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Einleitung

Die Proteine des fermentierten Kakaos zeichnen sich durch Schwerloslichkeit und schlechte
Verdaulichkeit (1—9) aus. Als Ursache wurde schon von &lteren Autoren ihre Gerbung durch
Tannine der Kakaosamen im Verlaufe der Fermentation angenommen (10, 11). In einer fritheren
Arbeit (12) ist untersucht worden, welcher Art die Wechselwirkungen mit Polyphenolen** sind,
die zu dieser Schwerloslichkeit der Proteine fithren: In unfermentierten Samen wird bei kurz-
zeitiger Behandlung des Gefriertrockenpulvers in Wasser die Loslichkeit des Gesamtproteins in
verdiinnten Alkalildsungen durch Gerbung unter anaeroben Bedingungen nicht herabgesetzt,
wohl aber unter aeroben Verhéltnissen, begleitet von charakteristischen Braunungsreaktionen.
Auch das elektrophoretische Verhalten der Proteine wird dadurch tiefgreifend verindert. Aus
den Befunden wurde auf eine Chinongerbung (13) als Ursache geschlossen und diskutiert, ob
neben Proteinen auch Proteinabbauprodukte wihrend der Fermentation in dhnlicher Weise wie
bei der Chinongerbung reagieren.

Voraussetzung fiir die Chinongerbung ist die (enzymatische) Oxydation der polyphenolischen
Flavonderivate der Kakaosamen zu Chinonen (14, 15). Der Kakao enthilt eine aktive Poly-
phenoloxydase (16, 17). Sobald durch die Wirkung der ,,4uBeren Fermentation‘‘ (der mikrobiellen
Zersetzung des Fruchtfleisches) die Samen absterben, kénnen Enzyme und Substrate aus Cyto-
plasma und Zellsaftvakuolen der Cotyledonenzellen miteinander in Wechselwirkung treten (18,20).
Normalerweise — abhingig von Methode und Bedingungen im einzelnen (21, 22) — verlauft die
erste Phase der Fermentation anaerob. Erst in der letzten Phase und wéhrend der Trocknung
dringt Sauerstoff in die Bohnen ein und gibt die Voraussetzung fiir eine Chinongerbung. Nach
ForsyrH u. QUESNEL (17) werden die Proteine bereits in der anaeroben Phase — auf Grund des
Gehaltes an Leucoanthocyanidinen in den Samen (16, 23) — vergerbt und die Enzyme weitgehend
unloslich. Zur gleichen Zeit erfolgt jedoch — offensichtlich ungehindert — die Proteinhydrolyse
unter Bildung erheblicher Mengen freier Aminoséuren (24—28).

Der strengen Folge anaerober und aerober Bedingungen wird von denselben Autoren (29—31)
Bedeutung fiir die Bildung der Aromavorstufen des Kakaos beigemessen, besonders im Hin-
blick auf die Verinderungen der Polyphenole. Ob diese vom Fermentationsverlauf abhingige Folge
auch fiir die enzymatische Proteinhydrolyse und die Wechselwirkungen zwischen Polyphenolen,
Proteinen und Proteinabbauprodukten Bedeutung hat, ist nicht bekannt. Diese Frage ist von
Interesse, da die Fermentation Voraussetzung fiir die Bildung von Aroma bzw. Aromavorstufen
ist und sowohl Kakaopolyphenole als auch Proteine bzw. ihre Hydrolyseprodukte an der Bildung
der Aromakomponenten beteiligt sein sollen (19, 32—34).

Allgemein kénnen ebenso wie Proteine auch Aminoséuren und Peptide nach primérer Oxy-
dation von Polyphenolen zu Chinonen mit diesen durch Bildung gefirbter Kondensationspro-
dukte und ferner durch oxydative Desaminierung verschiedener Aminosiuren unter physiolo-
gischen Bedingungen reagieren (15, 35—38), vornehmlich als postmortale Erscheinungen im
Zusammenhang mit enzymatischen Braunungen in pflanzlichen Geweben. Solche Reaktionen bei
der Tee- und Tabak-Fermentation sind untersucht und diskutiert worden (39—44). Purr u.
Mitarb. (45) haben die Moglichkeit solcher Reaktionen im Kakaosamen eingehender untersucht.
Sie fanden, dafl verschiedene Aminoséuren und Peptide die O,-Aufnahme bei der Brenzkatechin-
Oxydation durch Kakaopolyphenoloxydase-Praparate steigern. Die Verfasser diskutieren darum
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die Beteiligung dieser Reaktionen bei der Aromabildung. Voraussetzung hierfiir ist die Hydrolyse
der Kakaoproteine im Verlaufe der Fermentation.

In dieser Arbeit wird untersucht, in welchem Mafle die Proteine und ihre enzy-
matische Hydrolyse unter den anaeroben bzw. aeroben Bedingungen bei der Fermen-
tation durch eine sauerstoffunabhingige Gerbung [durch Flavotannine (13)] einer-
seits oder nach enzymatischer Oxydation der Kakaopolyphenole durch Chinonger-
bung andererseits beeinflulit werden.

Methoden

Material

Frische, reife Kakaofriichte konnten aus Westafrika und fiir einen Versuch aus der Schule
fir Tropische Landwirtschaft, Witzenhausen, innerhalb von wenigen Tagen nach der Ernte be-
schafft werden. Luftgetrocknete fermentierte und unfermentierte Kakaoproben wurden in Bahia
gesammelt. Die Samen frischer Friichte wurden auf —20° C gebracht, geschilt, die Cotyledonen
mit Trockeneis gemischt, pulverisiert und gefriergetrocknet. Anschliefend wurde das Fett mit
Petroliather im Soxhletapparat teilweise (zu 50—809%,) extrahiert und die Proben bei Zimmertem-
peratur im Vakuumexsiccator getrocknet. Unterschiede im Gesamtstickstoff-Gehalt verschiedener
Proben sind vornehmlich auf Differenzen im Restfettgehalt zuriickzufiihren. Fir die einzelnen
Versuche wurde identisches Ausgangsmaterial verwendet. Fiir einen Versuch (Tab. 2) wurde das
entfettete Gefriertrockenpulver unfermentierter Cotyledonen bei Temperaturen unter —10° C
erschpfend mit Aceton-Wasser-Gemischen (nachfolgend 100, 80, 50, 80, 1009, Aceton) bis zur
vollstandigen Entfernung der Polyphenole extrahiert (Riickstand nach Vakuum-Trocknung:
Acetontrockenpulver). Im Extrakt wurde der Gesamtstickstoff und der freie Aminostickstoff
gesondert bestimmt. In diesen Trockenpulvern der unfermentierten Samen sind die Enzyme weit-
gehend aktiv.

