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Einleitung 
Die Proteine des fermentierten Kakaos zeichnen sich dutch SchwerlSslichkeit mid schlechte 

Verdau]ichkeit (1--9) aus. Als Ursache wurde schon yon ~]teren Autoren ihre Gerbung durch 
Tannine der Kakaosamen im Ver]aufe der Fermentation angenommen (10, 11). In einer friiheren 
Arbeit (12) ist untersucht worden, welcher Art die Wechselwirkungen mit Polyphenolen** sind, 
die zu dieser Schwer15slichkeit der Proteine fiihren: In unfermentierten Samen wird bei kurz- 
zeitiger Behandlung des Gefriertrockenpulvers in Wasser die LSslichkeit des Gesamtproteins in 
verdfinnten AlkalilSsungen durch Gerbung unter anaeroben Bedingungen nicht herabgesetzt, 
wohl aber unter aeroben Verh/~ltnissen, begleitet yon charakteristischen Br/~unungsreaktionen. 
Auch das elektrophoretische Verhalten der Proteine wird dadurch tiefgreifend ver/~ndert. Aus 
den Befunden wurde auf eine Chinongerbnng (13) als Ursache geschlossen und diskutiert, ob 
neben Proteinen auch Proteinabbauprodukte vr/~hrend der Fermentation in/~hnlicher 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 enthMt eine aktive Poly- 
phenoloxydase (16, 17). Sobald durch die Wirkung der ,,/~ul3eren Fermentation" (der mikrobiellen 
Zersetzung des Fruchtfleisches) die Samen absterben, kSnnen Enzyme und Substrate aus Cyto- 
plasma und Zellsaftvakuolen der Cotyledonenzellen miteinander in Wechselwirkung treten (18, 20). 
Normalerweise - -  abh/~ngig yon Methode und Bedingungen im einzelnen (21, 22) - -  verl/~uft die 
erste Phase der Fermentation anaerob. Erst in der letzten Phase und w/~hrend der Trocknung 
dringt Sauerstoff in die Bohnen ein ~nd gibt die Voraussetzung ffir eine Chinongerbung. ~ach 
FORSYTH u. QVES~L (17) werden die Proteine bereits in der anaeroben Phase - -  auf Grund des 
Gehaltes an Leucoanthoeyanidinen in den Samen (16, 23) - -  vergerbt und die Enzyme weitgehend 
unl5slich. Zur gleichen Zeit erfolgt jedoch - -  offensichtlich ungehindert - -  die Proteinhydrolyse 
unter Bildung erheblicher Mengen freier Aminos/£uren (24--28). 

Bet strengen Folge anaerober und aerober Bedingungen wird yon denselben Autoren (29--31) 
Bedeutung ffir die Bildung der Aromavorstuien des Kukaos beigemessen, besonders im Hin- 
blick auf die Ver/~nderungen der Polyphenole. Ob diese yore FermentationsverlauI abh/~ngige Folge 
auch fiir die enzymatische Proteinhydrolyse und die Wechselwirkungen zwischen Polyphenolen, 
Proteinen und Proteinabbauprodukten Bedeutung hat, ist nicht bekannt. Diese Frage ist yon 
Interesse, da die Fermentation Voraussetzung ffir die Bfidung yon 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 k5nnen ebenso +vie Proteine auch Aminos/~uren und Peptide nach prim/~rer Oxy- 
dation yon Polyphenolen zu Chinonen mit diesen durch Bildung gef/~rbter Kondensationspro- 
dukte und ferner durch oxydative Desaminierung verschiedener Aminos/~uren unter physio]o- 
gischen Bedingungen reagieren (15, 35--38), vornehmHch als postmor~ale Erscheinungen im 
Zusammenhang mit enzymatischen Br/~unungen in pflanzlichen Geweben. Solche l~eaktionen bei 
der Tee- und Tabak-Fermentation sind untersucht und diskntiert worden (39--44). Pvn~¢ u. 
Mitarb. (45) haben die MSglichkeit solcher l~eaktionen im Kakaosamen eingehender untersucht. 
Sie fanden, dab verschiedene Aminos~uren und Peptide die O~-Aufnahme bei der Brenzkatechin- 
Oxydation durch Kakaopolyphenoloxydase-Pr/~parate steigern. Die Verfasser diskutieren durum 

* Diese Arbeit wurde yore Forschungsinstitut ffir Kakaowirtschaft e. V., Hamburg und vom 
Forschungsrat der Hansestadt Hamburg fln~nziell unterstiitzt. ~Frau K. PRiYSnR danke ich ffir 
chemisch-technische Arbeiten, Herrn Dipl.-Chem. G. !VIffLLE~ ffir die Unterstfitzung bei Amino- 
s/~ure-Analysen, Herrn Dr. Dr. B~nBnR und ~errn E. MYLO~O ffir die Beschaffung frischer 
Kakaofrfieh~. 

** ,,Polyphenole" als Kurzbezeichnung ffir Polyhydroxyphenole. 
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die Beteiligung dieser l%eaktionen bei der Aromabildung. Voraussetzung hierffir ist die Hydrolyse 
der Kakaoproteine im Verlaufe der Fermentation. 

I n  dieser Arbei t  wird untersucht ,  in  welchem Ma$e die Proteine und  ihre enzy- 
matische Hydrolyse un te r  den anaeroben bzw. aeroben Bedingungen bei derFermen-  
ta t ion  du tch  eine sauerstoffunabhiingige Gerbung [durch F lavo tann ine  (13)] einer- 
seits oder nach enzymatischer  Oxydat ion der Kakaopolyphenole  dutch  Chinonger- 
bung andererseits beeinflul~t werden. 

Methoden 

Material 
Frisehe, reife Kakaofriichte konnten aus Westafrika und fiir einen Versueh aus der Sehule 

ffir Tropische Landwirtschaft, Witzenhausen, innerhalb yon wenigen Tagen nach der Ernte be- 
schafft werden. Luftgetrocknete fermentierte und unfermentierte Kakaoproben wurden in Bahia 
gesammelt. Die Samen frischer Friichte wurden auf --20 o C gebracht, gesch~lt, die Cotyledonen 
mit Troekeneis gemiseht, pulverisiert and gefriergetroeknet. Anschlief~end wurde das Fett mit 
Petrol~ther im Soxhletapparat teilweise (zu 50--80%) extrahiert and die Proben bei Zimme~em- 
peratur im Vakuumexsiccator getrocknet. Untersehiede im Gesamtstiekstoff-Gehalt verschiedener 
Proben sind vornehm]ich auf Differenzen im Restfettgehalt zurfickzuffihren. Ffir die einzelnen 
Versuche wurde identisehes Ausgangsmaterial verwendet. Ffir einen Versuch (Tub. 2) wurde das 
entfettete Gefriertroekenpulver unfermentierter Cotyledonen bei Temperaturen unter --10°C 
ersch6pfend mit Aeeton-Wasser-Gemisehen (nachfo]gend 100, 80, 50, 80, 100% Aceton) bis zur 
vo]lst~ndigen Entfernung der Po]yphenole extrahiert (Riiekstand naeh Vakuum-Trocknung: 
Acetontrockenpulver). Im Extrakt wurde der Gesamtstickstoff and 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 Wasehflasche eine 

