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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Kakaoanbau dient der Gewinnung von Kakaobohnen zur Herstellung von kakaohaltigen
Produkten. Dabei fallen pro Kilogramm gewonnener Kakaobohnen zwischen sieben und neun
Kilogramm Nebenstrome an. Hierzu zahlen die Fruchtschalen, die Bohnenschalen und das
Fruchtfleisch (Pulpe). Der gro3e Anteil an Restbiomasse, die schlechten Anbaubedingungen
sowie die negativen Auswirkungen auf die Umwelt machen ein Umdenken im Kakaoanbau

erforderlich.

In dieser Arbeit wurde die Fermentation von Kakaofruchtschalen (CPH) und Kakaopulpe (KP)
durch Speisepilze im Hinblick auf einen Einsatz im Lebensmittelbereich untersucht. CPH sind
aufgrund ihrer nédhrstoffarmen Zusammensetzung und des hohen Faseranteils nicht direkt fur
die menschliche Ernéhrung einsetzbar. Nach einem initialen Screening auf Agarplatten sowie
in Schiittelkolben zeigten Pleurotus salmoneo-stramineus sowie Fomitopsis pinicola die
vielversprechendsten Ergebnisse fur eine Nahrwertaufwertung durch ihr Myzelwachstum. Die
Medien- und Kultivierungsoptimierung umfasste die Supplementierung durch Natriumaspartat
als Stickstoffquelle sowie die Fermentationsdauer. Eine achttagige Flissigfermentation durch
P. salmoneo-stramineus erhéhte den Rohproteinanteil von 7,7 auf 22,1 g-100 gt TM, eine
viertagige Flissigfermentation durch F. pinicola erhéhte den Rohproteinanteil von 7,7 auf
17,59-100 g* TM. Anhand der Aminosaureverteilung konnte Uber die essentiellen
Aminosauren die Proteinqualitat bewertet werden. Hierfir wurde die Biologische Wertigkeit
herangezogen. Diese lag fir das Fermentat von P. salmoneo-stramineus bei 86 und fiir das
Fermentat von F. pinicola bei 96 und war im Vergleich zu anderen pflanzlichen als auch
tierischen EiweiRquellen sehr hoch. Durch die Fermentationen konnte kein Ligninabbau
nachgewiesen werden. Aufgrund des hohen Ligninanteils in den Fermentaten ist ein direkter
Einsatz der Myzel-Substrat-Komplexe in Lebensmitteln problematisch. Eine sinnvolle
Alternative wére die Isolierung des hochwertigen Proteins zum Einsatz in Lebensmitteln. Die

hieraus resultierende Restbiomasse besteht zum gréten Teil aus Lignin.

Weiterhin wurde die Kakaopulpe mit dem Ziel der Ausbildung interessanter Aromastoffe
fermentiert. Die durch Pilze biotechnologisch hergestellten Aromastoffe werden als nattrliche
Aromastoffe klassifiziert. Vier Pilze der Gattung Laetiporus zeigten Aromaveranderungen hin
zu tropisch-fruchtigen Noten, wie Kokos, Maracuja, Pfirsich und Mango, obwohl diese Pilze fur
die Ausbildung wirziger, fleischartiger Noten bekannt sind. Durch eine 48-stiindige
Flissigfermentation von 10% Kakaopulpe in Trinkwasser mittels Laetiporus persicinus wurde
ein ansprechendes Getrank entwickelt, das in einem sensorischen Panel mit einer Praferenz

von 4,2 von 5,0 méglichen Punkten im Geschmack bewertet wurde und mit 1,34 g-100 mL™*
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Zusammenfassung

Gesamtzucker als zuckerarm und alkoholfrei gilt. Eine grof3technische Umsetzung zur
Herstellung eines fermentierten Getranks aus nur 10% hochwertiger Kakaopulpe mit kurzen
Fermentationszeiten ist ein vielversprechender Ansatz, um Kakaofrlichten eine hohere
Wertschopfung zuzufihren. Mittels GC-MS-O wurde eine Aromaanalyse des Getrénks
durchgefuhrt. Neben bereits fur den Pilzstoffwechsel bekannten Aromastoffen, wie (R)-
Linalool, (E)-Nerolidol, 5-Butyl-2(5H)-furanon und Methylbenzoat, wurde eine Reihe an nicht
naher identifizierten  Sesquiterpenoiden mit maracuja- und  kokosnussartigen
Aromaeindriicken nachgewiesen. Diese Ergebnisse bieten ein interessantes Forschungsfeld
fur die Zukunft, da Sesquiterpenoide aus Pilzen mit tropischen-fruchtigen Geruchseindricken

bisher nicht beschrieben sind.

Insgesamt  bietet diese Arbeit verschiedene Ansatze zur Fermentation von
Kakaonebenstrémen, die den Wert von Kakaofriichten steigern und somit den Kakaoanbau
nachhaltiger gestalten koénnen. Fir groBtechnische Anwendungen sind weitere
Forschungsarbeiten bzw. Untersuchungen zur Malstabsvergrof3erung notwendig. Zu
beachten ist neben anderen Aspekten der Lebensmittelsicherheit, dass es sich bei Produkten

aus Fermentationen durch Speisepilze der Abteilung Basidiomycota um Novel Foods handelt.
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Abstract

Abstract

Cocoa cultivation yields cocoa beans for the production of cocoa-based products. Between
seven and nine kilograms of by-products are produced for every kilogram of cocoa beans.
These include the cocoa pod husks (CPH), the bean shells and the cocoa pulp. The large
guantity of residual biomass, the poor cultivation conditions and the negative impact on the

environment require a fundamental change in cocoa farming.

In this work, the fermentation of CPH and cocoa pulp by edible fungi was investigated with a
focus on their potential use in the food sector. CPH are not directly suitable for human nutrition
due to their nutrient-poor composition and high fibre content. After initial screening on agar
plates as well as in shaking flasks, Pleurotus salmoneo-stramineus and Fomitopsis pinicola
showed the most promising results for nutritional improvement through their mycelial growth.
Media and cultivation optimisation included supplementation with sodium aspartate as a
nitrogen source and the fermentation period. An eight-day liquid fermentation by P. salmoneo-
stramineus increased the crude protein content from 7.7 to 22.1 g-100 g* DM, a four-day liquid
fermentation by F. pinicola increased the crude protein content from 7.7 to 17.5 g-100 g* DM.
Based on the amino acid analysis, the protein quality could be evaluated via the essential
amino acids. The biological value was used for this purpose. The value was 86 for the
fermentate of P. salmoneo-stramineus and 96 for the fermentate of F. pinicola and thus very
high compared to other plant and animal protein sources. No significant degradation of lignin
was induced by the fermentations. Due to the high lignin content of the fermentates, a direct
use of the mycelium-substrate complexes in foods is problematic. A suitable alternative would
be the isolation of the high-quality protein for use in foods. The resulting residual biomass

consists mainly of lignin.

Furthermore, the cocoa pulp was fermented with the aim of generating interesting aroma
compounds. Four fungi of the genus Laetiporus showed aroma changes towards tropical fruity
notes, such as coconut, passion fruit, peach and mango, though these fungi have been known
for the formation of spicy and meaty notes so far. A 48-hour liquid fermentation of 10% cocoa
pulp in drinking water using Laetiporus persicinus resulted in an appealing beverage that
scored a preference of 4.2 out of 5.0 points in a sensory panel and is considered low in sugar
with 1.34 g-100 mL* total sugar and alcohol-free. A large-scale implementation to produce a
fermented beverage from only 10% high quality cocoa pulp with short fermentation times is a
promising approach to add value to cocoa fruits. By means of GC-MS-O, an aroma analysis
of the beverage was carried out. In addition to aroma compounds already known for fungal
metabolism, such as (R)-linalool, (E)-nerolidol, 5-butyl-2(5H)-furanone and methyl benzoate,

a number of non-identified sesquiterpenoids with maracuja and coconut-like aroma
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Abstract

impressions were detected. These results offer an interesting field of research for the future,
as sesquiterpenoids from fungi with tropical fruity odor impressions have not been described

so far.

Overall, this work offers various approaches to the fermentation of cocoa side streams which
may increase the total value of cocoa fruits and thus make cocoa farming more sustainable.
Further research and upscaling studies are necessary for large-scale applications. In addition
to other aspects of food safety, it should be noted that products from fermentations by edible

fungi of the Basidiomycota division are regarded as novel foods.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Kakao - Schritte der Verarbeitung hin zu Kakaoprodukten

Der Kakaobaum (Theobroma cacao L.) z&hlt aufgrund seiner Kakaobohnen, die unter
anderem zur Herstellung von Kakaopulver und Kakaobutter genutzt werden, zu einer der
wirtschaftlich bedeutendsten Nutzpflanzen. Er gehort zur Familie der Malvengewachse
(Unterfamilie Sterculiaceae) und stammt urspriinglich aus Zentral- und Stdamerika (Afoakwa
2016). Er kann eine Hohe von 6 —12 Metern erreichen und ist auf spezielle &ufRere
Bedingungen angewiesen. So wachst er nur in einem bestimmten Radius von 20° um den
Aquator und benétigt zwischen 1.200 und 1.500 mm jahrlichen Niederschlag, Temperaturen
zwischen 18 — 32 °C und gentigend Schatten (Kim et al. 2011; Afoakwa 2016). Die Anzahl der
jahrlichen Bliten kann stark variieren. Der Kakaobaum ist auf Fremdbestaubung durch
Insekten angewiesen. Dadurch werden nur wenige der vorhandenen Bliten befruchtet. So
enden jahrlich ca. 10 — 120 Bliten pro Kakaobaum in einer Frucht (Holst 1961). Kakaofriichte
zahlen botanisch gesehen zu den Beeren und kdnnen in reifem Zustand 15 — 25 cm lang mit
einem Durchmesser von 8 — 13 cm werden. Jede Frucht enthalt zwischen 20 — 40 Bohnen,
die von der weiRen, schleimigen Kakaopulpe umhillt werden (Kim et al. 2011). Die
Kakaofruchtschale, die die Bohnen und die Kakaopulpe umgibt, ist aufgebaut aus Endocarp,
Mesocarp und Epicarp (Abbildung 1) (Lu et al. 2018).

Epicarp + Mesocarp + Endocarp = Kakaofruchtschale

Kakaobohne mit
Kakaobohnenschale

Kakaopulpe

Abbildung 1: Querschnitt einer Kakaofrucht; mit Erlaubnis von Koa Switzerland GmbH ©.
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Rohe und unbehandelte Kakaobohnen sind aufgrund ihres bitteren und unangenehmen
Geschmacks ungeniel3bar (Vuyst und Weckx 2016). Fur die Herstellung von Schokolade und
anderen Erzeugnissen auf Kakaobasis ist zunachst eine Fermentation der Kakaobohnen
erforderlich. Diese Fermentation ist einer der letzten verbliebenen grol3technischen spontanen
mikrobiologischen Prozesse in der Lebensmittelindustrie (Meersman et al. 2013). Die
Fermentation dient einerseits der Entfernung der Kakaopulpe durch pektinolytische Enzyme,
wie Pektinmethylesterasen, Polygalacturonasen und Pektinlyasen, was fir die anschliel3ende
trockene Lagerung notwendig ist (Schwan und Wheals 2004). Durch die Fermentation wird
aul3erdem der Samenembryo abgetétet, was eine Keimung verhindert. Zusatzlich dient sie der
Bildung von Aromavorstufen, der Farbentwicklung und der Verringerung der Bitterkeit
(Afoakwa et al. 2015; Afoakwa 2016).

Nach dem Offnen der reifen Kakaofriichte werden die Kakaobohnen gemeinsam mit der sie
umhillenden Kakaopulpe von den Kakaofruchtschalen abgetrennt und in Haufen von 25 —
2.000 kg zusammengefasst. Hierbei kommt die Kakaopulpe in Berihrung mit verschiedensten
Mikroorganismen aus der Umgebung, beispielsweise von Transportboxen, Messern, durch die
Beruihrung durch Arbeiter oder die Oberflache der Kakaofrucht selbst. Diese Mikroorganismen
tragen anschliel3end zur Fermentation bei. Die Kakaopulpe sorgt durch ihren hohen Anteil an
Glucose und Fructose sowie an Zitronensaure fir eine kohlenhydratreiche und saure
Umgebung. Zudem schirmt sie die Kakaobohnen vom Luftsauerstoff ab (Schwan und Wheals
2004; Vuyst und Leroy 2020).

Die erste, anaerobe Fermentationsphase dauert etwa zwei Tage und wird bestimmt durch das
Wachstum von Hefen und Milchsaurebakterien. Hefen produzieren pektinolytische Enzyme,
die die Kakaopulpe verflissigen, und wandeln die vorliegenden Zucker (vornehmlich Glucose)
in Ethanol, organische Sauren und fliichtige Komponenten um (Lopez und Dimick 1995;
Schwan und Wheals 2004). Abhangig von den aulReren Einflissen wurden viele verschiedene
Hefe-Stamme in der Literatur beschrieben, die zur Fermentation der Kakaobohnen
beigetragen haben, unter anderem Saccharomyces spp., Rhodotorula spp. und
Schizosaccharomyces spp. (Thompson et al. 2012; Schwan und Wheals 2004). Hefen tragen
aul3erdem zu einer erfolgreichen Fermentation bei, indem sie sowohl Aroma-Prakursoren als
auch Aromastoffe selbst bilden. Hierzu z&ahlen unter anderem hdhere Alkohole und Ester, die
neben anderen Aromastoffen fur ein blumiges und fruchtiges Aroma der Kakaobohnen
verantwortlich sind (Vuyst und Leroy 2020). Die Milchs&durebakterien verstoffwechseln die
vorliegende Fructose entweder homo- oder heterofermentativ zu Pyruvat, welches
anschlieend weiter zu Milchsaure, Essigsaure und anderen Pyruvat-Metaboliten
verstoffwechselt wird, die ebenfalls einen Beitrag zum Kakaoaroma leisten, wie zum Beispiel
Diacetyl und Acetoin (Ganzle 2015; Vuyst und Leroy 2020). Auch Aminosauremetabolite, wie

beispielsweise 2-Methylbutanal oder Benzaldehyd, sind auf die vorhandenen
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Milchsaurebakterien zurtickzufuhren (Vuyst und Leroy 2020). In dieser Phase der
Fermentation steigt der pH-Wert aufgrund der Umwandlung von Citronensaure in Milchsaure
an und die Temperatur erhéht sich von ca. 25 — 30 °C auf 35 — 40 °C (Vuyst und Leroy 2020).
Durch das AbflieRen der verflissigten Kakaopulpe andern sich die Fermentationsbedingungen
nach ca. 48 Stunden hin zu aeroben Verhaltnissen und Essigsaurebakterien, die die anaerobe
Phase Uberlebt haben, beginnen zu wachsen (Schwan und Wheals 2004). Sie oxidieren den
durch die Hefen produzierten Ethanol zu Essigsaure, und die durch die Milchsaurebakterien
entstandene Milchsédure zu Acetoin. Hierdurch erhéht sich die Temperatur auf tber 50 °C.
Essigsaure, Ethanol und die hohen Temperaturen sind fir die Ubersauerung des Keimblatts

und somit das Absterben des Keimlings verantwortlich (van Ho et al. 2014).

Essigsaure und andere Fermentationsmetabolite diffundieren in die Kakaobohnen. Zu diesem
Zeitpunkt werden Proteasen aktiv, welche enzymatisch Proteine zu erwiinschten Aroma-
Prakursoren abbauen (Afoakwa et al. 2008; van Ho et al. 2014). Neben freien Aminosauren
sind auch Peptide und reduzierende Zucker maf3geblich an der Ausbildung des Kakaoaromas
beteiligt (Frauendorfer und Schieberle 2019).

Die endgiltige Aromaausbildung erfolgt durch die anschlie@enden Schritte der
Kakaoverarbeitung — die Trocknung und die Réstung der fermentierten Kakaobohnen. Durch
die Trocknung wird zunéchst der Wassergehalt herabgesetzt, wodurch die Anzahl lebender
Mikroorganismen reduziert wird (Vuyst und Leroy 2020). Wahrend der Rostung wird zum einen
noch vorhandene Essigsaure entfernt, und zum anderen kommt es zur Bildung der typischen
Schokoladen-Aromen aus den wahrend der Fermentation entstandenen Prékursoren
(Frauendorfer und Schieberle 2019). Zum Gesamtaroma von Kakao tragen sowohl fliichtige
als auch nichtflichtige Substanzen bei. Zu den nichtflichtigen Substanzen zéhlen
beispielsweise Alkaloide wie Theobromin und Coffein und Polyphenole, wie Catechine,
Anthocyane und Proanthocyanidine, die den Produkten eine gewisse Adstringenz und
Bitterkeit verleihen (Aprotosoaie et al. 2016). Flichtige Substanzen kdnnen wahrend der
Rostung beispielsweise durch die nichtenzymatische Braunung (Maillard-Reaktion) oder den
Strecker-Abbau entstehen (Afoakwa et al. 2008). Wichtige Substanzgruppen hier sind
Alkohole, Aldehyde und Ketone, Ester, Furane und Furanone, oder auch Pyrazine
(Aprotosoaie et al. 2016). 3-Methylbutanal, 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon,
Phenylacetaldehyd und 2,3,5-Trimethylpyrazin tragen neben vielen weiteren Aromastoffen

entscheidend zum Kakaoaroma bei.

Die Entfernung der Kakaobohnenschale sowie das Aufbrechen der Bohnen kann vor oder
nach der Rostung erfolgen. Die hierbei entstandenen Kakao-Nibs werden einer Alkalisierung
mit Kalium- oder Natriumcarbonat unterzogen, um durch eine leichte Anhebung des pH-Werts

die Farb- und Aromabildung zu beeinflussen und die Dispergierbarkeit des Kakaopulvers in
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Wasser zu verbessern. Die durch Vermahlung erhaltene Kakaomasse kann anschlie3end
abgepresst werden, wobei Kakaobutter und, nach einem weiteren Pulverisierungsschritt,
Kakaopulver entstehen. Hieraus kénnen verschiedenste Kakaoprodukte hergestellt werden
(Afoakwa 2016). Kakaoprodukte werden nicht nur im Lebensmittelbereich, wie beispielsweise
in Schokolade, kakaohaltigen Getranken oder Backereiprodukten eingesetzt, sondern auch in
der Kosmetikbranche. Vor allem Kakaobutter ist eine beliebte Zutat sowohl im Lebensmittel-
als auch im Kosmetikbereich. Aufgrund der besonderen Fettsdurezusammensetzung aus vor
allem Palmitin-, Stearin-, Ol- und Linolsaure, dem niedrigen Anteil an hoch ungeséttigten
Fettsduren und der Symmetrie der Triacylglyceride, weist Kakaobutter einen engen
Schmelzbereich zwischen 32 und 35 °C auf und erzeugt beim Schmelzen im Mund einen
kihlenden Effekt (Miller 2020; Naik und Kumar 2014). In diversen Kosmetikprodukten wird
Kakaobutter aufgrund ihrer feuchtigkeitsspendenden und antioxidativen Eigenschaften,
hervorgerufen durch -, £ und »Tocopherole, eingesetzt, da sie sich hervorragend zur

Hauptpflege eignet und gleichzeitig einen anti-Aging Effekt aufweist (Naik und Kumar 2014).

1.2 Nebenstrom- und Umweltproblematik

Die Kakaoproduktion verzeichnete in den letzten Jahrzehnten eine stetige Zunahme. Um die
enorm hohe Nachfrage nach dem Luxusgut bedienen zu kdnnen, steigen auch die
Anbaumengen weiter an. Wurden im Erntejahr 2019/2020 noch 4,8 Millionen Tonnen
Kakaobohnen produziert, so lag der Wert 2020/2021 schon bei 5,2 Millionen Tonnen. Zu den
gréRten Anbauléndern zahlen die Elfenbeinkiste und Ecuador, die zusammen tber 60% des
weltweiten Kakaoanbaus leisten. Weitere wichtige Anbaul&nder sind Kamerun und Indonesien
(The International Cocoa Organization 2021). Ein Teil der Kakaobohnen wird nach der
Fermentation zur Weiterverarbeitung in kakaoverarbeitende L&ander exportiert. Der Grolf3tell
hiervon wird in Europa weiterverarbeitet. Die Niederlande und Deutschland z&hlen zu den
Hauptimporteuren von Rohkakao. Die Herkunft der Kakaobohnen der deutschen Importe
entfallt zu 50% auf die Elfenbeinkuste, zu 17% auf Nigeria und zu 11% auf Ghana (CBI -
Ministry of Foreign Affairs 2020).

Der Kakaoanbau ist allgemein fiir seine schlechten Arbeitsverhdaltnisse und die negativen
Auswirkungen auf die Umwelt bekannt. Ca. 50 Millionen Menschen weltweit beziehen ihr
Einkommen aus dem Kakaoanbau (Beg et al. 2017). Der gré3te Anteil wird durch Kleinbauern
erzeugt. Durch die niedrige Gewinnbeteiligung leben Bauern und B&uerinnen zumeist
unterhalb der Armutsgrenze. Der Hauptgrund fur die anhaltende Armut ist der niedrige
internationale Kakaopreis (UNICEF 2018). Im Dezember 2022 lag der Handelspreis fir eine
Tonne bei 2.319,35 € (Statista Research Department 2022a). In diesem Kontext steht auch

immer wieder das Problem der Kinderarbeit im Vordergrund (Schrage und Ewing 2005;
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UNICEF 2018). Parallel zu diesen sozialen Problemen steht der Kakaoanbau auch vor
okologischen und 6konomischen Herausforderungen. In vielen Anbauregionen ist der niedrige
Ertrag ein entscheidendes Problem. Ein Kreislauf aus niedrigem Einkommen, unzureichenden
Investitionen und inadéaquater Pflege der Plantagen flhrt zu niedrigen Ertragen. Erschwerende
Faktoren sind der geringe Kakaopreis ab Hof, die hohen Investitionskosten, fehlender Zugang
zu Darlehen und Krediten sowie die geringen Farm-Grolien (Wessel und Quist-Wessel 2015).
Da die Nachfrage das Angebot an Kakao Ubersteigt, ist die ErschlieRung landwirtschaftlicher
Nutzflachen durch illegale Entwaldung ein zunehmendes Problem (WWF 2021b). Auch
verschiedene Schadlinge und Baumkrankheiten tragen maf3geblich zu hohen wirtschaftlichen
Verlusten bei. Zu den bekanntesten Kakaobaumkrankheiten zéhlen die Cocoa Swollen Shoot
Virus-Krankheit (CSSV) und die Black-Pod-Krankheit. Bei der CSSV-Krankheit schwellen die
Sprossen des Baumes an, bis es zum Absterben des Baumes kommt (Kouakou et al. 2012;
Dzahini-Obiatey et al. 2010). Die Black-Pod-Krankheit wird durch die zwei pathogenen
Spezies P. palmivora und P. megakarya verursacht und fuihrt zu schwarzen Verfarbungen und
zum Austrocknen der Friichte, wodurch die Bohnen unbrauchbar werden (Wessel und Quist-
Wessel 2015).

Ein weiteres Problem stellt die Nebenstromproblematik des Kakaoanbaus dar. Im Gegensatz
zu anderen Agrarprodukten, die in tropischen und subtropischen Regionen angebaut werden,
wie z.B. Kaffee oder Tee, liegt der Nebenstromanteil bei Kakaofriichten, abhéangig von
natirlichen Schwankungen, zwischen 70 und 90% des Gesamtgewichts (Vasquez et al. 2019).
Bei Kaffeekirschen betragt er ca. 30 — 50% (Preedy 2015). Den Hauptanteil der Restbiomasse
der Kakaofriichte nach Abtrennen der Kakaobohnen macht die Kakaofruchtschale aus. Pro
Tonne Kakaobohnen fallen bis zu zehn Tonnen an Kakaofruchtschalen an (Feuchtgewicht)
(Vriesmann et al. 2011). Diese verbleiben zumeist auf den Plantagen und dienen so einerseits
als natirliches, organisches Dingemittel fir die Kakaobdume, kénnen allerdings beim
Verrotten als Quelle fur Baumkrankheiten, wie die Black-Pod-Krankheit, fungieren (Lu et al.
2018). Weiterhin fallen als Nebenstrome die nach der Fermentation der Kakaobohnen
verflissigte Kakaopulpe sowie die Kakaobohnenschalen an. Im Vergleich zu den
Kakaofruchtschalen ist deren Anteil zwar geringer, allerdings kénnte die Verwendung der
Nebenstrome dazu beitragen, den zuvor beschriebenen sozialen, ©kologischen und
O0konomischen Problemen entgegenzuwirken, und den Kakaoanbau insgesamt nachhaltiger

zu gestalten (Vasquez et al. 2019).
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1.3 Bekannte Verwendungsmoglichkeiten fiir Kakao-Nebenstrome

Seit einigen Jahren wird an neuen Mdglichkeiten geforscht, die Nebenstrome der Kakaofrucht
einer wertbringenden Verwendung zuzufiihren. Die anfallende Menge, die chemische
Zusammensetzung sowie die Anwendbarkeit spielen hierbei eine entscheidende Rolle. Im
Folgenden ist der bisherige Forschungstand zu den einzelnen Nebenstromen

zusammengefasst.

1.3.1 Kakaofruchtschalen

Wie oben beschrieben, machen die Kakaofruchtschalen mit ca. 70— 90% des
Gesamtgewichts den grof3ten Anteil der Frucht aus (Oddoye et al. 2013; Vriesmann et al.
2011). Im Verhaltnis zu den grof3en Mengen an Kakao-Nebenstromen gibt es vergleichsweise
wenige Verwendungsmoglichkeiten, die grofRtechnisch Anwendung finden. Frische
Kakaofruchtschalen bestehen zu ca. 90% aus Wasser (Vriesmann et al. 2011). Aufgrund
dieses hohen Wassergehaltes sind sie mikrobiologisch leicht verderblich und sollten fir eine
weitere Verwendung zunachst getrocknet werden. In der Literatur wurden, angelehnt an die
stoffiche Zusammensetzung, verschiedene Verwendungsmoglichkeiten untersucht und
diskutiert. Getrocknete Kakaofruchtschalen enthalten geringe Mengen an Fett und Protein,
hingegen aber einen hohen Kohlenhydrat- und Ballaststoffgehalt. Auch der Aschegehalt ist
vergleichsweise hoch (Tabelle 1) (Sobamiwa und Longe 1994; Vriesmann et al. 2011; Chun
et al. 2016; Martinez et al. 2012).

Tabelle 1: Chemische Zusammensetzung von getrockneten Kakaofruchtschalen.

Spannweite [g-100 g TM] Referenzen

(Sobamiwa und Longe 1994; Vriesmann et

Asche 6,7-9,1
al. 2011; Martinez et al. 2012)
_ (Sobamiwa und Longe 1994; Vriesmann et
Protein [Nx6,25] 4,2-8,6
al. 2011; Martinez et al. 2012)
(Sobamiwa und Longe 1994; Vriesmann et
Fett 12-23
al. 2011; Martinez et al. 2012)
Kohlenhydrate 29,0-32,3 (Martinez et al. 2012; Vriesmann et al. 2011)
Gesamtballaststoffe 36,6 — 56,0 (Martinez et al. 2012; Vriesmann et al. 2011)
o (Vriesmann et al. 2011; Sobamiwa und
Lignin 14,6 — 38,8

Longe 1994; Laconi und Jayanegara 2015)

Die erforschten Anwendungen erstrecken sich von der Landwirtschaft Gber den Bereich der
Lebens-, Futtermittel und Kosmetika bis hin zum Sektor der Energiegewinnung. Abbildung 2

gibt einen Uberblick Uber untersuchte Einsatzgebiete. Die Verwendung als Diinger oder
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Futtermittel sowie die Herstellung von Seife sind traditionelle und in den Anbaulandern bereits
genutzte Alternativen fur die sonst als Abfall anfallenden Kakaofruchtschalen (Oddoye et al.
2013).