Fermentationen in vitro

Sie wurden in 150 ml fassenden Kolben ausgefiihrt, die in der Art einer Waschflasche eine
Vorrichtung zum Durchleiten von Gasen besaflen. Das Einleitungsrohr endete in einer feinporigen
Glassinterplatte, die das einstrémende, vorgereinigte und vorgewirmte (40°C) Gas in feme
Blasen verteilte. Die Fermentationsfliissigkeit konnte aus einem Scheidetrichter zum abgeschlos-
senen System hinzugegeben werden. Etwa 2—5 g Trockenpulver der unfermentierten Cotyle-
donen wurden in die Kolben eingewogen, die GefaBle verschlossen, vorsichtig Gas eingeleitet
(15 min) und dann aus dem Scheidetrichter 20—50 ml Fermentationsfliissigkeit zugegeben.
Wiahrend der ,,Fermentationen wurde die Temperatur in den Gefafilen durch Eintauchen in
einen Ultrathermostaten auf 40° C gehalten. Dauer der Behandlung: 36 bzw. 44 Std. Fir an-
aerobe Bedingungen wurde Stickstoff, fiir aerobe Luft (etwa 3 ml/min) durchgeleitet. 0,05 m-
Acetat-Puffer diente als Fermentationstliissigkeit (pH im endgiiltigen Ansatz: 5,2—5,5). Nach Be-
endigung der Behandlung wurde jeder Ansatz in demselben Kolben eingeengt und gefriergetrock-
net. Pufferzusiitze wurden bei Berechnung der Analysenwerte beriicksichtigt. Zufallsergebnisse
durch mikrobielle Infektionen wurden durch Wiederholungen méglichst ausgeschlossen, doch
diirfte der Nachweis der Hemmung einer Proteinhydrolyse durch eine Infektion nicht erheblich
beeinflullt werden. Der Verlust stickstoffhaltiger Substanzen durch Ausschwitzen aus denBohnen
ist bei diesen Versuchen ausgeschlossen. Verluste an fliichtigem Ammoniak sollten auf Grund der
sauren Reaktion der Ansétze nicht zu erwarten sein. Scheinbare Verluste an Gesamtstickstoff
von 3—69, bei diesen Behandlungen sind auf Gewichtszunahmen zuriickzufiihren, welche auch
bei kurzzeitiger Behandlung in Wasser unter Luft auftraten.

Extraktion mit Wasser

Die Trockenpulver wurden im Kihlraum bei ca. +5°C mit der hundertfachen Menge
Wasser 5 Std magnetisch geriihrt, die Suspensionen auf das Endvolumen gebracht und dann zur
Abtrennung des unléslichen Riickstandes 30 min bei 50000 x g in einer Kiihlzentrifuge zentri-
fugiert und anschlieBend filtriert. Unfermentierte, polyphenolhaltige und anaerob fermentierte
Proben wurden unter N, mit einem Zusatz von Na-Ascorbat extrahiert.

Hydrolysate
200 mg Trockenpulver wurden mit 10ml halbkonz. HCl im zugeschmolzenen Reagens-
glas 24 Std bei 110° C hydrolysiert, HCl aus dem Extrakt im Vakuum vertrieben und Extrakt
und Waschwasser aufgefiillt. Der Stickstoffgehalt im Riickstand betrug unabhéngig von der
Dauer der Hydrolyse stets 6—89%, vom Gesamtstickstoff der eingesetzten Trockensubstanz.
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Qesamistickstoff

Er wurde mit der Kjeldahl-Mikromethode nach PARNASS-WAGNER (47) bestimmt; Standard-
abweichung der Doppelbestimmungen (48): 4 2,79 (relativ).

Freier o- Aminostickstoff

Er wurde nach RosEN (49) ohne Trennung der Aminosauren und Proteine nach Reaktion
mit Ninhydrin photometrisch bestimmt: 1 ml der zu untersuchenden Losung plus 1 ml Reak-
tionsgemisch. [a) 3%, Ninhydrin in Athylenglycolmonomethylather, b) 3,7 m-Acetatpuffer pH 5,2,
0,2 mmol NaCN in H,0. a:b=1:1] wurden 15 min auf 100° C gehalten, abgekiihlt, mit Iso-
propanol-Wasser (1:1) verdiinnt und die Extinktion 12—15 min nach Abkiihlen bei 570 mu
gegen den Blindversuch gemessen. Standardabweichung der Methode nach Doppel-Bestimmungen
+ 39 (relativ) bei Verwendung gleicher Ninhydrin-Losung und konstanten Bedingungen. Prolin
und Hydroxyprolin (440 mu) wurden nicht gesondert bestimmt. Der «-Aminostickstoff wurde aus
dem Vergleich mit einer Leucin-Eichkurve berechnet. Die spezifischen Extinktionen der einzelnen
Aminosuren weichen um nicht mehr als -- 39, voneinander ab (49). Ammoniak wird miterfait
und gibt — relativ zu den iibrigen Aminosiuren — eine spezifische Extinktion von 60%,. Kakao-
protein unfermentierter Samen (waBriger, dialysierter Extrakt des Acetontrockenpulvers) gab
eine Extinktion, die 3%, freiem «-Aminostickstoff vom Gesamtstickstoff entspricht.

Bestimmung des Purinstickstoffes

Theobromin wurde nach HoLmes (50) bestimmt. Coffein lieB sich nach der Fallung des Theo-
bromins mit AgNQ,, Neutralisation und Waschen des Riickstandes anschlieBend aus dem Filtrat
nach Exerrs u. MiLes (51) mit Chloroform ausziehen und photometrisch bestimmen. Die Be-
stimmungen waren innerhalb von 109, (= 29, vom Gesamtstickstoff) reproduzierbar. Fiir Roh-
kakaoproben wurden die entsprechenden, nach der selben Methode an anderen Mustern ermittel-
ten Werte (52) verwendet. In den Gefrier- und Acetontrockenpulvern der unfermentierten Samen
wurde der Purinstickstoff bestimmt; diese Werte wurden auch den Proben nach Fermentation in
vitro zugrunde gelegt. In den Tabellen ist der Purinstickstoff vom Gesamtstickstoff, dem wasser-
loslichen Stickstoff und dem Stickstoff im Hydrolysat abgezogen worden.

Aminosdure-Analysen

Die quantitative Bestimmung der einzelnen Aminosiduren im HCl-Hydrolysat erfolgte nach
MoorE und STEIN (53) im automatischen Aminosiure-Analysator der Fa. Beckman (Typ 120 B).
Aus einer Doppelanalyse ergab sich eine maximale Differenz der einzelnen Aminosguren von 79.
Zur Papierchromatographie der Aminossuren in HCl-Hydrolysaten und wifirigen Extrakten
wurde eine frither mitgeteilte Methode angewandt (26, 28).

Ergebnisse

Wasserloslichkeit der Proteine und freien Aminosiuren in unfermentierten Samen in
Abhdngigkeit von Polyphenolen bei der Extrakiion

Nach Tab. 1 lassen sich aus polyphenolhaltigem Gefriertrockenpulver unter Luft-
abschlufl 319, des proteinogenen Stickstoffes mit Wasser extrahieren. Der freie
o-Aminostickstoff ist gering. Im polyphenolireien Acetontrockenpulver ist — auch
unter aeroben Extraktionsbedingungen — die Wasserloslichkeit wesentlich gréfier.
Die schr geringe Menge des freien o-Aminostickstoffes entspricht der geringen Reak-
tion der loslichen Proteine mit Ninhydrin (vgl. oben). Die freien Aminosiuren wurden
mit Aceton-Wasser-Gemischen extrahiert (c). Die geringere Proteinloslichkeit in
Gegenwart der Polyphenole kann als Effekt einer sauerstoffunabhingigen Gerbung
aufgefafit werden. Unter aeroben Bedingungen bei der Extraktion in Gegenwart der
Polyphenole werden dagegen die Proteine fast vollstindig wasserunléslich (b). Es
verbleibt ein 19slicher Rest von 129, der etwa zur Hilfte von den freien Amino-
séuren gebildet wird. Der freie «-Aminostickstoff ist ebenfalls reduziert. Die Protein-
fallung durch oxydative Gerbung ist demnach stirker als durch sauerstoffunabhin-
gige Gerbung.
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Tabelle 1. Abnahme der Proteine und des freien a- Aminostickstoffes im wiprigen Extrakt unfermen-
tierter Kakaosamen in Abhdngigkeit vom Luftsauerstoff