Vorriehtung zum Durehleiten yon Gasen besaI~en. Das Einleitungsrohr endete in einer feinporigen 
Glassinterplatte, die das einstrSmende, vorgereinigte und vorgew~rmte (40 ° C) Gas in feine 
Blasen verteilte. Die Fermentationsflfissigkeit konnte aus einem Scheidetrichter zum abgesehlos- 
senen System hinzugegeben werden. Etwa 2--5 g Trockenpulver der unfermentierten Coty]e- 
donen wurden in die Kolben eingewogen, die Gef~Be verschlossen, vorsichtig Gas eingeleitet 
(15rain) und dann aus dem Scheidetrichter 20--50mi Fermentationsfliissigkeit zugegeben. 
W~hrend der ,,Fermentationen" ~vurde die Temperatur in den Gef~Ben durch Eintauehen in 
einen Ultrathermostaten auf 40 ° C gehalten. Dauer der Behandlung: 36 bzw. 44 Std. l~fir an- 
aerobe Bedingungen wurde Stickstoff, fiir aerobe Luft (etwa 3 ml/min) durehgeleitet. 0,05 m- 
Acetat-Puffer diente als Fermentationsflfissigkeit (pit im endgfiltigen Ansatz: 5,2--5,5). Nach Be- 
endigung der Behandlung wurde jeder Ansatz in demselben Kolben eingeengt nnd gefriergetrock- 
net. Pufferzus~tze wurden bei Berechnung der Analysenwerte berfieksiehtigt. Zufallsergebnisse 
durch mikrobielle Infektionen wurden dureh Wiederholungen mSglichst ausgesehlossen, doch 
diirfte der Nachweis der ttemmung einer Proteinhydrolyse durch eine Infektion nieht erheblich 
beeinfluBt werden. Der Verlust stickstoffhaltiger Substanzen durch Ausschwitzen aus denBohnen 
ist bei diesen Versuchen ausgesehlossen. Ver]uste an fliichtigem Ammoniak sollten auf Grund der 
sauren l%eaktion der Ans~tze nieht zu erwarten sein. Seheinbare Verluste an Gesamtstickstoff 
yon 3--6°/o bei diesen Behandlungen sind auf Gewichtszunahmen zuriickzuffihren, welche auch 
bei kurzzeitiger Behandlung in Wasser unter Luft auftraten. 

Extraktion mit Wasser 
Die Trockenpulver wurden im Kfihlraum bei ca. ~-5°C mit der hundertfachen Menge 

Wasser 5 Std magnetiseh gerfihrt, die Suspensionen auf das Endvolumen gebracht und darm zur 
Abtrennung des unl6slichen Riiekstandes 30 min bei 50000 × g in einerKiihlzentrifuge zentri- 
fugiert und anschlieSend fi]triert. Unfermentierte, polyphenolhaltige and anaerob fermentierte 
Proben warden unter N2 mit einem Zusatz yon Na-Ascorbat extrahiert. 

Hydrolysate 
200 mg Trockenpulver wurden mit 10 ml halbkonz. I-IC1 im zugeschmolzenen l~eagens- 

glas 24 Std bei 110 ° C hydrolysiert, HC1 aus dem Extrakt im Vakuum ver~rieben und Extrakt 
und Waschwasser aufgeffillt. Der Stickstoffgehalt im l%fickstand betrug unabhangig yon der 
Dauer der ttydrolyse stets 6--8°/o vom Gesamtstiekstoff der eingesetzten Trockensubstanz. 
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Gesamtsticlcsto~ 
Er wurde mit der Kjeldahl-Mikromethode nach PARNAss-WAG~E~ (47) bestimmt; Standard- 

abweichung der Doppelbestimmungen (48): ~ 2,7O/o (relativ). 

Freier ~-Aminosticlcsto# 
Er wurde nach RosE~ (49) ohne Trennung der Aminos~uren und Proteine nach Reaktion 

mit Ninhydrin photometrisch bestimmt: 1 ml der zu untersuchenden LSsung plus 1 ml Reak- 
tionsgemisch [a) 3O/o Ninhydrin in J~thylenglycolmonomethyl~ther, b) 3,7 m-Acetatpuffer pH 5,2, 
0,2 mmol NaCN in H20. a :b  ~ 1 : 1] wurden 15 rain auf 100 ° C gehalten, abgekiihlt, mit Iso- 
propanol-Wasser (1:1) verdfinnt und die Extinktion 12--15 rain nach Abkiihlen bei 570 m# 
gegen den Blindversuch gemessen. Standardabweichung der Methode nach Doppel-Bestimmungen 
± 3O/o (relativ) bei Verwendung gleicher Ninhydrin-LSsung und konstanten Bedingungen. Prolin 
und Hydroxyprolin (440 m#) wurden nicht gesondert bestimmt. Der ~-Aminostickstoffwurde aus 
dem Vergleich mit einer Leucin-Eichkurve berechnet. Die spezifischen Extinktionen der einzelnen 
Aminosi~uren weichen um nicht mehr ~ls ~: 3~o voneinander ab (49). Ammoniak wird miterfal~t 
und gibt - -  relativ zu den iibrigen Aminos~uren - -  eine spezifische Extinktion von 60~o. Kakao- 
protein unfermentierter Samen (wi~13riger, dialysierter Extrakt des Acetontrockenpulvers) gab 
eine Extinktion, die 3O/o freiem ~-Aminostickstoff vom Gesamtstickstoff entspricht. 

Bestimmung des Purinsticlcsto#es 

Theobromin wurde nach HOLMES (50) bestimmt. Coffein ]iel~ sich nach der F~llung des Theo- 
bromins mit AgNOa, Neutralisation und Waschen des Riickstandes anschlieBend aus dem Filtrat 
nach E~GLIs u. MILES (51) mit Chloroform ausziehen und photometrisch bestimmen. Die Be- 
stimmungen waren innerhalb yon 10°/o ( ~  2% yore Gesamtstickstoff) reproduzierbar. Fiir Roh- 
kakaoproben wurden die entsprechenden, nach der selben Methode an auderen 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- 
lSslichen Stickstoff und dem Stickstoff im ttydrolysat abgezogen worden. 

A minosiiure-A nalysen 

Die quantitative Bestimmung der einzelnen Aminos~uren im HCl-I{ydro]ysat erfolgte nach 
)/[OORE und STEI~ (53) im automatischen Aminosi~ure-Analysator der Fa. Beckman (Typ 120 B). 
Aus einer Doppelanalyse ergab sich eine maximale Differenz der einzelnen Aminos~uren yon 7%. 
Zur Papierchromatographie der Aminosi~uren in HC1-Hydrolysaten und wi~l]rigen Extrakten 
wurde eine frfiher mitgeteilte Methode angewandt (26, 28). 

Ergebnisse 
WasserlSslich]ceit der Proteine und /reien Aminosiiuren in un]ermentierten Samen in 

Abhiingiglceit von Polyphenolen bei der Extraktion 

N~ch Tab.  1 lassen sich aus po lypheno lha l t igem Gefr ie r t roekenpulver  un te r  Luft-  
abschlul~ 31~o des pro te inogenen  Stickstoffes mi t  Wasse r  ext rahieren .  Der  freie 
g -Aminos t icks tof f  is t  gering. I m  polypheno]fre ien  Aee ton t rockenpu lve r  is t  - aueh  
un te r  aeroben  E x t r a k t i o n s b e d i n g u n g e n  --  die Wasser l6s l iehkei t  wesentl ich grSl~er. 
Die sehr  geringe Menge des freien g-Aminost ickstoffes  en t sp r ich t  der  ger ingen Reak-  
t ion  der  15slichen Pro te ine  mi t  N i n h y d r i n  (vgl. oben). Die freien Aminos~uren  wurden  
mi t  Ace ton-Wasse r -Gemisehen  ex t r ah ie r t  (c). Die geringere Protein]Ss] iehkei t  in 
Gegenwar t  der  Po lypheno le  k a n n  als Effekt  einer sauers toffunabh~ngigen Gerbung 
aufgefal3t werden.  Un te r  aeroben  Bedingungen  bei der  E x t r a k t i o n  in Gegenwar t  der  
Po lyphenole  werden dagegen die Pro te ine  fast  vol ls t~ndig  wasserunlSsl ieh (b). Es 
verb lc ib t  ein 15slicher Res t  yon 12%, der  etw~ zur Hi~lfte yon  den freien Amino-  
siiuren gebi lde t  wird.  Der  freie ~-Aminos t icks tof f  is t  ebenfa]ls reduzier t .  Die Prote in-  
f/illung durch  o x y d a t i v e  Gerbung ist  demnach  s ta rker  als durch  sauerstoffunabhi~n- 
gige Gerbung.  
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Tabelle 1. Abnahme der Proteine und des/reien c~-Aminosticlcsto~e8 im wgfirigen Extrakt un/ermen- 
tierter Kakaosamen in AbMingigkeit vom Lu]tsauersto] 