Kakaofruchtschalen

Lebensmittel &

Landwirtschaft Kosmetik Medizin Energie
- Dinger - Pektin - Pektin - Biogas
- Futtermittel - Ballaststoffe - Bioethanol
- Aktivkohle - Seife
- Haut- & Sonnen-
schutz

Abbildung 2: Auswahl beschriebener Einsatzméglichkeiten der Kakaofruchtschale.

Aufgrund des hohen Aschegehaltes und den hierin enthaltenen Mineralstoffen eignet sich die
Kakaofruchtschale als Dunger. Besonders der hohe Kalium- und Phosphatgehalt spielen
hierbei eine Rolle. Mit bis zu 5.820 mg-100 g* Kalium und 710 mg-100 g* Phosphor
dominieren diese beiden Mineralstoffe den Ascheanteil (Yapo und Koffi 2013). Ein aus
Kakaoschalen gewonnener Diinger kann dabei nicht nur zur Dingung anderer Pflanzenarten,
wie beispielsweise des Cashew-Baums eingesetzt werden (Adejobi et al. 2011), sondern auch
zur Dingung von Kakaob&umen selbst. Der hohe Kaliumgehalt fihrt dabei zu einer
signifikanten Zunahme der GrofRe des Setzlings, der Pflanzenhthe und der Wurzellange
(Sodré et al. 2012; Akanbi et al. 2014).

Auch die Moglichkeit der Weiterverarbeitung von Kakaofruchtschalen zu Seifen beruht auf
dem hohen Gehalt an Kalium. Beim Verbrennen der Schalen an der Luft entsteht eine K>O-
reiche Asche, die anschlieBend mit Wasser ausgelaugt, filtriert und aufkonzentriert werden
kann. Bei der anschlieRenden Verseifung von diversen Olen entsteht eine Seife mit
vorteilhaften Eigenschaften, wie hoher Loslichkeit und guter Reinigungs- und
Schaumbildungsfahigkeit (Gyedu-Akoto et al. 2015).

Kakaofruchtschalen kénnen fir die Futterung von landwirtschaftlichen Nutztieren eingesetzt
werden. Aufgrund der relativ nahrstoffarmen Zusammensetzung und dem Vorkommen von fur
Tiere giftigem Theobromin muissen die Schalen allerdings zunachst verschiedenen
Vorbehandlungsmethoden unterzogen werden (Laconi und Jayanegara 2015; Adamafio

2013). Durch eine Fermentation mit dem Pilz Phanerochaete chrysosporium kann
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beispielsweise der Gehalt an Lignin reduziert werden, was zu einer verbesserten
Verdaulichkeit fihrt (Laconi und Jayanegara 2015). Durch eine Fermentation mit
Aspergillus niger kann der Theobromingehalt signifikant gesenkt werden (Adamafio et al.
2011).

Ein weiterer Inhaltsstoff der Kakaofruchtschalen ist Pektin. Es macht den grof3ten Anteil an
I6slichen Ballaststoffen aus, die mit ca. 9,6 g-100 g in der Trockenmasse vertreten sind.
Pektin kann durch unterschiedliche Extraktionsmethoden aus den Schalen gewonnen werden,
beispielsweise durch die Extraktion mit heil3em Wasser oder Citronensaure (Vriesmann et al.
2011; Vriesmann et al. 2012). Je nach Extraktionsmethode variieren Veresterungs- und
Acetylierungsgrad, was einen direkten Einfluss auf die Viskositat und
Gelbildungseigenschaften hat (Yapo und Koffi 2013). Die Verwendungsmaoglichkeiten fir
Pektin aus Kakaofruchtschalen sind weitreichend und wurden grof3tenteils bereits patentiert.
Beispielsweise kann das Pektin als Emulgator, elastisches Uberzugsmittel fir Lebensmittel,
Kosmetika und pharmazeutische Produkte, sowie als Stabilisator, Texturgeber oder

Lecithinersatz in Lebensmitteln verwendet werden (Bernaert et al. 2020).

Aufgrund der chemischen Zusammensetzung der Kakaofruchtschalen, insbesondere
aufgrund des hohen Ballaststoffgehaltes, eignen sie sich zur Energiegewinnung. Beschrieben
sind die Erzeugung von Biogas und Bioethanol. Unter Zuhilfenahme von verschiedenen
aeroben und anaeroben Mikroorganismen kann in Kombination mit spezifischen
Vorbehandlungsmethoden eine hohe Biogaserzeugungsrate erreicht werden (Dahunsi et al.
2019). Zur Produktion von Bioethanol eignet sich die Kakaofruchtschale aufgrund des hohen
Gehaltes an Cellulose und Hemicellulose. Diese kdnnen durch unterschiedliche
Vorbehandlungsmethoden in ihre Monosaccharide abgebaut werden. Durch die
anschliel3ende Fermentation mit beispielsweise Saccharomyces cerevisiae oder Pichia stipitis

kann dann Bioethanol erzeugt werden (Igbinadolor und Onilude 2013).

Im Lebensmittelbereich wird die Kakaofruchtschale bisher nicht im Ganzen angewendet,
sondern nur, wie zuvor beschrieben, einzelne extrahierte Stoffe, wie beispielsweise Pektin.
Grundsatzlich sollte eine mdglichst umfassende Anwendung von Nebenstrémen aus der
Lebensmittelindustrie in Lebensmitteln angestrebt werden, da dies gleichzeitig 6konomische
und Okologische Vorteile bringt und in Zukunft aufgrund der steigenden Bevolkerungszahl
immer mehr Menschen erndhrt werden missen. In den letzten zehn Jahren ist die
Weltbevoélkerung von 6,99 auf 7,91 Mrd. gestiegen (Statista Research Department 2022b).
Dieser Anstieg wird sich in den nachsten Jahren verstarken, sodass Schatzungen davon
ausgehen, dass bis zum Jahr 2100 10,35 Mrd. Menschen auf der Erde leben werden (Statista
Research Department 2022c). Andererseits steht nur eine begrenzte landwirtschaftliche

Nutzflache zur Erzeugung von Lebensmitteln und Futtermitteln zur Verfigung. Rund 75% der
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verfugbaren Nutzflache werden zur Erzeugung von Fleisch und anderen tierischen
Lebensmitteln verwendet. Die restlichen 25% werden dabei nicht ausschlie3lich zum Anbau
von pflanzlichen Lebensmitteln verwendet, sondern vor allem zur Erzeugung von Futtermitteln
wie Soja, Mais und Weizen (WWF 2021a). Kakao zahlt vor allem zu den Genussmitteln, die
zwar in hohem Malf3e weltweit verzehrt werden, aber keinen Zweck als Grundnahrungsmittel
erfillen (Fincke 1936). Vor allem in tropischen Regionen, wie der Elfenbeinkiste, werden
enorme Anbauflachen fiir Kakao bendtigt. Pflanzliche Lebensmittel haben meist eine deutliche
geringere Klimawirkung als tierische Lebensmittel. Kakao stellt hierfir jedoch kein gutes
Beispiel dar. Mit 25,4 kg CO>-Aquivalenten pro kg schneidet er deutlich schlechter ab als
beispielsweise Mandeln mit 5,2 kg CO>-Aquivalenten pro kg oder sogar als Schweinefleisch
mit 10,3 kg COz-Aquivalenten pro kg (WWF 2021a).

1.3.2 Kakaopulpe

Traditionell verbleibt die Kakaopulpe zur Fermentation an den Kakaobohnen. Sie ist einerseits
notwendig flir eine erfolgreiche Fermentation, geht aber auch gleichzeitig wahrenddessen
verloren, da sie verflissigt wird und in den Boden abfliet. Pro Tonne zu fermentierender
Kakaobohnen entstehen ca. 100 — 150 L verflussigter Kakaopulpe, auch Sweatings oder
Kakaohonig genannt (Oddoye et al. 2013). Neben dem Verlust eines hochwertigen Rohstoffs
kann der Eintrag in den Boden diesen und die Gewasser verunreinigen und zu einem erhohten
Risiko fur Schadlingsbefall fiihren (Dwapanyin et al. 1991). So wie in allen Bereichen gewinnt
die Nachhaltigkeit auch im Kakaosektor an Bedeutung und die Weiterverwendung des
Kakaohonigs ist aktueller als jemals zuvor. Beschrieben ist beispielsweise die Verarbeitung zu
Marmelade (Anvoh et al. 2009), Kakaosirup (Toth et al. 2017) oder Essig, wobei letzteres einer
zusatzlichen Fermentation unter Zuckerzugabe bedarf, um den Gehalt an Essigséure zu

steigern (Ganda-Putra et al. 2019).

Das reine Kakaofruchtfleisch besteht zum gréRten Teil aus Wasser, gefolgt von Mono- und
Disacchariden. Zudem weist es einen hohen Gehalt an Citronensdure auf, wohingegen der
Protein- und Fettgehalt gering sind (Pettipher 1986; Anvoh et al. 2009). Weiterhin enthalt
Kakaopulpe bis zum 300 mg-100 g TM Vitamin C. Tabelle 2 gibt einen Uberblick Gber die

chemische Zusammensetzung.
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Tabelle 2: Chemische Zusammensetzung von frischer Kakaopulpe; TM = auf die Trockenmasse bezogen.

Parameter Gehalt Literatur

Feuchte [%] 76,7 -93,9 (Anvoh et al. 2009)
Wasseraktivitat 0,97 - 0,98 (Pettipher 1986)
pH 3,3-3,9 (Pettipher 1986; Anvoh et al. 2009)
Zucker [g-100 g71] 11,06 — 13,05

Glucose 3,00 - 5,06

Fructose 3,80 - 6,07 (Pettipher 1986)

Saccharose 1,35-4,35
Ballaststoffe [g-100 g TM] 10,56 — 16,14

Cellulose 4,73-5,18

Hemicellulose 1,58-2,85 (Pettipher 1986)

Lignin 0,50 - 1,50

Pektin 3,75-6,61
Protein [g-100 g 0,64 -0,74 (Pettipher 1986)
Fett [g-100 g 0,35-0,75 (Pettipher 1986)
Asche [g-100 g 2,92 — 4,60 (Anvoh et al. 2009)
Ethanol [g-100 g] 0,0-0,2 (Pettipher 1986)
Organische Sauren [mg-L™]

Citronenséaure 85-9,8

Apfelsaure 31-41

(Anvoh et al. 2009)

Oxalséaure 0,55 -1,99

Milchsaure 1,22-1,24

Essigsaure 1,58 -2,98

Auch hinsichtlich ihrer Aromakomponenten bietet frische Kakaopulpe interessante
Eigenschaften. Abhangig von ihrer Herkunft konnten 65 aromaaktive Substanzen
nachgewiesen werden. Hierzu zahlen unter anderem 4-Vinyl-2-methoxyphenol (Nelke), &
Decalacton (Kokos), Linalool (blumig), fDamascenon (fruchtig, Weintraube) und j-
Nonalacton (fruchtig, Kokos) (Bickel Haase et al. 2021) (vgl. Abbildung 3).
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Abbildung 3: Strukturformeln bekannter Aromastoffe in Kakaopulpe; a: 4-Vinyl-2-methoxyphenol, b: 5Decalacton,
c: Linalool, d: g-Damascenon, e: »-Nonalacton.

Studien haben nachgewiesen, dass die Entfernung eines Teils der Kakaopulpe vor der
Fermentation keine negativen Auswirkungen auf die spatere Qualitat des Kakaos hat (Schwan
und Wheals 2004; Amanquah 2013), oder die Qualitat bei bestimmten Kakaosorten durch die
Reduzierung der Pulpe sogar erhoht werden kann, da zu viel Fruchtfleisch zu einer
Ubersauerung der Bohnen fiihren kann (Schwan und Wheals 2004). Mithilfe eines Depulpers
kann ein Teil des Fruchtfleischs schonend entfernt werden. Die Kakaobohnen werden dabei
durch horizontal angeordnete rotierende Trommeln befordert, durch deren Locher die Pulpe
abflieBen kann, ohne dass die Bohnen beschadigt werden (U.S. Food and Drug Administration
2020). Die Gewinnung eines Teils der hochwertigen Kakaopulpe bei gleichbleibender Qualitat
der fermentierten Kakaobohnen kénnte zu einer Wertsteigerung der Kakaofriichte und einer
nachhaltigeren Nutzung fihren. Unterschiedliche Verwendungsmaoglichkeiten der frischen
Kakaopulpe in der Lebensmittelindustrie wurden bereits untersucht. Vor allem in der

SiuRwaren- und Getrankeindustrie findet Kakaopulpe Anwendung.

Thematisch zum Einsatzgebiet passend kann Kakaopulpe oder ein daraus gewonnener
Extrakt zum SiURen von Kakaomasse oder Kakaopulver eingesetzt werden und somit als
Ersatz fUr Saccharose dienen. Hieraus kdnnen Schokoladenprodukte entwickelt werden, die
zu 100% aus der Kakaofrucht gewonnen werden. Der in einem Patent beschriebene
.Kakaozucker“ enthalt hauptsachlich Saccharose, Glucose und Fructose und kann auch

anderen als kakaohaltigen Produkten zugesetzt werden (Vieira et al. 2018).

Aufgrund des hohen Zuckergehaltes eignet sich Kakaopulpe sehr gut als Ausgangssubstrat
zur Herstellung von alkoholhaltigen Getrénken durch alkoholische Géarung. Verschiedene
Studien beschreiben die erfolgreiche Herstellung eines Fruchtweins aus Kakaopulpe unter
Zuhilfenahme von Saccharomyces cerevisiae (Dias et al. 2007; Duarte et al. 2010). Aufgrund

des ausgebildeten Aromas ist die Akzeptanz von Kakaofruchtweinen gegeniber anderen
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Fruchtweinen deutlich erhdht. Neben Alkoholen, wie 1-Hexanol und 2-Heptanol, und
Monoterpenen, wie Linalool und a-Terpineol, tragen vor allem Ethylester mafl3geblich zum
Aroma des Fruchtweins bei. Unter anderem wurden Ethylhexanoat, Ethyllactat oder
Diethylsuccinat nachgewiesen (Duarte et al. 2010). Auch zur Produktion eines Bier-ahnlichen
Getranks kann Kakaopulpe eingesetzt werden, indem sie als Malzextrakt dient. Der Zusatz
von 30% Kakaopulpe zu Beginn der Fermentation der Wiirze durch Saccharomyces cerevisiae
bei 15°C und 22°C hat einen positiven Einfluss auf die Ethanolkonzentration, den

Substratverbrauch, die Zellkonzentration sowie die allgemeine Akzeptanz (Nunes et al. 2020).

Auch der Einsatz in weiteren Produkten, wie beispielsweise Kefir, wurde untersucht und
hinsichtlich Akzeptanz und Nahrwert positiv bewertet (Puerari et al. 2012). Die Vielzahl der
bisher untersuchten und erfolgreichen Anwendungsmaoglichkeiten ist ein vielversprechender
Start zur ganzheitlichen und damit nachhaltigen Nutzung der Kakaofrucht. Die Herstellung von
Produkten aus oder mit Kakaopulpe konnte durch die ErschlieBung eines hochwertigen
Rohstoffs zu einer Wertsteigerung der Kakaofrlichte beitragen und gleichzeitig einer

Ressourcenverschwendung entgegenwirken (Vasquez et al. 2019).

Seit Februar 2020 sind das Fruchtfleisch, der Saft und der konzentrierte Saft aus dem
Fruchtfleisch des Theobroma cacao L. in der européaischen Union als neuartiges Lebensmittel
zugelassen. Im November 2022 folgte auch die Zulassung und Verwendung von Zucker aus
dem Fruchtfleisch der Kakaopflanze als Novel Food. Durch einen Trocknungs- oder
Reinigungsprozess wir dafiir aus der Kakaopulpe oder dem konzentrierten Saft hochreine
Glucose oder Fructose gewonnen (VO (EU) 2017/2470).

1.3.3 Kakaobohnenschalen

Die Kakaobohnenschalen bilden eine diinne Schicht um die Kakaobohnen. Sie werden nach
der Roéstung entfernt und fallen als Nebenprodukt an. Kakaobohnenschalen stellen einen eher
kleinen Nebenstrom der Kakaofrucht dar. Sie machen ca. 10 — 17% des Gesamtgewichts der
Bohnen aus (Rojo-Poveda et al. 2020). Wenn die Schalen nicht entsorgt werden, werden sie
traditionell zumeist als Mulch verwendet. Durch ihr Verhéltnis von Stickstoff (2%) zu Phosphat
(1%) und Kalium (3%) kann der Mulch den Feuchtigkeitsverlust des Bodens verlangsamen
und das Unkrautwachstum hemmen (Sukha 2003). Aufgrund ihrer chemischen
Zusammensetzung wurden vor allem in den letzten Jahren weitere Einsatzgebiete erforscht.
Verschiedene Extrakte der Kakaobohnenschalen zeigten dabei aufgrund des Vorkommens
bioaktiver Stoffe positive Einfliisse, wie z.B. eine Schutzwirkung gegen ischamische Schaden
bzw. Durchblutungsstdrungen in menschlichen Zellen (Arlorio et al. 2005) oder die
Reduzierung chronischer Krankheiten wie Fettleibigkeit, Diabetes oder Dickdarm-Krebs
(DeVries 2003; Kris-Etherton et al. 2002; Vasquez et al. 2019). Diese Eigenschaften sind unter

anderem Polyphenolen zuzuschreiben, die mit einem Anteil von ca. 5% in der Trockenmasse
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vertreten sind (Nsor-Atindana et al. 2012; Vasquez et al. 2019). Auch die Verwendung von
extrahiertem Theobromin und Coffein aus Kakaobohnenschalen im Lebensmittelsektor ist ein
mdgliches Anwendungsbeispiel (Brunner et al. 1992). Im Gegensatz zu den
Kakaofruchtschalen und der Kakaopulpe féllt dieser Nebenstrom nicht in den Anbaulandern

an, sondern in den Verarbeitungslandern.

1.4 Basidiomycota und Reststoffstrome

Pilze der Abteilung Basidiomycota und Ascomycota bilden zusammen das Unterreich der
Dikarya und werden auch als hthere Pilze bezeichnet. Die Basidiomycota umfasst etwa
30.000 beschriebene Arten, zu denen unter anderem fruchtkérperbildende Pilze gehdren
(Boddy et al. 2016). lhre breit gefdcherten Eigenschaften bieten ein umfangreiches
Forschungsfeld. Aufgrund ihrer positiven ernahrungsphysiologischen Eigenschaften sind die
Fruchtkorper vieler Speisepilze zu beliebten Lebensmitteln geworden. Zu diesen
Eigenschaften zahlen ein hochwertiges Protein, ein hoher Ballaststoffgehalt, das
Vorhandensein von B-Vitaminen und Vitamin D, sowie ein niedriger Fettgehalt (Manzi et al.
1999; Ahlborn et al. 2018). Insbhesondere ihr hoher Proteingehalt macht sie zu einer attraktiven
veganen Proteinquelle (Stephan et al. 2018). Die ausreichende Versorgung der breiten
Bevolkerung mit Vitamin D ist generell kritisch. Der Grofteil des Tagesbedarfs wird in den
Sommermonaten durch endogene Synthese von Vitamin D; Uber Sonneneinstrahlung erlangt,
die allerdings in den Wintermonaten fehlt. Die Zufuhr Uber Lebensmittel setzt in den meisten
Fallen den Verzehr von tierischen Produkten voraus, da diese das wertvolle Vitamin Ds
enthalten (RKI 2019). Nennenswerte Mengen sind beispielsweise in fettreichen Fischen
enthalten, wie z.B. in Hering oder Lachs (Souci und Andersen 2011). In Speisepilzen entsteht
Vitamin D, unter Einfluss von UV-Licht aus Ergosterol, auch Pro-Vitamin D, genannt (Roberts
et al. 2008). Speisepilze kdnnen daher einen Beitrag zur Vitamin D-Versorgung leisten.
Ergosterol ist das pilzliche Pendant zum tierischen Cholesterol (vgl. Abbildung 4) und kann
weiterhin als Biomarker zum Nachweis pilzlicher Biomasse genutzt werden, da es

ausschlieZlich in der Zellmembran von Pilzen vorkommt (Mille-Lindblom et al. 2004).

H3C’, §H3

CH3

Abbildung 4: Ergosterol (Mycosterol) links und Cholesterol (Zoosterol) rechts.
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Zusatzlich zu ihren guten Nahrwerteigenschaften sind viele Pilze der Abteilung Basidiomycota
fur ihre gesundheitsfordernde Wirkung bekannt. Unter anderem wurden bereits
entziindungshemmende, antioxidative, immunmodulatorische, antikarzinogene und
antidiabetische Wirkungen festgestellt (Gupta et al. 2017). Verantwortlich daftr sind
verschiedene bioaktive Substanzen, die von den Pilzen gebildet werden. Eine wichtige Gruppe
bioaktiver Verbindungen sind prabiotische Polysaccharide. Das bekannteste Beispiel sind die
F-Glucane, welche in einer groRen Anzahl verschiedener Pilze nachgewiesen wurde. Da
F-Glucane zu einem gewissen Prozentsatz wasserléslich sind, finden sich diese Verbindungen
auch in wassrigen Extrakten (Rop et al. 2009). Es wurde bereits nachgewiesen, dass andere
prabiotische Ballaststoffe in Pilzen, wie Maltotriose und Lactulose, den Stoffwechsel von
nitzlichen Darmmikroorganismen, wie Lactobacillus-Stammen, férdern kénnen (Sawangwan
et al. 2018; Nowak et al. 2018).

Neben den Fruchtkérpern bilden Pilze noch einen weiteren, vegetativen Teil, das sogenannte
Pilzmyzel. Dies ist das unterirdische Fadennetz des Pilzes. Dieses Pilzmyzel kann in Form
von Myzelpellets in Submers-Fermentationen kultiviert werden (Trapp et al. 2018b; Ahlborn et
al. 2019). Das gebildete Pilzmyzel hat ahnlich gute erndhrungsphysiologische Eigenschaften
wie die Fruchtkorper selbst. So wurde das Myzel von Pleurotus sapidus bereits erfolgreich in
einer veganen Brihwurst eingesetzt und gilt als vielversprechende Alternative zu anderen

pflanzlichen Proteinen (Stephan et al. 2018).

Darlber hinaus verfliigen Standerpilze Uber ein grol3es Repertoire an verschiedenen
Enzymen. Sie sind in der Lage, Holz abzubauen. Lignin, Hemicellulose und Cellulose bilden
die Zellwande von Pflanzen und sorgen flr deren Verholzung. Lignolytische Enzyme kénnen
in Phenoloxidasen und Ham-Peroxidasen unterteilt werden (Serrano et al. 2020). Zu den
Phenoloxidasen zahlen die Laccasen, die in der Lage sind, Phenolringe zu Phenoxyradikalen
zu oxidieren und dabei molekularen Sauerstoff als Oxidationsmittel verwenden (Gasser et al.
2012; Serrano et al. 2020). Zu den Ham-Peroxidasen zahlen die Ligninperoxidasen (LiP), die
Manganperoxidasen (MnP) und die Versatilen Peroxidasen (VP). LiP oxidieren aromatische
Ringe des Lignins zu Radikalkationen, wéahrend es durch MnP zu einer Oxidation von Mn?* zu
Mn3 kommt. Die chelatisierten Mn**-lonen fungieren als Redox-Mediatoren und oxidieren
phenolische Strukturen zu Phenoxylradikalen, wodurch die Ligninstruktur ebenfalls
angegriffen wird. VP sind in der Lage, Mn?*-lonen sowie phenolische und nicht-phenolische
aromatische Strukturen zu oxidieren (Ruiz-Duefias und Martinez 2009; Serrano et al. 2020).
Diese Eigenschaft fuihrt zu einer grof3en Substratunabhangigkeit fur das Wachstum der Pilze
(Bosse et al. 2013; Trapp et al. 2018b).

Gleichzeitig sind Pilze der Abteilung Basidiomycota fur die Produktion von natirlichen

Aromastoffen bekannt. Die Bildung einer Vielzahl von aromawirksamen Substanzklassen wie
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Aldehyde, Methylketone oder Terpene wurde bereits nachgewiesen und anhand der
Stoffwechselwege aufgeklart (Lomascolo et al. 1999). Bekannte Beispiele sind die Produktion
von Vanillin (Vanille) durch Phanerochaete chrysosporium (Barbosa et al. 2008), Benzaldehyd
(Marzipan) durch verschiedene Pleurotus-Arten (Beltran-Garcia et al. 1997; Liu et al. 2005)
oder das in neueren Studien nachgewiesene walderdbeerdahnliche Aroma durch die
Fermentation von Johannisbeertrester durch Wolfiporia cocos (Sommer et al. 2021). Die
Herstellung von Aromastoffen durch biotechnologische Verfahren ist eine wichtige Alternative
zu natdrlichen und chemischen Quellen. Vorteilhaft ist auch, dass biotechnologisch
gewonnene Aromastoffe nach geltendem Recht als natiirliche Aromastoffe vermarktet werden
durfen (Lomascolo et al. 1999; Janssens et al. 1992; VO (EG) Nr. 1334/2008).

1.5 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die zwei Hauptnebenstrome des Kakaoanbaus
neuen Verwendungsmdglichkeiten zuzufiihren. Hierzu wurden die Kakaofruchtschalen (CPH)
sowie die Kakaopulpe (KP) mit Speisepilzen der Abteilung Basidiomycota fermentiert. Daftr
sollten geeignete Kandidaten aus der institutseigenen Stammsammlung durch Wachstums-
und Geruchsscreenings in Verbindung mit Literaturdaten untersucht und die

vielversprechendsten Vertreter ausgewahlt werden.

Bei der Fermentation der Kakaofruchtschalen sollte die proteinarme und faserreiche Schale
durch den Verdau eines Pilzes und dessen gleichzeitiges Wachstum in Form von Pilzmyzel
hinsichtlich ihrer Nahrwerteigenschaften aufgewertet werden. Leitparameter wahrend der
Optimierungsphase sollten der Rohproteingehalt sowie der Ergosterolgehalt sein. Ergosterol
sollte zur quantitativen Abschatzung des Pilzanteils im Fermentat dienen. Zur
Gesamtbewertung der Endprodukte sollte eine Ilebensmittelchemische Grundanalyse
herangezogen werden, die unter anderem die Analyse der Aminosauren und die Bewertung
der Proteinqualitdt umfasst. Bei der Fermentation der Kakaopulpe sollte die Generierung
ansprechender Aromen im Vordergrund stehen. Hierbei sollte ein natlrlich aromatisiertes
Getrank entwickelt werden und dieses mittels sensorischer Beurteilung im Panel und
Aromaanalytik untersucht werden. Durch eine Aromaverdinnungsanalyse sowie die
Identifizierung und Quantifizierung relevanter Aromastoffe sollten die Schlisselaromastoffe

identifiziert werden.

Die Fermentationsprodukte sollten im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert und bewertet
werden. lhre Anwendbarkeit im Lebensmittelbereich sollte anhand ihrer chemischen

Zusammensetzung und ihrer Nahrwerteigenschaften diskutiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien

Tabelle 3 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien.

Tabelle 3: Verwendte Chemikalien.