Priparat Gesamt-N wasserlosl. N wasserlosl.
frejer
a«-Amino-N

bezogen auf Trockensubstanz der Cotyledonen

in in in
% % %
L. Gefriertrockenpulver (unfermentiert)
a) ohne Vorbehandlung (H,0-Extraktion
unter Np) . . . . . . ..o 4,13 (100)* 1,30 (31,5) 0,235 (5,7)
b) 1 Std in H,0 (40° C) der Oxydation an der
Lunft ausgesetzt, (H,0-Extr. unter Luft) 3,84 (100) 0,45 (11,7) 0,174 (4,5)

I1. Acetontrockenpulver (unfermentiert)

¢) Rickstand n. Acetonextr. 1 Std in H,0
der Oxydation an Luft ausgesetzt (H,O-
Extr. unter Luft) . . . . . . . . . .. 3,20 (100) 1,92 (60,0) 0,050 (1,6)
Summe von Aceton-Extrakt u. Ruckstand 3,36 (100) 2,07 (61,6) 0,150 (4,4)

* Werte in Klammern: In 9, des Gesamtstickstoffes umgerechnet. Purinstickstoff rechnerisch
eliminiert (s. 8. 147). Proben aus demselben, unfermentierten Ausgangsmaterial sind durch gleiche
romische Ziffern gekennzeichnet.

Wasserloslichkeit und Hydrolyse der Proteine in Abhdngigkeit von verschiedenen Fermen.-
tationen in vitro

Gegeniiber der unfermentierten Ausgangssubstanz wird die Wasserldslichkeit des
Proteins im Acetontrockenpulver durch kiinstliche Fermentation nicht weiter er-
hoht (Tab. 2). Es kommt jedoch zu einer starken Proteinhydrolyse: Aus dem hohen
Gehalt an wasserloslichem freien o-Aminostickstoff ergibt sich unter Verwendung
des Faktors aus Tab. 6 eine Hydrolyse von 449 desléslichen Proteins zu freien Amino-
séuren.

Tabelle 2. Proteinhydrolyse bei in-vitro-Fermentationen der Acetontrockenpulver aus frischen Samen
(polyphenolfreier Riickstand nach Extraktion mit Aceton-Wassergemisch)*

Priiparat Gesamt-N wagserlosl, N wasserlosl.
freier
«-Amino-N
bezogen auf Trockensubstanz der Cotyledonen
in in in
% % %
II.. Acetontrockenpulver (unfermentiert)
a) 1 Std in H,0 der Oxydation an der Luft
ausgesebzt. . . . . . .. .. .. .. 3,20 (100) 1,92 (60,0) 0,050 (1,6)
a’) a) einschl. des N des Acetonextraktes . 3,36 (100) 2,07 (61,6) 0,150 (4,4)
b) 36 Std in-vitro-Ferm. 40° C, pH 5,2 unter
Luft . . . . . o000 3,00 (100) 1,85 (61,7) 0,65 (21,7)
b’) b) einschl. des N des Acetonextraktes 3,19 (100) 2,04 (63,4) 0,73 (22,8)

* Vgl. Fulinote Tab. 1.

Im Gegensatz dazu ist die Proteinhydrolyse bei Fermentation in Gegenwart der
Polyphenole geringer und entscheidend vom Luftsauerstoff abhéngig (Tab. 3):

Unter Luftabschluf (b) kommt es zu einer geringen Vermehrung des loslichen
Stickstoffes gegeniiber der unfermentierten Probe (a). Der freie «-Aminostickstoff
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wird deutlich erhoht. Der Gehalt an freiem Aminostickstoff entspricht einer Hydro-
lyse von 299% des loslichen Proteins zu Aminosduren. Die Hydrolyse ist aber
geringer als in Abwesenheit der Polyphenole (Tab. 2). Die geringere Loslichkeit des
Proteins allein ist dafiir nicht verantwortlich: Nicht nur das Verhiltnis von freiem
o-Aminostickstoff zum Gesamtstickstoff der Trockensubstanz, sondern auch zum
wasserloslichen Stickstoff ist geringer. In diesem Zusammenhang muf3 beriicksichtigt
werden, dall auch die Proteinase-Aktivitit durch Gerbung vermindert wird (17, 45).

Tabelle 3. Der Einflufl der Polyphenole in Abhingigkeit vom Luftsauerstoff auf die Proteinhydrolyse
bei in-vitro-Fermentation der (polyphenolhaltigen) frischen Samen*

Priparat Gesamt-N wasserlosl. N wassgerlosl.
freier
a-Amino-N

bezogen auf Trockensubstanz der Cotyledonen
in in in
% % %
1. Gefriertrockenpulver (unfermentiert)
a) ohne Vorbehandlung (H,0-Extr. unter N,) 4,14 (100) 1,53 (36,9) 0,228 (5,5)
b) in-vitro-Ferm. 40° C, pH 5,2, 36 Std unter
N, (H,0-Extraktion unter N,) . . . . . 4,10 (100) 1,75 (42,7) 0,425 (10,4)
¢} in-vitro-Ferm. 40° C, pH 5,2, 36 Std unter
Luft (H,0- Extraktion unter Luft) 3,86 (100) 0,45 (11,6) 0,155 (4,0)
d) in-vitro-Ferm. 40° C, pH 5,2, 24 Std unter
N,, 12 Std unter Luft . . . ... ... 4,02 (100) 0,89 (22,1) 0,343 (8,5)

* Vgl. FuBnote Tab. 1.

Unter aeroben Bedingungen (¢) wird im Gegensatz dazu der wasserlosliche Stick-
stoff entscheidend vermindert. Die léslichen Proteine der unfermentierten Samen
werden fast vollsténdig unldslich. Der verbleibende losliche Rest wird zum groBten
Teil von den freien Aminosiuren gebildet: der freie x-Aminostickstoff ist gegeniiber
dem unfermentierten Material nicht erhoht, sondern vermindert. Grundsédtzlich
unterscheidet sich in dieser Analyse eine aerobe Fermentation (c¢) nicht von einer
aeroben Vorbehandlung (Tab. 1, b). Daraus kann geschlossen werden, dafl unter die-
sen Bedingungen auf Grund spontaner Chinon-Gerbung eine Proteinhydrolyse im
Verlauf der Fermentation nicht erfolgen konnte.

Bei einer Folge von erst anaeroben und dann aeroben Bedingungen wird ein
anderes Ergebnis erreicht (d): Der freie «-Aminostickstoff wird deutlich erhoht und
zeigt eine Proteinhydrolyse an. Der wasserlosliche Stickstoff wird dagegen analog der
aeroben Fermentation reduziert. Das 148t sich so deuten, daB es in der anaeroben
Phase in gleichem Mafle wie bei der anaeroben Fermentation (b) zur Proteinhydrolyse
gekommen ist, das nicht hydrolysierte Restprotein aber in der aeroben Phase dann
durch oxydative Wechselwirkungen mit Polyphenolen unléslich wurde. Der gegen-
iber der aeroben Fermentation hoéhere wasserlosliche Stickstoff resultiert aus den
Proteinabbauprodukten nach der Hydrolyse. Der geringere Wert des freien Amino-
stickstoffes gegeniiber der anaeroben Fermentation 18t sich nur zum Teil (vgl. S. 147,
155) auf die Proteinfallung zurtickfithren.