Pr~parat Gesamt-:N wasserlOsl. N wasserlSsl. 
freier 
~-Amino-N 

bezogen auf Trockensubstanz der Cotyledonen 
in in in 
% % % 

I. Gefriertrockenpulver (unfermen~iert) 
a) ohne Vorbehandlung (It20-Exgraktion 
unter N~) . . . . . . . . . . . . . . .  4,13 (100)* 1,30 (31,5) 0,235 (5,7) 

b) t SM in I-I~O (40 ° C) der Oxydation an der 
Luft ausgesetzt, (I-I~O-Extr. under Luft) 3,84 (100) 0,45 (11,7) 0,174 (4,5) 

II .  Acetontrockenpulver (unfermentiert) 
c) l~iickstand n. Acetonextr. 1 SM in I-I~O 

der Oxydation an Luft ausgesetz~ (I-I~O- 
Extr. unter Lufg) . . . . . . . . . . .  3,20 (100) 1,92 (60,0) 0,050 (1,6) 
Summe yon Aceton-Extrakg u. l~fickstand 3,36 (10O) 2,07 (61,6) 0,150 (4,4) 

* Werte in Klammern: In  % des Gesamgstickstoffes umgerechne~. Purinsgickstoff rechnerisch 
eliminierg (s. S. 147). Proben aus demselben, unfermentierten Ausgangsmagerial sind durch gMche 
r6mische Ziffern gekennzeichnet. 

Wasserl6slichkeit und Hydrolyse der Proteine in AbMingigkeit von verschiedenen Fermen- 
tationen in vitro 

Gegenfiber  der  u n f e r m e n t i e r t e n  A u s g a n g s s u b s t a n z  wi rd  die  Wasser l6s l ichke i t  des 
P ro t e in s  i m  A e e t o n t r o c k e n p u l v e r  d u r c h  kf ins t l iehe  F e r m e n t a t i o n  n i ch t  wel te r  er- 
h 6 h t  (Tab.  2). Es  k o m m t  jedoch  zu  e iner  s t a r k e n  P r o t e i n h y d r o l y s e  : Aus  d e m  h o h e n  
Geha] t  a n  wasser l6s l ichem fre ien ~ -Aminos t i cks to f f  e rg ib t  sieh u n t e r  V e r w e n d u n g  
des F a k t o r s  aug Tab .  6 eine H y d r o l y s e  y o n  4 4 %  des 16slichen P ro t e in s  zn  f re ien A m i n o -  
s/iuren. 

Tabelle 2. Proteinhydrolyse bei in-vitro-Fermentationen der Acetontrockenpulver aus /rischen Samen 
(polypheno]freier Riickstand nach Extraktion mit  Aceton-Wassergemisch)* 

Pr~parat Gesamt-N wasserl6sl. N wasserl6sl. 
freier 
a-Amino-N 

bezogen auf Trockensubs~anz der Cotyledonet~ 
in in in 
% % % 

II.. Acetontrockenpulver (unfermentiert) 
a) 1 Std in H20 der Oxydation an der Luft 

ausgesetzt . . . . . . . . . . . . . .  
a') a) einsch], des N des Acetonextraktes . 
b) 36 Std in-vltro-Ferm. 40 ° C, pI-I 5,2 unter 

Luit  . . . . . . . . . . . . . . . .  
b') b) einschl, des N des Acetonextraktes . 

* Vgl. Fugno~e Tab. 1. 

3,20 (100) 1,92 (60,0) 0,050 (1,6) 
3,36 (100) 2,07 (61,6) 0,150 (4,4) 

3,00 (100) 1,85 (61,7) 0,65 (21,7) 
3,19 (100) 2,04 (63,4) 0,73 (22,8) 

I m  Gegensa tz  d a z u  is t  die P r o t e i n h y d r o l y s e  bei  F e r m e n t a t i o n  in  Gegenwar t  der  
Po lypheno l e  ger inger  u n d  en t s ehe idend  v o m  Luf t saue r s to f f  abh/~ngig (Tab.  3) : 

Unter Lu/tabschlufi (b) k o m m t  es zu  e iner  ge r ingen  V e r m e h r u n g  des 15sliehen 
Stiekstoffes gegenfiber  der  u n f e r m e n t i e r t e n  P robe  (a). Der  freie ~ -Aminos t i eks to f f  
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wird deutlich erh6ht. Der Gehalt an freiem Aminostickstoff entspricht einer t tydro-  
]yse yon 29% des 16sliehen Proteins zu Aminos~uren. Die Hydrolyse ist aber 
geringer als in Abwesenheit der Polyphenole (Tab. 2). Die geringere L6slichkeit des 
Proteins al]ein ist daffir nicht verantwortlieh: Nieht nur das Verh£1tnis yon freiem 
~-Aminostickstoff zum Gesamtstiekstoff der Troekensubstanz, sondern auch zum 
wasserl6slichen Stickstoff ist geringer. In  diesem Zusammenhang muB berfieksichtigt 
werden, dab auch die Proteinase-Aktivit~t dureh Gerbung vermindert  wird (17, 45). 

Tabelle 3. Der Einflufl der Polyphenole in Abhiingigkeit yore Lu]tsauersto# au/ die Proteinhydrolyse 
bei in-vitro-Fermentation der (polyphenolhaltigen) ]rischen Samen* 

Pr~parat 

I. Gefriertrockenpulver (unfermentiert) 
a) ohne Vorbehandlung (H~O-Extr. unter N2) 
b) in-vitro-Ferm. 40 ° C, pH 5,2, 36 Std unter 

N2 (H20-Extraktion unter N~) . . . . .  
c) in-vitro-Ferm. 40 ° C, pH 5,2, 36 Std unter 

Luft (It~O-Extraktion unter Luft) . . . .  
d) in-vitro-Ferm. 40 ° C, pH 5,2, 24 Std unter 

N2, 12 Std unter Luft . . . . . . . . .  
* Vgl. ]~u~note Tab. 1. 

Gesamt-N wasserl6sl. N wasserl6sl. 
freier 
~-Amino-N 

bezogen auf Trockensubstanz der Co~yledonen 

in in in 
% % % 

4,14 (100) 1,53 (36,9) 0,228 (5,5) 

4,10 (100) 1,75 (42,7) 0,425 (10,4) 

3,86 (100) 0,45 (11,6) 0,155 (4,0) 

4,02 (100) 0,89 (22,1) 0,343 (8,5) 

Unter  aeroben Bedingungen (c) wird im Gegensatz dazu der wasserl6sliche Stick- 
stoff entscheidend vermindert.  Die 16slichen Proteine der unfermentierten Samen 
werden fast vollsti~ndig unl6slich. Der verbleibende 16sliche Rest wird zum gr613ten 
Tell yon den freien Aminosi~uren gebildet: der freie a-Aminostickstoff ist gegenfiber 
dem unfermentierten Material nicht erh6ht, sondern vermindert.  Grundsi~tzlich 
unterscheidet sich in dieser Analyse eine aerobe Fermentat ion (c) nicht yon einer 
aeroben Vorbehandlung (Tab. l, b). Daraus kann gesehlossen werden, dal3 unter die- 
sen Bedingungen auf Grund spontaner Chinon-Gerbung eine Proteinhydrolyse im 
Verlauf der Fermentat ion nicht erfolgen konnte. 