Substanz Reinheit Hersteller
. Sigma Aldrich, Steinheim,
Acetoin = 96%
Deutschland
Chemsolute®, Th. Geyer
Aceton 99,8% GmbH & Co. KG,
Renningen, Deutschland
Acetophenon 99% Sigma Aldrich
Kobe |, fir die Carl Roth GmbH & Co. KG,
Agar-Agar ) i )
Mikrobiologie Karlsruhe, Deutschland
n-Alkane (C7 — Cao) Sigma Aldrich
) Chemsolute®, Th. Geyer
Ameisensaure 99 — 100%
GmbH & Co. KG
Ammoniumnitrat = 98% Carl Roth GmbH & Co. KG
) Alfa Aesar, Massachusetts,
Ammoniumsulfamat > 98%
USA
. Acros Organics, New
L-(-)-Apfelsaure 99%
Jersey, USA
Methylbenzoat analytical standard Sigma Aldrich

Benzylalkohol

99%

Alfa Aesar, Massachusetts,
USA

Borsaure

99,8%

Chemsolute®, Th. Geyer
GmbH & Co. KG

Bortrifluorid

for Synthesis

VWR Chemicals, Radnor,
USA

2-Butanon 299,5% Carl Roth GmbH & Co. KG
_ _ AppliChem GmbH,
Calciumlactat-Pentahydrat reinst
Darmstadt, Deutschland
Celite® 545 Carl Roth GmbH & Co. KG
Chitin aus Krabbenschalen Carl Roth GmbH & Co. KG
Citronensaure 299,5% Carl Roth GmbH & Co. KG
AnalytiChem GmbH,
Cyclohexan = 99% _
Duisburg, Deutschland
Decansaure 99% Carl Roth GmbH & Co. KG
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Substanz Reinheit Hersteller
7-Dehydrocholesterol 2 95% Sigma Aldrich
_ Prolabo Chemikalien, Sion,
Diethylether 99,9% i
Schweiz
2,6-Dimethoxyphenol 2 97% Sigma Aldrich
Dinatriumcarbonat 2 99% Carl Roth GmbH & Co. KG
Ethylendiamintetraessigsaure- Applichem GmbH,
.a.
Dinatriumsalz-Dihydrat P Darmstadt, Deutschland
Eisen-(lll)-chlorid-Hexahydrat = 98% Carl Roth GmbH & Co. KG
Enzymkit K-SUFRG Megazyme, Wicklow, Irland
] . ] Merck KGaA, Darmstadt,
Enzymkit Total dietary fiber
Deutschland
TCl-International, Kita-Ku,
Ergosterol > 95%
Tokyo, Japan
] J.T. Baker, New Jersey,
Essigsaure 100%
USA
Essigsaureethylester 100% Carl Roth GmbH & Co. KG
Ethanol 2 99,8% Carl Roth GmbH & Co. KG

FAME Mix (37 Komponenten)

Supelco®, Merck KGaA

Glucose-Monohydrat

fur die Mikrobiologie

Carl Roth GmbH & Co. KG

Hefeextrakt fur Nahrbdden Carl Roth GmbH & Co. KG
1-Heptanol 99% Alfa Aesar
2-Heptanol 98% Sigma Aldrich
2-Heptanon 99% Sigma Aldrich
n-Hexan = 98% Carl Roth GmbH & Co. KG
1-Hexanal 98% Sigma Aldrich
1-Hexanol 98% Acros Organics
2-Hexanol = 98% Sigma Aldrich
Hexansaure z.S. Merck KGaA
Isooctan for GC Supelco®, Merck KGaA
Isopropanol =99,9% Honeywell, Charlotte, USA
Isovaleriansaure 100% TCl-International
Kaliumdihydrogenohosphat = 98% Carl Roth GmbH & Co. KG
Di-Kaliumhydrogenphosphat > 99% Carl Roth GmbH & Co. KG
Kaliumhexacyanidoferrat (I1)-
Trihydrat > 99% Carl Roth GmbH & Co. KG
Kjeldahl Katalysatortabletten Catalyst CT VWR International, Leuven,

Belgien
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Substanz

Reinheit

Hersteller

o~ Lactalbumin

Rein; Referenzstandard

United States
Pharmacopeia (USP),
Rockville, Maryland, USA

Lennox fir die

LB-Medium Carl Roth GmbH & Co. KG
Molekularbiologie
Linalool 97% Acros Organics
Linalool-oxid (Gemisch) 100% Th. Geyer GmbH & Co. KG
Ligninperoxidase (LiP) Sigma Aldrich
Magnesiumsulfat (wasserfrei) 2 97% Carl Roth GmbH & Co. KG

Malzextrakt

fir Nahrboden

Carl Roth GmbH & Co. KG

Manganperoxidase

SAS Spezialenzyme
GmbH, Wolfenbdttel,

Deutschland

Mangan-(ll)-sulfat-Monohydrat z.A. Applichem GmbH
Methanol HPLC grade J.T. Baker
3-Methyl-2-
benzothiozolinonhydrazon 97% Alfa Aesar
Hydrochlorid Monohydrat
2-Methyl-1-butanol 299% Sigma Aldrich
2-Methyl-3-buten-2-ol 98% Sigma Aldrich
6-Methyl-5-hepten-2-on 99% Sigma Aldrich
Sykam Chromatographie
Vertriebs GmbH,
Misch-Std. H-OX
Furstenfeldbruck
Deutschland
. Thermo Fisher Scientific,
Mononatriumaspartat-Monohydrat 99%
Waltham, USA
2-Morpholinoethansulfonsaure-
= 99% Carl Roth GmbH & Co. KG
Monohydrat
N-Methyl-N- i
) o ) Fluorochem, Hadfield, UK
trimethylsilyltrifluoracetamid
N-Acetyl-D-Glucosamin = 98% Carl Roth GmbH & Co. KG
Sykam Chromatographie
Na-Hydrolysat Puffer A )
Vertriebs GmbH
Sykam Chromatographie
Na-Hydrolysat Puffer B )
Vertriebs GmbH
NaOH Platzchen > 98% Carl Roth GmbH & Co. KG
Natriumascorbat = 99% Carl Roth GmbH & Co. KG
Natriumchlorid =99,5% Carl Roth GmbH & Co. KG
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Substanz Reinheit Hersteller
Natriumdisulfit 2 97% Acros Organics
Natriumhydrogencarbonat 99,7% Chemsolute®, Th. Geyer

GmbH & Co. KG
Natriumnitrit > 999% Chemsolute®, Th. Geyer
GmbH & Co. KG
Natriumsulfat (wasserfrei) 2 99% Carl Roth GmbH & Co. KG
Di-Natriumtartrat-Dihydrat = 99% Carl Roth GmbH & Co. KG
Natronlauge 32 33% Chemsolute®, Th. Geyer
GmbH & Co. KG
(E)-Nerolidol 100% Sigma Aldrich
Ninhydrin Sykam
Ninhydrin-Reduktionsmittel Sykam
»-Nonalacton 100% Merck KGaA
2-Nonanon 99% Acros Organics
1-Octanal 99% Sigma Aldrich
1-Octanol 100% Honeywell
(E)-2-Octental 94% Sigma Aldrich
1-Octen-3-on 96% Sigma Aldrich
Oxalséure-Dihydrat p.A. Applichem GmbH
n-Pentan = 99% Acros Organics
2-Pentanol 98% Sigma Aldrich
2-Pentanon 100% TCl-International
Petrolether p.A. Honeywell
Phenol p.A. Merck KGaA
Phenylessigsaureethylester 99% Alfa Aesar
2-Phenylethanol 99% Acros Organics
1-Phenylethylacetat = 99% Supelco®, Merck KGaA

Phosphorsaure 85% reinst Carl Roth GmbH & Co. KG
Chemsolute®, Th. Geyer
Salzsaure 25%
GmbH & Co. KG
Salzsaure Maf3lésung 0,1N Carl Roth GmbH & Co. KG
Chemsolute®, Th. Geyer
Salzsaure (rauchend) 37%
GmbH & Co. KG
Chemsolute®, Th. Geyer
Schwefelsaure 98%

GmbH & Co. KG

Sojapepton (papainisch verdaut)

fur die Mikrobiologie

Carl Roth GmbH & Co. KG

a-Terpineol 96% Carl Roth GmbH & Co. KG
Tetrahydrofuran = 99,5% Rotipuran® Carl Roth GmbH & Co. KG
Thiodiglycol = 95% Sigma Aldrich
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Substanz Reinheit Hersteller
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 2 99,5% Thermo Fisher Scientific
Tris-(hydroxymethylaminomethan) 2 99,9% Carl Roth GmbH & Co. KG
L-Tryptophan 2 98% Sigma Aldrich
Veratrylalkohol 96% Thermo Fisher Scientific

Wasserstoffperoxid

30% reinst

Chemsolute®, Th. Geyer
GmbH & Co. KG

Zink-(1)-sulfat-Heptahydrat

2 99,5%

Carl Roth GmbH & Co. KG

Zinkacetat-Dihydrat

2 99%

Carl Roth GmbH & Co. KG
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2.2 Verwendete Geréate

Tabelle 4 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Geréte.

Tabelle 4: Verwendete Geréate.

Material und Methoden

Gerat

Geratetyp

Hersteller

Aminosaureanalysator

Kationentrennséaule

S433

LCA K13/Na, PEEK-Saule,

4,6 x 175 mm, spharischer

Kationentauscher auf
Polystyrolbasis, 7 um
PartikelgroRe, 10%

Quervernetzung

Sykam Chromatographie
Vertriebs GmbH,
Firstenfeldbruck,

Deutschland

Autoklav

Tuttnauer 5075ELV

Biomedis Laborservice
GmbH, GielRen, Deutschland

5 L Bioreaktor

BioFlo 3205 L

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

150 L Bioreaktor

Biostat D 100

Braun International,

Melsungen, Deutschland

Brutschrank

IPP260

Memmert GmbH & Co. KG,

Schwabach, Deutschland

Dispergiergerat

ULTRA-TURRAX T25

IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland

Safer S.p.A. Castelmaggiore,

Drucktank fiir Carbonisierung 20L )
Italien
Sartorius, Géttingen,
Feuchtemessgerat MA35M-230N
Deutschland
Agilent Technologies, Santa
GC-FID 7890A

Clara, USA
GC-MS-0 7890A — 5977 MSD Agilent Technologies
GC-MS/MS-O 8890 - 7010B GC/TQ Agilent Technologies

Gefriertrocknungsanlage

Alphal-4 LSC basic

Martin Christ GmbH, Harz,

Deutschland

Grole Zentrifuge

Heraeus Megafuge 16 R

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Pfeiffer Vacuum GmbH, ARlar,

Hochvakuumpumpe DCU hiCUBE
Deutschland
Horizontalschittler SHKEB8000 — 8CE Thermo Fisher Scientific
) Methrom GmbH & Co. KG,
lonenchromatograph 883 Basic Plus IC

Herisau, Schweiz
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Gerat

Geratetyp

Hersteller

Kjeldahl-Aufschlussblock

Inkjel

Behr-Labortechnik,

Disseldorf, Deutschland

Kjeldahl-

Wasserdampfdestillation

Unit S5

Behr-Labortechnik

Kleine Zentrifuge

Mikro 220R

Andreas Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen, Deutschland

Kolbenhubpipetten
(Eppendorf Research Plus)

10 mL, 5 mL, 1 mL, 200 pL,
20 pL

Eppendorf AG

Magnetrihrer

MH 15

Carl Roth GmbH & Co. KG

Multi-Magnetrihrerplatte

MIXdrive 15

2mag AG, Miinchen,
Deutschland

Muffelofen

B180

Nabertherm GmbH, Lilienthal,
Deutschland

pH-Meter

S47 — SevenMulti™

Mettler-Toledo GmbH,
GielRen, Deutschland

Photometer

UviLine9100

Schott Instruments GmbH,
Mainz, Deutschland

pneumatische Dosiereinheit

HWS-Dosiertrichter

Hans Schmidt GmbH & Co.
KG, Mainz, Deutschland

REM

EVO LS 10 SEM (Everhart-
Thornley Detektor)

Zeiss, Jena, Deutschland

Schneidmihle

SM 2000

Retsch, Haan, Deutschland

Sterilwerkbank

MSC-Advantage

Thermo Fischer Scientific

Trockenschrank

LFBW

Memmert GmbH & Co. KG

TubeConditioner

TC2

Gerstel, Mihlheim an der
Ruhr, Deutschland

vollautomatische Soxtherm

E6

Behr Labor-Technik

Ultraschallbad

Emmi®-100HC 9,5 L

EMAG AG, Morfelden-
Walldorf, Deutschland

LMS GmbH & Co. KG,

Vortexer VTX-3000L .
Brigachtal, Deutschland
Kern & Sohn GmbH,
Waage ABT 320-4NM .
Balingen, Deutschland
Wasserbad ISOTEMP 205 Thermo Fisher Scientific
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2.3 Verwendete Pilze

Tabelle 5 zeigt einen Uberblick tber alle in dieser Arbeit verwendeten Pilze. Durch Fettdruck
sind diejenigen Pilze markiert, die lber die Screenings hinaus fir weiterfihrende Arbeiten

verwendet wurden.

Tabelle 5: In der Arbeit verwendete Pilze der Abteilung Basidiomycota; LCB: von Mitarbeitern des Instituts fir
Lebensmittelchemie und Lebensmittelbiotechnologie der Justus-Liebig-Universitat GieRen in der Natur isoliert;
CBS: Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht, NL; DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig, DE; GOT: Institut fiir Molekulare Holzbiotechnologie & Technische Mykologie,
Gottingen, DE; IMD: InterMedDiscovery; MEA: Malzextrakt-Agar; MEPA: Malzextrakt-Pepton-Agar.

Interne
Name Stammnummer Herkunft Standardmedium

& Abk.
Mycetinis scorodonius 4-MSC CBS 137.83 MEA
Pleurotus sapidus 5-PSA DSMZ 8266 MEA
Trametes suaveolens 6-TSU DSMZ 5237 MEA
Wolfiporia cocos 9-WCO-C CBS 279.55 MEA
Pleurotus floridanus 10-PFL GOT 17 MEA
Pleurotus ostreatus 13-POS DSMZ 1020 MEA
Lentinula edodes 16-LED CBS 389.89 MEA
Laetiporus sulfureus 24-L.SU DSMZ 1014 MEA
Tyromyces chioneus 44-TCH DSMZ 5242 MEA
Ganoderma anullaris 47-GAN DSMZ 9943 MEA
Pleurotus calyptratus 55-PCAL DSMZ 8334 MEA
Hypholoma capnoides 59-HCA DSMZ 3715 MEA
Kuehneromyces mutabilis 60-KUM DSMZ 1013 MEA
Phaeolus schweinitzii 70-PSCH DSMZ 5136 MEA
Suillus variegatus 86-SVA DSMZ 1752 MEA
Cyathus olla 97-COL CBS FU 70665 MEA
Pleurotus eryngii 100-PER DSMZ 8264 MEA
Hericium erinaceus 103-HER IMD FU 70034 MEA
Irpex consors 111-ICO DSMZ 7382 MEA
Pholiota nameko 113-PNA DSMZ 6908 MEA
Pleurotus citrinopileatus 114-PCI DSMZ 5341 MEPA
Stereum complicatum 116-SCO-D DSMZ 5182 MEA
Abortiporus biennis 121-ABI CBS 676.70 MEA
Hericium coralloides 128-HCO CBS 107488 MEA
Fomitopsis pinicola 136-FPI CBS 483.72 MEA
Pycnoporus coccineus 139-PYCO CBS 355.63 MEA
Flammulina velutipes 160-FVE-D DSMZ 1658 MEA
Hypsizygus tessulatus 161-HTE DSMZ 23610 MEA
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Interne
Name Stammnummer Herkunft Standardmedium
& Abk.
Agaricus arvensis 164-AARV CBS 583.76 MEA
Meripilus giganteus 165-MGil DSMZ 8693 MEA
Agrocybe aegerita 166-AAE Fa. Sylvan 4022 MEA
Fomes fomentarius 167-FFO LCB MEA
Lepista nuda 170-LNU DSMZ 3347 MEA
Trametes gibbosa 175-TGlI LCB MEA
Pleurotus salmoneo-stramineus 177-PSS GOT 104 MEA
Armillaria mellea 186-AMEL DSMZ 2941 MEA
Psathyrella candolleana 189-PCAN LCB MEPA
Antrodia xantha 200-AXA LCB MEPA
Piptoporus betulinus 201-PBE LCB MEPA
Macrolepiota procera 202-MPR LCB MEPA
Psathyrella piluliformis 223-PPI LCB MEPA
Panellus stipticus 230-PSTI LCB MEPA
Sparassis crispa 252-SCR-FP LCB MEA
Pleurotus pulmonarius 295-PSP-FP LCB MEPA
Gymnopus peronatus 307-GPE-FP LCB SNL
Psathyrella candolleana 310-PCA-FP LCB MEA
Coprinus comatus 332-CCO-FP LCB MEA
Strobilurus esculentus 342-SES-FP LCB MEPA
Stropharia rugosoannulata 345-SRU LCB MEA
Laetiporus portentosus 497-LPO CBS 307.39 MEA
Laetiporus persicinus 498-LPER CBS 274.92 MEA
Grifola frondosa 520-GFR LCB MEA
Nationalpark
Laetiporus montanus 524-LMO Schwarzwald MEA

(48.57337,8.24388)

2.4 Verwendete Substrate

In dieser Arbeit wurden Kakaofruchtschalen (CPH; engl. cocoa pod husks) und Kakaopulpe
(KP) als Nebenstrome der Kakaoindustrie verwendet. Kakaofruchtschalen der Sorten
Sulawesi 1 und 2 (SUL 1, SUL 2) sowie Masamba Cocoa Clone 02 (MCC 02) wurden vom
Indonesian Cocoa and Coffee Research Institute (ICCRI, Indonesia) zur Verfigung gestellt.
Alle drei Sorten zéhlen zum Forastero-Kakao. Die Schalen wurden bereits sonnengetrocknet
in Stticken von ca. 2 cm Kantenlange angeliefert, anschlieRend bei Raumtemperatur gelagert

und mittels Schneidmuihle (Retsch, Deutschland, Typ SM 2000) auf eine PartikelgréRe von
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1 mm zerkleinert. Die Kakaopulpe wurde von der Firma Carbosse Naturals (Zurich, Schweiz)
bezogen. Das Ursprungsland der Kakaopulpe ist Ecuador, die Sorte der Friichte, aus denen
die Pulpe gewonnen wurde, ist unbekannt. Die Pulpe war pasteurisiert und wurde nach

Aliquotieren bei -20 °C tiefgefroren gelagert. Abbildung 5 zeigt eine Ubersicht der Substrate.

Abbildung 5: Sonnengetrocknete Kakaofruchtschalen, grob zerstiickelt (links); mittels Schneidmihle auf 1 mm
vermahlene Kakaofruchtschalen (mitte) und Kakaopulpe (rechts).

2.5 Herstellung der Medien

Zur Herstellung verschiedener CPH-Medien wurden die vermahlenen Kakaofruchtschalen
ohne weitere Vorbehandlung eingesetzt. Zur Herstellung von KP-Medien wurden jeweils
Aliquote der Kakaopulpe aufgetaut und anschlieRend eingesetzt. Im Fall der Kakaopulpe
wurde aufgrund des hohen Feuchtegehaltes der Wasseranteil von der zum Medium

zugegebenen Wassermenge abgezogen.

2.5.1 Agar-Medien

Zur Stammbhaltung der Pilze sowie zu Emers-Screenings wurden Agar-Medien hergestellt
(Tabelle 6). Dazu wurden die Medien in Laborgewindeflaschen angesetzt, fir 20 min bei
121 °C autoklaviert (Tuttnauer 3870ELV-D, Niederlande) und anschlieRend unter sterilen
Bedingungen ca. 20 mL in Einweg-Petrischalen (Durchmesser 8,5 cm) gegossen. Nach
Ausharten des Agars wurden sie in einer sterilen Tlte verschlossen aufbewahrt. Je nach

Medium wurden die einzelnen Bestandteile getrennt oder gemeinsam autoklaviert.
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Tabelle 6: Zusammensetzung der verwendeten Agar-Medien; alle Medien wurden mit VE-Wasser angesetzt.

Medium Bestandteile Konzentration Anmerkung
MEA Malzextrakt 20g-L? )
Agar-Agar 15g-L?
Malzextrakt 20g-L?
MEPA Sojapepton 3g-L? pH 5,6
Agar-Agar 15g-L?
Glucose-Monohydrat 30 g-L?
Asparagin-Monohydrat 45¢g-L?
Kaliumdihydrogenphosphat 15¢g-L?
Magnesiumsulfat-Hydrat 0,59g-L?
Hefeextrakt 3g-L?
SNLA Eisen-(lll)-chlorid-Hexahydrat 80 ng-L* pH 6,0
Zink-(I)-sulfat-Heptahydrat 90 ng-L?
Mangan-(ll)-sulfat-Monohydrat 30 ng-L?
Kupfer-(ll)-sulfat-Pentahydrat 5ng-L?
EDTA 400 ng-L?
Agar-Agar 15¢g-L?
LBA b 2097 pH 7,0
Agar-Agar 15¢g-L?
CPHA CPH 20 g-L? Bestandteile getrennt
Agar-Agar 15g-L? autoklaviert
KPA Kakaopulpe 100 g-L* Bestandteile getrennt
Agar-Agar 15g-L? autoklaviert

* entspricht abziglich der Restfeuchte ca. 20 g-L** Trockenmasse

2.5.2 Flussigmedien

Flussigmedien wurden direkt in 100 mL, 250 mL, 500 mL oder 5.000 mL Enghals-
Erlenmeyerkolben angesetzt. Um das Verhaltnis von Flissigkeit zu Luft im Kolben konstant zu
halten und damit gleiche Sauerstoff-Austauschraten voraussetzen zu kdnnen, wurden alle
Kolben mit jeweils 40% ihres Gesamtvolumens beflllt (40 mL, 100 mL, 200 mL, 2.000 mL).
Die jeweiligen Medien wurden in Erlenmeyerkolben gefillt, mit einem Cellulosestopfen

verschlossen und anschlieRend fur 20 min bei 121 °C autoklaviert (vgl. Tabelle 7).
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Tabelle 7: Zusammensetzung der verwendeten Flissigmedien; alle Medien wurden mit Trinkwasser angesetzt;
MNA= Mono-Natrium-Aspartat Monohydrat.

Medium Bestandteile Konzentration Anmerkung

ME Malzextrakt 20 g-L? -
Malzextrakt 20 g-L?

MEP ) pH 5,6
Sojapepton 3g-L?

CPH 10/ 20/ 30 g-L* je nach Ansatz variabel;
CPH MNA 6,24/ 5,00/ 3,60 g-L* teilw. auch als Fed-
Ammoniumnitrat 2,40 g-L? Batch-Ansatz*

Zugabe von KP nach
KP Kakaopulpe 100 g-L-1** Autoklavieren unter

sterilen Bedingungen

* Zugabe eines Teils an autoklavierten CPH wahrend der Fermentation, alle anderen Bestandteile sind bereits
zu Beginn der Fermentation enthalten
** entspricht abzuglich der Restfeuchte ca. 20 g-L* Trockenmasse

2.5.2.1 Sterilkontrolle der pasteurisierten Kakaopulpe

Da die pasteurisierte Kakaopulpe vor der weiteren Verwendung in Flissigmedien nicht erneut
autoklaviert werden sollte, wurde sie auf Sterilitat geprift. Dazu wurden in
Dreifachbestimmung jeweils 1g Kakaopulpe unter sterilen Bedingungen in ein
Zentrifugenréhrchen gegeben und mit 10 mL VE-Wasser verdinnt. Parallel wurden zwei
Negativkontrollen lediglich mit sterilem VE-Wasser mitgeftihrt. Nach dem Homogenisieren
wurde 1 mL der Lésung auf LB-Agar gegeben und mittels Drigalskispatel verteilt. Die

Inkubation erfolgte fur 48 h unter Lichtausschluss bei 37 °C.

2.6  Kultivierung
2.6.1 Stammbhaltung

Zur Stammhaltung wurden alle Pilze der Abteilung Basidiomycota als Emerskulturen auf
ME(P)A-Platten bei 24 °C im Dunkeln kultiviert. Sobald 80% der Platte bewachsen waren,
wurde ein 1 cm? groRRes Stiick des bewachsenen Agars unter sterilen Bedingungen mithilfe

eines Spatels entnommen und auf eine neue Agar-Platte gesetzt.

2.6.2 Vorkultur

Vorkulturen wurden je nach Versuchsansatz in 100 mL, 250mL oder 500 mL
Erlenmeyerkolben angesetzt. Sobald 80% der Platte bewachsen waren, wurde ein 1 cm?
groBes Stuck des bewachsenen Agars vom &uferen Rand unter sterilen Bedingungen
ausgestochen, ins Vorkulturmedium gegeben und fir 30 Sekunden mittels Ultra-Turrax bei
10.000 rpm homogenisiert. Als Vorkulturmedien wurden abh&ngig vom Versuchsansatz ME-,

MEP- oder CPH-Medien (vgl. 2.6.2) verwendet. Die Kultivierung erfolgte anschlieRend unter
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Lichtausschluss bei 24 °C auf einem Horizontalschiittler bei 150 rpm. Die Vorkulturdauer
richtete sich nach der Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Pilze. Die Vorkulturdauer
betrug fur 136 FPI sowie 177 PSS sechs Tage und fur 498 LPER acht Tage.

2.6.3 Hauptkultur

Hauptkulturen wurden je nach Versuchsansatz in 250 mL, 500 mL, 5.000 mL
Erlenmeyerkolben oder im 5 L Bioreaktor (BioFlo 320 5 L, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) bzw. 150 L Bioreaktor (Biostat D 100 Fermenter, B. Braun International,
Melsungen, Deutschland) angesetzt. Als Hauptkulturmedien wurden je nach Versuchsansatz
die Medien aus Abschnitt 2.6.2 verwendet. Zur Kultivierung auf CPH-Medien wurde die
Vorkultur nach der jeweiligen Vorkulturdauer fir 30 Sekunden mittels Ultra-Turrax bei
10.000 rpm homogenisiert und anschlieend 10%ig in das Hauptkulturmedium inokuliert
(Ausnahme: 5%ig im 150 L Bioreaktor). Zur Kultivierung auf KP-Medien wurde die Vorkultur
nach Homogenisierung in sterile 50 mL Zentrifugenréhrchen gefillt und dreimal mit
autoklaviertem Trinkwasser gewaschen. Dazu wurde die Vorkultur zentrifugiert (4000 g,
10 min, RT), der Uberstand abdekantiert und mit Trinkwasser aufgefiillt. Dieser Vorgang wurde
dreimal wiederholt. Die Kultivierung erfolgte anschlielend unter Lichtausschluss bei 24 °C auf
einem Horizontalschdttler bei 150 rpm.

2.6.4 Ernte von pilzlicher Biomasse

Zur Ernte der Fermentate wurde die gesamte Kultur bei Anséatzen bis 200 mL zentrifugiert
(4.000 g, 10 min, RT) und der Uberstand abdekantiert. Bei groReren Ansatzen (ab 2.000 mL
aus Erlenmeyerkolben bzw. Bioreaktoren) erfolgte die Ernte durch ein Nylon-Passiertuch und
anschliel3endes Nachwaschen mit Trinkwasser. Die Fermentate wurden bei -20 °C tiefgefroren

und gefriergetrocknet.

2.6.5 Ernte von Kulturiiberstanden

Zur Ernte der Uberstande wurden die Kulturen entweder zentrifugiert und der Uberstand als
Zielprodukt abdekantiert, oder Uber einen Bichnertrichter unter Vakuum filtriert. Die

Kulturiberstande wurden bei -20 °C tiefgefroren.

2.6.5.1 Carbonisierung fermentierter Getranke

Die Carbonisierung erfolgte in einem 20 L Drucktank (Safer S.p.A., Castelmaggiore, Italien).
Zwei Liter des Getranks wurden in den Tank gefullt, luftdicht verschlossen und mit
Kohlenstoffdioxid beftllt, bis der Druck bei 1,6 bar lag. Zur besseren Gleichgewichtseinstellung

wurde der Tank geschuttelt und erneut auf 1,6 bar beflllt. Die Carbonisierung erfolgte fir vier
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Tage bei 4 °C. Das Getrank wurde anschlieRend in zuvor sterilisierte Glasflaschen gefillt und

bei 4 °C bis zur Verkostung gelagert.