Wasserloslichkeit und Hydrolyse im Rohkakao nach diblicher Fermentation

Die Gehalte an Gesamtstickstoff und o«-Aminostickstoff in wiBrigen Extrakten
verschiedener Rohkakaoproben sind unterschiedlich, vgl. Tab. 4 (30—409%, bzw. 8 bis
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149,) und liegen im Bereich der Werte nach kiinstlicher Fermentation unter anaero-
ben oder anaerob-aeroben Bedingungen (Tab. 3). Bei der iiblichen Fermentation kann
in der normalerweise anaeroben ersten Phase eine Hydrolyse erfolgen. Je nach Me-
thode und Verlauf sind dann in der zweiten Phase oder wéhrend der Trocknung
aerobe Bedingungen gegeben, unter denen oxydative Wechselwirkungen mit den
restlichen Proteinen moglich sind.

Tabelle 4. Proteinhydrolyse bei der iiblichen Fermentation®

Kakaopriparat Gesamt-N wasserlosl, N wasserlosl
freier
o-Amino-N

bezogen auf Trockensubstanz der Cotyledonen
in in

in
% % %

II1. Bahia-Kakao

a) unfermentiert (Extr. nicht unter Luft-

abschluB) . . . . . . .. ... ... 3,75 (100) 0,26 (6,9) 0,134 (3,6)

b) fermentiert [tibl. Kastenferm. (22)] . . . 3,64 (100) 1,18 (32,4) 0,518 (14,2)
IV. Bahig-Kakao

c) fermentiert [iibl. Kastenferm. (22)] . . .

d) fermentiert [Ferm.-Trommel n. Halifax(22)]
V. Ghana-Kakao

e) fermentiert (Handelsmuster) . . . . . . 3,75 (100) 1,15 (30,6) 0,318 (8,5)
10,783 (20,9)71**

* Vgl. FuBnote Tab. 1. H,O-Extraktion der luftgetrockneten, entfetteten Proben unter Luft.
*% Freier o- Amino-N im HCl-Hydrolysat des walirigen Extraktes.

,31(100) 1,34 (40,4) 0,406 (12,3)
55 (100)  1,31(36,9) 0,366 (10,3)

Papierchromatographischer Vergleich der freien Aminosiuren nach Fermentation in vitro

Die Reduktion des «-Aminostickstoffs in den wilrigen Extrakten nach aerober
Fermentation in vitro (Tab. 3, ¢, d) 16t sich nur zum Teil mit der gleichzeitigen
Verminderung des wasserloslichen Proteins in Zusammenhang bringen (vgl. S.147,155).
Sehr wahrscheinlich kommt darin auch eine Verminderung der freien Aminosduren
zum Ausdruck. Quantitative Aminosidurebestimmungen konnten an diesem Material
nicht ausgefithrt werden (Probe I in Tab. 1 u. 3). Einige papierchromatographische
Vergleiche lassen sich nur unter Beriicksichtigung der Grenzen fiir die quantitative
Auswertbarkeit der Papierchromatogramme beurteilen: Gleiche Mengen der wéfrigen
Extrakte (entspr. 1,8 mg Trockensubst. pro Chromatogr.) der laut Tab. 1, a, b und
3, a—d behandelten Proben wurden 1. in Butanol-Eisessig-Wasser (9:1:1) und 2. in
Pyridin-Amylalkohol-Wasser (7:7:6) entwickelt und mit Ninhydrin angefirbt (26,
28). Bei dieser Konzentration wurden in der unfermentierten Probe nur Alanin,
Glutaminséure, Asparaginsiure, Valin und Leucin nachgewiesen. Bei wesentlich stér-
keren Konzentrationen wurden auch die iibrigen Aminoséauren des Kakaos (26, 28) mit
Ausnahme von Methionin, Tryptophan, Hydroxyprolin, Cystein als schwache Flecken
gefunden. Bei durchgehend anaerober Fermentation in vitro wurden die freien Amino-
sauren wie bei der iiblichen Fermentation (26, 28) in Anzahl und Konzentration stark
vermehrt. Bei aerober Fermentation wurden sie dagegen — gegeniiber der unfer-
mentierten Ausgangsprobe — vermindert: Bei der gewédhlten Konzentration waren
nur Asparaginsiure, Glutaminséure und Alanin nachweisbar. Unter anaeroben und
nachfolgend aeroben Bedingungen wurde im Amninosdurenchromatogramm kein
Unterschied zur anaeroben Fermentation in vitro festgestellt.



Proteinhydrolyse wiihrend der Kakaofermentation in Abhéngigkeit von Wechselwirkungen 151

Weder in diesen Proben (I aus Tab. 3) noch in fermentiertem Rohkakao (IV aus
Tab. 4) konnten bei den gewéhlten Konzentrationen der wiBrigen Extrakte auf dem
Chromatogramm Flecken nachgewiesen werden, welche sowohl mit Turnbulls’ Blau
als auch mit Amidoschwarz firbbar sind (46). In allen Féllen gab Amidoschwarz
nur eine Farbung am Startpunkt.

Redultion des freien Aminostickstoffes vm HCI-Hydrolysat durch die Fermentation

Nach DeWrrT (27) wird im Verlaufe der tublichen Fermentation der freie o-
Aminostickstoff im Hydrolysat des Proteins (des Athanolunloslichen) reduziert. Es
sollte gepriuft werden, ob diese Reduktion sauerstoffabhingig ist. Werden dabei
Proteine in Substanzen iiberfithrt, die nach Siurehydrolyse l6slich aber ninhydrin-
negativ sind, sollte die Reduktion des freien «-Aminostickstoffes (aus der Ninhydrin-
bestimmung) auch aus dem Verhéltnis von freiem «-Aminostickstoff zum Gesamt-
stickstoff im Hydrolysat der gesamten Cotyledonensubstanz zum Ausdruck kommen.
Solche Werte sind in Tab. 5 zusammengestellt. Bei Fermentation in vitro ergab sich
eine derartige Reduktion (10—259%,) sowohl aus den Aminostickstoffbestimmungen
als auch aus den Aminosdureanalysen (Tab. 5, VIa—d), aber nicht nur unter aeroben
Bedingungen, sondern auch unter Luftabschluf3. Sie ist demnach nicht auf eine oxy-
dative Wirkung zuriickzufiihren. Eine gleiche Reduktion durch die tibliche Fermen-
tation ergibt sich aus Tab. 5, I-- V. Die relativ stérkere Reduktion im HCl-Hydrolysat
des Athanolunlgslichen bei DEW1TT (27) 148t sich darauf zuriickfithren, daB die bei

Tabelle 5. Reduktion des freien o-Aminostickstoffes in HCI-Hydrolysaten der Cotyledonen durch
die iibliche und durch in-vitro-Fermentation™