Bei einer Folge yon erst anaeroben und dann aeroben Bcdingungen wird ein 
anderes Ergebnis erreicht (d) : Der freie ~-Aminostickstoff ~ r d  deutlich erh6ht und 
zeigt eine Proteinhydrolyse an. Der wasserl6sliehe Stickstoff wird dagegen analog der 
aeroben Fermentat ion reduziert. Das liiBt sich so deuten, dab es in der anaeroben 
Phase in gleiehem Mal~e wie bei der anaeroben Fermentat ion (b) zur Proteinhydrolyse 
gekommen ist, das nicht hydrolysierte Restprotein aber in der aeroben Phase dann 
dutch oxydative Weehselwirkungen mit  Polyphenolen unl6slich wurde. Der gegen- 
fiber der aeroben Fermentat ion h6here wasserl6sliehe Stiekstoff resultiert aus den 
Proteinabbauprodukten nach der ttydrolyse. Der geringere Wert  des ffeien Amino- 
stiekstoffes gegeniiber der anaeroben Fermentat ion li~Bt sich nur zum Tell (vgl. S. 147, 
155) auf die Proteinfiillung zurfickffihren. 

Wasserl6slichlceit uncl Hydrolyse im Rohlcakao nach iiblicher fermentation 

Die Gehalte an Gesamtstickstoff und g-Aminostickstoff in wiiBrigen Ext rakten  
verschiedener Rohkakaoproben sind unterschiedlich, vgl. Tab. 4 ( 3 0 - 4 0 %  bzw. 8 bis 
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14%) und liegen im Bereich der Werte nach kiinstlicher Fermentat ion unter anaero- 
ben oder anaerob-aeroben Bedingungen (Tab. 3). Bei der iiblichen Fermentat ion kann 
in der normalerweise anaeroben ersten Phase eine Hydrolyse erfolgen. Je naeh Me- 
thode und Verlauf sind dann in der zweiten Phase oder wiihrend der Troeknung 
aerobe Bedingungen gegeben, unter denen oxydative Weehselwirkungen mit  den 
restlichen Proteinen mSglieh sind. 

T~belle 4. Proteinhydrolyse bei der iiblichen Fermentation* 

Kakaoprfiparat  

III .  Bahia-Kakao 
a) unfermentiert (Extr. nicht unter Luft- 

abschlul~) . . . . . . . . . . . . . .  
b) fermentier~ [iibl. Kastenferm. (22)] . . . 

IV. Bahia-Kakno 
c) fermentiert [iibl. Kasterderm. (22)] . . . 
d) fermentiert [Ferm.-Trommel n. Halifax(22)] 

V. Ghana.Kakao 
e) fermentiert (Handelsmuster) . . . . . .  

Gesamt-N wasserl6sl. 5T wasserl6sl. 
freier 
~-Amino-N 

bezogen auf Trockensubstanz der Cotyledonen 

in in in 
% % % 

3,75 (100) 0,26 (6,9) 0,134 (3,6) 
3,64 (100) 1,18 (32,4) 0,518 (14,2) 

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

3,75 (100) 1,15 (30,6) 0,318 (8,5) 
[0,783 (20,9)]** 

* Vg]. Ful~note Tab. 1. J-I20-Extraktion der luftgetrockneten, entfetteten Proben unter Luft. 
** Freier ~-Amino-N im I-ICl-I-Iydrolysat des w~l]rigen Extraktes. 

Papierchromatographischer Vergleich der ]reien Aminosduren nach Fermentation in vitro 

Die Reduktion des g-Aminostickstoffs in den wiiBrigen Ext rakten  nach aerober 
Fermentation in vitro (Tab. 3, c, d) l~Bt sich nur zum Tell mit  der gleichzeitigen 
Verminderung des wasserlSslichen Proteins in Zusammenhang bringen (vgl. S. 147,155). 
Sehr wahrscheinlich kommt  darin auch eine Verminderung der freien Aminos£uren 
zum Ausdruck. Quantitative Aminos~urebestimmungen konnten an diesem Material 
nicht ausgeffihrt werden (Probe I in Tab. 1 u. 3). Einige papierchromatographische 
Vergleiche lassen sich nur unter Berficksichtigung der Grenzen ffir die quantitative 
Auswertbarkeit der Papierchromatogramme beurteilen: Gleiche Mengen der w~r igen  
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 angef~rbt (26, 
28). Bei dieser Konzentration wurden in der unfermentierten Probe nut  Alanin, 
Glutamins~ure, Asparaginsi~ure, Valin und Leucin nachgewiesen. Bei wesentlich sti~r- 
keren Konzentrationen wurden auch die fibrigen Aminos~uren des Kakaos (26, 28) mit  
Ausnahme yon Methionin, Tryptophan,  t tydroxyprolin,  Cystein als schwache Flecken 
gefunden. Bei durchgehend anaerober Fermentat ion in vitro wurden die freien Amino- 
s~uren wie bei der iiblichen Fermentat ion (26, 28) in Anzahl und Konzentration stark 
vermehrt.  Bei aerober Fermentat ion wurden sie dagegen - gegenfiber der unfer- 
mentierten Ausgangsprobe - vermindert:  Bei der gewiihlten Konzentration waren 
nur Asparagins~ure, Glutaminsi~ure und Alanin nachweisbar. Unter  anaeroben und 
nachfolgend aeroben Bedingungen wurde im Amninos~urenchromatogramm kein 
Unterschied zur anaeroben Fermentation in vitro festgestellt. 
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Weder in diesen Proben (I aus Tab. 3) noeh in fermentiertem Rohkakao (IV aus 
Tab. 4) konnten bei den gew/ihlten Konzentrationen der w/igrigen Extrakte auf dem 
Chromatogramm Fleeken naehgewiesen werden, welehe sowohl mit Turnbulls' Blau 
als aueh mit Amidosehwarz f&rbbar sind (46). In  allen F/~llen gab Amidosehwarz 
nur eine F/irbung am Startpunkt. 

Reduktion des ]reien Aminostie]csto~es im HC1-Hydrolysat dureh die Fermentation 
Nach ])EWITT (27) wird im Verlaule der fiblichen Fermentation der freie ~- 

Aminostickstoff im Hydrolysat  des Proteins (des ~thanolunlSslichen) reduziert. Es 
sollte geprfift werden, ob diese Reduktion sauerstoffabh/~ngig ist. Werden dabei 
Proteine in Substanzen fiberfiihrt, die nach S/~urehydrolyse 16slieh aber ninhydrin- 
negativ sind, sollte die Reduktion des freien ~-Aminostickstoffes (aus der Ninhydrin- 
bestimmung) auch aus dem VerMltnis yon freiem ~-Aminostickstoff zum Gesamt- 
stickstoff im tIydrolysat  der gesamten Cotyledonensubstanz zum Ausdruek kommen. 
Solehe Werte sind in Tab. 5 zusammengeste]lt. Bei Fermentation in vitro ergab sieh 
eine derartige Reduktion (10-25%) sowohl aus den Aminostickstoffbestimmungen 
als aueh aus den Aminos/iureanalysen (Tab. 5, V i a - d ) ,  aber nich~ nut  unter aeroben 
Bedingungen, sondern aueh unter Lultabsehlug. Sie ist demnaeh nieht auf eine oxy- 
dative Wirkung zurtiekzuffihren. Eine gleiche gedukt ion durch die tibliehe Fermen- 
tation ergibt sich aus Tab. 5, I - V .  Die relativ st/~rkere Rednktion im HCl-ttydrolysat 
des ~thanolunlSsliehen bei D~WITT (27) l&Bt sieh darauf zurfiekffihren, dab die bei 

Tabelle 5. Redu]ction des ]reien ~-Aminostickstoffes in HCl-Hydrolysaten der Cotyledonen durch 
die i~bliche und dutch in-vitro-Zgermentation* 

Pr~parate Gesamt-lg N im tiC1- 
tIydrolysat 

un/ermentierte Proben 
Ia )  unfe rment i e r t  . . . . . . . .  