2.7 Screening-Ansatze und sensorische Methoden

2.7.1 Plattenscreenings

Fur die Plattenscreenings wurden die jeweiligen Pilze aus der Stammbhaltung gleichzeitig auf
CPHA bzw. KPA und MEA umgesetzt. MEA diente als Referenz fir das Wachstum auf einem
Standardmedium. Wahrend des Plattenscreenings auf CPHA wurden die Platten taglich von
zwei Personen einer einfach beschreibenden Prufung der Geruchsattribute unterzogen sowie
die Wachstumsgeschwindigkeit untersucht, indem der Radius des Myzels gemessen wurde.
Fur das Plattenscreening auf KPA wurden die Platten alle zwei Tage von zwei Personen flr
insgesamt 20 Tage auf die Geruchsattribute hin untersucht. Da auf diesem Substrat vor allem
die Aromabildung untersucht werden sollte, wurde weiterhin die Intensitat des Geruchs sowie
die Bewertung des Geruchs nach dem folgenden Schema beurteilt: ++ (sehr intensiv bzw. sehr
gut), + (intensiv bzw. gut), 0 (mittel bzw. neutral), - (schwach bzw. schlecht) und - - (sehr

schwach bzw. sehr schlecht).

2.7.2 Flussigscreenings

Im Flussigscreening der Fermentation von CPH wurden finf Pilze parallel auf CPH-Medium
und ME-Medium Kkultiviert, anschlieBend geerntet und gefriergetrocknet. Der Erntezeitpunkt
richtete sich nach dem optisch beurteilten Wachstum (Tabelle 8). Die Fermentate wurden auf
Bio-Trockenmasse (vgl. 2.8.1), den Rohproteingehalt nach Kjeldahl (vgl. 2.8.2) sowie den
Ergosterolgehalt (vgl. 2.8.14) hin untersucht.

Tabelle 8: Kultivierungsbedingungen des Screening-Ansatzes zur Fermentation von CPH in Submers-Kultur.

VK-Medium VK-Dauer [d] HK-Medium HK-Dauer [d]

136 FPI
177 PSS
T 223 PP ME 7 20 g-L1 CPH 7
@] -
295 PSP
(@] -
£ 310 PCA
&
© 136 FPI
(&)
0
o g L77PSS
S 3 223PPI ME 7 ME 7
< [
& € 295PSP
310 PCA
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Im Flussigscreening der KP wurden vier Pilze der Gattung Laetiporus untersucht. Dabei
wurden die KP-Kulturen sowie ME-Kulturen im Abstand von 24 h geerntet und der
Kulturiberstand von zwei Personen auf Geruch (olfaktorisch) und Geschmack (gustatorisch)
untersucht und einer einfach beschreibenden Prifung unterzogen. Zu jedem Erntezeitpunkt
wurden der pH-Wert der Kultur sowie der Oxalsaduregehalt des Uberstands (vgl. 2.8.9)

bestimmt.

2.7.3 Sensorische Beschreibung im Panel

Sensorische Beschreibungen wurden vom KP-Medium sowie dem fermentierten
Kakaopulpegetrank mit jeweils 10 mL der jeweiligen Lésung in 20 mL Schnapsglasern bei
Raumtemperatur durchgeftihrt. Hierzu wurden die Proben zunéchst in einem Panel von acht
Prifpersonen in einer einfach beschreibenden Prifung (DIN 10964:2014-11) untersucht, um
Attribute flr Geruch und Geschmack festzulegen. AnschlieBend wurde eine konventionelle
Profilprifung durchgefiihrt, bei der eine quantitative Beschreibung der Intensitaten der
jeweiligen Attribute mittels einer Bewertung von O (nicht erkennbar) bis 5 (sehr stark
erkennbar) von zehn Prifpersonen (zwei mannlich, acht weiblich, 21 —29 Jahre, alle
Nichtraucher) abgegeben wurde (BVL L 00.90-11/1-4:2017-10). Im Anschluss erfolgte eine
Gesamtbewertung der Akzeptanz der jeweiligen Probe mit Punkten von O (nicht ansprechend)
bis 5 (sehr ansprechend). Die Ergebnisse der Verkostung wurden anschlieRend in einem
Netzdiagramm dargestellt. Alle sensorischen Beschreibungen wurden in einem Priflabor nach
(DIN EN ISO 8589:2014-10) durchgefiihrt.

2.8 Methoden der Grundanalytik

2.8.1 Bestimmung der Restfeuchte

Der Restfeuchtegehalt der Substrate sowie der Fermentate, der mit dem Rohwasser korreliert,
wurde in Doppel- bzw. Dreifachbestimmung mittels Infrarot-Feuchtemessgerat bei 105 °C
bestimmt. Dazu wurden je nach verfligbarer Biomasse zwischen 0,1 und 2 g der Proben
eingewogen. Soll ein Parameter bezogen auf die Trockenmasse angegeben werden, kann der
nach Formel (1) berechnete Faktor Frv herangezogen werden.

_ 100 (1)
Frum (100-Restfeuchte [%])

2.8.2 Bestimmung des Gesamtstickstoffgehaltes nach Kjeldahl (Rohprotein)

Der Versuch wurde in Doppel- bzw. Dreifachbestimmung nach Matissek et al. (2014)
durchgefihrt. Dazu wurden zwischen 0,4 und 1,0 g der jeweiligen Probe in ein stickstofffreies

Wageschiffchen eingewogen. Dieses wurde gemeinsam mit zwei Katalysatortabletten und
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25 mL konzentrierter Schwefelsdure in einen Aufschlusskolben uberfiihrt. Der saure
Aufschluss erfolgte anschlieRend im Aufschlussblock fiir 120 min (Heizleistung: 100% fur
5 min, 0% fir 5 min, 100% fir 5 min, 0% fir 5 min, 100% flr 5 min, 0% fir 5 min, 80% fir
90 min). Anschlieend erfolgte eine Wasserdampfdestillation, bei der durch Zugabe von
Natronlauge Ammoniak freigesetzt und in eine borsaurehaltige Vorlage (2%) Ubergetrieben
wurde. Der Stickstoffgehalt wurde vollautomatisch titrimetrisch mit einer 0,1 M Salzsaure-

Maflésung bestimmt. Der Rohproteingehalt der Proben wurde mittels Formel (2) berechnet.

Rp = (V-Vew) 14008 - F @)
E-10

mit
RP = Rohproteingehalt [g-100 g?]
V = Volumen an 0,1 M HCI [mL]
Vew= Volumen an 0,1 M HCI im Blindwert [mL]
1,4008 = Umrechnungsfaktor von 1 mL 0,1 M HCI auf Stickstoffmenge
F = Umrechnungsfaktor von Stickstoff auf Rohprotein
E = Probeneinwaage [g]
10 = Umrechnung auf g-100 g*

2.8.3 Bestimmung des Aminosaureprofils sowie Berechnung der biologischen
Wertigkeit

Die Bestimmung proteinogener Aminosauren erfolgte in Doppel- oder Dreifachbestimmung

angelehnt an VO (EG) Nr. 152/2009. Um alle proteinogenen Aminosauren bestimmen zu
koénnen, sind verschiedene Aufarbeitungsmethoden notwendig, da bei der sauren Hydrolyse
Cystein, Methionin und Tryptophan zerstort werden. Auf3erdem werden Asparagin und
Glutamin in Form ihrer entsprechenden Saure bestimmt, sodass sie nicht von Asparaginsaure
bzw. Glutaminsdure unterschieden werden kénnen. In den folgenden Abschnitten sind die
Aufarbeitungsmethoden a) Bestimmung von Cystein und Methionin, b) Bestimmung der

Gesamtaminosauren sowie ¢) Bestimmung von Tryptophan beschrieben.

a) Bestimmung von Cystein und Methionin

Zur Stabilisierung der beiden schwefelhaltigen Aminosauren erfolgte im ersten Schritt eine
Oxidation zu Cysteinsdure bzw. Methioninsulfon durch 16-stindige Einwirkung eines
Perameisensaure-Phenol-Reagenzes (0,05 mL Wasserstoffperoxid (w = 30%) mit 0,45 mL
phenolischer Ameisensaure (889 g Ameisenséure mit 111 g Reinstwasser und 4,73 g Phenol)
bei 4°C. Zur Zerstbérung des Uberschissigen Oxidationsreagenz wurden 0,084 g

Natriumdisulfit zugegeben. Hierzu wurden ca. 50 mg der getrockneten, homogenisierten
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Proben in 50 mL Zentrifugenréhrchen eingewogen. Die Proben wurden anschliel3end

aquivalent zu b) Bestimmung der Gesamtaminosauren aufgearbeitet.

b) Bestimmung der Gesamtaminosauren

Zur Bestimmung der Gesamtaminosauren wurden ca. 50 mg der getrockneten,
homogenisierten Proben in 50 mL Zentrifugenréhrchen eingewogen und mit 2,5 mL
Hydrolyse-Mix (6 M HCI mit 1 g-L™* Phenol) versetzt. Die Totalhydrolyse erfolgte bei 110 °C fiir
eine Stunde mit halb gedffnetem Deckel und anschlieBend weitere 23 Stunden mit
geschlossenem Deckel. Alle nicht-proteinogenen Aminosauren werden hierbei ebenfalls
zerstort. Anschlieend wurden die Réhrchen in einem Eisbad abgekuhlt und zur Neutralisation
1,5mL 7,5 M NaOH zugegeben. Der pH-Wert wurde mit Hilfe von 7,5 M und 1 M NaOH auf
2,20 eingestellt und die Probe quantitativ in einen 20 mL Messkolben Uberfiihrt. Der Kolben
wurde mit Citratpuffer nach Sykam (Tabelle 9) ad Marke aufgefiillt. Nach Membranfiltration
(0,45 um Nylon) wurden die Proben entsprechend verdinnt und bis zur Analyse bei 4 °C

gelagert.

Tabelle 9: Zusammensetzung des Citratpuffers nach Sykam.

Chemikalie/ Parameter Zusammensetzung
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 11,0 g-L?
Citronenséaure 6,0g-L?
Thiodiglycol 14 mL.L?
HCI, 32% 12 mL-L?
Phenol 20gL?
pH-Wert 2,20-L1

Die Messung der Proben erfolgte mittels Aminosdureanalysator an einer
Kationenaustauschersaule und Nachséaulenderivatisierung mit Ninhydrin und anschlieRender
photometrischen Messung bei 570 nm bzw. 440 nm fur Prolin (Abbildung 6). Tabelle 10 zeigt
alle relevanten Parameter der Messung. Die Quantifizierung erfolgte Uber eine externe
Kalibrierung mit Hilfe eines Mischstandards, der mit Citratpuffer auf einen
Konzentrationsbereich von 10 — 200 nmol-mL* verdiinnt wurde. Das BestimmtheitsmaR fur die
Kalibriergeraden der einzelnen Aminosauren lag zwischen 0,9994 und 0,9999 (Anhang

Abbildung 41 zeigt beispielhaft die Kalibriergerade von Asparaginsaure).

32|Seite



Material und Methoden

Tabelle 10: Gerate- und Messparameter zur Bestimmung der Aminoséauren fiir Gesamtaminosauren und Cystein

und Methionin.

Parameter Wert

Gerat Aminosaureanalysator S433

Trennsaule Kationentrennsdule LCA K13/Na, 4,6 x 175 mm
Filtersaule Ammoniakfilterséaule LCA K04/Na, 4,6 x 100 mm

Eluenten - Gradientenpumpe

A: Na-Hydrolysat I, Puffer A, pH 3,45 (Sykam)
B: Na-Hydrolysat I, Puffer B, pH 10,85 (Sykam)
Regenerationslosung (R): 0,5 M NaOH mit 0,68 mM EDTA

Flussrate

0,45 mL-mint (Gradient)

Gradient

0-5 min A: 100%, B: 0%, R: 0%

5-11 min A: 100% -> 95%, B: 0% - 5%, R: 0%
11-13 min A: 95% - 80%, B: 5 > 20%, R: 0%
13-25 min A: 80% > 70%, B: 20% > 30%, R: 0%
25-29 min A: 70% > 30%, B: 30% > 70%, R: 0%
29-31 min A: 30% > 20%, B: 70% > 80%, R: 0%
31-33 min A: 20% > 10%, B: 80% > 90%, R: 0%
33-41 min A: 10% > 0%, B: 90% > 100%, R: 0%
41-49 min A: 0%, B: 100%, R: 0%

49,1-52 min  A: 0%, B: 0%, R: 100%

52,1-65 min  A: 100%, B: 0%, R: 0%

Eluenten - Aminopumpe

0,1 M Ninhydrin in Methanol (Sykam)
Waschloésung (25% Ethanol, 25% Isopropanol, 50% Reinstwasser)

Flussrate

0,25 mL-min (isokratisch: 0 min = 48 min: Ninhydrin, 48 min >

65 min Waschldsung)

Saulentemperatur

0-5 min 49 °C
5-10 min 49 °C > 56 °C
10-31 min 56 °C > 74 °C
31-55 min 74 °C
55-60 min 74°C > 49 °C
60-65 min 49 °C

Reaktortemperatur

130 °C

Injektionsvolumen

150 L

Detektor

UV/Vis-Detektor bei 570 nm und 440 nm

Software

Chromstar, Version 7
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1 oy Oy, -OH
OH R™ "NH, N / R

Ruhemann’s Violett (570 nm)

Abbildung 6: Reaktion von Ninhydrin mit Aminen zu Ruhemann’s Violett, angelehnt an (Bhushan et al. 2014).

¢) Bestimmung von Tryptophan

Zur Bestimmung von Tryptophan wird anstelle einer sauren Hydrolyse eine alkalische
Hydrolyse durchgefuhrt. Daflr werden ca. 70 mg der getrockneten, homogenisierten Proben
in 50 mL Zentrifugenréhrchen eingewogen und mit 2,5 mL phenolischer NaOH (5 M NaOH mit
0,1% Phenol) versetzt und analog zur sauren Hydrolyse bei 110 °C inkubiert. Nach Zugabe
von 1 mL 0,5 M Phosphorséaure wurde der pH mittels 3,75 M und 1 M HCI auf 2,20 eingestellt,
der Inhalt quantitativ in einen 20 mL Messkolben Uberfiihrt, membranfiltriert, entsprechend
verdiinnt und bis zur Analyse bei 4 °C gelagert. Tabelle 11 zeigt die Parameter des
Kurzprogramms der Messung fur Tryptophan-Proben. Die Quantifizierung erfolgte tUber eine
externe Kalibrierung im Bereich von 10— 200 nmol-mL?, angesetzt aus einer selbst
hergestellten Tryptophan-Stammldsung. Das Bestimmtheitsmal3 fur die Kalibriergerade von
Tryptophan lag bei 0,9999 (Anhang Abbildung 42).
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Tabelle 11: Gerate- und Messparameter zur Bestimmung von Tryptophan im Kurzprogramm.

Parameter Wert

Gerat Aminosaureanalysator S433

Trennsaule Kationentrennséule LCA K13/Na, 4,6 x 175 mm
Filtersaule Ammoniakfiltersédule LCA KO04/Na, 4,6 x 100 mm

Eluenten - Gradientenpumpe A: Na-Hydrolysat |, Puffer A, pH 3,45 (Sykam)
B: Na-Hydrolysat I, Puffer B, pH 10,85 (Sykam)
Regenerationslésung (R): 0,5 M NaOH mit 0,68 mM EDTA

Flussrate 0,45 mL-min* (Gradient)
Gradient 0-5 min A: 30%, B: 70%, R: 0%
5-7 min A: 10% - 90%, B: 0% - 5%, R: 0%
7-15 min A: 90% - 0%, B: 5% - 100%, R: 0%
15-20 min A: 0%, B: 100%, R: 0%
20-20,2 min  A: 0%, B: 100% > 0%, R: 0% > 100%
20,1-23 min  A: 0%, B: 0%, R: 100%
23-23,2min  A: 0% > 30%, B: 0% > 70%, R: 100% > 0%
23,1-30 min  A: 30%, B: 70%, R: 0%
Eluenten - Aminopumpe 0,1 M Ninhydrin in Methanol (Sykam)
Waschloésung (25% Ethanol, 25% Isopropanol, 50% Reinstwasser)
Flussrate 0,25 mL-min (isokratisch: 0 min = 21 min: Ninhydrin, 21 min >
30 min Waschlésung)
Saulentemperatur 74 °C
Reaktortemperatur 130 °C
Injektionsvolumen 150 pL
Detektor UV/Vis-Detektor bei 570 nm und 440 nm
Software Chromstar, Version 7

Nach Bestimmung der Konzentration der jeweiligen Aminosaure durch lineare Regression
kann der Gehalt in der Probe mittels Formel (3) bestimmt werden. Durch Einberechnung der
molaren Masse der jeweiligen Aminosaure erhalt man den Wert in [g-100 g TM?], ohne
Einberechnung in [mol-100 g TM?]. Zur Berechnung des Reinproteins wird fiir jede
Aminoséaure der ASesiqual Derechnet, wobei der Verlust eines Wassermolekiils je Peptidbindung
bertcksichtigt wird (Formel (4)). Die Summe aller ASesiaual €rgibt das Reinprotein (Formel (5)).
Zur Berechnung des korrigierten Kjeldahlfaktors fir das Rohprotein wird zunachst fur jede
Aminosaure der Anteil des Stickstoffs an der molaren Masse berechnet und hieriiber
anschlie3end der Anteil des Stickstoffs in der vorliegenden Menge der jeweiligen Aminosaure
(Formel (6)). Die Summe dieser Anteile ergibt den Gesamtstickstoff im Protein, Gber den der

korrigierte Kjeldalfaktor berechnet werden kann (Formel (7)).
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mit
AS = Aminoséaure [g-100 g]
cas = Konzentration Aminosaure [nmol-mL™]
Mas= Molare Masse der jeweiligen Aminosaure [ng-nmol™]
20 = Gesamtvolumen der Probe [mL]
100 = Umrechnung auf 100 g Probe
E = Probeneinwaage [g]

1.000.000.000 = Umrechnung von ng auf g

AS esiqual = AS - (Mas-18,015) @)
mit
ASresiqual = Aminosaureriickstand [g-100 g?]

18,015 = Molare Masse eines Wassermolekiils [g-mol?]

Prein = X ASresidual ®)
mit

Prein = Reinprotein [g-100 g7

XN, AS 14,01

Anteil N in AS = - AS (6)

Mas
mit
Xn, as = Anzahl der N-Atome in jeweiliger Aminosaure

14,01 = Molmasse eines N-Atoms [g-mol™]

. _ X Anteil Nin AS 7
KjeldahIfaktorkorrigiert, Rohprotein — —R - - ( )
einprotein

Zur naherungsweisen Bewertung der Proteinqualitdt wurde die biologische Wertigkeit nach
Oser herangezogen (Oser 1959). Zugrunde gelegt wurde das von der FAO/WHO fiur den
Menschen definierte Referenzprotein (vgl. Tabelle 12), das den Anteil der essentiellen
Aminosauren an den Gesamtaminosauren angibt. Zunachst wird der Essential Amino Acid
Index (EAAI) berechnet, indem das geometrische Mittel der Verhdltnisse der Mengen an
essentiellen Aminosduren im Probeprotein zu den Mengen an essentiellen Aminosauren in
einem Referenzprotein gebildet wird (Formel (8)). Dabei werden alle Verhaltnisse grof3er eins

gleich eins gesetzt.
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Tabelle 12: Zusammensetzung des Referenzproteins nach (FAO/WHO 1973).

FAO/WHO Referenzprotein Anteil AS an Gesamt-AS
Isoleucin (lle) 4,0%
Leucin (Leu) 7,0%
Lysin (Lys) 5,5%
Cystein + Methionin (Cys+Met) 3,5%
Phenylalanin + Tyrosin (Phe+Tyr) 6,0%
Threonin (Thr) 4,0%
Tryptophan (Trp) 1,0%
Valin (Val) 5,0%

EAA/ = i/a//e, P 8Leu P  A8lLys P  8CystMet P  3Phe+Tyr, P 8Thr,P @Trp, P 8va,P . 100 ®)
djle, R dleu, R Qlys,R AaCys+Met, R @Phe+Tyr,R QAThr,R @Tp,R 4aVal, R

mit
EAAI = Essential amino acid index
aas,p= Anteil der Aminosaure an Gesamtaminosauren in der Probe

aas,r = Anteil der Aminosaure an Gesamtaminosauren im Referenzprotein
Formel (9) beschreibt eine Methode, um die biologische Wertigkeit (BV, engl. biological value)
zu berechnen.

BV = (1,09 - EAAI) — 11,7 ©)

2.8.3.1 Bestimmung von Asparaginsaure im Kulturiberstand

Zur Bestimmung des wahrend einer Fermentation vom jeweiligen Pilz nicht verwerteten Anteils
an supplementiertem Aspartat (berechnet als Asparaginsaure) wurden in Doppelbestimmung
jeweils 10 mL des Uberstands nach Zentrifugation gefriergetrocknet und anschlieRend geman
2.8.3 b) aufgearbeitet. Die Berechnung bezogen auf den Kulturlberstand erfolgte mittels
Formel (10). Durch Bezug des erhaltenen Wertes auf die zugesetzte Menge konnte die

Wiederfindung berechnet werden.
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_Casp” MASp - 20 . l (lO)
ASp 1.000.000 10

mit
Asp = Aspagarinsaure [mg-mL?]
Casp = Konzentration Asparaginsaure [nmol-mL™?]
Masp = Molmasse Asparaginsaure (133,1 ng-nmol™?)
20 = Gesamtvolumen der Probe [mL]

1.000.000 = Umrechnung von ng auf mg

10 = Umrechnung auf 1 mL

2.8.4 Enzymatische Glucose-, Fructose- und Saccharosebestimmung

Die Bestimmung erfolgte mittels Saccharose/D-Fructose/D-Glucose Assay Kit von Megazyme
(K-SUFRG) in Dreifachbestimmung. Zur Analyse fester Proben wurden zwischen 0,5und 1,0 g
in einen 100 mL Messkolben eingewogen und zur Analyse von flissigen Proben wurden ca.
25 mL eingesetzt. Die Proben wurden anschlieRend Carrez-geklart (5 mL Carrez | (150 g-L*
Kaliumhexacyanidoferrat (II)-Trihydrat in VE-Wasser l6sen) und 5 mL Carrez Il (230 g-L?
Zinkacetat in VE-Wasser l6sen) und mit 10 mL 0,1 M NaOH versetzt. Das Filtrat wurde

entsprechend verdinnt und anschlie3end zur enzymatischen Bestimmung eingesetzt (Tabelle
13).
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Tabelle 13: Pipettier- und Messschema zur enzymatischen Bestimmung des Glucose-, Fructose- und
Saccharosegehaltes.

. . Blank Glucose/ Glucose/ Blank
In Klivetten pipettiert Saccharose
Fructose Fructose Saccharose
Probe - 0,10 mL - 0,10 mL
Suspension 6
) - - 0,20 mL 0,20 mL
(p-Fructosidase)
Die Lésungen wurden mittels Kiivettenspatel gemischt und fir 5 min inkubiert.
VE-Wasser 2,20 mL 2,10 mL 2,00 mL 1,90 mL
Suspension 1 (Puffer) 0,10 mL 0,10 mL 0,10 mL 0,10 mL
Suspension 2
0,10 mL 0,10 mL 0,10 mL 0,10 mL
(NADP*/ATP)

Die Losungen wurden mittels Klvettenspatel gemischt. Nach 3 Minuten wurde die Extinktion (A1)

bei 340 nm gemessen.

Suspension 3

0,02 mL 0,02 mL 0,02 mL 0,02 mL
(HK/G6P-DH)

Die Lésungen wurden mittels Kiivettenspatel gemischt. Nach 5 Minuten wurde die Extinktion (Az)
gemessen. Zur Kontrolle, ob die Reaktion bereits vollstéandig abgelaufen war, wurde nach 2 Minuten
erneut die Extinktion gemessen.

Suspension 4 (PGI) 0,02 mL 0,02 mL - -

Die Losungen wurden mittels Kilvettenspatel gemischt. Nach 10 Minuten wurde die Extinktion (As)

gemessen. Zur Kontrolle, ob die Reaktion bereits vollstandig abgelaufen war, wurde nach 10

Minuten erneut die Extinktion gemessen.

Die Konzentration ¢ in g-L! von D-Glucose, D-Fructose und Saccharose wurde geman
Formel (11) ermittelt. Bei festen Proben wurde der Gehalt G bezogen auf 100 g berechnet
(Formel (12)).
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_ VMF, AA (1)
edv
mit
c = Konzentration [g-L?]
= Volumen in der Kuvette [mL]
M = Molare Masse der analysierten Substanz [g-mol?]
F = Verdunnungsfaktor
Molarer dekadischer Extinktionskoeffizient von NADPH bei 340 nm
=
(6.300 L-mol?*-cm™)
d = Schichtdicke der Kivette [cm]
v = Probenvolumen
AAG|UCOSB = (AZ‘Al)Probe - (AZ‘Al)BIindwert
AAFructose =  (As-A2)probe — (As-Az)Biindwert
AASaccharose = (AZ‘Al)Probe - (AZ‘Al)BIindwert
c (12)
= —1
G 5 00
mit
G = Gehalt[g-100 g?]

c = Konzentration [g-L?]
= Probeneinwaage bezogen auf 1 L [g]
100 = Umrechnungsfaktor auf 100 g

2.8.5 Bestimmung der Rohasche

In Dreifachbestimmung wurden jeweils ca. 5 g der getrockneten Probe auf 0,1 mg genau in
zuvor konstant gewogene Quarzschalen eingewogen. Nach der Vorveraschung mittels
Bunsenbrenner wurde die Probe bei 550 °C im Muffelofen bis zur vollstdndigen Veraschung
gegluht. Die Tiegel wurden im Exsikkator abgekuhlt und anschliel3end gewogen (Matissek et
al. 2014). Der Rohaschegehalt RA [g-100 g*] wurde nach Formel (13) berechnet.
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RA = %-100 (13)

mit
RA = Rohaschegehalt [g-100 g
m; = Masse des geglihten Quarztiegels nach der Veraschung [g]
mi = Masse des leeren, geglihten Quarztiegels [g]
= Probeneinwaage [g]

100 = Umrechnungsfaktor auf 100 g Probe

2.8.6 Bestimmung des Gehaltes an I8slichen und unléslichen Ballaststoffen

Die Bestimmung der Ballaststoffe erfolgte in Doppelbestimmung mittels Enzymkit (Total
dietary fiber). Abhangig vom erwarteten Ballaststoffgehalt wurden zwischen 0,4 und 1,2 g der
Probe in ein Becherglas eingewogen und mit 40mL MES-TRIS-Puffer
(2-Morpholinoethansulfonsaure-Monohydrat-Tris(hydroxymethylaminomethan)-Puffer;

10,65 g-L* MES und 6,10 g-.L* TRIS in VE-Wasser, pH 8,3) versetzt. Der pH-Wert der
Probensuspension wurde erneut auf 8,3 eingestellt. Wahrend des enzymatischen
Aufschlusses wurden die Becherglaser in einem Wasserbad unter standiger Bewegung und
mit einem Uhrglas abgedeckt inkubiert. Im ersten Schritt wurden 50 pL a-Amylase zugegeben
und 30 min bei 95 bis 100 °C inkubiert. Nach Abkihlen auf 60 °C wurden 50 pL Protease-
Ldsung zugesetzt und 30 min bei 60 °C inkubiert. Anschlielend wurde der pH-Wert mit Hilfe
von 5%-iger NaOH bzw. HCI auf 4,0 — 4,7 eingestellt und nach Zugabe von 150 uL
Amyloglucosidase-LAsung erneut fur 30 min bei 60 °C inkubiert (AOAC 985.29 2003). Parallel

wurden zwei Blindwerte in gleicher Weise angefertigt.