Priparate Gesamt-N N im HCl- freier freier
Hydrolysat x-Amino-N z-Amino-N
im HCI- im HCI-
Hydrolysat Hydrolysat
(Best. n. aus guan-
ROSEN) titativer
Aminosiure-
Best. nach
MOORE +

STEIN
bezogen auf Trockensubstanz der Cotyledonen
in in in in
% % % %

unfermentierte Proben

Ta) unfermentiert . . . . . . . . 4,14 (100) 3,86 (93,2) 2,91 (70,2) —
IIb) unfermentiert . . . . . . . . 3,20 (100) — 2,43 (75,9) —
iiblich fermentierter Rohkakao
IVe) Bahia fermentiert (iibl. Kasten-
ferm.) (22) . . . . . . . . .. 3,31 (100) 3,09 (93,3) 2,16(65,2) -
1Vd) Bahia fermentiert (Ferm.-
Trommel n. Halifax) (22) . . . 3,55 (100) 3,00 (84,5) 2,22 (62,5) —
Ve) Ghana ferm. (Handelsmuster) . 3,75 (100) 3,57 (95,2) 2,22 (59,2) —
Gefriertrockenpulver (unfermentiert)
VIa) unvorbehandelt. . . . . . . . 3,19 (100) — 2,47 (77,4) 2,59 (81,1)
b} in-vitro-Ferm. 40° C, pH 5,2,
44 Std unter Luft . . . . . . . 2,94 (100) — 2,08 (70,7) —
¢) in-vitro-Ferm. 40° C, pH 5,2,
44 Stdunter N,. . . . . . . . 3,12 (100) — 1,92 (61,5) 2,03 (65,0)
d) in-vitro-Ferm. 40° C, pH 5,2,
24 Std unt. N,, 20 Std unt. Luft 3,01 (100) — 2,16 (71,7) 2,10 (69,7)

* Vgl. FuBnote Tab. 1.
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der Fermentation freiwerdenden und von den Bohnen ausgeschwitzten Aminoséiuren
und Peptide bei der Bestimmung im HCl-Hydrolysat des Athanolunléslichen nicht
miterfallt werden.

Sowohl unter Luft als auch bei Luftabschluf betrifft die Verminderung des «-
Aminostickstoffes alle Aminosiduren nahezu gleichmaBig (Tab. 6). Lediglich Ammo-
niak wird nicht vermindert und ist darum nach den Fermentationen in vitro relativ
erhoht. Nur die Reduktion von Cystein, Tyrosin und Histidin war auf die Fermen-
tation mit aerober Phase beschrinkt. Auch aus ein- und zweidimensionalen Papier-
chromatogrammen der HCl-Hydrolysate aller Proben der Tab. 3 und 4 ergaben sich
weder quantitative noch qualitative Unterschiede der Gesamt-Aminosiuren in Ab-
héngigkeit vom Luftsauerstoff oder durch verschiedene Fermentationsverfahren.

Tabelle 6. Verdnderung der relativen Aminosdurezusammenselzung im HOl-Hydrolysat von Gefrier-

trockenpulver unfermentierter Cotyledonen nach in-vitro-Fermeniation unter anaeroben Bedingungen

baw. erst anaeroben und dann aeroben Bedingungen. Angaben in pMolen Aminosguren in 9, der
gesamten Aminosauren (vgl. Tab. 5, VI). (Bestimmungen nach MoorE und STEIN)

Aminosduren Menge d. Aminosiduren bez. a. d. Gesamtmenge der
Aminosguren im Hydrolysat der
unvor- in-vitro-fermentierten
behandelten (pH 5,2, 40° C)
44 3td/N, 24 Std N, und
. Cotyledonen _20 Std Tutt
in in in
% % %
Liysin 5,53 4,89 4,99
Histidin 1,50 1,45 1,35
NH, 9,68 12,96 12,93
Arginin 4,78 4,65 4,64
Hydroxyprolin — — —
Asparaginsiure 10,08 9,51 9,61
Threonin 4,29 4,15 4,15
Serin 6,51 6,00 6,32
Glutaminsiure 15,39 14,27 14,91
Prolin 4,58 4,40 4,85
Glycin 7,40 7,24 7,08
Alanin 6,29 6,16 6,07
Cystein 1,73 1,82 1,34
Valin 5,72 5,79 5,62
Methionin 0,77 0,75 0,75
Isoleucin 3,14 3,16 3,26
Leucin 6,32 6,13 6,13
Tyrosin 2,20 2,24 1,88
Phenylalanin 4,05 4,36 4,07
o-Aminostickstoff
(4 Ammoniak-N)
in 9, vom Ge-
samt-Amino-
siure-N 81 82 82
Diskussion

Proteinhydrolyse und -Gerbung

Das Protein wird durch Hydrolyse wahrend der Fermentation vermindert (24). Eindimen-
sionale Papierchromatographie waBriger Extrakte zeigte, dafl in fermentiertem Kakao im Gegen-
satz zu unfermentiertem Aminosduren freigesetzt sind (25). Durch vollstindige Aminossure-
trennungen im zweidimensionalen Papierchromatogramm und durch Aminostickstoff-Bestim-
mungen lieB sich die Proteinhydrolyse niher beschreiben (26): Von allen 20 im Kakaoprotein
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nachgewiesenen Aminosiuren liegen in den unfermentierten Samen nur einige und mit Ausnahme
von Alanin, Glutaminsiure, Asparaginsiure in sehr geringer Konzentration vor. Fermentierter
Kakao enthélt dagegen — ohne prinzipielle Unterschiede einzelner Provenienzen — alle Amino-
sguren in freier Form und in einer Menge, die einer Proteinhydrolyse von mehr als 109, entspricht.
Ihr Mengenverhiltnis gleicht dem der Aminosduren im Proteinhydrolysat. Im Verlaufe der in
Bahia iiblichen Kastenfermentation (21) beginnt die Hydrolyse nach dem Aufschlul des Cotyle-
donengewebes. Obgleich sie bis zum Fermentationsende andauert, ist sie im wesentlichen kurze
Zeit nach dem Absterben der Samen in der anaeroben Phase der Fermentation erfolgt (28).
Aseptische Fermentation in Pufferlésungen ergaben ferner, dafl die Hydrolyse durch die eigenen
Enzyme der Samen einsetzt, sobald durch Erhohung der Temperatur auf 45° C und mehr das
Cotyledonengewebe aufgeschlossen wird. Prinzipiell gleiche Ergebnisse brachten Aminosiure-,
Peptid- und Protein-Stickstoffbestimmungen im Verlaufe von Fermentationen in Trinidad (27).
Auch von anderen Autoren wurde die Kakaoprotein-Hydrolyse mit dhnlichen Ergebnissen unter-
sucht (9, 55, 56, 57). Aus seinen Untersuchungen schlof DeWrrT (27), dal die Hydrolyse zum
Fermentationsgrad in einer engeren Beziehung steht, indem vollfermentierter Kakao im Gegen-
satz zu unfermentiertem nur wenig unveréndertes, urspringliches Protein enthéilt. HARDY und
RoDRIGUES (54) sahen solche Unterschiede im Zusammenhang mit Sortenunterschieden.