I I b )  unfe rment i e r t  . . . . . . . .  

iiblich /ermentierter _Rohkakao 
IVc)  Bahia  fermentier~ (iibl. Kas~en- 

ferm.)  (22) . . . . . . . . . .  
IVd)  Bahia  fermentier~ (Ferm.-  

Trommel  n. Halifax) (22) . . . 
Ve)  Ghana  ferm. (Handelsmuster )  

Ge/riertroclcenpulver (unferment ier t )  
V i a )  unvorbehandel$  . . . . . . . .  

b) in -v i t ro-Ferm.  40 ° C, p H  5,2, 
44 S~d u n t e r  Luf t  . . . . . . .  

c) in -v i t ro-Ferm.  40 ° C, p H  5,2, 
44 S td  un te r  N2 . . . . . . . .  

d) in -v i t ro-Ferm.  40 ° C, p t I  5,2, 
24 S td  unt .  N2, 20 S td  unt .  Luf t  

* Vgl. FuBnote  Tab.  1. 

freier 
~-Amino-N 
im t[CI- 
Hydrolysat 
(Best. n. 
ROSEN) 

freier 
~-Amino-N 
im ]tCI- 
tIydrolysat 
aus qu~l- 
titativer 
Aminos/iure- 
]Best. nach 
]~Io Ol{E + 
8~EL~ 

bezogen auf Troekensubstanz der CotyIedonen 
in in in in 
% % % % 

4,14 (100) 3,86 (93,2) 2,91 (70,2) - -  
3,20 (100) - -  2,43 (75,9) - -  

3,31 (100) 3,09 (93,3) 2,16 (65,2) 

3,55 (1OO) 3,00 (84,5) 2,22 (62,5) 
3,75 (100) 3,57 (95,2) 2,22 (59,2) 

3,19 (100) - -  2,47 (77,4) 

2,94 (100) - -  2,08 (70,7) 

3,12 (100) - -  1,92 (61,5) 

3,01 (100) - -  2 ,16  (71,7) 

2,59 (81,1) 

2,03(65,0) 

2,10 (69,7) 
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der Fermentation freiwerdenden und yon den Bohnen ausgeschwitzten Aminos/iuren 
und Peptide bei der Bestimmung ira tIC1-Hydrolysat des Xthanolunl6slichen nicht 
miterfal~t werden. 

Sowohl unter Luft als aueh bei LuftabsehluI~ betrifft die Verminderung des ~- 
Aminostiekstoffes alle Aminos/~uren nahezu gleichm/~ftig (Tab. 6). Lediglieh Ammo- 
niak wird nieht vermindert und ist darum naeh den Fermentationen in vitro relativ 
erh6ht. Nur die Reduktion yon Cystein, Tyrosin und Itistidin war auf die Fermen- 
tation mit aerober Phase besehr/~nkt. Aueh aus ein- und zweidimensionalen Papier- 
ehromatogrammen der ttCl-I-Iydrolysate aller Proben der Tab. 3 und 4 ergaben sieh 
weder quantitative noch qualitative Unterschiede der Gesamt-Aminos/~uren in Ab- 
h/~ngigkeit yore Luftsauerstoff oder dureh versehiedene Fermentationsverfahren. 

Tabelle 6. Ver~inderung der relativen Aminosiiurezusammensetzung im HCl-Hydrolysat von Ge/rier- 
trockenpulver unJermentierter Cotyledonen n~h  in-vitro-l~'ermentation unter anaeroben Bedingungen 
bzw. erst anaeroben und dann aeroben Bedingungen. Angaben in [x3~olen Aminosi~uren in % der 

gesamten Aminos~uren (vgl. Tab. 5, VI). (Bestimmungen nach Moo~ und ST~ISr) 

Aminos~uren Menge d. Aminos~uren bez. a. d. Gesamtmenge  der 
Aminos~uren  im  Hydr o ly sa t  der  
unvor-  in-v i t ro- ferment ier  ten 
behandel ten  (pH 5,2, 40 ° C) 

44 Std/l~!. 24 S~d N2 und  
20 Std Luf~ 

Cotyledonen 
in in in 
% % % 

Lysin 
Histidin 
NHa 
Arginin 
Hydroxyprolin 
Asparaginsi~ure 
Threonin 
Serin 
Glutamins~ure 
Prolin 
Glyein 
Alanin 
Cystein 
V~lin 
Methionin 
Isoleucin 
Leucin 
Tyrosin 
Phenylalanin 
~-Aminostickstoff 
(-~ Ammoniak-N) 
in % vom Ge- 
samt-Amino- 
s~iure-~ 

5,53 4,89 4,99 
1,50 1,45 1,35 
9,68 12,96 12,93 
4,78 4,65 4,64 

10,08 9,51 9,61 
4,29 4,15 4,15 
6,51 6,00 6,32 

15,39 14,27 14,91 
4,58 4,40 4,85 
7,40 7,24 7,08 
6,29 6,16 6,07 
1,73 1,82 1,34 
5,72 5,79 5,62 
0,77 0,75 0,75 
3,14 3,16 3,26 
6,32 6,13 6,13 
2,20 2,24 1,88 
4,05 4,36 4,07 

81 82 82 

Diskussion 
Proteinhydrogyse und .Gerbung 

Das Proteia wird durch Hydro]yse w~hrend der Fermentation vermindert (24). Eindimen- 
sion~le Papierchromatographie w~Briger Extrakte zeigte, da~ in fermentiertem Kakao im Gegen- 
satz zu unfermentiertem Aminos&uren freigesetzt sind (25). Dutch vo]lst~ndige Aminos~ure- 
trennungen im zweidimension~len Papierchromatogramm und durch Aminostickstoff-Bestim- 
mungen lieB sich die Proteinhydrolyse n~her beschreiben (26): Von allen 20 im Kakaoprotein 
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nachgewiesenen Arainos~turen liegen in den unfermentierten Samen nur einige und rait Ausnahme 
yon Alanin, Glutamins~ure, Asparagins~ure in sehr geringer Konzentration vor. Ferraentierter 
Kakao enth~lt dagegen - -  ohne prinzipie]le Untersehiede einzelner Provenienzen - -  alle Amino- 
s~uren in freier Form nnd in einer Menge, die einer Proteinhydrolyse yon raehr als 10% entsprieht. 
Ihr Mengenverh~ltnis gleicht dem der Aminos~uren ira Proteinhydrolysat. Im Verlaufe der in 
Bahia fibliehen Kastenfermentation (21) beginnt die Hydrolyse nach dem Aufsehlul~ des Cotyle- 
donengewebes. Obg]eich sie his zum Fermentationsende andauert, ist sie im wesentliehen kurze 
Zeit nach dem Absterben der Samen in der anaeroben Phase der Fermentation erfolgt (28). 
Aseptische Fermentation in PufferlSsungen ergaben ferner, dal] die Hydrolyse dutch die eigenen 
Enzyme der Saraen einsetzt, sobald dutch ErhShung der Teraperatur auf 45 ° C und raehr das 
Cotyledonengewebe aufgesehlossen wird. Prinzipiell gleiehe Ergebnisse braehten Aminos~ure-, 
Peptid- und Protein-Stickstoffbestimmungen im Verlaufe yon Fermentationen in Trinidad (27). 
Aueh yon anderen Autoren wurde die Kakaoprotein-Hydrolyse mit ~hnliehen Ergebnissen unter- 
sucht (9, 55, 56, 57). Aus seinen Untersuehungen sehlol3 DEWITT (27), dal~ die Hydrolyse zura 
Fermentationsgrad in einer engeren Beziehung steht, indem vol]fermentierter Kakao ira Gegen- 
satz zu unfermentiertem nur wenig unver~tndertes, ursprfingliehes Protein enth/~It. HARDY und 
RODRIGU]~S (54) sahen solehe Unterschiede ira Zusamraenhang rait Sortenuntersehieden. 