Die zur Bestimmung der Ballaststoffe benotigten Glasfiltertiegel (PorengréRe 2) wurden mit
ca. 1 g sduregewaschenem Celite® 545 im Muffelofen bei 525 °C gegluht, und anschlieRend
durch mehrmaliges Trocknen bei 105 °C konstant gewogen. Die Proben wurde unter Anlegen
eines leichten Vakuums durch die Glasfiltertiegel filtriert. Der Riickstand in den Glasfiltertiegeln
wurde zweifach mit 10 mL 70 °C warmem VE-Wasser gewaschen. Das Filtrat enthielt die
I6slichen Ballaststoffe und wurde vor den nachfolgenden Waschschritten bei Seite gestellt.
Der Ruckstand wurde weiterhin zweifach mit 15 mL 78%igem Ethanol, zweifach mit 15 mL
95%igem Ethanol und zweifach mit 15 mL Aceton gewaschen und anschlielend zur

Bestimmung der unl6slichen Ballaststoffe Gber Nacht bei 105 °C getrocknet.

Zum Filtrat wurde die vierfache Menge an 60 °C warmem Ethanol gegeben. Nach
Niederschlagsbildung wurde die Suspension durch einen Glasfiltertiegel filtriert und der
Rickstand dreifach mit 15 mL 78%igem Ethanol, zweifach mit 10 mL 95%igem Ethanol und

dreifach mit 10 mL Aceton gewaschen und ebenfalls Giber Nacht bei 105 °C getrocknet. Nach
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Auswiegen der getrockneten Glasfiltertiegel wurde je ein Tiegel jeder Probe und des
Blindwerts zur Bestimmung des Rohproteingehaltes nach Kjeldahl (vgl.2.8.2) und ein Tiegel
zur Bestimmung der Rohasche (vgl. 2.8.5) eingesetzt. Hierzu wurden die Tiegel fir 5 h bei
525 °C gegluht und der Aschegehalt durch Differenzwagung ermittelt. Der Gehalt an I6slichen
oder unldslichen Ballaststoffen ergibt sich durch Formel (14). Die Summe aus l6slichen und

unlslichen Ballaststoffen ergibt dabei den Gesamtballaststoffgehalt.

— MR -[(Vps- V2) - 1,4008 - 6,25] - ma - [MR Bling - [(VB1- V2) - 1,4008 - 6,25] - Ma Bjind]
m

100 (14)

mit
w = Ballaststoffgehalt [g-100 g?]
mg = Mittelwert der Massen der Rickstande von der Probe [mg]
Mgreind= Mittelwert der Massen der Rickstande von der Blindprobe [mg]
ma= Masse der Mineralstoffe im Ruckstand von der Probe [mg]
ma= Masse der Mineralstoffe im Rickstand von der Blindprobe [mg]
= Mittelwert der Einwaagen [mg]
Vp1= Verbrauch an Salzsaure-MaRl6ésung mit der Probe [mL]
Ve1= Verbrauch an Salzsaure-MaRl6sung mit der Blindprobe [mL]
V2= Verbrauch an Salzsaure-Maf3lésung mit dem Reagenzien-Blindwert [mL]
1,4008 = Umrechnungsfaktor von 1 mL 0,1 M HCI auf Stickstoffmenge
6,25 = Umrechnungsfaktor zur Berechnung des Proteingehaltes

2.8.7 Bestimmung des Gesamtfettgehaltes nach  Weibull-Stoldt  mittels
vollautomatischer Soxtherm

Die Bestimmung des Gesamtfettgehaltes erfolgte in Dreifachbestimmung. Hierzu wurden
zwischen 3 und 5 g der jeweiligen Probe in ein 400 mL Becherglas eingewogen, mit 150 mL
4 M Salzsaure versetzt und bei aufgesetztem Uhrglas zum Sieden erhitzt und fir 30 min am
schwachen Sieden gehalten. Die noch hei3e Aufschlusslosung wurde anschlieend mit
100 mL heiBem Wasser versetzt und durch einen Faltenfilter filtriert. Der Filter und der
Ruckstand wurden mit heiBem Wasser neutral gewaschen und der feuchte Faltenfilter in

einem Becherglas im Trockenschrank bei 105 °C fir 2-3 h getrocknet.

Die Fettextraktion erfolgte anschlielRend mittels vollautomatischer Soxtherm. Die trockenen
Faltenfilter wurden in Extraktionshilsen aus Cellulose Uberfiihrt, mit Glaswolle abgedeckt und
zusammen mit zuvor konstant gewogenen Extraktionsbechern mit Siedesteinen (befullt mit
75 mL niedrig-siedendem Petrolether) in die Apparatur eingesetzt. Die Extraktion erfolgte bei

150 °C, einer Kochphase von 30 min und einer anschlieBenden Extraktionsphase von
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120 min. Das restliche Extraktionsmittel wurde unter Stickstofffluss vollstandig entfernt. Die
Extraktionsbecher wurden bis zur Massenkonstanz im Trockenschrank bei 105 °C getrocknet.
Der Rohfettgehalt wurde nach Formel (15) berechnet. Fur die Bestimmung des
Fettsaureprofils (vgl. 2.8.8) wurde das gesamte Fett in 2 mL n-Hexan aufgenommen und bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

RF = @-100 (15)

mit
RF = Rohfettgehalt [g-100 g*]
m, = Masse des Extraktionsbechers mit Fett [g]
mi = Masse des leeren Extraktionsbechers [g]
= Probeneinwaage [g]
100 = Umrechnungsfaktor auf 100 g Probe

2.8.8 Bestimmung des Fettsaureprofils

Die Bestimmung des Fettsaureprofils erfolgte mittels der Bortrifluorid-Methode in Anlehnung
an Fraatz et al. (2018), um sowohl veresterte als auch freie Fettsduren erfassen zu kdénnen.
Die nach 2.8.7 vorbereiteten Fettproben wurden aufgetaut und 1 mL wurde unter
Stickstofffluss abgeblasen. Nach Zugabe von 4 mL 0,5 M methanolischer NaOH erfolgte die
Verseifung fur 10 min im 80 °C heil3en Wasserbad. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur
wurden 3,5 mL Bortrifluoridiésung (20% in MeOH) zugegeben, kraftig geschittelt und fir 5 min
bei 80 °C inkubiert. Nach dem Abkuhlen wurden 2 mL Isooctan zugegeben und fiir 1 min bei
80 °C erhitzt. AnschlieRend wurden 5 mL gesattigte NaCl-Losung zugegeben und kréftig
geschittelt. Die organische Phase wurde abgenommen und (ber Nacht bei 4 °C Uber
wasserfreies Natriumsulfat getrocknet. Die Messung der Fettsduremethylester (FSME)
erfolgte mittels GC-MS (Tabelle 14). Zur Identifizierung der Fettsauremethylester wurde ein
Mischstandard herangezogen (37-Komponenten FAME-Mix, Supelco, Bad Homburg,
Deutschland) sowie die Zuordnung mittels RI’s (vgl. 2.9.3.2). Der Anteil jeder einzelnen

Fettsdure an den Gesamtfettsauren wurde Uber Formel (16) berechnet.
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Tabelle 14: Parameter der FSME-Messung.
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Parameter

Gaschromatograph

Agilent 7890GC

Injektionsvolumen

1L

Trennsaule VFE-Waxms (30 m x 250 pum x 0,25 pm), Agilent
40 °C fur 3 min
Temperaturprogramm 3 °C-mint auf 240 °C
240 °C fur 12 min
Trégergas He (5.0); Fluss: 1,56 mL-mint (konstant)
Back SS Inlet
Mode Split
Heater 250 °C
Split Ratio 200:1 bzw. 75:1
Detektor 5977B MSD
MSD Transfer Line 250 °C
lonenquelle El (230 °C, 70 eV)
Quadrupoltemperatur 150 °C

Modus Scan (m/z 33-330)
FSy (16)
() = .
FS %] = 575100
mit

FSx = Peakflache eines FSME
Y. FS, = Summe der Peakflachen aller FSME
100 = Umrechnungsfaktor auf [%]

2.8.9 Bestimmung des Oxalsauregehaltes

Die Bestimmung des Oxalsauregehaltes in Fermentationstiberstanden sowie der Kakaopulpe
erfolgte jeweils in Dreifachbestimmung. Dafir wurden von der Kakaopulpe jeweils ca. 5 g auf
0,1 mg genau in einen 50 mL Messkolben eingewogen, mit VE-Wasser ad Marke aufgefullt
und anschlieend membranfiltriert (0,45 um Nylon). Kulturiberstdnde wurden direkt nach
Membranfiltration fir die ionenchromatograpische Messung eingesetzt. Die Identifizierung des
Oxalsaurepeaks erfolgte durch Retentionszeitenvergleich mit Standards, die Quantifizierung
erfolgte Uber eine externe Kalibrierung im Bereich von 0,14- 69,9 mg-L. Das
Bestimmtheitsmal3 der Kalibriergerade betrug 0,9999 (Anhang Abbildung 43). Tabelle 15 zeigt

die Parameter der ionenchromatographischen Messung.
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Tabelle 15: Parameter der Oxalsaurebestimmung mittels lonenchromatographie.

Parameter
lonenchromatograph Metronom 883 Basic Plus IC
Saule Metrosep A supp 4-350
Eluent 1,8 mM Naz2COs
1,7 mM NaHCOs
2% Aceton (v/v)
Flussrate 1 mL-min?t
Laufzeit 22 min
Injektionsvolumen 20 pL
Suppressorlésung 50 mM H2SOa4
Temperatur Raumtemperatur (22 °C)

2.8.10 Bestimmung organischer Sauren

Die organischen Sauren Citronensaure, Apfelsaure, Milchsaure, Weinsaure und Essigsaure
wurden in Doppelbestimmung im Medium (KPwedium) SOwie im fermentierten Getrank (KPgetrank)
untersucht. Die Proben wurden dabei direkt nhach Membranfiltration (0,45 um, Nylon) und
geeigneter Verdlinnung zur ionenchromatographischen Messung eingesetzt (Tabelle 16). Die
Identifizierung der einzelnen organischen Sauren erfolgte durch Retentionszeitenvergleich mit
Standards, die Quantifizierung erfolgte Uber eine externe Kalibrierung im Bereich von
15,33 — 153,3 mg-L™ fiir Citronensaure, 4,04 — 40,4 mg-L* fur Apfelsaure, 0,54 — 54,6 mg-L™
far Milchsaure, 13,16 —131,6 mg-L* fir Weinsaure und von 10,48 — 104,8 mg-L?t fiir
Essigsaure. Die Bestimmtheitsmafle fir die Kalibriergeraden lagen zwischen 0,9985 und

0,9999 (Kalibriergerade von Citronensaure beispielhaft im Anhang Abbildung 44 dargestellt).

Tabelle 16: Parameter der Bestimmung organischer Sauren mittels lonenchromatographie.

Parameter
lonenchromatograph Metronom 883 Basic Plus IC
Saule Metrosep Organic Acids, 250 x 7,8 mm
Eluent 0,5 mM H2S0a4 / Aceton (85/15 (v/v))
Flussrate 0,5 mL-min-t
Laufzeit 22 min
Injektionsvolumen 20 pL
Temperatur Raumtemperatur (22 °C)
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2.8.11 Bestimmung des Chitingehaltes

Die Bestimmung von Chitin erfolgte in Anlehnung an Ahlborn et al. (2019) in
Dreifachbestimmung mittels photometrischer Messung fur die Fermentate sowie die nicht
fermentierten Kakaofruchtschalen. Dazu wurden ca. 30 mg der Fermentate und der nicht-
fermentierten Kakaofruchtschalen in Pyrexr6hrchen eingewogen, mit 2,5 mL 6 M HCI versetzt
und fur 24 h bei 105 °C inkubiert, wobei Chitin zu Chitosan deacetyliert wird. Nach dem
Abkihlen wurde der pH-Wert auf 7,0 eingestellt und die Probe mit VE-Wasser ad 10 mL
aufgefullt und tber einen Faltenfilter filtriert. 100 pL der Probe wurden mit 400 pL VE-Wasser
und 500 pL 0,5 M HCI versetzt (Verdinnungsfaktor 1:10) und weitere 2 h bei 110 °C inkubiert.
AnschlieRend wurden 2 mL 2,5%ige Natriumnitrit-Losung (w/v) zugegeben, homogenisiert und
fir 15 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 1 mL 12,5%iger Ammoniumsulfamat-Losung
wurde 5 min bei RT inkubiert. Im letzten Schritt erfolgte die Zugabe des Farbreagenz 3-Methyl-
2-benzothiozolinonhydrazon Hydrochlorid Monohydrat (MBTH) (1 mL einer 0,25%igen Lésung
(w/v)). Wahrend der 30-minltigen Inkubation bei 37 °C bildet sich unter Wasserabspaltung ein
Addukt, welches unter Einwirkung von Eisen(lll)-lonen (1 mL einer 0,5%igen Eisen(lll)chlorid-
Hexahydrat-Losung (w/v)) einen blau-grinen Farbkomplex bildet, der bei 650 nm
photometrisch vermessen werden kann (Tsuji et al. 1969). Die Kalibrierung erfolgte extern
mittels eines N-Acetyl-D-Glucosamin Standards im Bereich von 5,29 — 52,9 ug-mL?. Als
Positivkontrolle wurde Chitin aus Krabbenschalen verwendet. Das Bestimmtheitsmafd der
Kalibriergerade betrug 0,9995 (Anhang Abbildung 45).

2.8.12 Bestimmungq des Ligningehaltes

Der Ligningehalt nach Klason der Kakaofruchtschalen und der Fermentate wurde in
Dreifachbestimmung gemaf einer modifizierten Methoden nach Dence (1992) bestimmt. Dazu
wurden etwa 2 g der fein vermahlenen Probe in eine Extraktionshiilse eingewogen und
zweifach in einer Soxhlet-Apparatur extrahiert. Die erste Extraktion erfolgte fiir 6 h mit 170 mL
eines Losungsmittelgemisches aus Cyclohexan und Ethanol (2:1; (v/v)) (Fengel und Przyklenk
1983). Die zweite Extraktion erfolgte fir 4 h mit 170 mL Ethanol. Die Extraktionshiilsen wurden
Uiber Nacht an der Luft getrocknet und der Riickstand ausgewogen. Der Faktor, der sich aus
Ruckstand und Einwaage ergibt, kann spater zur Berechnung des Ligningehaltes in der
Ausgangsprobe herangezogen werden. Ca. 0,2 g der extraktstofffreien Probe wurden in einen
250 mL Erlenmeyerkolben mit Schliff eingewogen und nach Zufiigen von 2,5 mL 72%iger
Schwefelsaure fir 2,5 h unter Ruhren inkubiert. AnschlielRend wurden 160 mL VE-Wasser
zugegeben und unter Rickfluss fur 4 h erhitzt. Die abgekuhlte Losung wurde durch einen
zuvor konstant gewogenen Glasfiltertiegel (Porengrol3e 3) filtriert. Das Filtrat wurde zur
photometrischen Bestimmung des saureldslichen Lignins (acid soluble lignin, ASL) eingesetzt.

Die Extinktion der Probelésung wurde bei 280 nm in Quarzglaskivetten gegen einen Blindwert
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(3%ige Schwefelsaure) gemessen. Der Gehalt an ASL wurde unter Zuhilfenahme des
Standardabsorptionsvermégens von Lignin bei 280 nm mittels Formel (17) berechnet. Der
Ruckstand im Filtertiegel wurde mit etwa 500 mL heiBem Wasser neutral gewaschen und
dieser anschlieRend im Trockenschrank bei 105 °C bis zur Massekonstanz getrocknet. Der
Gehalt an saureunldslichem Lignin (acid insoluble lignin, AIL) wurde mittels Formel (18)

berechnet. Die Summe aus ASL und AlL ergab den Gesamtgehalt an Lignin.

_E-V-VF-100 Epg 7)
ASL = a-Ep-d R
mit
ASL = Saurelosliches Lignin [g-100 g]
= Extinktion der Probelésung bei 280 nm
= Volumen der Lésung (0,165 L)
VF = Verdunnungsfaktor bei vorheriger Probenverdiinnung
100 = Umrechnungsfaktor auf 100 g
= Standardabsorptionsvermogen von Lignin bei 280 nm [L-g*-cm™] (23,3
fir Weichhdlzer nach liyama und Wallis (1988))
Er= Probeneinwaage aus extraktstofffreier Probe [g]
Ere= Probeneinwaage zur Extraktion [g]
= Auswaage des Rickstands nach Extraktion [g]
- E, 18
AlL = T2 400 £E 4o
E R
mit

AIL = Saureunlosliches Lignin [g-100 g]
m. = Masse des getrockneten Glasfiltertiegels nach Filtration [g]
mi = Masse des leeren Glasfiltertiegels [g]
= Probeneinwaage [g]
100 = Umrechnungsfaktor auf 100 g Probe

47| Seite



Material und Methoden

2.8.13 Bestimmung von am Ligninabbau beteiligten Enzymen

Die Bestimmung lignolytischer Enzyme wurde fur die Kultivierung von 136 FPI und 177 PSS
auf CPH- und ME-Medium dber einen Zeitraum von 14 Tagen in biologischer
Doppelbestimmung untersucht. Daflir wurden tagesfrisch Aliquote des Uberstands (1 mL)
jeder Kultur entnommen, zentrifugiert (10 min, 9.500 g, 4 °C) und der Uberstand anschlieRend

bis zur Messung auf Eis gelagert.

Die Manganperoxidaseaktivitat (MnP) wurde mittels 2,6-DMP-Assay, modifiziert nach Wariishi
et al. (1992) bestimmt. MnP katalysiert die Oxidation von Mn?*-lonen zu Mn3**-lonen durch
Wasserstoffperoxid. Als Reporter fiir die Bildung von Mn**-lonen dient 2,6-Dimethoxyphenol,
welches durch die Reaktion zu Cerulignon dimerisiert und anschlieend photometrisch bei
468 nm und 30 °C alle 30 s uber einen Zeitraum von 10 min vermessen werden kann. Als
Positivkontrolle diente eine MnP und als Negativkontrolle ein Ansatz mit Puffer statt
Probelésung. Neben MnP werden bei diesem Assay auch versatile Peroxidasen und Laccasen
miterfasst. Tabelle 17 zeigt das Pipettierschema fir 96-Well Mikrotiterplatten. Die

Enzymaktivitat der MnP wurde mittels Formel (19) berechnet.

Tabelle 17: Pipettierschema des MnP-Assays.

Loésung Volumen [pL] finale Konzentration [mM]
Mcllvaine Puffer, pH 4,5 120
Probe* 20
0,4 mM H202in 2 mM MnSOQOa 50 0,1
10 mM 2,6-DMP in EtOH 10 0,5

* in geeigneter Verdiinnung

AE 468 nm - Vges - VF (19)
Awmnp =
Vb €468 nm * d
mit
Awnp = Aktivitat der MnP [U-LY]
maximale Umsetzungsgeschwindigkeit, berechnet aus der
AE 468 nm =

Extinktionsanderung bei 468 nm
Vges = Gesamtvolumen: 0,2 mL
VF = Verdinnungsfaktor
Vp= Probenvolumen: 0,02 mL
Molarer dekadischer Extinktionskoeffizient von Cerulignon:
0,0496 L-pmolt.cm?
d = Schichtdicke: 0,64 cm
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Die Ligninperoxidaseaktivitat (LiP) wurde mittels Assay nach Tien und Kirk (1984) bestimmt.
LiP katalysiert mit Hilfe von Wasserstoffperoxid die Oxidation von Veratrylalkohol zu
Veratraldehyd. Die Messung erfolgte anschlieRend in UV-durchlassigen Mikrotiterplatten bei
310 nm bei 30 °C alle 30 s uber einen Zeitraum von 10 min. Als Positivkontrolle diente eine
LiP und als Negativkontrolle ein Ansatz mit Puffer statt Probelésung. Tabelle 18 zeigt das
Pipettierschema fir 96-Well Mikrotiterplatten. Die Enzymaktivitat der LiP wurde mittels

Formel (20) berechnet.

Tabelle 18: Pipettierschema des LiP-Assays.

Losung Volumen [pL] finale Konzentration [mM]
100 mM Natriumtartrat-puffer, 120
pH 3,0
Probe* 20
1,4 mM Hz202in H20 50 0,35
25 mM Veratrylalkohol in 96% 10 1,25
Ethanol
AE310 pm * Vges - VF (20)

LiP =
Vp - €310nm - d

mit

ALp = Aktivitat der LiP [U-L7]

_ maximale Umsetzungsgeschwindigkeit, berechnet aus der
AE310nm = Extinktionsanderung bei 310 nm
Vges = Gesamtvolumen: 0,2 mL
VF = Verdunnungsfaktor
Vp= Probenvolumen: 0,02 mL
Eszionm = Extinktionskoeffizient von Veratraldehyd: 0,0093 L-pmolt-cm?

d = Schichtdicke: 0,64 cm

2.8.14 Bestimmungq des Ergosterolgehaltes sowie Biomasseabschéatzung

Die in dieser Arbeit verwendete Methode wurde in Anlehnung an Matissek et al. (2014)
entwickelt und intern validiert (vgl. 2.10). Zur Probenvorbereitung wurden die Substrate und
gefriergetrockneten Fermentate je 3 min in einer Schwingmuhle (25 Hz) gemahlen.
Anschlielend wurden ca. 20 — 100 mg in ein Pyrexr6hrchen eingewogen. Nach Zugabe von
25 mg Natriumascorbat als Antioxidans, 0,25 mL internem Standard (IST) (0,5 mg-mL* 7-
Dehydrocholesterol in 2-Butanon) und 5 mL methanolischer NaOH (5% NaOH in 95%igem

Methanol) wurden die Proben gevortext und anschlieBend 60 min bei 80 °C im Wasserbad
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alkalisch verseift, dabei wurde alle 20 min gevortext. Nach dem Abkuhlen im Dunkeln wurden
die Proben durch einen Membranfilter (0,45 um) filtriert und anschliel3end dreimal mit 5 mL n-
Hexan extrahiert. Die organischen Phasen wurden in einem 15 mL Messkolben vereint, mit n-
Hexan ad Marke aufgefiillt und tber wasserfreies Natriumsulfat getrocknet. 6 mL der Probe
(VF=2,5) wurden in ein frisches Pyrexrohrchen Uberfihrt und unter N, abgeblasen. Der
Rickstand wurde in 0,5mL THF und 0,5 mL N-Methyl-N-(trimethylsilyDtrifluoracetamid
(MSTFA) als Silylierungsreagenz aufgenommen und gevortext. Nach Inkubation bei 70 °C fir
zweimal 1 min erfolgte die Silylierung bei Raumtemperatur uber Nacht. Die
Reaktionsgleichung fir die Silylierung von Ergosterol ist in Abbildung 7 dargestellt. Die
Silylierung von 7-Dehydrocholesterol erfolgt analog. Die Messung erfolgte mittels GC-FID.

Tabelle 19 zeigt die Parameter der Messung.

HaC, CHs

MSTFA
80 °C, 2 min
RT, 12-24 h

Abbildung 7: Silylierung von Ergosterol.

Tabelle 19: Parameter der Ergosterol-Messung am GC-FID.

Parameter
Gaschromatograph Agilent 7890GC
Autosampler Agilent 7683B
Injektion 1 L, splitlos (250 °C)
Trennsaule DB5-ms (30 m x 320 um x 0,25 um), Agilent
Temperaturprogramm 100 °C fur 3 min
30 °C/ min auf 280 °C fur 12 min
30 °C/ min auf 320 °C fur 5 min
Tréagergas H2 (5.0); Fluss: 2,2 mL-min-! (konstant)
Detektor Flammenionisationsdetektor (FID) 280 °C
Gase Wasserstoff: 40 mL-min-t

Luft: 400 mL-min-t
Make-up-Gas: Nz (5.0) 25 mL-min!

Die Quantifizierung erfolgte Uber eine externe Kalibrierung unter Einbeziehung des IST im

Bereich von 10 — 100 pg-mL*. Dazu wurde eine Ergosterol-Stammlésung von 200 pg-mL* in
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2-Butanon angesetzt. Die einzelnen Kalibrierpunkte wurden in 10 mL Messkolben angesetzt,
indem jeweils 1 mL IST und zwischen 0,5 und 5,0 mL Ergosterol-Stammlésung ad 10 mL
aufgefillt wurden. Hiervon wurde jeweils 1 mL unter N2 eingeengt und anschlieBend analog
zu den Proben behandelt. Das Bestimmtheitsmald der resultierenden Kalibriergerade betrug
0,9999 (Anhang Abbildung 46). Die Berechnung des Ergosterol-Gehaltes in den Proben
erfolgte Uber Formel (21).

Elrgosterol, Probe ) -b 25.100 (21)
— IST, Probe L9

Ergosterol = o E

mit

Ergosterol = Ergosterol [mg-100 g™']
Aergosterol, Probe =  Peakflache des Ergosterols in der Probe
Aist, probe =  Peakflache des IST in der Probe
b = y-Achsenabschnitt der Kalibriergerade

m = Steigung der Kalibriergerade [1-mg™]
2,5 = Verdunnungsfaktor (6 mL aus 15 mL)

100 = Umrechnungsfaktor auf 100 g
E = Probeneinwaage [g]

Zur Abschatzung der durch die Fermentation gebildeten pilzlichen Biomasse wurde der
Ergosterolgehalt in den Fermentaten auf einen Referenzwert bezogen, der gleich 100%
gesetzt wird (Formel (22)). Fir den Referenzwert wird der jeweilige Pilz zeitgleich auf ME-
Medium kultiviert und am ausgewdahlten Referenztag (vgl. 3.3.3) ebenfalls auf Ergosterol
untersucht. Um eine Verfalschung durch das Substrat auszuschlieBen, wurde CPH in

Doppelbestimmung als Blindwert mitgefihrt.

_ Ergosterolgg,oniailma- 100 g7'] _ (22)

, 1 ro/ 1 =
Pilzanteil [%] Ergosterolg e en Mg 100 9] 100

2.8.15 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie wurde unter Hochvakuum durchgefihrt und mittels
Everhart-Thornley Detektor gemessen. Die Anregungsspannung betrug 15,00 kV. Alle Proben

wurden mit Gold besputtert.
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2.9 Methoden der Aromaanalytik

2.9.1 Aromaextraktion

2.9.1.1 Stir bar sorptive extraction

Aus flissigen Proben wurden mittels stir bar sorptive extraction (SBSE, Handelsname
Twister®, PDMS-Beschichtung) Aromastoffe extrahiert. Dazu wurden 5 mL der Probe in 20 mL
GC-Vials abgefullt und jeweils ein Twister direkt in die Lésung gegeben und fur 30 min bei
1000 rpm gerihrt (direct immersion (di)). AnschlieRend wurden die Twister in VE-Wasser
gewaschen und mit Hilfe eines fusselfreien Tuchs getrocknet. Alle verwendeten Twister
wurden vor jedem Gebrauch vorkonditioniert (TubeConditioner TC 2, Gerstel, Deutschland).
Dabei wurden die Twister unter Stickstofffluss (75 mL-mint) mit 5 °C pro Minute auf 300 °C

erhitzt und dort fr 120 min gehalten.

2.9.1.2 Flussig-Flussig-Extraktion mit anschlieRender SAFE

Zur Herstellung von FlUssig-Extrakten wurden 100 mL der flissigen Probe bzw. 100 g der
Kakaopulpe mit 10 g Natriumchlorid versetzt und in 250 mL Zentrifugenbechern aus Teflon
dreimal mit je 100 mL Pentan-Diethylether (P/D) (1/1,12 (v/v)) extrahiert. Das verwendete P/D-
Gemisch wurde zuvor destilliert, eingeengt und mittels gaschromatographischer Analyse auf
Reinheit geprift. Zwischen den Extraktionsschritten wurden die Proben fiir 15 min bei 4.000 g
und 4 °C zentrifugiert und die oberen organischen Phasen vereinigt. Vor der Solvent assisted
flavor evaporation (SAFE) wurden die vereinigten Extrakte Uber wasserfreies Natriumsulfat in
Rundkolben filtriert.