Dieser fur die iibliche Fermentation kennzeichnenden Proteinhydrolyse steht die Annahme
gegeniiber, dafl im selben ProzeB auch eine Gerbung der Proteine durch die Polyphenole der Samen
erfolgt (17, 10, 11). Seit mehr als 50 Jahren ist die Unloslichkeit und Schwerverdaulichkeit der
Kakaoproteine wiederholt beschrieben und untersucht worden (1—9, 58). Danach sollen nur
40—609%, der Rohkakaoproteine verdaulich sein. HoEMANN (8) und auch NizracE (9) gelang
es nicht, die Proteine mit konventionellen Proteinlosungsmitteln oder durch Enzyme in Losung
zu bringen. Im unfermentierten Kakao (allerdings ohne Beriicksichtigung von oxydativen Wir-
kungen bei der Praparation) war der unlosliche Rest (709,) sogar noch wesentlich hoher als in
fermentiertem (409%;). Das losliche Protein war von braunen phenolischen Begleitsubstanzen
nicht zu trennen. HoumaNN schloll daraus auf ,,Polyphenol-Protein-Symplexe‘. SCHORMULLER
u. WINTER (55) erreichten eine vollstindige Lésung des Kakaoproteins nur in Ameisensiure.
Auf Grund des Stickstoffgehalts und der Farbung war jedoch nicht auf ein reines Protein zu
schlieBen. DaBl das in 0,2%iger KOH losliche Protein des Rohkakaos stark verindert ist, lieB
sich durch elektrophoretische Trennungen nachweisen (12): Es bildet im Gegensatz zu dem unfer-
mentierter Kakaobohnen (3 getrennte Fraktionen) nur eine braunliche, unscharfe Zone.

Nach ForsyTH u. QUESNEL (17) ist die Abnahme des wasserloslichen, mit Tri-
chloressigsdure fillbaren Proteins und die Inaktivierung der Enzyme auf eine Ger-
bung bereits in der anaeroben Phase der Fermentation zurtickzufithren. Das bedeutet
aber, daBl sie gleichzeitig mit der Proteinhydrolyse erfolgt. Daraus ergibt sich die
Frage, wie die selbst in verdiinnten Alkali- oder Enzymlésungen unloslichen Protein-
gerbstoffkomplexe des Rohkakaos gebildet werden konnen, ohne die enzymatische
Proteinhydrolyse zu verhindern. Aus fritheren Untersuchungen (12) und den vor-
liegenden Ergebnissen ergibt sich eine Erklirung fiir die unterschiedliche Wirkung einer
sauerstoff-unabhingigen Gerbung (durch Flavotannine) und einer sauerstoffabhingigen
Gerbung (Chinongerbung): Beide kommen bei normalem Verlauf der Kakaoaufberei-
tung zur Wirkung, jedoch nicht gleichzeitig, sondern wegen der Folge anaerober
und aerober Bedingungen nacheinander. Die Chinongerbung unterbindet die Protein-
hydrolyse génzlich unter aeroben Bedingungen und fihrt zu Protein-Gerbstoffkom-
plexen, die sich durch ihre Unléslichkeit in 0,2 9 iger KOH auszeichnen. Vor dem
Eindringen von Sauerstoff in die Kakaobohnen kann jedoch eine Proteinhydrolyse
unter anaeroben Bedingungen erfolgen.

Die Kakaosamen enthalten Leucoanthocyanidine (16, 23), welche wirksame Gerb-
stoffe bilden (59, 60). In der anaeroben Phase der Fermentation nach dem Absterben
der Samen sind Reaktionsbedingungen gegeben, unter denen diese mit den Proteinen
reagieren koénnen. Eine solche Gerbung wird im wesentlichen auf die Bildung von
Wasserstoffbriicken zwischen den Ketoimidbindungen der Proteine und den pheno-
lischen OH-Gruppen der Gerbstoffe zuriickgefiihrt, die aber in polaren Losungsmitteln,
in verdiinnten Alkali- oder Enzymlosungen weitgehend aufgehoben werden (13, 61).
Aufgrund dieser Eigenschaften ist bei der Fermentation zu erwarten, daff anaerobe
11 Z. Lebensmitt.-Untersuch., Band 133
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Gerbung 1. die Wasserldslichkeit der Proteine beschrankt (Tab. 1a, ¢), nicht aber nach
Vorbehandlung mit Aceton oder bei alkalischer Extraktion (12), 2. die Proteinhydro-
lyse in Gegenwart der Polyphenole verringert, aber nicht verhindert (Tab.2 und
3a, b). Ob die beobachtete Reduktion der Hydrolyse unter Luftabschlul in Gegen-
wart der Polyphenole (Tab. 3b) auf Inaktivierung der Proteinasen (17, 45) oder
Fallung der Substrat-Proteine zuriickzutithren ist, bleibt offen. Die Verminderung an
wasgerldslichem Protein im Verlaufe der anaeroben Fermentation, welche nach Ex-
traktion mit Aceton bestimmt wird (17), ist jedoch vornehmlich auf die Hydrolyse
zuriickzufithren.

AusschlieBlich unter aeroben Bedingungen, in Gegenwart der Polyphenole und
der Polyphenoloxydase werden, — von enzymatischen Briunungen begleitet — die
Proteine in eine Form iiberfithrt, deren Verhalten und Schwerléslichkeit oben dar-
gestellt worden ist. Eine Chinongerbung ist darum anzunehmen (12). Sie beruht auf
der Bildung kovalenter Bindungen zwischen den Chinonen und den freien, end-
stéindigen Amino- bzw. Iminogruppen der Proteine (13, 15), die evtl. weitere Kon-
densationsprodukte bilden. Die wesentlich stidrkere Resistenz dieser Verbindungen
gegen Proteinasen und stark polare Losungsmittel (13, 62) erklart die Schwerloslich-
keit der Kakaoproteine und ihre Widerstandsfahigkeit gegeniiber Proteinasen nach
Gerbung in Gegenwart von Sauerstoff. Diese Gerbung verhindert — im Gegensatz
zur sauerstoffunabhingigen — die Proteinhydrolyse vollstdndig (Tab. 3, ¢). Bei nor-
malem Verlauf der Kakaofermentation ist jedoch die Hydrolyse in der ersten, anae-
roben Phase im wesentlichen abgeschlossen (28). Erst in der letzten, aeroben Phase
wird eine Chinongerbung erfolgen konnen, und von ihr wird nur das restliche, nicht-
hydrolisierte Protein erfafit. In dieser Phase ist die Polyphenoloxydase in den Kakao-
samen noch aktiv (17) und kann die Flavon-Derivate zu Chinonen oxydieren. Grund-
sitzlich konnen diese mit Proteinen und Aminosduren genauso reagieren (35, 43) wie
andere Chinone (13, 15, 40, 62, 63) unter physiologischen Bedingungen. In gleicher
Weige werden die Proteinanteile in den Briunungsprodukten und die Unloslichkeit
des Proteins in fermentierten Tabakblittern auf diese Bindung zuriickgefiihrt (41,
42). Im fermentierten Rohkakao, nach einer Folge anaerober und aerober Bedingun-
gen, ist das durch Chinongerbung unlésliche (in 0,2% KOH) Protein auf Grund der
vorangegangenen Hydrolyse wesentlich geringer aly bei direkter Oxydation an un-
fermentierten Samen (12). Der hohere, 16sliche Anteil im fermentierten Kakao setzt
sich jedoch nicht nur aus unverdnderten Aminosduren und Peptiden des Protein-
hydrolysates zusammen. Seine Loslichkeit und Nicht-Abtrennbarkeit von Polyphe-
nolen (8, 12) sprechen fiir eine Beteiligung des Hydrolysates an den Reaktionen mit
den enzymatisch oxydierten Polyphenolen.