Dieser fiir die fibliehe Fermentation kennzeichnenden Proteinhydrolyse steht die Annahme 
gegeniiber, dal~ im selben Prozel3 aueh eine Gerbung der Proteine dureh die Polyphenole der Samen 
erfolgt (17, 10, ll). Seit mehr als 50 Jahren ist die UnlSsliehkeit und Schwerverdaulichkeit der 
Kakaoproteine wiederholt besehrieben und untersucht worden (1--9, 58). Danach sollen nur 
40--60% der Rohkakaoproteine verdaulieh sein. HOH~ANSr (8) und aueh NIl~I~AG]~ (9} gelang 
es nieht, die Proteine mit konventionellen Proteinl6sungsmitteln oder durch Enzyme in L6sung 
zu bringen. Im unfermentierten Kakao (allerdings ohne Beriicksiehtigung yon oxydativen ~¥ir- 
kungen bei der Priiparation) war der unl6sliche Rest (70%) sogar noeh wesent]ieh h6her als in 
fermentiertem (40%). Das ]6s]iehe Protein war yon braunen phenolisehen Begleitsubstanzen 
nicht zu trermen. I-[OH~A~r~ schloB daraus auf ,,Polyphenol-Protein-Syraplexe". SCIIOI~IKiTLLER 
U. WINTER (55) erreichten eine vollst/~ndige L6sung des Kakaoproteins nur in Araeisens~ure. 
Auf Grund des Stiekstoffgehalts und der F~rbung war jedoch nieht auf ein reines Protein zu 
sehlieBen. I)al~ das in 0,2%iger KOI-I 16sliehe Protein des Rohkakaos stark ver~ndert ist, lieB 
sieh durch elektrophoretisehe Trennungen naehweisen (12) : Es bildet im Gegens~tz zu dem unfer- 
mentierter Kakaobohnen (3 getrennte Fraktionen) nur eine br~unliehe, unseharfe Zone. 

Naeh FORSYT~ u. QI;ESNEL (17) ist die Abnahme des wasserl6sliehen, mit Tri- 
ehloressigs/~ure fiillbaren Proteins und die Inaktivierung der Enzyme auf eine Ger- 
bung bereits in der anaeroben Phase cler Fermentation zur/iekzuffihren. ])as bedeutet 
aber, dab sie gleichzeitig mit der Proteinhydrolyse erfolgt. Daraus ergibt sieh die 
Frage, wie die selbst in verdiinnten Alkali- oder EnzymlSsungen unlSsliehen Protein- 
gerbstoffkomplexe des Rohkakaos gebildet werden kSnnen, ohne die enzymatisehe 
Proteinhydrolyse zu verhindern. Aus frfiheren Untersuehungen (12) und den vor- 
liegenden Ergebnissen ergibt sieh eine Erkl~rung ffir die unterschiedliehe Wirkung einer 
sauerstoff-unabhangigen Gerbung (durch Flavotannine) und einer sauerstoffabhangigen 
Gerbung (Chinongerbung) : Beide kommen bei normalem Verlauf der Kakaoaufberei- 
tung zur Wirkung, jedoeh nicht gleiehzeitig, sondern wegen der Folge anaerober 
und aerober Bedingungen nacheinander. Die Chinongerbung unterbindet die Protein- 
hydrolyse g/~nzlieh unter aeroben Bedingungen und fiihrt zu Protein-Gerbstoffkom- 
plexen, die sieh durch ihre UnlSslichkeit in 0,2 °/oiger KOH auszeiehnen. Vor dem 
Eindringen yon Sauerstoff in die Kakaobohnen kann jedoeh eine Proteinhydrolyse 
unter anaeroben Bedingungen erfolgen. 

Die Kakaosamen enthalten Leucoanthocyanidine (16, 23), welche wirksame Gerb- 
stoffe bflden (59, 60). In  der anaeroben Phase der Fermentation naeh dem Absterben 
der Samen sind Reaktionsbedingungen gegeben, unter denen diese mit den Proteinen 
reagieren k6nnen. Eine solehe Gerbung wird im wesentliehen auf die Bildung yon 
Wasserstoffbriicken zwischen den Ketoimidbindungen der Proteine und den pheno- 
lischen Ott-Gruppen der Gerbstoffe zurfiekgeffihrt, die aber in polaren LSsungsmitteln, 
in verdfinnten Alkali- oder EnzymlSsungen weitgehend aufgehoben werden (13, 61). 
Aufgrund dieser Eigenschaften ist bei der Fermentation zu erwarten, dal~ anaerobe 
11 z. Lebensmitt.-~'ntersuch., Band ]33 
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Gerbung 1. die WasserlSslichkeit der Proteine beschr~nkt (Tab. 1 a, c), nicht aber naeh 
Vorbehandlung mit Aceton oder bei alkalischer Extraktion (12), 2. die Proteinhydro- 
lyse in Gegenwart der Polyphenole verringert, aber nieht verhindert (Tab. 2 und 
3 a, b). Ob die beobachtete Reduktion der t tydrolyse unter Luftabsehlul~ in Gegen- 
wart der Polyphenole (Tab. 3b) auI Inaktivierung der Proteinasen (17, 45) oder 
F~llung der Substrat-Proteine zurfickzuffihren ist, bleibt often. Die Verminderung an 
wasserlSslichem Protein im Verlaufe der anaeroben Fermentation, welehe nach Ex- 
traktion mit Aceton bestimmt wird (17), ist jedoeh vornehmlieh auf die t tydrolyse 
zurfiekzuffihren. 

Aussehliei~lich unter aeroben Bedingungen, in Gegenwart der Polyphenole und 
der Polyphenoloxydase werden, - yon enzymatischen Bri~unungen begleitet - die 
Proteine in eine Form iiberfiihrt, deren Verhalten und SehwerlSslichkeit oben dar- 
gestellt worden ist. Eine Chinongerbung ist darum anzunehmen (12). Sie beruht au~ 
der Bildung kovalenter Bindungen zwisehen den Chinonen und den freien, end- 
st£ndigen Amino- bzw. Iminogruppen der Proteine (13, 15), die evtl. weitere Kon- 
densationsprodukte bilden. Die wesentlich st~rkere Resistenz dieser Verbindungen 
gegen Proteinasen und stark polare LSsungsmittel (13, 62) erkl~rt die SchwerlSslieh- 
keit der Kakaoproteine und ihre Widerstandsf~higkeit gegeniiber Proteinasen nach 
Gerbung in Gegenwart yon Sauerstoff. Diese Gerbung verhindert - im Gegensatz 
zur sauerstoftnnabh~ngigen - die Proteinhydrolyse vollst~ndig (Tab. 3, c). Bei nor- 
malem VerlauI der Kakaofermentation ist jedoch die Hydrolyse in der ersten, anae- 
roben Phase im wesentliehen abgeschlossen (28). Erst  in der letzten, aeroben Phase 
wird eine Chinongerbung erfolgen kSnnen, und yon ihr wird nur das restliehe, nieht- 
hydrolisierte Protein erfai~t. In  dieser Phase ist die Polyphenoloxydase in den Kakao- 
samen noch aktiv (17) und kann die Flavon-Derivate zu Chinonen oxydieren. Grund- 
si~tzlich kSnnen diese mit Proteinen und Aminosi~uren genauso reagieren (35, 43) wie 
andere Chinone (13, 15, 40, 62, 63) unter physiologischen Bedingungen. In  gleieher 
Weise werden die Proteinanteile in den Bri~unnngsprodukten und die UnlSslichkeit 
des Proteins in fermentierten Tabakbliittern auf diese Bindung zurfickgeffihrt (41, 
42). Im fermentierten Rohkakao, nach einer Folge anaerober nnd aerober Bedingun- 
gen, ist das dnrch Chinongerbung unlSsliche (in 0,2% KOH) Protein auf Grund der 
vorangegangenen Hydrolyse wesentlich geringer als bei direkter Oxydation an un- 
fermentierten Samen (12). Der hShere, 15s]iche Anteil im fermentierten Kakao setzt 
sich jedoeh nicht nur aus unvergnderten Aminosguren und Peptiden des Protein- 
hydrolysates zusammen. Seine LSsliehkeit und Nieht-Abtrennbarkeit yon Polyphe- 
nolen (8, 12) spreehen fiir eine Betefligung des Hydrolysates an den Reaktionen mit 
den enzymatiseh oxydierten Polyphenolen. 