Fir die SAFE-Destillation wurde das Wasserbad auf 50 °C und der Dom mittels Wasserumlauf
auf 55 °C temperiert. Der Vorlagekolben und die Kaltefalle wurden mit flissigem Stickstoff
gekuhlt. Mittels Hochvakuumpumpe (DCU hiCUBE, Pfeiffer Vacuum GmbH, ARlar,
Deutschland) wurde ein Vakuum von 1-10° mbar angelegt. Die Probenzugabe erfolgte aus
einem Tropftrichter heraus mit Hilfe einer pneumatischen Dosiereinheit (HWS-Dosiertrichter,
Hans Schmidt GmbH & Co. KG, Mainz, Deutschland), wobei alle 20 Sekunden 1 mL der Probe
in den Rundkolben gegeben wurde. Zur Oberflachenvergrof3erung wurde der Boden des
Rundkolbens mit Raschig-Ringen gefillt. Zundchst wurde ein P/D-Blindwert destilliert,
anschlie3end die Probe. Nach der Destillation wurden die Proben aufgetaut, Gber wasserfreies
Natriumsulfat in einen 250 mL Spitzkolben mit Siedeperlen filtriert und mittels Vigreux-
Destillation bei 43 °C auf ca. 1 mL eingeengt. Die Proben wurden in GC-Vials uberfuhrt und
bis zur Messung bei -80 °C gelagert. Alle hier verwendeten Glasgerate wurden vor

Verwendung pyrolysiert.
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2.9.2 Gaschromatographische Untersuchungen

Die Methodenparameter zur Messung von Twister-Proben sind in Tabelle 20 dargestellt.
Abweichend davon wurde zur Messung fliissiger Proben das Split/Splitless-Inlet bei 250 °C

temperiert und ein individuelles Splitverhaltnis gewahlt. Das Injektionsvolumen betrug 1 pL.

Tabelle 20: Methodenparameter fir die Messung von SBSE-Proben.

Parameter
Gaschromatograph Agilent 8890
Trennsaule VE-WAXms (30 m x 250 um x 0,25 pm), Agilent*
Temperaturprogramm 40 °C fur 3 min
5 °C/ min auf 240 °C
240 °C fur 12 min
Tréagergas He (5.0); Fluss: 1,56 mL-min- (konstant)
TDU
Temperaturprogramm 40 °C far 0,5 min
120 °C/ min auf 250 °C
250 °C fur 12 min
KAS
Liner Glaswolle
Temperaturprogramm -70 °C fur 0,5 min

12 °C/ s auf 250 °C
250 °C fur 5 min

PTV Front Inlet

Mode Solvent Vent

Druck 121,95 kPa

Total Flow 8,87 mL-min-!
Septum Purge Flow 3 mL-min-?

Gas Saver
Purge Flow to Split Vent

25 mL-mint nach 5 min
4,31 mL-min't nach 0 min

Vent flow 50 mL-min-t
Detektor 7010B GC/TQ
MSD Transfer Line 250 °C
lonenquelle El (230 °C, 70 eV)
Mode Scan (m/z 33 — 300)
ODP ODP 4
Transfer Line 250 °C
Mischkammerheizung polar: 150 °C
Makeup Gas N2

Splitterplatte

1:1 in ODP und MS

* oder DB-5ms (30 m x 320 um x 0,25 um, Agilent) mit Endtemperatur von 320 °C
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Der Enantiomereniberschuss von Linalool wurde mittels multidimensionaler

Gaschromatographie analog zu Brescia et al. (2021) untersucht.

2.9.3 ldentifizierung aromaaktiver Substanzen

Zur ldentifizierung der Substanzen wurden verschiedene Kriterien herangezogen. Dabei galt
eine Substanz als abschlieRend identifiziert, wenn der Retentionsindex (RI), das
Massenspektrum sowie der Geruch auf zwei Saulen unterschiedlicher Polaritdt mit der
jeweiligen Standardsubstanz Ubereinstimmten. Als vorlaufig identifiziert galt eine Substanz,

wenn diese Punkte auf einer Saule erfillt waren.

2.9.3.1 Abgleich der Massenspekitren

Zunachst wurden die Massenspektren der Peaks mit der hinterlegten MS-Datenbank (NIST
(National Institute of Standards and Technology)) verglichen. Substanzvorschlage mit hohem
R-Match (Reverse-Match, > 850) wurden (wenn mdglich) mit Hilfe von authentischen

Referenzverbindungen bestétigt.

2.9.3.2 Berechnung von Retentionsindices (RI's) nach van den Dool und Kratz

Mit Hilfe der RI's kann die Retentionszeit von Substanzen gerateunabhangig in Bezug auf die
homologe Reihe der Alkane angegeben werden. Dazu wurde in einem Abstand von ca. 4
Wochen auf dem jeweiligen Gerat die Alkanreihe (Gemisch aus n-Alkanen im Bereich von Cy;
— Cas) gemessen und die relative Lage einer Substanz zu den Alkanen mit Hilfe von
Formel (23) berechnet. War die Standardsubstanz nicht in der hausinternen

Aromastoffdatenbank, so wurden RI-Werte aus der Literatur entnommen.

RI = 1 00 . ( Rt, Analyt~ Rt, n +n) (23)

Rt, n+1)" Rt,n
mit
Rl = Retentionsindex
Rt anayt= Retentionszeit des Analyten [min]
Rin= Retentionszeit des vor dem Analyten eluierenden Alkans [min]

R: m+1)= Retentionszeit des nach dem Analyten eluierenden Alkans [min]

n = Anzahl an Kohlenstoffatomen des vor dem Analyten eluierenden Alkans

2.9.3.3 Abgleich der Geruchseindricke

Mit Hilfe eines Olfactory-Detection-Ports (ODP) wurde ein Teil des Gasstroms nach der

gaschromatographischen Trennung Uber eine Splitterplatte in das Massenspektrometer und
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der andere Teil zum ODP geleitet, wobei die Gerlche der einzelnen Peaks von Probanden in
Echtzeit wahrgenommen werden konnten. Diese Geriiche wurden anschliel3end entweder mit
Literaturdaten (TGSCIS (The Good Scents Company Information System)) oder mit dem

Geruch der authentischen Standardsubstanz am ODP verglichen.

2.9.4 Aromaverdinnungsanalyse (ADA)

Die ADA des fermentierten Kakaopulpegetranks wurde mittels SBSE (vgl. 2.9.1) auf einer VF-
Wax Saule und GC-MS-O durchgefiihrt. Dabei wurde die jeweilige Verdinnungsstufe
beginnend mit Flavor-Dilution-Faktor (FD) 4 Uber die Split-Verhéltnisse an der TDU und dem
KAS schrittweise 1:2 angepasst, angelehnt an Trapp et al. (2018a). Tabelle 21 zeigt die
eingestellten Split-Verhaltnisse. Der FD gibt mit 2" an, ab welcher Anzahl von 1:2-
Verdinnungen keine sensorische Wahrnehmung mehr méglich ist. Zu Beginn wurde die Probe
von drei Probanden (w/25, w/26 und w/27, alle Nichtraucher) jeweils dreimal abgerochen. Alle
Substanzen, die von mindestens zwei Personen zweimal geruchlich wahrgenommen werden
konnten, wurden in die ADA aufgenommen. Zur Ermittlung des FD-Faktors jeder Substanz
wurde der Median der hdchsten Verdinnungsstufe gewéhlt, bei welcher der Aromastoff durch

die Probanden noch wahrgenommen werden konnte.
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Tabelle 21: GC-Parameter zur Einstellung der benétigten Splitratios (SR) und damit der Flavor-Dilution-Faktoren
(FD) fur die ADA an der TDU-GC-MS/MS-O; variabel sind dabei der purge flow to split vent und der vent flow.

purge flow
FD- SRpu SRcis SRy SRcis SRcis to split vent vent flow
Faktor (soll) (soll) (ist) (ist) orrigiery  [ML - minY]  [mL - minY]
ab 0 min

4 1 4 1,06 3,76 4,31 4,31 50,00

8 1 8 1,06 7,52 10,17 10,17 50,00
16 1 16 1,06 15,04 21,90 21,90 50,00
32 1 32 1,06 30,08 45,36 45,36 50,00
64 1 64 1,06 60,16 92,29 92,29 50,00
128 1 128 1,06 120,32 186,14 186,14 50,00
256 1 256 1,06 240,64 373,84 373,84 50,00
512 16 32 16,00 32,00 48,36 48,36 24,96
1.024 16 64 16,00 64,00 98,28 98,28 24,96
2.048 16 128 16,00 128,00 198,12 198,12 24,96

2.9.4.1 Statistische Untersuchung der Aromaverdinnungsanalyse

Zur Untersuchung und Bestatigung der Linearitat der Abnahme der Konzentrationen wahrend
der ADA wurden die Flachen von drei charakteristischen Aromastoffen (logarithmisch zur
Basis 2) graphisch gegen die jeweiligen FD-Faktoren aufgetragen (Trapp et al. 2018a). Die
Flachen wurden aus dem Extracted-lon-Count Chromatogramm (EIC) fiir das m/z-Verhaltnis
des ausgewahlten Qualifier-lons enthnommen (M/Zvinaiool 73; M/Z5.8utyl-2(5H)-furanon 84; M/Z(E)-Nerolidol

69). Die Untersuchung wurde in Dreifachbestimmung durchgeftihrt.

2.9.5 OQuantifizierung ausgewahlter Aromastoffe mittels Standardaddition

Zur Quantifizierung relevanter Aromastoffe wurde das Standardadditionsverfahren in
Doppelbestimmung verwendet. Es wurden jeweils 100 pL Mischstandardldsung in vier
Konzentrationen zu 5.000 pL Probe dotiert. Fir den Standardadditionspunkt SO wurden
100 pL VE-Wasser zugegeben (Tabelle 22). Durch lineare Regression wurde der Schnittpunkt
der Ausgleichsgerade mit der x-Achse bestimmt, welcher der Menge des Analyten in der Probe
entspricht. Die Auswertung erfolgte anhand der Flache des jeweils gréf3ten m/z-Verhaltnisses

fur die Substanzen im Extracted-lon-Count-Modus (EIC).
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Tabelle 22: Parameter der Quantifizierung einzelner Aromastoffe sowie Konzentrationen im Gesamtvolumen.

Konzentration [ug-L™]

Substanz EIC (m/z)
SO S1 S2 S3 S4
2-Nonanon 58 0 0,31 0,67 1,29 1,96
(R)-Linalool 93 0 48,07 96,14 144,21 192,28
(E)-Nerolidol 93 0 5,00 10,00 20,00 30,00
Methylbenzoat 105 0 0,13 0,26 0,39 0,52
1-Phenylethyl-
122 0 0,19 0,39 0,58 0,77
acetat
2-Phenylethanol 91 0 14,47 28,94 43,41 57,88
5-Butyl-2(5H)-
84 0 197,65 395,29 592,94 988,24
furanon

2.9.6 Berechnung des Aromawerts

Der Aromawert (OAV, odor activity value) des jeweiligen Aromastoffs wurde nach Formel (24)

berechnet. Die Geruchsschwellenwerte wurden dabei der Literatur entnommen (Tabelle 23).
OAV =c-OT* (24)
mit
OAV = Aromawert (odor activity value)

c = Konzentration [ug-L?]

OT = Geruchsschwellenwert (odor threshold) [ug-L?]

Tabelle 23: Zur Berechnung des OAV verwendete Geruchsschwellenwerte

Substanz Geruchsschwellenwert [ug-L7] Literaturangabe
2-Nonanon 5 (Teranishi et al. 1974)
(R)-Linalool 0,087 (Czerny et al. 2008)
(E)-Nerolidol 0,25 (Yin et al. 2022)
Methylbenzoat 0,52 (Pino et al. 2005)
1-Phenylethylacetat 19 (Carunchia Whetstine et al.
2005)
2-Phenylethanol 140 (Czerny et al. 2008)

2.9.6.1 Bestimmung der Geruchsschwelle in Wasser fir 5-Butyl-2(5H)-furanon

Da fir die Substanz 5-Butyl-2(5H)furanon keine Geruchsschwelle in Wasser in der Literatur
angegeben war, wurde diese in Anlehnung an Czerny et al. (2008) bestimmt. Hierzu wurde

eine Stammldésung mit ¢ = 0,984 mg-mL? in VE-Wasser angesetzt und diese in sieben
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Schritten 1:3 verdiinnt. Die acht Lésungen wurden jeweils 1:100 verdinnt und jeweils 10 mL
der Verdiinnungen in 35 mL Schnappdeckelglaschen gefiillt. Diese wurden mit einem Uhrglas
abgedeckt. Die Bestimmung der Geruchsschwelle erfolgte durch ein Panel bestehend aus 21
Prifpersonen in Form eines Dreieckstest fur jede Verdinnungsstufe. Dabei wurden die Proben
(A) mit jeweils zwei Referenzen (R; VE-Wasser) in absteigender Konzentration in zufalliger
Anordnung den Probanden dargereicht. Alle Glaschen wurden mit dreistelligen Zufallscodes
versehen. Die Probanden sollten aus jedem Triplett die abweichende Probe (A) identifizieren
und zusatzlich notieren, bei welcher Verdinnungsstufe sie die Geruchsqualitéat noch erkennen
konnten. Dies sollte der Unterscheidung zwischen Wahrnehmungs- und Erkennungsschwelle

dienen.

Die Auswertung erfolgte gemal3 (DIN EN ISO 4120:2021-06) bei einem gewahlten
Signifikanzniveau von « = 0,05. Richtige Antworten wurden nur gewertet, wenn bis zur
jeweiligen Probe alle Proben ohne Unterbrechung korrekt identifiziert wurden. Der Mittelwert
zwischen der niedrigsten unterscheidbaren und der hdchsten nicht unterscheidbaren
Konzentration bildete die jeweilige Geruchsschwelle (Formel (25)). Die Reinheit der Substanz
wurde chromatographisch dreifach bestimmt und verrechnet. Sie lag bei 76 % (Anhang
Abbildung 47 und Tabelle 49).

OT = Cx +2cx_1 (25)

mit
OT = Geruchsschwellenwert (odor threshold) [ug-L™]

Cx = niedrigste, unterscheidbare Konzentration

cx1 = hochste, nicht unterscheidbare Konzentration
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2.10 Validierung der Ergosterol-Methode

Die hier entwickelte Methode wurde mit folgenden Validierungsparametern untersucht:
Grundkalibrierung und Linearitdt im Arbeitsbereich, Wiederfindung, Methoden- und

Messprazision sowie Nachweis- und Bestimmungsgrenze.

2.10.1 Grundkalibrierung und Linearitat im Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich wurde auf 10 — 100 pg-mL? in der messfertigen Losung festgelegt. Dies
entspricht bei einer Einwaage von 50 mg einem Bereich von 50 — 500 mg-100 g Ergosterol
in zu analysierenden Proben. Durch Verringerung der Einwaage auf 10 mg kann der Bereich
entsprechend bis auf 2.500 mg-100 g erweitert werden. In diesem Bereich wurden in
aquidistanten Abstanden zehn Kalibrierpunkte gewahlt und in drei voneinander unabhéngigen
Ansatzen gemall 2.8.14 angesetzt und vermessen. Als Linearitat wird die Fahigkeit einer
Methode definiert, ,[...] innerhalb eines gegebenen Konzentrationsbereichs Ergebnisse zu
liefern, die der Konzentration des Analyten direkt proportional sind“ (Kromidas 2011). Zur
Beurteilung der Linearitdt wurde gepruft, ob eine lineare Kalibrierfunktion oder eine
Kalibrierfunktion zweiten Grades den Zusammenhang zwischen Konzentration und Signal
besser beschreibt. Dazu wurden beide Kalibrierfunktionen Utber lineare bzw. quadratische
Regression sowie deren Reststandardabweichung Uber die Residuen berechnet. Als
Residuen bezeichnet man den vertikalen Abstand eines gemessenen Punktes von der
jeweiligen Geraden bzw. Kurve (Kromidas 2011). Die Residuen wurden fir jeden
Kalibrierpunkt mittels Formel (26) berechnet. Der Residuenplot ergibt sich durch Auftragung
der Residuen gegen die Massenkonzentration g von Ergosterol. Die Reststandardabweichung
errechnet sich aus den Residuen gemafl Formel (27) und ist ein MaR fir die Streuung der

Messwerte um die lineare bzw. quadratische Kalibrierfunktion.

Res; jinear =, - (b"Xj*c) bzw.  Res; quadratisch = Y, - (a-x?+ bx;+c) (26)
mit
Resi = Residuum im jeweiligen Kalibrierpunkt
yi= gemessenes Signal bei jeweiliger Konzentration (hier: Agrgosterol/ Aist)

a, b, c = Koeffizienten der Funktionen
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27
S = 2(Res;, linear)? bzw Sz Y (Res;, quadratisch)2 @7)
y1 N-2 ' y2 \] N-3

mit
sy1 = Reststandardabweichung der linearen Kalibierfunktion
sy»= Reststandardabweichung der quadratischen Kalibierfunktion

N = Anzahl der Kalibrierpunkte

Der Vergleich der Reststandardabweichung der linearen und der quadratischen
Kalibrierfunktion erfolgte rechnerisch mittels Anpassungstest nach Mandel in Anlehnung an
die DIN 38402 - A51. Dazu wurde gemalf3 Formel (28) die Differenz der Abweichungsvarianzen
DS aus den zwei Reststandardabweichungen berechnet, woraus anschliel3end die Prifgrofie
PW mittels Formel (29) berechnet wurde. Die PW wurde mit dem Tabellenwert der F-Tabelle
fur ein Signifikanzniveau von « = 0,01 und den Freiheitsgraden f, = 1, f, = N-3 verglichen

(Wert: 12,25). Die Linearitat wurde dabei als gegeben angesehen, wenn PW < 12,25,

DS? = (N-2)- s2; - (N-3)- s, (28)
mit
DS? = Differenz der Abweichungsvarianzen
sy1 = Reststandardabweichung der linearen Kalibierfunktion
sy»= Reststandardabweichung der quadratischen Kalibierfunktion

N = Anzahl der Kalibrierpunkte

DS? (29)

mit
PW = Prifgré3e nach Mandel’s Test
DS? = Differenz der Abweichungsvarianzen

s?»= Reststandardabweichung der quadratischen Kalibierfunktion

Zusétzlich zum Linearitatstest nach Mandel und dem Residuenplot wurden der Responseplot
sowie der Fehlerplot fiir die lineare Regression angefertigt. Der Responsefaktor ergibt sich aus
dem Quotienten des gemessenen Signals und der Analytkonzentration. Bei gegebener
Linearitat bleibt der Responsefaktor tiber den Bereich konstant. Mithilfe des Fehlerplots kann
der relative Fehler der mathematisch berechneten Analytkonzentration im Verhaltnis zur

wahren Konzentration angegeben werden. Mittels Formel (30) wurde der relative Fehler fir
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jeden Kalibrierpunkt bei linearer Regression ermittelt. Der Fehlerplot wurde erhalten durch
Auftragung der relativen Fehler gegen die Massenkonzentration S des Analyten. Dabei wurde

eine Fehlertoleranz von max. 5% akzeptiert.

c -C, 6
Fehl €l rolativ [0/0] — Cberechnet CStandardiésung 100 (30)
CStandardiésung
mit
Cherechnet = Mittels linearer Regression berechnete Konzentration im jeweiligen
Kalibrierpunkt

Cstandardissung = Konzentration der jeweiligen Standardlésung

2.10.2 Wiederfindung

Die Wiederfindung Uber den Arbeitsbereich wurde durch Dotierungsexperimente einer
Nullmatrix (CPH) in allen 10 Kalibrierkonzentrationen in Dreifachbestimmung bestimmt. Dabei
wurden mithilfe von Standardldsungen von Ergosterol in 2-Butanon dotiert (vgl. Tabelle 24),
das Ldsemittel abgedampft und anschlielRend nach 2.8.14 aufgearbeitet. Die Wiederfindung
errechnete sich nach Formel (31). Das Akzeptanzlevel von Wiederfindungsraten liegt
normalerweise zwischen 95 und 105%. Innerhalb dieses Bereichs kann die Analysenmethode
fur die jeweilige Konzentration als selektiv, richtig und robust angesehen werden (Kromidas
2011).

Tabelle 24: Schema der Dotierung fir die Wiederfindungsrate tber den Arbeitsbereich (in Dreifachbestimmung).

Wdf-Probe je 2,5 mL auf 50 mg CPH Csoll [Mg-mL™]
1 K1 10
2 K2 20
3 K3 30
4 K4 40
5 K5 50
6 K6 60
7 K7 70
8 K8 80
9 K9 90
10 K10 100

6l|Seite



Material und Methoden

WDF [%] — Xpestimmt 100 (31)

Xdotiert
mit
Xpestmmt = Mittels Analysenmethode ermittelter Gehalt

Xdotienr= dotierter Gehalt/ richtiger Wert

2.10.3 Prazision

Die Prazision ist ein MaR3 fur die Streuung von Analysenergebnissen. Fir die hier zu
validierende Methode wurde zum einen die Messprazision bestimmt, die auch als
Gerateprazision bezeichnet wird. Dazu wurde ein Kalibrierpunkt (K5) sechsfach vermessen.
Weiterhin wurde die Methodenprazision bestimmt, indem eine reale Probe mit einem
Ergosterolgehalt von 252,6 mg-100 g* sechsfach aufgearbeitet wurde. Als PrazisionsmaR
wurde der Variationskoeffizient Vk herangezogen, der der relativen Standardabweichung

entspricht (vgl. Formel (32)).

Vi [%] = 2-100 (32)

s
X
mit

s = Standardabweichung

X = Mittelwert aus sechs Analysen

2.10.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Gemall (DIN 32645:2008-11) entspricht die Nachweisgrenze (NWG) der kleinsten
nachweisbaren Menge des Analyten bzw. derjenigen Konzentration, die mit 50%
Irrtumswahrscheinlichkeit noch nachgewiesen werden kann. Bei der Bestimmungsgrenze
(BG) handelt es sich um die kleinste Menge des Analyten, die mit der angewandten Methode
bei vorgegebener Richtigkeit und Prazision quantitativ erfasst werden kann. Die NWG und die
BG wurden nach dem Kalibriergeradenverfahren gemaf DIN 32645:2008-11 bestimmt. Dazu
wurde in Dreifachbestimmung eine Kalibriergerade aus zehn Punkten in &Aquidistanten
Abstanden im Bereich von 2,5 — 25 pug-mL*? (50 pug-mL? IST) angesetzt und vermessen. Die
Berechnung erfolgte unter Einhaltung aller Voraussetzungen (Linearitat der Kalibrierfunktion
mittels  Linearitatstest nach Mandel, Residuen-, Response- und Fehlerplot,
Varianzhomogenitat im  Arbeitsbereich und Unabhangigkeit der hergestellten
Kalibrierlosungen) mittels Formel (33) fur die NWG und Formel (34) fiir die BG.
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1 X2 (33)
NWG=SX0 tp E+K/+Q_X
mit
Sxo = %1 mit sy; = Reststandardabweichung Kalibrierfunktion und b = Steigung
tr= Student-Faktor (einseitig fur N-2 Freiheitsgrade, a¢=0,01): 2,90
= Anzahl der Messungen: 1
N = Anzahl der Kalibrierpunkte: 10
= X — Xwmittelwert
Qx = Summe der Abweichungsquadrate von x
7 X2 (34)
BG=k- Syo" tp E+N+Qif
mit

k = relative Ergebnisunsicherheit: 3 (entspricht 33,33%)

Sxo = %1 mit sy; = Reststandardabweichung Kalibrierfunktion und b = Steigung

tr= Student-Faktor (zweiseitig fur N-2 Freiheitsgrade, 0=0,005): 3,36
= Anzahl der Messungen: 1
= Anzahl der Kalibrierpunkte: 10

XBe = XBG — X86, Mittewert Mit Xag = 3 - NWG

Qx

Summe der Abweichungsquadrate von x
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3. Ergebnisse

3.1 Zusammensetzung der Substrate

Voraussetzung fir eine erfolgreiche Fermentation mit Pilzen ist die Kenntnis der chemischen
Zusammensetzung des Substrats. Prinzipiell ist die Menge an Protein und die Menge an leicht
zuganglichen Kohlenhydraten entscheidend fur die Fermentation. Die drei vorausgewéahlten
Kakaofruchtschalensorten SUL 1, SUL 2 und MCC 02 unterschieden sich hinsichtlich ihrer
chemischen Zusammensetzung nur marginal (Abbildung 8). Den grofRten Anteil an der
Trockenmasse machten unlésliche und I6sliche Ballaststoffe (inklusive Lignin) aus, gefolgt von
Zuckern und Asche. Der Rohproteingehalt wurde mit dem Faktor 6,39 fir SUL 1, 6,25 fir
SUL 2 und 6,36 fir MCC 02 berechnet, die durch die Aminosaureanalyse ermittelt wurden.
Der Rohproteingehalt war bei SUL 1 mit 7,7 + 0,1 g-100 g* TM am héchsten und bei der Sorte
MCC 02 mit 5,5+ 0,1 g-100 g* TM am niedrigsten. Der Wassergehalt der sonnengetrockneten

Kakaofruchtschalen lag bei 10%.

= Rohprotein
Rohfett
Rohasche
u Lgsliche Ballaststoffe
= Unigsliche Ballaststoffe

= Lignin

SuL1 SUL 2 MCG 02 andere Kohlenhydrate

Abbildung 8: Chemische Zusammensetzung der drei Kakaofruchtschalensorten SUL 1, SUL 2 und MCC 02 (Werte
in g-100 g* TM; n=3; Ballaststoffe n=2).

Ebenfalls von Bedeutung fir die spéatere Bewertung der Fermentate ist die biologische
Wertigkeit des Proteins. Diese wurde aus der Aminosaureverteilung berechnet und lag fur die
drei Kakaoschalensorten bei 87 + 3. Die erste limitierende Aminosaure war Tryptophan, die
zweite limitierende Aminosaure war die Summe aus Cystein und Methionin. Abbildung 9 zeigt

die Aminosaureverteilung.
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Abbildung 9: Aminosaureprofil der Kakaofruchtschalensorten SUL 1, SUL 2 und MCC 02 (Werte bezogen auf die
Trockenmasse; n=3).

Im Gegensatz zu den Kakaofruchtschalen bestand die pasteurisierte Kakaopulpe zum gréf3ten
Teil aus Wasser (80%) und reduzierenden Zuckern. Bezogen auf die Trockenmasse enthielt
die Kakaopulpe 82,3 + 0,8 g-100 g* TM reduzierende Zucker (Glucose und Fructose) und
1,8 £ 0,3 g-100 g* TM Saccharose. Der Gehalt an organischen S&uren betrug
8,6 £ 0,1 g-100 g* TM (Abbildung 10). Der Kjeldahlfaktor fiir die Kakaopulpe wurde nicht naher

spezifiziert. Die Berechnung des Proteingehaltes erfolgte mit dem Faktor 6,25.

0,2
©0.2) (8.6) = Fructose

2,8 2,6

(28) (26 = Glucose

(3.4) n
2,3) (41,9) Saccharose

= Unldsliche Ballaststoffe

(1,8)

= Losliche Ballaststoffe
= Rohprotein

= Rohasche

= Rohfett

= Organische Sauren

Abbildung 10: Chemische Zusammensetzung der pasteurisierten Kakaopulpe (Werte in g-100 gt TM; n=3;
Ballaststoffe n=2).
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3.2 Validierung der Ergosterol-Methode zur Quantifizierung des Pilzanteils

3.2.1 Grundkalibrierung und Linearitat im Arbeitsbereich

Die Grundkalibrierung im Arbeitsbereich von 10 — 100 ug-mL?* wurde in drei voneinander
unabhangigen Ansétzen untersucht. Mittels Linearitatstest nach Mandel wurde die Linearitéat
Uber den Arbeitsbereich in Dreifachbestimmung nachgewiesen (Tabelle 25). Abbildung 11
zeigt die durch lineare Regression erhaltene Kalibriergerade, sowie den Response-, Residuen-
und Fehlerplot fur eine der Dreifachbestimmungen, die ebenfalls die Linearitat belegen und
die zuvor definierten Kriterien erfullen (vgl. 2.10.1). Die Graphen der anderen beiden

Bestimmungen befinden sich im Anhang (Abbildung 49 und Abbildung 50).