Die Proteinhydrolyse ist also zeitlich begrenzt auf die Dauer zwischen dem Ab-
sterben der Samen und dem Eindringen von Sauerstoff; in Abhdngigkeit von Methode
und Verlauf der Fermentation kann darum mit unterschiedlichem Gehalt an un-
léslichem Protein und freien Aminosduren im Rohkakao gerechnet werden (27).

Redulktion freier Aminogruppen der Proteine und Aminosduren

Bei einer Chinongerbung wihrend der Kakaoaufbereitung muB es zu einer Reduktion der
freien Aminogruppen der Proteine kommen. Nach DeWrrT (27) ,,zeigt der Abfall im Verhaltnis
von o-Aminostickstoff zum Gesamtstickstoff im Hydrolysat der &thanolunléslichen Fraktion
der Bohnen von 0,58 auf 0,13 wihrend der Fermentation, dafl Proteine zumindest auf zwei
Wegen entfernt werden — durch Proteolyse mit der Bildung von Aminosiuren und Peptiden
und auch durch Transformation in eine #thanolunlésliche Nicht-Protein-Form, welche durch
Saure in 16sliches (HCl-Hydrolyse), aber ninhydrin-negatives Material hydrolysiert wird®. ,,Eine
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Kombination von Oxydation und Gerbung in Gegenwart von Polyphenolen und Polyphenol-
oxydase bietet sich selbst als ein Mechanismus fiir den letzteren Proze an‘. — Auch NI1EPAGE (9)
fand eine derartige Reduktion der Aminosiuren im HCl-Hydrolysat des fermentierten Kakaos
durch quantitative Aminosiurebestimmungen, die durch Aminostickstoffbestimmungen mit
Ninhydrin bestitigt werden konnte. Die Verstarkung dieser Reduktion nach langsamer Trock-
nung der Bohnen an der Luft wiirde ebenso fiir eine oxydative Wirkung sprechen wie der Befund
DEWrTTs, daB sie in der letzten, meist aeroben Fermentationsphase erfolgt (27). Aminostickstoff-
bestimmungen nach vAN Styxe im Hydrolysat brachten jedoch keine Unterschiede zwischen
fermentierten und unfermentierten Proben (eigene, unveroffentlichte Versuche). Wenn die An-
nahme zutrife, dal die bei der oxydativen Wechselwirkung mit Polyphenolen blockierten Amino-
gruppen auch nach salzsaurer Hydrolyse nicht frei werden und keine Reaktion mit Ninhydrin
geben, sollte die Aminostickstoffreduktion im HCl-Hydrolysat nach aerober, nicht aberanaerober
Fermentation zu finden sein.

Die Versuche dieser Arbeit (Tab. 5) zeigen, daf} es sich bei dieser Reduktion des
freien Aminostickstoffs im HCl-Hydrolysat um einen sauerstoffunabhingigen Prozef3
handelt. (So fithrt etwa eine Decarboxylierung von Aminosiureresten ebenfalls zur
Verminderung ninhydrinpositiver Substanzen, nicht aber zur Reduktion der nach
vAN SLYKE faBbaren Aminogruppen.) Uberdies reagieren Chinone nur mit den freien,
endstindigen Aminogruppen der Proteine (13, 15, 64), so daBl mit einer derartig star-
ken Reduktion der Aminogruppen im Proteinhydrolysat wie DEWITT sie fand durch
Chinongerbung auch nicht gerechnet werden darf.

Die in dieser Arbeit auf indirektem Wege nachgewiesene Reaktion zwischen
Proteinen und enzymatisch oxydierten Polyphenolen wihrend der Kakaofermenta-
tion 148t sich durch vergleichende Aminostickstoffbestimmungen in HCl-Hydrolysa-
ten nicht erfassen. Hs steht in Frage, ob die Bindung zwischen Chinon und endstén-
digen NH,-Gruppen der Proteine nach HCl-Hydrolyse erhalten bleibt. Chinongegerbte
Proteine der Kiichenschaben widerstehen Losungsversuchen in konz. HCl-Ootheca
(13). Andererseits findet man Angaben tiber die Unstabilitit von Reaktionsprodukten
aus Aminosduren bzw. Aminen und Chinonen gegeniiber Sauren (15, 35, 38, 63, 65).

Zur Frage, ob bei der Kakaofermentation auch Proteinabbauprodukte (Peptide,
Aminoséuren) mit oxydierten Polyphenolen ebenso wie Proteine reagieren, brachten
die vorliegenden Ergebnisse keinen eindeutigen Befund. Betrifft die Reduktion des
wagserloslichen, freien o-Aminostickstoffes unter aeroben Bedingungen die freien
Aminosduren (Tab. 3), so sollten sie bei Versuchen unter Luft im Vergleich zu ent-
sprechenden Versuchen unter Luftabschluf stets vermindert sein. Eine Aminoséure-
Verminderung liel sich jedoch nur bei durchgehend aerober Fermentation in vitro
papierchromatographisch fassen, nicht bei einer Folge anaerober und aerober Be-
dingungen. Allerdings sind nur grofe Konzentrationsunterschiede papierchromato-
graphisch fafibar, und die Anwendung empfindlicher Methoden wire wiinschenswert,
Die Messung der Absorptionspektren von Kondensationsprodukten aus Protein-
hydrolysat und Chinonen (15, 62, 64) im komplexen Stoffgemisch des Rohkakaos
dirfte auf grundsédtzliche Schwierigkeiten stoBen. Hine Verminderung des freien,
wasserloslichen o-Aminostickstoffes ohne gleichzeitiges Verschwinden freier Amino-
sduren (Ferm. d, Tab. 3) kann allerdings auch als Reaktion von Peptiden verstanden
werden, die mit Chinonen leichter reagieren und stabilere Verbindungen liefern als
Aminosduren (15). Ein direkter Hinweis auf die Bildung solcher Produkte wihrend
der Kakaofermentation sind die von Scausicer u. Mitarb. (46) gefundenen, zum
Teil dialysierbaren ,,Peptido-Phenole”. (Papierchromatographisch getrennte Sub-
stanzen, die sowohl mit Amidoschwarz als auch mit Turnbulls’ Blau anfirbbar sind.)
Dieser Nachweis gelang aber weder an Rohkakaoproben noch nach Fermentationen
in vitro bei den Versuchen zu dieser Arbeit. In einer dhnlich gelagerten Problem-
stellung bei der Teefermentation (43) gelang der Nachweis oxydativer Aminosiure-
11
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Desaminierungen (durch Chinone) nur durch empfindlichere Methoden, nicht durch
Bestimmung von Verdnderungen in der Aminosdurezusammensetzung. Die Unter-
suchungen von PURR, SPRINGER und MoRCINEK (45) haben gezeigt, dal diese Reak-
tion im Kakao erfolgen kann.

Die nicht-enzymatische Bindung der Aminogruppen von Aminosduren und Ami-
nen an die Chinone der enzymatisch oxydierten Polyphenole ist pH-abhingig (15,
35, 37); Optimum bei pH 7,0—8,0, Verminderung der Reaktivitit bei pH < 6,0.
Aligemein herrscht wihrend der Fermentation in den Samen pH 4,5—5,5. Unter Um-
stinden, z. B. bei Uberfermentation, konnen hohere pH-Werte am Fermentations-
ende und wéhrend der Trocknung in den Bohnen gefunden werden (28). Moglicher-
weise werden die oxydativen Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Protein-
abbauprodukten mit den Kakaopolyphenolen in Abhéngigkeit vom Fermentations-
verlauf durch diese pH-Unterschiede beeinfluflt.