Die Proteinhydrolyse ist also zeitlich begrenzt anf die Dauer zwischen dem Ab- 
sterben der Samen und dem Eindringen yon Sanerstoff; in Abhangigkeit yon Methode 
nnd Ver]auf der Fermentation kann darum mit unterschiedliehem Gehalt an un- 
15sliehem Protein und freien Aminosiiuren im Rohkakao gereehnet werden (27). 

Redulction /reier Aminogruppen der Proteine und Aminosi~uren 
Bei einer Chinongerbung w~hrend der Kakaoaufbereitung muB es zu einer Reduktion der 

freien Aminogruppen der Proteine kommen. ~ach DEWITT (27) ,,zeigt der Abfall im Verh~ltnis 
yon c~-Aminostickstoff zum Gesamtstickstoff im Hydrolysat der i~thanolunlSslichen Fraktion 
der Bohnen yon 0,58 auf 0,13 w~hrencl der Fermentation, dal~ Proteine zumindest auf zwei 
Wegen entfernt werden - -  durch Proteolyse mit der Bfldung yon Aminos~uren und Peptiden 
und auch dutch Transformation in eine i~thanolunlSsliche ~icht-Protein-~orm, welche durch 
S~ure in 15sliches (HCLI-Iydrolyse), aber ninhydrin-negatives Material hydrolysiert wird". ,,Eine 
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Kombination yon Oxydation und Gerbung in Gegenwart yon Polyphenolen und Polyphenol- 
oxydase bietet sich selbst als ein Mechanismus f/Jr den letzteren ProzeB an". - -  Auch NIEPAGE (9) 
land eine derartige Reduktion der Aminos/~uren im IICl-tIydrolysat des fermentierten Kakaos 
durch quantitative Aminos/~urebestimmungen, die durch Aminostickstoffbestimmmlgen mit 
Ninhydrin best/~tigt werden kolmte. Die Verst/~rkung dieser Reduktion nach ]angsamer Trock- 
nung der Bohnen an der Luft wfirde ebenso ffir eine oxydative Wirkung sprechen wie der Befund 
DEWITws, dab sie in der letzten, meist aeroben Fermentationsph~se effolgt (27). Aminostickstoff- 
bestimmungen nach VAN SLYI~E im tiydrolysat brachten jedoch keine Unterschiede zwischen 
fermentierten und unfermentierten Proben (eigene, unverSffentlichte Versuche). Wenn die An- 
nahme zutr~fe, dab die bei der oxydativen Wechselwirkung mit Polyphenolen blockiertenAmino- 
gruploen auch nach salzsaurer ttydrolyse nicht ffei werden und keine Reaktion mit Ninhydrin 
geben, sollte die Aminostickstoffreduktion im HCl-Hydrolysat nach aerober, nicht aberanaerober 
Fermentation zu finden sein. 

Die Versuehe dieser Arbeit (Tab. 5) zeigen, dab es sich bei dieser l~eduktion des 
freien Aminostickstoffs im HCl-Hydrolysat  um einen sauerstoffunabh£ngigen ProzeB 
handelt. (So ffihrt etwa eine Decarboxylierung von,Aminos~Lureresten ebenfalls zur 
Verminderung ninhydrinpositiver Substanzen, nicht aber zur Reduktion der naeh 
VAN SLYKE faBbaren Aminogruppen.) Oberdies reagieren Chinone nur mit  den freien, 
endst~ndigen Aminogruppen der Proteine (13, 15, 64), so dab mit  einer derartig star- 
ken Reduktion der Aminogruppen im Proteinhydrolysat wie DEWITT sie fand dureh 
Chinongerbung aueh nieht gereehnet werden daft. 

Die in dieser Arbeit auf indirektem Wege naehgewiesene Reaktion zwisehen 
Proteinen und enzymatiseh oxydierten Polyphenolen wghread der K~kaofermenta- 
tion lgl~t sich dutch verg]eiehende Aminostickstoffbestimmungen in HC1-Hydrolysa- 
ten nicht effassen. Es steht in Frage, ob die Bindung zwisohen Chinon und endstgn- 
digen NH2-Gruppen der Proteine nach HC1-Hydrolyse erhaltea bleibt. Chinongegerbte 
Proteine der Kiiehensehaben widerstehen LSsungsversuohen in konz. ttC1-Ootheea 
(13). Andererseits finder man Angaben fiber die Unstabflitgt yon Reaktionsprodukten 
aus Aminosguren bzw. Aminen und Chinonen gegenfiber Sguren (15, 35, 38, 63, 65). 

Zur Frage, ob bei der Kakaofermentat ion aueh Proteinabbauprodukte (Peptide, 
Aminosguren) mit  oxydierten Polyphenolen ebenso wie Proteine reagieren, braehten 
die vorliegenden Ergebnisse keinen eindeutigen Befund. Betrifft die Reduktion des 
wasserlSslichen, freien ~-Aminostiekstoffes unter aeroben Bedingungen die freien 
Aminosguren (Tab. 3), so sollten sie bei Versuehen unter Luft  ira Vergleich zu ent- 
sprechenden Versuehen unter Luftabsehlu8 stets vermindert  sein. Eine Aminosgure- 
Verminderung lieB sieh jedoch nur bei durchgehend aerober Fermentat ion in vitro 
papierehromatographiseh fassen, nieht bei einer Folge anaerober und aerober Be- 
dingungen. Allerdings sind nur grebe Konzentrationsunterschiede papierchromato- 
graphisch faBbar, und die Anwendung empfmdlieher Methoden wgre wiinsehenswert. 
Die Messung der Absorptionspektren yon Kondensationsprodukten aus Protein- 
hydrolysat  und Chinonen (15; 62, 64) im komplexen Stoffgemiseh des l~ohkakaos 
dfirfte auf grundsgtzliehe Sehwierigkeiten stoBen. Eine Verminderung des {reien, 
wasserl6sliehen ~-Aminostickstoffes ohne gleiehzeitiges Versohwinden freier Amino- 
sguren (Ferm. d, Tab. 3) kann allerdings aueh als Reaktion yon Peptiden verstanden 
werden, die mit  Chinonen leichter reagieren und stabflere Verbindungen liefern als 
Aminosguren (15). Ein direkter I-Iinweis auf die Bildung solcher Produkte wghread 
tier Kakaofermentat ion sind die yon SCHUBIGE~ U. Mitarb. (46) gefundenen, zum 
Tell dialysierbaren ,,Peptido-Phenole". (Papierehromatographiseh getrennte Sub- 
stanzen, die sowohl mit  Amidosehwarz als aueh mit  Turnbulls '  Blau anfgrbbar sind.) 
Dieser Xachweis gelang aber weder an Rohkakaoproben noch nach Fermentationen 
in vitro bei den Versuchen zu dieser Arbeit. In einer /~hnlieh gelagerten Problem- 
stellung bei der Teefermentation (43) gelang der Naehweis oxydativer Aminos~ure- 
11" 
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Desaminierungen (durch Chinone) nur durch empfindlichere Methoden, nicht durch 
Bestimmung yon Ver£nderungen in der Aminosi~urezusammensetzung. Die Unter- 
suchungen yon PuI~g, SPRI~G~ und Mo~cI~WK (45) haben gezeigt, dab diese Reak- 
Lion im Kakao erfolgen kann. 

Die nieht-enzymatisehe Bindung der Aminogruppen yon Aminos£uren und Ami- 
hen an die Chinone der enzymatiseh oxydierten Polyphenole ist pH-abh~ngig (15, 
35, 37); Optimum bei p i t  7 ,0-8,0,  Verminderung der Reaktivi t£t  bei p t I  < 6,0. 
Allgemein herrscht w£hrend der Fermentat ion in den Samen p i t  4 ,5-5 ,5 .  Unter  Um- 
st~nden, z. B. bei l)berfermentation, kSnnen hShere pH-Werte  am Fermentations- 
ende und w£hrend der Troeknung in den Bohnen gefunden werden (28). MSglieher- 
weise werden die oxydativen Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Protein- 
abbauprodukten mit  den Kakaopolyphenolen in Abh~ngigkeit yore Fermentations- 
verlauf dureh diese pH-Untersehiede beeinfluBt. 