Tabelle 25: Daten und Kennzahlen zur Durchfiihrung des Mandel-Linearitétstests fur die Grundkalibrierung (F-Test:
a=0.01; f1=1; f2=N-3; N=10).

a b C
N 10 10 10
Sy1 0,0041 0,0044 0,0128
Sy2 0,0042 0,02045 0,0118
DS2 1,1414-10° -0,0027 0,0003
PW 0,6246 -6,6328 2,4265
F 12,25 12,25 12,25
Folgerung linear linear linear
2,00 0,50
..
~ 1,60 y = 17,755x + 0,0064 o 0,30
o R?=0,9999 L £
= 1,20 . g 0,10
% ..__.-‘" 2 e o ¢ & ¢ o 0o 0 o o
g 0,80 = 8 0,10
< 0,40 R 030
o
-0,50
0‘000,00 002 004 006 008 010 012 000 002 004 008 008 010 012
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Abbildung 11: Kalibriergerade (a), Residuenplot (b), Responseplot (c) sowie Fehlerplot (d) der Grundkalibrierung A.
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3.2.2 Wiederfindung

Die Wiederfindung tber den Arbeitsbereich in CPH-Matrix betrug gemittelt zwischen 97,16 und
101,83% (vgl. Tabelle 26) und lag somit innerhalb der zuvor festgelegten Spezifikation
(vgl. 2.10.2). Die Uber alle Proben gemittelte Wiederfindung lag bei 99,80 + 2,00%.

Tabelle 26: Wiederfindung tber den Arbeitsbereich in CPH-Matrix.

Wdf-Probe A) Wiederfindung B) Wiederfindung C) Wiederfindung Wiederfindung

[%] [%] (%] [%]
1 92,09 98,34 101,05 97,16 + 4,59
2 96,74 98,39 101,32 98,82 + 2,32
3 105,45 100,05 99,98 101,83+ 3,14
4 99,41 100,05 99,19 99,55 + 0,45
5 99,81 100,95 100,93 100,56 *+ 0,66
6 100,39 100,38 99,31 100,03 +£ 0,62
7 100,51 99,80 99,64 99,98 + 0,47
8 100,29 100,96 99,49 100,25+ 0,73
9 100,37 99,38 99,81 99,85 + 0,50
10 98,99 99,68 100,74 99,80 + 0,88
Mittelwert 99,80 + 2,00

3.2.3 Préazision

Die sechsfache Messung des Kalibrierpunktes K5 ergab eine Messprézision mit einer relativen
Standardabweichung (Vk) von 0,2%. Die sechsfache Aufarbeitung einer realen Probe ergab

eine Methodenprazision mit einer relativen Standardabweichung (V) von 4,0% (Tabelle 27).

Tabelle 27: Mess- und Methodenprézision der Ergosterol-Methode.

Ergosterol Mittelwert

Probe: K5 S [pg-mL? Vi [%
[ig-mL7] [g-mL] Hg-mL] < [%]
a 46,6
.S b 46,8
N —
2 G c 46,8
% :E d 46.3 46,8 0,1 0,2
Q e 46,8
f 46,8
Probe: Ergosterol Mittelwert . 1 0
CPHFess  [mg-100g?  [mg-100gY > M910097] Vi [%]
a 252,6
< = b 239,8
32 c 253,8
o .= ]
£3 ; 544.0 252,6 10,0 4,0
s < e 268,1
f 257,6
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3.2.4 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die mittels Kalibriergeradenverfahren bestimmte Nachweis- und Bestimmungsgrenze der
Methode sind in Tabelle 28 zusammengefasst. Da hierfir ein anderer Konzentrationsbereich
gewdahlt wurde, wurde die Linearitat der Kalibriergeraden ebenfalls mittels Response-,
Residuen-, Fehlerplot sowie Linearitatstest nach Mandel bestétigt. Die zugehoérigen Daten
befinden sich im Anhang (Tabelle 52 sowie Abbildung 51, Abbildung 52 und Abbildung 53).

Tabelle 28: Nachweis- und Bestimmungsgrenze der Ergosterolmethode nach der Kalibriergeradenmethode.

a b c Mittelwert [mg-100 g11*
NWG [pg-mL] 0,35 0,37 0,55 0,42 +0,11 2,12 + 0,57
BG [ug-mL] 1,20 1,24 1,88 1,44 + 0,38 7,22 +1,88

* bezogen auf eine Einwaage von 50 mg
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3.3 Fermentation von Kakaofruchtschalen (CPH)

3.3.1 Screening auf Agar-Platten

Um eine Vorauswahl an Pilzen fur die Fermentation von CPH zu treffen, wurde ein Screening
mit 41 Pilzen (Speisepilze und Nicht-Speisepilze) durchgefihrt. Als wichtige
Bewertungsparameter wurden die Wachstumsgeschwindigkeit auf CPH-Agar und der Geruch
herangezogen. Tabelle 29 zeigt die Ergebnisse des Screenings. Ein schnelles Wachstum von
maximal 14 Tagen in Kombination mit ansprechenden Geruchseindriicken oder einem
neutralen Geruch zeigten die Pilze 136-FPI, 177-PSS, 223-PPI, 295-PSP-FP und 310-PCA-
FP.

Tabelle 29: Wachstumsdauer und Geruchseindriicke der 41 Pilze aus dem Screening auf CPH-Agar sowie deren
Einteilung in Speisepilze und Nicht-Speisepilze.

] o Platte 100% ]
Spezies Speisepilz Geruchseindriicke auf CPH-Agar
bewachsen [d]

4-MSC N4 14 aromatisch, wirzig
5-PSA 7 Bittermandel, Anis
6-TSU x 7 muffig, modrig
9-WCO-C v 6 suBlich, blumig, fruchtig
13-POS v 8 leicht pilzig, muffig
16-LED V4 8 neutral bis aromatisch
44-TCH x 8 sauerlich, stechend, fruchtig
47-GAN x >14 dumpf, modrig, pilzig
55-PCAL v >14 leicht pilzig
59-HCA v 10 muffig, modrig
60-KUM v >14 muffig, modrig
70-PSCH x >14 dumpf, modrig, muffig
97-COL 5 14 fruchtig, Johannisbeerblatter, atherisch, harzig,
grin
100-PER v >14 neutral
103-HER v >14 modrig, muffig, pilzig
113-PNA v 14 muffig, pilzig
114-PCl ; 14 pilzig
116-SCO-D x 6 suR3, fruchtig, blumig, alkoholisch
121-ABI x 6 muffig, modrig, Morast
128-HCO v >14 modrig, muffig, pilzig
136-FPI v 8 fruchtig, blumig, eingekochte Kirschen
160-FVE-D v 8 pilzig, waldig
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) o Platte 100% )
Spezies Speisepilz Geruchseindriicke auf CPH-Agar
bewachsen [d]

161-HTE V4 >14 neutral
164-AARV V4 >14 neutral
166-AAE V4 8 neutral
167-FFO x 12 muffig
170-LNU v >14 modrig, muffig
175-TGl x 6 pilzig
177-PSS N4 7 neutral, leicht bittermandel-artig
186-AMEL N4 >14 neutral
189-PCAN v 6 pilzig, muffig, modrig
202-MPR N4 >14 neutral
203-PSTI x >14 neutral
223-PPI V4 14 suf3lich, Kokos, Geback
252-SCR-FP N4 >14 neutral
295-PSP-FP v 7 leicht fruchtig, leicht bittermandel-artig
307-GPE-FP x >14 waldig, holzig, pilzig
310-PCA-FP v 6 leicht fruchtig
332-CCO-FP v >14 muffig
342-SES-FP v >14 muffig, pilzig
345-SRU v >14 pilzig, muffig

3.3.2 Screening in Submers-Kultur

Fur eine grofdtechnische Biokonversion von Kakaofruchtschalen (CPH) durch Pilze der
Abteilung Basidiomycota eignet sich eine Flissig-Kultivierung. Daher wurden die zuvor
ausgewahlten funf Pilze Fomitopsis pinicola (FPI), Pleurotus salmoneo-stramineus (PSS),
Psathyrella piluliformis (PPI), Pleurotus pulmonarius (PSP) und Psathyrella candolleana (PCA)
in Submers-Kultur gescreent. Als Bewertungsparameter wurden die Bio-Trockenmasse, der
Rohproteingehalt nach Kjeldahl und der Ergosterolgehalt herangezogen. In Vorversuchen
wurde gezeigt, dass die finf ausgewdahlten Pilze ein deutlich langsameres Wachstum zeigen,
wenn die Vorkultur ebenfalls in CPH-Medium angesetzt wird. Daher wurde ein standardisiertes
Verfahren verwendet, bei der die Vorkultur auf ME-Medium angesetzt wurde. Dies ermdglichte
eine kirzere Gesamt-Kulturdauer. Aufgrund des dunklen Fermentationsmediums war eine
optische Beurteilung des Pilzwachstums schwierig. Daher wurde im Screening eine

standardisierte Wachstumsdauer von finf Tagen in Vorkultur und sieben Tagen in Hauptkultur
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fur alle Pilze gewahlt. Eine Optimierung erfolgte fir die ausgewahlten Pilze zu einem spateren

Zeitpunkt.

Der Ergosterolgehalt des in gleicher Weise erzeugten reinen Pilzmyzels (Kultivierung auf ME-
Medium) wurde als Referenzwert zur Abschatzung des prozentualen Pilzanteils verwendet
(vgl. Anhang Tabelle 50). Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 dargestellt. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurden die Rohproteingehalte mit dem Faktor von 6,25 fir Lebensmittel

allgemein berechnet und erst spater mit der Aminosaureanalyse ndher spezifiziert.
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Abbildung 12: Ergebnisse des Submers-Screenings der CPH-Fermentation fiir die Pilze FPI, PSS, PPI, PSP und
PCA; %-Angabe bezieht sich auf prozentualen Anteil des Pilzes an der Bio-Trockenmasse (n=2).

Im Screening waren alle Bio-Trockenmassen mit 10,4 bis 11,8 g-L* vergleichbar hoch, mit
Ausnahme von PPl mit 8,2 g-L. Die Rohproteingehalte waren mit 10,2 bis 11,6 g-100 g* TM
fur alle Pilze vergleichbar, wobei PSS den héchsten Wert aufwies. Den hdchsten prozentualen
Pilzanteil wies PCA mit 26% auf. Allerdings gestaltete sich die Quantifizierung des Pilzanteils
fur diesen Pilz schwierig, da dieser neben Ergosterol ein weiteres, nicht genauer identifiziertes
Sterol bildete. Die Annahme, dass es sich um ein Ergosterol-Derivat handelte, wurde durch
das zu Ergosterol sehr ahnliche Absorptionsspektrum (aufgenommen mittels HPLC-UV/Vis
nach Ahlborn et al. (2019)) gestitzt (vgl. Anhang Abbildung 48). Das Verhdltnis der

Peakflachen dieser beiden Substanzen zueinander war zuséatzlich zwischen CPH- und ME-

Kulturen nicht vergleichbar (2522 = 5 7 in CPH-Kulturen gegentiber 2590 = 4 3 jn ME-

Derivat Derivat

Kulturen). Der Pilz PCA wurde daher aufgrund der Unsicherheit bei der Quantifizierung des
Pilzanteils ausgeschlossen. Da sowohl Bio-Trockenmasse, Rohproteinhalt als auch Pilzanteil

bei PPI relativ gering waren, wurde dieser Pilz ebenfalls ausgeschlossen. PSS und PSP sind
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relativ nah miteinander verwandt und die Ergebnisse waren vergleichbar. Aufgrund des
geringfgig hoéheren Rohproteingehaltes und einem neutraleren gegeniiber einem stark
bittermandeldhnlichen Geruch, wurde PSS ausgewahlt. Zusatzlich wurde FPI in die Studien
miteinbezogen. Der Pilzanteil mit 7% war zwar am geringsten, allerdings war aus

Vorversuchen bekannt, dass FPI ein sehr hochwertiges Protein bildet.

Die Ergebnisse zeigten auf3erdem, dass eine Medienoptimierung notwendig war. Der Pilzanteil
in den Fermentaten war bei allen Pilzen relativ gering. Ein wichtiges Kriterium fur das
Pilzwachstum ist das Kohlenstoff-zu-Stickstoff-Verhaltnis (C/N-Verhdltnis). Aufgrund des
geringen Proteingehaltes der CPH lag dieses bei einem C/N von 40. ME-Medium hingegen
weist ein C/N-Verhdaltnis von 29 auf. Eine Supplementierung mit stickstoffhaltigen Additiven

war daher notwendig.

3.3.3 Wachstumsreihen von FPI und PSS auf Malzextrakt-Medium

Zur Beurteilung des allgemeinen Wachstumsverhaltens der beiden Pilze FPI und PSS wurden
Wachstumskurven auf dem Standardmedium (Malzextrakt-Medium) aufgenommen und auf
die Bio-Trockenmasse, den Rohproteingehalt und den Ergosterolgehalt hin untersucht
(Abbildung 13 und Abbildung 14). Die Bio-Trockenmasse des Pilzmyzels von FPI lag wahrend
der Kulturdauer zwischen 3,1 und 5,7 g-L . Dabei lag der héchste Wert an Tag zwei vor.
Tendenziell nahm die Bio-Trockenmasse ab Tag zwei stetig ab. Die Bio-Trockenmasse des
Pilzmyzels von PSS hingegen stieg bis Tag sieben auf 4,8 g-L™* an und fiel danach langsam
ab. Die Abnahme der Bio-Trockenmasse ist ein Indikator fir keine weitere
Biomasseproduktion bzw. das Absterben des Pilzes. Der Rohproteingehalt der Pilzmyzelien
von PSS war insgesamt etwas geringer als der von FPI, unterlag allerdings weniger starken
Schwankungen Uber die Kulturdauer. Bei beiden Pilzen war ein stetiger Anstieg des
Ergosterolgehaltes zu beobachten, wobei dieser bei PSS deutlich schwacher ausfiel. Der
Ergosterolgehalt bewegte sich hier zwischen 3,46 und 5,60 mg-g* TM. Bei FPI hingegen stieg
der Ergosterolgehalt von 3,45 zu 16,81 mg-g™* TM an.
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Abbildung 13: Wachstumsreihe von FPI auf ME-Medium: Bio-Trockenmasse, Rohproteingehalt des jeweiligen
Fermentats und Ergosterolgehalt, aufgenommen an den Tagen 2, 4, 6, 8, 10 und 12 (n=2).
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Abbildung 14: Wachstumsreihe von PSS auf ME-Medium: Bio-Trockenmasse, Rohproteingehalt des jeweiligen
Fermentats und Ergosterolgehalt, aufgenommen an den Tagen 4, 6, 8, 10 und 14 (n=2).

3.3.3.1 Ermittlung des Ergosterol-Referenzwerts zur Biomassequantifizierung

Der Ergosterolgehalt dient der Abschéatzung der pilzlichen Biomasse in einem Substrat-
Pilzmyzel-Komplex. Da der Ergosterolgehalt Uber den Fermentationszeitraum nicht
gleichbleibend war, wurde nicht der Durchschnittswert aller Kulturtage fur die
Biomassequantifizierung herangezogen. Stattdessen wurde eine alternative Bestimmung des

Referenzwerts durchgefihrt. Der Ergosterolgehalt wird angegeben in mg pro g Bio-
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Trockenmasse-Fermentat (oder auch mg pro 100g). Somit ist der Wert des
Ergosterolgehaltes abhangig von der Ausbeute an Bio-Trockenmasse der jeweiligen Kultur.
Um eine unabhéngige und somit vergleichbare Grof3e zu erhalten, wurde der Ergosterolgehalt
pro Kolben berechnet (vgl. Formel (35)). Dieser Wert gibt an, wie viel Ergosterol sich im
Fermentationskolben (in 100 mL Medium) befindet (Abbildung 15). Die Vergleichbarkeit wird
dadurch gewahrleistet, dass jeder Ansatz mit gleichem Fermentationsvolumen durchgefiihrt

wurde. Die Abnahme der Werte zeigt an, dass kein neues Ergosterol mehr gebildet wird.

-1
XErgosterol [M3'9™']

Ergosterol pro Kolben [mg] = Tq " Xio-Tm [Mg] (35)
6,0
_ 50
(@)]
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Abbildung 15: Ergosterolgehalt pro Fermentationskolben tUber die Kulturdauer (n=2).

PSS zeigte ein Maximum des Ergosterolgehaltes an Hauptkulturtag acht. FPI zeigte ein
Maximum ebenfalls an Hauptkulturtag acht. Der in Abbildung 15 erkennbare Anstieg an
Ergosterol pro Fermentationskolben zeigt an, dass bis Hauptkulturtag acht Ergosterol gebildet
wurde, obwohl die Bio-Trockenmasse des Fermentats sank. Aus dem jeweiligen Maximum
wurden die Ergosterol-Referenzwerte zur Biomassequantifizierung mit 4,34 + 0,31 mg-g* T™M
(bzw. 434 + 31mg-100gtTM) fir PSS und 13,24 + 0,07 mg-gtTM (bzw. 1324 +
7 mg-100 g* TM) fur FPI abgeleitet.
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3.3.4 Medien- und Kultivierungsoptimierung

Aufgrund des relativ niedrigen Pilzanteils in den Fermentaten im Screening wurden
verschiedene Optimierungsparameter herangezogen. Um das C/N-Verhéltnis zu erniedrigen,
wurde eine Stickstoffsupplementierung mittels anorganischer und organischer Verbindungen
untersucht sowie die jeweils vom Pilz benétigte Menge quantifiziert. Darauffolgend wurden
unterschiedliche  Substratmengen sowie  Futterungsversuche (Fed-Batch-Ansatze)
durchgefuhrt. Mit Hilfe einer Wachstumsreihe wurde der bestmogliche Erntezeitpunkt

bestimmt.

3.3.4.1 Stickstoff-Supplementierung

Der Vergleich von organischer und anorganischer Stickstoff-Supplementierung wurde fir FPI
durchgefiihrt. Die Supplementierung wurde mit 6,24 g-L"* Mononatriumaspartat-Monohydrat
und 2,40 g-L** Ammoniumnitrat zum CPH-Medium (20 g-L* CPH) durchgefiihrt, angelehnt an
Fraatz et al. (2014). Die Bio-Trockenmasse, der Reinproteingehalt (berechnet aus der Analyse
der Aminosauren) sowie der Pilzanteil des Fermentats lagen bei der Supplementierung mit der
organischen Stickstoffquelle deutlich tber den Werten des Fermentats bei anorganischer
Stickstoffquelle. Der Rohproteingehalt lag bei anorganischer Stickstoffquelle mit
22,5+ 0,1 9-100 g? TM leicht Uber dem Wert bei organischer Stickstoffquelle mit 20,4 +
0,1 g-100 g* TM (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich von organischer und anorganischer Stickstoff-Supplementierung fur den Pilz FPI,
Hauptkulturtag 7; %-Angabe bezieht sich auf prozentualen Anteil des Pilzes an der Bio-Trockenmasse (n=2).

Aufgrund der ermittelten Daten wurde der Zusatz einer anorganischen Stickstoffquelle
verworfen. Im nachsten Schritt wurde eine Reduzierung der Menge an Natriumaspartat auf die

vom Pilz bendétigte Menge vorgenommen. Ausgehend von 6,24 g-L™* wurden Kulturen fur FPI
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mit 6,24 g-L* (A), 3,12 g-L* (B) und 2,08 g-L'* (C) MNA angesetzt. Umgerechnet auf die Menge
an Asparaginsaure entsprach das 4,79 g-L?, 2,39 g-.L* bzw. 1,59 g-L . Nach der Kulturzeit
wurden die Uberstande gefriergetrocknet und zur Aminosaureanalyse nach saurer Hydrolyse
eingesetzt. Als Blindwert diente eine Kultur mit 6,24 g-L* Natriumaspartat ohne Pilzinokulation.
Tabelle 30 zeigt die im Uberstand analysierten Mengen an Asparaginsaure, die daraus
berechnete Wiederfindung sowie die ermittelten Bio-Trockenmassen und Pilzgehalte der
jeweiligen Fermentate. Sowohl die Bio-Trockenmasse als auch der Pilzgehalt im Fermentat
stieg mit héherer Supplementierung. Die Wiederfindung von 102,1% im Blindwert bestatigt die
Richtigkeit des hier verwendeten Versuchsmodells. In den niedrig supplementierten Kulturen
betrug die Wiederfindung von Asparaginsaure im Uberstand 0,9 bzw. 1,2%. In der Kultur mit
der hoéchsten Supplementierung konnten 19,4% wiedergefunden werden, sodass die Menge

an Natriumaspartat um 19% reduziert wurde; von 6,24 g-L* auf 5,00 g-L™.

Tabelle 30: Ergebnisse der Fermentate von Fomitopsis pinicola bei reduzierter Asparaginsdurekonzentration im
CPH-Medium (20 g-L CPH); A: 6,24 g-LXMNA, B: 3,12 g-.LMNA, C: 2,08 g-LXMNA (n=2).

Wiederfindung

Bio-TM [g-L] Pilzgehalt [%)] Asp [g-L1] Asp [%]
Blind 10,4+ 0,0 0 4,89 £ 0,05 102,1
A 12,8+ 0,0 14+1 0,93 +0,04 194
B 11,8 +0,0 120 0,02 £ 0,00 0,9
C 11,6 £ 0,0 101 0,02 £ 0,00 1,2

Da fir den Pilz PSS aus Vorversuchen bekannt war, dass dieser eine geringere
Stickstoffsupplementierung benétigt als FPI, wurde hier ausgehend von 5,00 g-L! auf
2,50 g.L? und 1,66 g-L* MNA (entsprechend 3,84 g-L* bzw. 1,92 gL* bzw. 1,23g-L*
Asparaginsaure) reduziert und analog zur Durchfiihrung bei FPI die Menge an Asparaginsaure
im Uberstand nach der Fermentation bestimmt (Tabelle 31). Hierdurch wurde die Menge an
Natriumaspartat um 28% auf 3,60 g-L* reduziert.

Tabelle 31: Ergebnisse der Fermentate von Pleurotus salmoneo-stramineus bei reduzierter

Asparaginsaurekonzentration im CPH-Medium (20 g-L' CPH); A: 5,00 g-.LTMNA, B: 2,50 g-L'MNA, C:
1,66 g-L'IMNA (n=2).

Wiederfindung

Bio-TM [g-LY] Pilzgehalt [%] Asp [g-L1] Asp [%]
12,0+ 0,5 59+2 1,10 £ 0,08 28,5
B 11,9+£0,5 54+4 0,03 £ 0,00 1.8
11,9+£0,5 42 +2 0,02 £ 0,00 19
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3.3.4.2 Fed-Batch Ansatze und Substratmenge

Unter einem Fed-Batch Ansatz versteht man die erneute Zugabe von Substrat (hier: CPH) zu
einem Kulturansatz nach einer definierten Fermentationszeit. Um dem Pilz geniigend Zeit zu
geben, die erste Substratmenge zu verwerten, wurde bei einer Gesamtkulturdauer von sieben
Tagen eine Futterung an Hauptkulturtag vier gewahlt. Tabelle 32 zeigt die jeweils eingesetzten
Substratmengen und  Kultivierungsbedingungen. Durch diesen Ansatz konnten
Gesamtsubstratmengen von 10, 20 und 30 g-L* verglichen werden. Durch das Mitflihren eines
non-Fed-Batch Ansatzes konnte auflerdem eine Aussage Uber die Notwendigkeit einer

Zufltterung getroffen werden.

Tabelle 32: Versuchsansatze der Fed-Batch-Kultivierung fur die Pilze PSS und FPI; PSS Kulturen supplementiert
mit 3,6 g-L* Natriumaspartat, FPI Kulturen supplementiert mit 5,0 g-L* Natriumaspartat; nFB= non Fed-Batch.

Substratmenge CPH Substratmenge CPH Substratmenge CPH

Beginn Fltterung Tag vier gesamt Ernte [d]
[g-L1] [9-L7] [g-L7]
FB 1 15 15 30
FB 2 10 10 20
FB 3 5 5 10 !
nFB 20 0 20

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse fir den Pilz FPI, Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse fir den
Pilz PSS. Aufgrund der unterschiedlichen Gesamtsubstratmengen unterschieden sich auch
die Gesamtbiotrockenmassen der Fermentate. In allen Fallen war ein Biomasseverlust von 25
bis 45% zu erkennen. Bei beiden Pilzen war auRerdem zu erkennen, dass der prozentuale
Pilzanteil mit abnehmender Substratmenge stieg, ebenso wie der Rohproteingehalt bezogen
auf 100 g Trockenmasse des Fermentats. Grundsatzlich unterschied sich der Pilzanteil sowie
der Proteingehalt zwischen den verschiedenen Fed-Batch Anséatzen nur gering. Demnach
wurde in den FB 1 Ansatzen insgesamt am meisten Pilz und Protein erzeugt. Da das
proteinreiche Myzel allerdings nicht von Schalenrtickstanden abgetrennt werden konnte, kam
es zusatzlich zur quantitativen Ausbeute auch auf die endgiiltige Zusammensetzung der
Endprodukte an. Aus diesem Grund wurde fir beide Pilze eine Gesamtsubstratmenge von
20 g-L* gewahlt. Verglichen mit den non-Fed-Batch Ansatzen war der Pilzanteil sowie der
Rohproteingehalt bei beiden Pilzen im non-Fed-Batch Ansatz hoher. Daher wurden die finalen

Fermentationen ohne Fed-Batch mit jeweils 20 g-L** Substratmenge durchgefiihrt.
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Abbildung 17: Ergebnisse der Fed-Batch-Kultivierung verglichen mit einem non-Fed-Batch Ansatz fur den Pilz FPI
auf CPH-Medium; %-Angabe bezieht sich auf prozentualen Anteil des Pilzes an der Bio-Trockenmasse (n=2).
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Abbildung 18: Ergebnisse der Fed-Batch-Kultivierung verglichen mit einem non-Fed-Batch Ansatz fur den Pilz PSS
auf CPH-Medium; %-Angabe bezieht sich auf prozentualen Anteil des Pilzes an der Bio-Trockenmasse (n=2).
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3.3.4.3 Wachstumsreihen und Erntetag von FPI und PSS auf CPH-Medium

Um den Verlauf des Wachstums auf dem CPH-Medium abzubilden und den optimalen

Erntezeitpunkt zu bestimmen, wurden Wachstumskurven der beiden Pilze aufgenommen.
Dabei wurden verschiedene Erntezeitpunkte gewéhlt und die Fermentate auf ihre Bio-

Trockenmasse, den Rohproteingehalt und den Pilzgehalt hin untersucht.

Fur den Pilz PSS wurden die Hauptkulturtage vier, sechs, acht, zehn und 14 als Erntetage
untersucht. Die Wachstumskurve lief3 erkennen, dass der prozentuale Pilzgehalt von Tag vier
bis Tag acht auf 54% anstieg und anschlieend langsam abfiel. Die Bio-Trockenmasse nahm
ebenfalls zwischen Tag acht und Tag zehn leicht ab. Der Rohproteingehalt war mit 22,2 +
0,1g-100g* T™M bzw. 23,4 + 0,8 g-100 g* TM an den Hauptkulturtagen acht und zehn
vergleichbar hoch (Abbildung 19). Wie in Abschnitt 3.3.3.1 beschrieben, kann Uber die
Berechnung des Ergosterols pro Fermentationskolben bestimmt werden, bis zu welchem
Fermentationstag Ergosterol gebildet wird. Fir den Pilz PSS lag dieses Maximum auf CPH-
Medium ebenfalls an Tag acht (Daten nicht dargestellt), weshalb die Quantifizierung der

pilzlichen Biomasse uber den Ergosterolgehalt in diesem Fall vorteilhaft ist.
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Abbildung 19: Wachstumsreihe von PSS auf CPH-Medium, aufgenommen an den Tagen 4, 6, 8, 10 und 14; %-
Angabe bezieht sich auf prozentualen Anteil des Pilzes an der Bio-Trockenmasse (n=2).