NuBartige Aromen entstehen nach BRowx (32) bei der Kakaofermentation aus einer Kombi-
nation oxydierter Tannine und teilweise peptonisierter Proteine. BRowN meint, daf die Protein-
hydrolyse gehemmt wird, sobald Polyphenole beim Absterben der Zellen austreten. Er nimmt
darum an, daf die Proteinhydrolyse vor dem Absterben der Samen erfolgt, und daf eine keimungs-
ahnliche Periode bei tiefen Temperaturen zu Beginn der Fermentation erforderlich ist. Die Be-
deutung einer keimungsihnlichen Phase fiir die Verinderungen wihrend der Fermentation wird
heute nicht mehr diskutiert. RoELOFSEN (18, daselbst S. 281) hat angenommen, dafl die an-
aeroben Bedingungen in den fermentierenden Samen, die fir die Bildung von Aroma-Vorstufen
Bedeutung haben sollen, fiir die Proteinhydrolyse erforderlich sind, weil Proteinasen allgemein
unter reduzierenden Bedingungen aktiviert werden. Die vorliegende Arbeit zeigt, dafl nicht nur
fiir die Polyphenole als solche, sondern auch fiir die Proteinhydrolyse anaerobe Bedingungen
erforderlich sind, weil Chinongerbung, nicht aber sauerstoffunabhingige Gerbung durch Flavo-
tannine die Proteinhydrolyse unterbindet. Die Hydrolyse erfolgt nach dem Absterben der Samen
in der aneroben Fermentationsphase in Gegenwart gerbungswirksamer Polyphenole.

Zusammenfassung

Fermentationsversuche in vitro mit Gefrier- und Acetontrockenpulvern unfer-
mentierter Kakaosamen brachten als Ergebnis, daf unter anaeroben Bedingungen in
Gegenwart der Polyphenole Wasserloslichkeit und Hydrolyse des Kakaoproteins
durch sauerstoffunabhingige Gerbung herabgesetzt, aber nicht grundsétzlich unter-
bunden wird. Durch Wechselwirkungen mit Polyphenolen unter aeroben Bedingungen
(Chinongerbung) werden jedoch die Proteine nahezu vollstindig wasserunléslich, und
eine Hydrolyse wird génzlich unterbunden. Bei einer strengen Folge von anaeroben
und aeroben Bedingungen kommt es zu einer Hydrolyse in der ersten Phase. In
der folgenden aeroben Phase wird das restliche, unhydrolysierte Protein wasserun-
I6slich und wahrscheinlich reagieren auch Peptide und Aminosguren mit Chinonen.
Die im Verlaufe der Fermentation nachweisbare Reduktion des freien o- Aminostick-
stoffes im HCl-Hydrolysat ist sauerstoffunabhéngig. Eine chemische Reaktion freier
a-Aminogruppen der Proteine mit oxydierten Polyphenolen 148t sich durch Verdnde-
rungen des freien «-Aminostickstoffes im HCI-Hydrolysat des Kakaosamens nicht
erfassen. Die Reduktion des wasserloslichen, freien a-Aminostickstoffes bei Fermen-
tierung unter Luft spricht fir eine oxydative Wechselwirkung freier Aminoséuren
oder Peptide mit den Polyphenolen der Kakaosamen.
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Zusammenfassende Ubersichtsberichte

Uber Hydroxy-zimtsiiuren und ihre Bedeutung
in Lebensmitteln

K. HERRMANN*

Eingegangen am 28. April 1966

Hydroxy-zimtsiuren werden wie die Flavonole und Flavone fast in jeder hoheren
Pflanze aufgefunden, wenn nach ihnen — z. B. unter Einsatz der Papierchromatogra-
phie — gezielt gesucht wird. Selbst in niederen Pflanzen wurden Hydroxy-zimtsiuren
aufgefunden, z. B. p-Cumarsidure und Ferulasiure in Lycopodium-Arten (1) und
Chlorogensdure neben anderen Hydroxy-zimtsturen in Pilzen, z. B. Champignons (2).

Bis 1950 waren dagegen nur in einer recht bescheidenen Zahl von Pflanzen
Hydroxy-zimtsiuren, vor allem Kaffeessiure und Chlorogenséure einwandfrei nach-
gewiesen worden, wenn auch bereits 1910 CEARAUX (3) auf Grund von Farbreaktionen
eine weite Verbreitung der Kaffeesdure bzw. ihrer Derivate vermutet hatte.

A. Chemie und Vorkommen der Hydroxy-zimtséuren und ihrer Derivate

I. Hydroxy-zimisduren

Die Hydroxy-zimtsiuren (bisherige Ubersichtsarbeiten: 4, 5, 6, 7), vgl. auch das Werk von
HARBORNE (8), stehen als phenolische Phenylpropane (C,C;) in enger chemischer Beziehung zur
groBen Gruppe der Flavonoide, die das Grundgeriist des Diphenylpropans (C4C,C;) besitzen und
zu denen Catechine (9), ,,Leukoanthocyanidine‘‘ (Flavandiole) (10), Anthocyanidine, Flavone,
Flavonole, Flavanone, Flavanonole, Isoflavone, Chalkone und Aurone zihlen (vgl. auch 11).
Haufig werden die Hydroxy-zimtséduren mit zu den Flavonoiden gerechnet, was auf Grund ihrer
biochemischen Zugehorigkeit und ihrer dhnlichen Verbreitung in den hoheren Pflanzen einige
Berechtigung hat. Auch in der wirtschaftlichen Bedeutung ergeben sich klare Parallelen.

Die in der Natur vorkommenden Hydroxy-zimtsiuren umfassen im wesentlichen die

p-Cumarsiure (4-Hydroxy-zimtsiure), Smp. 210—213° C,

Ferulasiure (3-Methoxy-4-hydroxy-zimtsiure), Smp. 169° C,

Kaffeesiure (3,4-Dihydroxy-zimtsiure), Smp. 195—198° C,

Sinapinsiure (3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-zimtséure), Smp. 192° C.

Andere, z. B. Isoferulasgure, o-Cumarsiure, p-Methoxyzimtsiure, sind bisher nur vereinzelt
aufgefunden worden (5).

Die ersten zuverldssicen Hinweise iiber ihre weite Verbreitung im Pflanzenreich
verdanken wir u. a. BATE-SMITH (12), der feststellen konnte, daB von 467 untersuch-
ten Dicotylen-Species 66%, Kaffee-, 489, p-Cumar-, 33%, Ferula- und 269, Sinapin-
siure enthielten. Fiir 94 gepriifte Monocotylen-Species ergab sich der Anteil der ge-
nannten Siuren zu 50, 55, 67 und 579,.

Die 3,4,5-Tribydroxy-zimtsiure ist bisher in der Natur noch nicht aufgefunden
worden, obwohl unabhéngig voneinander BATE-SMITH (13) und HERRMANN (5) inten-
siv nach dieser Verbindung im Pflanzenreich gesucht haben. Es ist dies bei der weiten
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