RTuBartige Aromen entstehen nach BRow~ (32) bei der Kakaofermentation aus einer Kombi- 
nation oxydierter Tannine und teilweise peptonisierter Proteine. BROW~ meint, dab die Protein- 
hydrolyse gehemmt wird, sobald Polyphenole beim Absterben der Ze]len austreten. Er nimmt 
datum an, dab die Proteinhydrolyse vor dem Absterben der Samen erfolgt, und dab eine keimungs- 
~hnliehe Periode bei tiefen Temperaturen zu Beginn der Fermentation erforderlieh ist. Die Be- 
deutung einer keimungs~hnlichen Phase fiir die Ver~nderungen w~hrend der Fermentation wird 
heute nicht mehr diskutier~. 1%OELOt:SE1N" (18, dase]bst S. 281) hat angenommen, dab die an- 
aeroben Bedingungen in den fermentierenden Samen, die fiir die Bildung yon Aroma-Vorstufen 
Bedeutung haben sollen, ifir die Proteinhydrolyse erforder]ich sind, weft Proteinasen allgemein 
unter reduzierenden Bedingungen aktiviert werden. Die vorliegende Arbeit zeigt, daB nicht nur 
ffir die Polyphenole a]s so]ehe, sondern auch ffir die Proteinhydrolyse anaerobe Bedingungen 
erforderlich sind, weft Chinongerbung, nicht aber sauerstoffunabhi~ngige Gerbung dureh Flavo- 
tannine die Proteinhydrolyse unterbindet. Die Itydrolyse erfolgt naeh dem Absterben der Samen 
in der aneroben Fermentationsphase in Gegenwart gerbungswirksamer Polyphenole. 

Zusammen]assung 
Fermentationsversuche in vitro mit  Gefrier- und Acetontroekenpulvern unfer- 

mentierter Kakaosamen brachten als Ergebnis, dal~ unter anaeroben Bedingungen in 
Gegenwart der Polyphenole Wasserl6slichkeit nnd t tydrolyse des Kakaoproteins 
durch sauerstoffunabh/~ngige Gerbung herabgesetzt, aber nicht grunds~tzlich unter- 
bnnden wird. Durch Wechselwirkungen mit  Polyphenolen unter aeroben Bedingungen 
(Chinongerbung) werden jedoeh die Proteine nahezu vollst~ndig wasserunlSslich, und 
eine t tydrolyse wird g/~nzlich unterbunden. Bei einer strengen Fo]ge yon anaeroben 
und aeroben Bedingungen kommt  es zu einer Hydrolyse in der ersten Phase. In  
der folgenden aeroben Phage wird das restliche, unhydrolysierte Protein wasserun- 
15slich nnd wahrscheinlich reagieren auch Peptide nnd Aminos£uren mit  Chinonen. 
Die im Verlaufe der Fermentat ion naehweisbare Reduktion des freien ~-Aminostiek- 
stoffes im tICl- t tydrolysat  ist sauerstoffunabh~ngig. Eine chemische Reaktion freier 
~-Aminogruppen der Proteine mit  oxydierten Polyphenolen l£i~t sich dureh Ver/inde- 
rungen des freien ~-Aminostickstoffes im HCl-I tydrolysat  des Kakaosamens nicht 
erfassen. Die Reduktion des wasserlSslichen, freien ~-Aminostickstoffes bei Fermen- 
tierung unter Luft  spricht ffir eine oxydative Wechselwirkung freier Aminos£uren 
oder Peptide mit  den Polyphenolen der Kakaosamen. 
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Zusammenfassende f3bersichtsberichte 
I)ber Itydroxy-zimtsiiuren und ihre Bedeutung 

in Lebensmitteln 
K. HERRMANN* 

Eingegangen am 28. April 1966 

Hydroxy-z imts~uren  werden wie die Flavonole und Flavone fast in jeder hSheren 
Pflanze aufgefunden, wenn nach ihnen - z. B. unter  Einsatz der Papierchromatogra-  
phie - gezielt gesucht wird. Selbst in niederen Pflanzen wurden Hydroxy-zimtsi~uren 
aufgefunden, z . B .  p-Cumarsiiure und  l~erulas~ure in Lycopodium-Ar ten  (1) und 
Chlorogens~ure neben anderen Hydroxy-zimtsi~uren in Pilzen, z. B. Ch~mpignons (2). 

Bis 1950 waren dagegen nur  in einer recht  bescheidenen Zahl yon Pflanzen 
Hydroxy-zimts~uren,  vor  allem Xaffees~ure und  Chlorogensiiure einwandfrei nach- 
gewiesen worden, wenn auch bereits 1910 C]~ARAVX (3) auf Grund yon  Farbreakt ionen 
eine weite Verbrei tung der Kaffees~ure bzw. ihrer Derivate  vermute t  hatte.  

A. Chemie und Vorkommen der Hydroxy-zimts~iuren und ihrer Derivate 

I. Hydroxy-zimtsi~uren 
Die Hydroxy-zimts~uren (bisherige Ubersichtsarbeiten: 4, 5, 6, 7), vgl. auch das Werk yon 

I4~I~BOm~E (8), stehen als phenolisehe Phenylloroloane (CsCa) in enger chemiseher Beziehung zur 
groBen Gruploe der l~lavonoide, die das Grundgerfist des Diphenyllo0roloans (C6CaCs) besitzen und 
zu denen Catechine (9), ,,Leukoanthocyanidine" (Flavandiole) (10), Anthoeyanidine, Flavone, 
Flavonole, Flavanone, Flavanonole, Isofiavone, Chalkone und Aurone z~hlen (vgl. auch 11). 
Haufig werden die Hydroxy-zimts~uren mit zu den Flavonoiden gerechnet, was auf Grund ihrer 
biochemischen Zugeh6rigkeit und ihrer ~lmlichen Verbreitung in den hSheren Pflanzen einige 
Berechtigung hat. Auch in der wir~schaftlichen Bedeutung ergeben sich klare Parallelen. 

Die in der Natur vorkommenden }Iydroxy-zimts~uren umfassen im wesentlichen die 
p-Cumarsiiure (4-Hydroxy-zimts~ure), Stop. 210--213 ° C, 
Ferulasiiure (3-Methoxy-4-hydroxy-zimts~ure), Stop. 169 ° C, 
Kaffeesiiure (3,4-Dihydroxy-zimts~ure), Stop. 195--198 ° C, 
Sinapinsiiure (3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-zimts&ure), Smlo. 192 ° C. 
Andere, z. B. Isoferulas~ure, o-Cumars~ure, p-Methoxyzimts~ure, sind bisher nur vereinzelt 

aufge~unden worden (5). 
Die ersten zuverli~ssigen Hinweise fiber Jhre weite Verbreitung fin Pfl~nzenreich 

verdanken wir u. a. :BATE-SMITH (12), der feststellen konnte,  dab yon 467 untersuch- 
ten Dicotylen-Speeies 66% Kaffee-, 48~o p-Cumar-,  33% Ferula- und  26~/o Sinapin- 
s~ure enthielten. Ffir 94 geprfifte Monocotylen-Species ergab sich der Anteil der ge- 
nannten  S~uren zu 50, 55, 67 und  570/o . 

Die 3,4,5-Trihydroxy-zimtsiiure ist bisher in der l~atur noch nicht  aufgefunden 
worden, obwohl unabh~ngig voneinander BAT]~-S~ITK (13) und H n m c ~ g ~  (5) inten- 
sly nach dieser Verbindung im Pflanzenreich gesucht haben. Es ist dies bei der weiten 
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