glucose-1-Phosphat, 12,5 mg AMP, 2,5mg Phosphorylase a/b aus ,rabbit*) tber
Nacht bei 37 °C und anschlieRender Farbung mit Lugolscher Losung in einem Gel

dargestelit werden.
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Beispiel 4

Herstellung von Quelistirke aus amylosereicher Kartoffelstirke mit erhéhtem
Phosphatgehalt und Verwendung dieser Quellstadrke zur Herstellung von

Instant-Puddings

Die von den in Beispiel 3 beschriebenen transgenen Pflanzen synthetisierte,
modifizierte Starke, die im folgenden als ,HA-Phospat" bezeichnet wird, weist einen
Amylosegehalt zwischen 32% und 38% sowie einen Phosphatgehalt zwischen 80,0

und 100 pmol Gesamtphosphat/ g Trockengewicht der Starke auf.

Diese Starke wurde, wie in Beispiel 1 beschrieben, zur Herstellung von Quellstarke
eingesetzt. AnschlieRend wurde die so erhaltenen Quellstarke zur Herstellung eines
Instant-Puddings verwendet. Die Herstellung des Puddings erfolgte wie in Beispiel 2
beschrieben.

Die Eigenschaften des Puddings kénnen analog Beispiel 2 in folgender Weise

beschrieben werden;

Tabelle 2: Gelfestigkeit und Struktur in Milch kalt angerthrter Puddingproben aus
HA-Phosphat-Quellstarke im Vergleich zu einem Handelsprodukt

Probe Gelfestigkeit Strukturbeschreibung
HA-Phosphat 27N Gel schnittfest, homogen
Handelsprodukt 0.7N Gel nicht schnittfest

Die schnittfesten Gele bildeten sich unter den in Beispiel 2 beschriebenen
Versuchsbedingungen bereits nach relativ kurzer Stehzeit (ca. 30 Minuten) aus,

teilweise sogar bereits nach 10 bis 15 Minuten.
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Betrachtet man die Formstabilitat der HA-Phosphat;QueIlstérken, so liegt diese im
fur die HA-Quellstarke (Beispiel 2) beschriebenen Bereich und betragt 98%.
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Patentanspruche

Verfahren zur Herstellung einer Quellstdarke mit guten Gelbildungseigenschaften,

worin

a) eine Suspension aus Starke und Wasser hergestellt wird,

b) die in a) hergestellte Suspenéion auf eine heile Walze eines
Walzentrockners aufgebracht wird, und

) die durch Verfahrensschritt b) erhaltene Quellstarke isoliert wird,

dadurch gekennzeichnet, dass man eine Kartoffelstdrke mit einem Amylosegehalt
von mindestens 30 Gew.-% einsetzt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Kartoffelstarke
mit einem Amylosegehalt zwischen 30 % und 85 % einsetzt.

Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
man eine Kartoffelstarke mit einem Amylosegehalt zwischen 30 % und 65 %
einsetzt.

Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass
man eine Kartoffelstdrke mit einem Amylosegehalt zwischen 32 % und 55 %
einsetzt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass man
eine Kartoffelstarke mit einem Amylosegehalt zwischen 32 % und 45 % einsetzt.

Verfahren nach einem der vorgehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass
man eine Kartoffelstarke mit einem Gesamtphosphatgehalt von 5-120umol
Phosphat/g Starke einsetzt.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Kartoffelstarke
mit einem Gesamtphosphatgehalt von 60-110umol Phosphat/g Starke einsetzt.



WO 03/054024 PCT/EP02/14600
28

8.) Quellsté’rke erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1-7.

9) Verwendung einer Quellstdrke hergestellt in einem Verfahren nach einem der

Anspriche 1-7 zur Herstellung schnittfester Gele,

10.) Verwendung einer Quellstarke hergestellt in einem Verfahren nach einem der
Anspriche 1-7 zur Herstellung von Lebensmitteln.

11.) Verwendung einer Quelistarke hergestellt in einem Verfahren nach einem der
Anspriche 1-7 zur Herstellung von Instant-Puddings.

12.) Verwendung einer Quellstarke hergestellt in einem Verfahren nach einem der
Anspriche 1-7 zur Herstellung von Futtermitteln.

13.) Verwendung einer Quellstarke hergestellt in einem Verfahren nach einem der
Anspriche 1-7 zur Herstellung von Klebstoffen.

14.) Verwendung einer Quellstdrke hergestellt in einem Verfahren nach einem der
Anspruche 1-7 zur Herstellung von Farben.

15.) Zusammensetzung enthaltend eine Quellstdrke nach Anspruch 8.

16.)  Trockenmischung zur Herstellung eines Instant-Puddings enthaltend 2-15 Gew.-%,
vorzugsweise 5-9 Gew.-% einer Quellstéarke hergestellt in einem Verfahren nach
einem der Anspriche 1-7, sowie Zucker und Aromastoffe und gegebenenfalls
weitere in Puddings Ubliche Zuséatze.
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