Fur den Pilz FPI wurde bereits an Hauptkulturtag zwei zum ersten Mal geerntet, da aus
Vorversuchen bekannt war, dass das Maximum des Pilzwachstums relativ am Anfang der
Fermentation liegt (Abbildung 20). Ebenso wie in den Fed-Batch Ansétzen zeigte sich auch
Uber eine langere Kultivierungsdauer eine deutlich geringere Pilzausbeute fur den Pilz FPI als

fur PSS. Den maximale Pilzgehalt von 17% hatte das Fermentat an Hauptkulturtag vier bei
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einer Gesamtbiotrockenmasse von 11,9g-L? und einem Rohproteingehalt von
18,6 g-100 g* TM. Danach fielen sowohl der Rohprotein- als auch der Biotrockenmasse- und
Pilzgehalt (Abbildung 20). Verglichen mit der Wachstumskurve auf ME-Medium zeigte der Pilz
ein deutlich friheres Wachstumsmaximum an Tag vier gegentber Tag acht. Aufgrund dieses
Wachstumsunterschieds ist die Quantifizierung des Pilzgehaltes tiber den Ergosterolgehalt in

diesem Fall starker fehlerbehaftet als fiir den Pilz PSS.
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Abbildung 20: Wachstumsreihe von FPI auf CPH-Medium, aufgenommen an den Tagen 2, 4, 6, 8, 10 und 12; %-
Angabe bezieht sich auf prozentualen Anteil des Pilzes an der Bio-Trockenmasse (n=2).

3.3.5 Analvytik der fermentierten Endprodukte (CPHF)

3.3.5.1 Chemische Zusammensetzung

Das FPI-Fermentat (CPHFgp (d4)) wies nach Gefriertrocknung einen Restfeuchtegehalt von
7,88 £ 1,86%, das PSS Fermentat (CPHFpss (d8)) einen Restfeuchtegehalt von 8,46 + 0,25%
auf. Der Rohproteingehalt betrug 17,5 + 0,7 g-100 g* TM (CPHFgp (d4)) bzw. 22,1 +
0,6 g-100 g* TM (CPHFess (d8)). Der Rohfettgehalt war vergleichbar gering, steigerte sich
aber dennoch in beiden Fermentaten um 0Uber 100%. Der Rohaschegehalt sank von
9,99-100g* T™M in CPH auf 59 * 0,0 g-100 g* TM (CPHFep (d4)) bzw. auf 8,2 +
0,2 g-100 g* TM (CPHFess (d8)). Der Anteil an Ballaststoffen (inklusive Lignin und Chitin) stieg
auf 75,5 £ 0,4 g-100 g* TM (CPHFep (d4)) bzw. auf 67,2 + 0,5 g-100 g* TM (CPHFess (d8))
an. Beide Fermentate enthielten Chitin. Der Ligninanteil lag fur CPHFgp (d4) bei 45,1 +
4,1 g-100 g* TM und fir CPHFpss (d8) bei 43,3 £ 0,5 g-100 g TM (Abbildung 21). Die Summe
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der hier gezeigten Komponenten ergibt 100,0% fir CPHFgp (d4) und 98,77% fir
CPHFpss (d8).

(17,5)

(43.3) (22,1)
(45.1) (12)

= Rohprotein

(5,9) : (1.3) = Rohfett
Rohasche
(8,2) = Ballaststoffe
m Chitin
= Lignin

(27.6)

(19,3)
(2,8) (4,6)

Abbildung 21: Chemische Zusammensetzung der Fermentate von CPHFrp (d4) (links) und CPHFpss (d8) (rechts);
(Werte bezogen auf die Trockenmasse; n=3; Ballaststoffe n=2).

3.3.5.2 Aminoséaureverteilung und biologische Wertigkeit

Die Aminosaureverteilung zeigte Unterschiede zwischen den beiden Fermentaten in Bezug
auf Reinproteingehalt sowie biologische Wertigkeit und limitierende Aminosauren. Tabelle 33
und Abbildung 22 zeigen, dass CPHFgp (d4) zwar niedrigere Aminosauregehalte aufwies,
allerdings entsprach der Anteil der jeweiligen essentiellen Aminosauren besser dem
Referenzprotein als bei CPHFpss (d8). Dies fuihrte zu einer deutlich héheren biologischen
Wertigkeit fir CPHFgp (d4). Die erste limitierende Aminoséaure in beiden Fermentaten war
Tryptophan. Der Reinproteingehalt wich in beiden Fallen deutlich vom ermittelten
Rohproteingehalt nach Kjeldahl ab (CPHFep (d4): 17,5 gegenliber 10,6 g-100 gt TM,
CPHFess (d8): 22,1 gegeniiber 17,7 g-100 g TM).
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Tabelle 33: Aminosaureverteilung der Fermentate CPHFrpi (d4) und CPHFpss (d8) (n=3) und Gegeniberstellung
zum Referenzprotein.

Aminosaure [g-100 g TM] (Anteil an Anteil an Gesamtamino-

Gesamtaminosauren %) sauren %

Referenzprotein

CPHFrp (d4
(@4) (FAO/WHO 1973)

CPHFpss (d8)

Alanin

0,794 £ 0,004 (6,4%)

1,278 £ 0,010 (6,2%)

Arginin

0,662 + 0,010 (5,3%)

1,005 + 0,047 (4,9%)

Asparaginsaure/

Asparagin

1,357 + 0,001 (10,9%)

2,909 + 0,145 (14,1%)

Cystein

0,174 % 0,004 (1,4%)

0,296 * 0,005 (1,4%)

Glutaminsaure/

1,480 + 0,007 (11,9%)

3,816 + 0,070 (18,5%)

Glutamin
Glycin 0,691 + 0,004 (5,6%) 0,934 + 0,040 (4,5%) -
Histidin 0,635 £ 0,012 (5,1%) 1,418 + 0,073 (6,9%) -
Isoleucin 0,606 + 0,007 (4,9%) 0,876 £ 0,047 (4,3%) 4,0%
Leucin 1,055 + 0,001 (8,5%) 1,506 + 0,073 (7,3%) 7,0%
Lysin 0,795 + 0,008 (6,4%) 0,934 + 0,045 (4,5%) 5,5%
Methionin 0,255 + 0,011 (2,1%) 0,341 + 0,006 (1,7%) -
Phenylalanin 0,647 + 0,010 (5,2%) 0,922 + 0,046 (4,5%) -
Prolin 0,469 + 0,003 (3,8%) 0,782 + 0,037 (3,8%) -
Serin 0,789 + 0,003 (6,4%) 1,068 + 0,051 (5,2%) -
Threonin 0,693 + 0,002 (5,6%) 0,907 + 0,045 (4,4%) 4,0%
Tryptophan 0,115 + 0,008 (0,9%) 0,115 + 0,007 (0,6%) 1,0%
Tyrsoin 0,361 + 0,025 (2,9%) 0,340 + 0,028 (1,7%) -
Valin 0,835 + 0,008 (6,7%) 1,132 £+ 0,050 (5,5%) 5,0%
Cystein+Methionin 0,429 + 0,015 (3,5%) 0,637 + 0,013 (3,2%) 3,5%
Phenylalanin+Tyrosin 1,008 £ 0,035 (8,1%) 1,262 £ 0,090 (5,9%) 6%
Reinprotein (AAres) 10,621 + 0,060 17,677 £ 0,749 -
BV 9%6+1 86+0 100
1. limitierende AS Trp Trp -
2. limitierende AS - Lys -
3. limitierende AS - Cys+Met -

Zum Vergleich sind in Abbildung 23 und Tabelle 34 die Aminosaureverteilungen der
Referenzmyzelien von MEgp (d4) und MEpss (d8) dargestellt. Wahrend der Reinproteingehalt
in beiden Fallen auf ME-Medium deutlich héher war als auf CPH-Medium, war die biologische
Wertigkeit bei 136 FPI gleichbleibend hoch. Bei 177 PSS war die biologische Wertigkeit auf
ME-Medium mit 75 deutlich niedriger als auf CPH-Medium. Anders als bei den Fermentaten

war die erste limitierende Aminosaure die Summe aus Cystein und Methionin.
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Abbildung 22: Aminoséaureprofil der Fermentate CPHFrpi (d4) und CPHFess (d7) (Werte bezogen auf die
Trockenmasse; n=3).
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Abbildung 23: Aminosaureprofil der Myzelien MErp (d4) und MEpss (d8) (Werte bezogen auf die Trockenmasse;
n=3).
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Tabelle 34: Aminosaureverteilung der Myzelien von 136 FPI und 177 PSS auf Malzextrakt-Medium (n=3).

Aminosaure [g-100 g TM]

(Anteil an Gesamtaminosauren %)

MEkrp: (d4)

MEkess (d8)

Alanin

1,660 £ 0,024 (6,4%)

1,031 £ 0,032 (4,5%)

Arginin

1,506 + 0,022 (5,8%)

1,554 + 0,066 (6,7%)

Asparaginsaure/

Asparagin

2,359 + 0,032 (9,1%)

1,737 + 0,033 (7,5%)

Cystein

0,349 £ 0,020 (1,4%)

0,307 + 0,006 (1,3%)

Glutaminsaure/

Glutamin

3,824 + 0,154 (14,8%)

7,054 + 0,320 (30,5%)

Glycin

1,305 £ 0,016 (5,0%)

0,934 £ 0,022 (4,0%)

Histidin

2,614 £ 0,244 (10,2%)

2,367 £ 0,057 (10,2%)

Isoleucin

1,032 £ 0,008 (4,0%)

0,650 * 0,022 (2,8%)

Leucin

1,872 £ 0,020 (7,2%)

1,138 £ 0,035 (4,9%)

Lysin

1,577 + 0,023 (6,1%)

1,090 + 0,033 (4,7%)

Methionin

0,396 + 0,006 (1,5%)

0,242 £ 0,012 (1,0%)

Phenylalanin

1,072 + 0,014 (4,1%)

0,706 £ 0,020 (3,1%)

Prolin

1,092 0,015 (4,2%)

0,728 + 0,018 (3,1%)

Serin

1,351 + 0,025 (5,2%)

1,018 £ 0,007 (4,4%)

Threonin

1,314 + 0,020 (5,1%)

1,049 + 0,014 (4,5%)

Tryptophan

0,302 £ 0,023 (1,2%)

0,202 + 0,005 (0,9%)

Tyrsoin

0,787 £ 0,018 (3,0%)

0,398 + 0,019 (1,7%)

Valin

1,434 + 0,023 (5,5%)

0,922 + 0,023 (4,0%)

Cystein+Methionin

0,745 £ 0,026 (2,9%)

0,549 + 0,017 (2,4%)

Phenylalanin+Tyrosin

1,008 + 0,032 (7,2%)

1,104 + 0,039 (4,8%)

Reinprotein (AAres)

22,237 £ 0,230

19,983 + 0,196

BV 95+1 75+3
1. limitierende AS Met+Cys Met+Cys
2. limitierende AS - lle
3. limitierende AS - Leu
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3.3.5.3

Die Untersuchung der Fettsaureverteilung ergab eine Anderung der Verteilung hin zu hohen

Fettsaureverteilung

Anteilen an Linolsdure durch beide Fermentationen. Die Anteile an Palmitinsaure,
Stearinsaure und Olsaure nahmen durch die Fermentation in beiden Fallen ab.
Pentadecansaure wurde nur durch PSS gebildet (Tabelle 35). Das Fett der beiden Fermentate
zeichnete sich durch eine geringere Menge an SFA’s (Saturated Fatty acids) und MUFA’s
(Mono Unsaturated Fatty acids) und eine hohere Menge an PUFA’s (Poly Unsaturated Fatty

acids) aus.

Tabelle 35: Fettsaureverteilung von CPH sowie CPHFrpi und CPHFpss (n=3).

Fettsaure CPH [%] CPHFep (d4) [%]  CPHFpss (d8) [%]

C 15:0 (Pentadecanséaure) n.n. n.n. 3,51 +£0,95
C 16:0 (Palmitinsaure) 38,18 + 2,08 26,45 + 0,44 19,81 + 0,90
C 16:1 (Z9) (Palmitoleinsaure) 0,49+0,14 0,15+ 0,01 0,22 £ 0,24
C 17:0 (Margarinsaure) 0,18 + 0,31 0,77 £ 0,20 0,41+ 0,10
C 18:0 (Stearinsaure) 16,59 £ 1,59 9,63+1,75 4,72 +1,41
C 18:1 (Z9) (Olsaure) 26,45+ 0,83 16,42 £ 0,79 6,09+1,75
C 18:1 (Z11) (Vaccensaure) 1,92 £ 0,15 1,05+ 0,08 0,71+0,31
C18:2 (Z9, Z12) (Linolsaure) 14,60 £ 0,90 44,64 + 3,34 63,95+4,91
C 18:3 (29, 212, 715) (a-Linolensaure) 0,89 £ 0,25 0,68 £ 0,16 0,22 +£ 0,08
C 20:0 (Arachinsaure) 0,71+ 0,24 0,29 + 0,12 0,31 + 0,06

> SFA 55,65 37,14 28,77

> MUFA 28,86 17,62 7,03

> PUFA 15,49 45,31 64,17

3.3.5.4 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von CPH und CPHF

Mit Hilfe eines Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM) wurden die Strukturen

der Fermentate mit der der reinen CPH verglichen. Ebenfalls wurde die Strukturen der reinen
Myzelien von FPI und PSS, kultiviert auf ME-Medium, untersucht. Die Oberflachenstruktur von
CPH unterschied sich deutlich von der Struktur nach der Fermentation. Das reine PSS-Myzel
zeigte Verbundstrukturen, die aus kleineren Partikeln bestanden, wahrend die CPH-Partikel
groRer waren und eine einheitlichere Oberflache aufwiesen (Abbildung 24). Die Ahnlichkeit
von CPHF mit dem reinen PSS-Myzel erméglichte den Nachweis von Pilzwachstum auf

mikroskopischer Ebene.
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Abbildung 24: ESEM-Aufnahmen von CPH (A+D), MErpi (B), CPHFkp (C), MEpss (E) und CPHFess (F).

3.3.5.5 Ligningehalt und Aktivitat der am Ligninabbau beteiligten Enzyme

Aus 3.1 und 3.3.5.1 ist ersichtlich, dass es wéahrend der viertdagigen Flussigfermentation von
FPI bzw. der siebentagigen Flissigfermentation von PSS nicht zu einem Abbau von Lignin
kam. Abbildung 25 zeigt den Ligningehalt der CPH sowie der beiden Fermentate im Vergleich.
Wahrend der Gesamt-Ligningehalt bezogen auf die Trockenmasse in den CPH der Sorte
SUL 1 bei 27,4 + 0,3 g-100 g TM lag, enthielt CPHF¢p (d4) 45,1 + 4,1 g-100 g* TM und
CPHFpss (d8) 43,3 + 0,5 g-100 g* TM Lignin. Das Verhéltnis von saureunléslichem (AIL) zur
saureldslichem (ASL) Lignin lag bei CPH bei 4,8. Durch die Fermentation nahm es in beiden
Fallen zu, fir CPHFgp (d4) lag es bei 5,9 und fur CPHFpss (d8) bei 10,7.
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Abbildung 25: Gesamt-Ligningehalt von CPH sowie der beiden Fermentate 136 FPI und 177 PSS, aufgeteilt nach
saureunléslichem (AIL) und s&ureléslichem (ASL) Lignin.

Betrachtet man den Ligningehalt absolut je Kolben (bezogen auf die Gesamt-Biotrockenmasse
bzw. die Ausbeute der Fermentate und auf Einwaage der CPH in den Schittelkolben) ergibt
sich Abbildung 26. Dabei war eine geringe Abnahme des Gesamt-Lignins um 0,1 g fir CPHFp,
bzw. um 0,2 g fur CPHFpss zu erkennen.
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Abbildung 26: Gesamt-Ligningehalt von CPH sowie CPHFrpi und CPHFpss, dargestellt als absolute Menge im
Schuttelkolben (Fermentationsvolumen 200 mL).
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Zusatzlich zur Bestimmung des Ligningehaltes wurde die Aktivitdt von am Ligninabbau
beteiligten Enzymen Uber den Kultivierungszeitraum untersucht. Um die Substratabhangigkeit
der Bildung der Enzyme zu untersuchen, wurden neben den beiden Kulturen auf CPH-Medium
auch die Hauptkulturen auf ME-Medium untersucht. In Abbildung 27 ist zu erkennen, dass sich
die Enzymaktivitdit des MnP-Assays deutlich zwischen den verschiedenen Kulturen
unterschied. FPI zeigte auf CPH-Medium keine Aktivitat und auf ME-Medium lediglich an den
Tagen funf, sechs und sieben Aktivitaten von 42, 22 bzw. 6 U-LL. PSS zeigte auf CPH-Medium
bis zu Tag flnf steigende Aktivitaten (max. 877 U-L) und anschlieRend abfallende Aktivitat,
wahrend die maximale Aktivitat auf ME-Medium an Tag vier bei 19 U-L*? lag. Zugehorige
Einzeldaten finden sich im Anhang in Tabelle 51. Eine mitgefuhrte Positivkontrolle zeigte eine
Enzymaktivitat von 11 + 1 U-L™2.
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Abbildung 27: Manganperoxidase-Aktivitat von FPIl und PSS auf ME- und CPH-Medium (n=2).

Ligninperoxidase-Aktivitat konnte lediglich fir CPHFpss an den Hauptkulturtagen sieben und
acht mit 26 bzw. 13 U-L* gemessen werden. Eine mitgefuihrte Positivkontrolle zeigte eine

Enzymaktivitat von 27 + 3 U-L™.
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3.3.6 Upscaling

Der Fermentationsprozess wurde fur PSS und FPI jeweils auf einen Maf3stab von 4,5L in
einem Bioreaktor Gbertragen. Die Aufzeichnungen lber Sauerstoff im Fermentationsmedium,
pH-Wert, Luftzufuhr und Rihrer Geschwindigkeit sind fiir FPI in Abbildung 28 und fir PSS in
Abbildung 29 dargestellt. Der Erntezeitpunkt wurde, angelehnt an die Vorversuche im
Schuttelkolben (vgl. 3.3.4.3) unter Berucksichtigung des Sauerstoffverbrauchs des Pilzes
sowie des pH-Werts, gewéhlt und lag fir FPI an Tag vier (89 h) und fir PSS an Tag sieben
(168 h).

Der Pilz FPI verbrauchte in den ersten 39 h trotz schrittweiser Erhéhung der Luftzufuhr und
der Rihrer Geschwindigkeit den gesamten im Medium vorkommenden Sauerstoff und konnte
erst anschlieRend wieder auf ein Niveau von 20 — 30% gebracht werden. Nach 46 h wurde die
Luftzufuhr konstant auf 268 sL-h' gehalten. Die Riihrergeschwindigkeit startete bei 50 rpm
und wurde schrittweise erhdht. Nach 46 und 70 h wurde die Rihrergeschwindigkeit fir 5 min
auf 500rpm erhdéht, um Medienreste von der Bioreaktorwand zurlick ins
Fermentationsmedium zu bringen. Die Erhdéhung der Rihrergeschwindigkeit ging mit dem
Anstieg des Sauerstoffgehaltes einher, gefolgt von einem erneuten Abfall durch den Verbrauch
des Pilzes. Der starke Anstieg der Sauerstoffkonzentration nach 72 h impliziert, dass der Pilz
keinen weiteren Sauerstoff mehr verstoffwechseln kann. Der pH-Wert fiel Uber die

Fermentationsdauer kontinuierlich, aber langsam von 4,55 auf 4,11 ab.
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Abbildung 28: Sauerstoffgehalt (DO1), pH-Wert (pH1), Luftzufuhr (Fairl) und Ruhrergeschwindigkeit (N1) wahrend
der Fermentationsdauer von FPI in CPH-Medium im 5 L Bioreaktor.

Der Pilz PSS verbrauchte innerhalb der ersten 24 h ca. 60% des Sauerstoffs im Medium.

Durch schrittweise Erhoéhung der Luftzufuhr und der Rihrergeschwindigkeit konnte der

Sauerstoffgehalt anschlieRend zwischen 20 — 50% gehalten werden. Nach 160 h sank der

Sauerstoffgehalt trotz Luftzufuhr von 600 sL-h* und einer Riihrergeschwindigkeit von 400 rpm

auf unter 10% ab. Der pH-Wert stieg wahrend der Fermentationsdauer kontinuierlich, aber

langsam von 4,99 auf 7,75 an. Tabelle 36 zeigt die Bio-Trockenmasse sowie den prozentualen

Pilzgehalt beider Fermentate. Diese waren fur PSS mit den Fermentaten aus Schiittelkolben

vergleichbar, fur FPI fielen sie deutlich geringer aus.
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Abbildung 29: Sauerstoffgehalt (DO1), pH-Wert (pH1), Luftzufuhr (Fairl) und Ruhrergeschwindigkeit (N1) wahrend
der Fermentationsdauer von PSS in CPH-Medium im 5 L Bioreaktor.

Tabelle 36: Bio-Trockenmasse sowie Pilzanteil der Fermentate CPHFrpi und CPHFpss aus dem 5 L Bioreaktor.

CPH FFPI, 5 L Bioreaktor CPHFPSS, 5 L Bioreaktor
Bio-TM [g-LY] 5,0 10,8
Pilzanteil [%] 11+1 48+ 6

Die Fermentation durch PSS wurde weiterhin in einem 150 L Bioreaktor (Arbeitsvolumen 80 L)
durchgefuhrt. In diesem Fall konnte aufgrund der apparativen Ausstattung die
Sauerstoffkonzentration im Medium nicht mittels Sonde Uberwacht werden. Durch ein
Verstopfen der Luftzufuhr durch CPH-Partikel kann keine Aussage dariiber getroffen werden,
wie viel Luft ins Medium eingebracht wurde. Nach einer Fermentationszeit von 14 Tagen
konnten 8,4 g-L** Bio-Trockenmasse mit einem Rohproteingehalt von 15,4 g-100 g* TM und

einem Pilzanteil von 40% gewonnen werden.
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3.4 Fermentation von Kakaopulpe (KP)

3.4.1 Sterilkontrolle der pasteurisierten Kakaopulpe

Bei der Sterilkontrolle der pasteurisierten Kakaopulpe konnten innerhalb von 48 h
Inkubationszeit bei 37 °C keine Bakterien oder Pilze nachgewiesen werden (0 KBE-g?).
Ausgehend von diesem Ergebnis wurde bei Flissigkulturen auf ein vorheriges Autoklavieren

der pasteurisierten Pulpe verzichtet.

3.4.2 Screening auf Agarplatten

Tabelle 37 zeigt die Ergebnisse des Screenings mit 20 Pilzen der Abteilung Basidiomycota.
Dargestellt sind jeweils die Tage mit dem ansprechendsten Geruchseindruck. In diesem
Screening fielen die vier Schwefelporlinge Laetiporus sulfureus (LSU), Laetiporus portentosus
(LPO), Laetiporus persicinus (LPER) und Laetiporus montanus (LMO) positiv durch ihr
tropisch-fruchtiges Aroma mit Kokos-, Maracuja- und Pfirsichnoten auf. Im Gegensatz dazu
zeigten sich auf ME-Platten als Referenz eher wirzige, fleischige Geruchsnoten, was fir eine
substratabhangige Aromaausbildung auf Kakaopulpe sprach. Diese Pilze wurden daher fir

weitere Untersuchungen verwendet.

Tabelle 37: Geruchseindriicke im Plattenscreening auf Kakaopulpeagar (KPA) und Malzextraktagar (MEA) am
jeweils ansprechendsten Tag, sowie das Gesamturteil U und die Intensitat des Geruchs I; ++: sehr intensiv bzw.
sehr gut, +: intensiv bzw. gut, 0: mittel bzw. neutral, -: schwach bzw. schlecht und - - :sehr schwach bzw. sehr
schlecht; (n=2).

Pilz Tage [d] Geruch KPA U I Geruch MEA U I

bittermandelartig, bittermandelartig,
5-PSA 8 ] ) - ++ 0 o 0 0
suBlich, leicht pilzig pilzig

fruchtig, blumig,

9-WCO-C 2 ++ ++ malzig 0 0
beerig, Walderdbeere

16-LED 10 sulich, blumig + 0 leicht pilzig, wiirzig 0 -
tropisch-fruchtig, ) )

24-LSU 4 ) ) ++ + wurzig, malzig 0 0
stRlich, sauerlich
suBlich, fruchtig,

100-PER 16 . + + neutral 0 -

frisch

111-ICO pilzig, sif3lich pilzig, waldig, erdig --

113-PNA 8 frisch, fruchtig modrig, stfRlich --
suBlich, fruchtig, feucht, modrig,

114-PCI 18 ) + 0 -- ++

frisch stechend
) ] o erdig, Waldboden,
136-FPI 4 fruchtig, leicht pilzig + 0 o 0 0
pilzig
blumig, suRlich, stechend, krautig,
160-FVE-D 18 ) ) + 0 ] ) -- ++

atherisch, krautig erdig, modrig

177-PSS 8 frisch, su3lich + - bittermandelartig ++ --
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Pilz Tage [d] Geruch KPA U I Geruch MEA U I
fruchtig, sauerlich, )
200-AXA 4 ) ++ ++ malzig 0 0
siBlich
fruchtig, frisch, ]
201-PBE 4 ) ++ ++ malzig 0 0
silich
Apfel, stBlich, sURlich, sauerlich,
223-PPI 12 ++ + ++ ++
sauerlich, fruchtig alkoholisch
] ) Stallgeruch,
310-PCA 18 stark suf3lich, fruchtig ++ ++ -- ++

ekelerregend

suBlich, fruchtig,
330-POS 4 . -+ ++ Blank 0 0
blumig

) ) sulich, kunstlich-
suBlich, fruchtig, )
345-SRU 14 ) ) ++ ++ parfumartig, Apfel, ++ ++
kiinstlich-parfumartig ]
séauerlich, stechend

tropisch-fruchtig,
497-LPO 16 Kokos, stRlich, ++ ++ stark wiirzig, fleischig 0 ++
Pfirsich

tropisch-fruchtig,
498-LPER 4 Pfirsich, stf3lich, ++ ++ malzig 0 0
Passionsfrucht

tropisch-fruchtig,
524-LMO 4 Pfirsich, st3lich, ++ ++ malzig 0 0

Passionsfrucht

3.4.3 Screening der vier Schwefelporlinge in Submers-Kultur

Ebenso wie im Platten-Screening wurden Kulturen in KP-Medium mit Kulturen in ME-Medium
verglichen. In diesem Screening wurden der Geruch und der Geschmack der Kultur Gber funf
Tage bzw. 120 h von zwei Personen beurteilt. Tabelle 38 zeigt die Ergebnisse fur die
Kultivierung in KP-Medium. Der Geruchs- und Geschmackseindruck der Kultivierung in ME-

Medium war fur alle vier Pilze malzig, stf3lich, wirzig und herb (vgl. Anhang Tabelle 53).
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Tabelle 38: Olfaktorische Eindriicke (0) und gustatorische Eindriicke (g) der Kultivierung der vier Schwefelporlinge

auf KP-Medium an den Kulturtagen 1-5; E= Eindruck, U= Gesamturteil, I= Intensitat; (n=2).
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
E U E I E U E U | E u i
tropisch, tropisch, tropisch,
fruchtig, fruchtig, fruchtig, fruchtig, .
] ] ] fruchtig,
Maracuja, Maracuja, Maracuja, + vergoren, )
(0] + . . - 0 wurzig, - 0
Kokos, Pfirsich, sauerlich, + alt, dumpf,
. o ) stechend
SuR, séuerlich, Pfirsich, séauerlich
séuerlich herb Kokos
tropisch,
LSU ]
B fruchtig,
SuR, sauer,
i Mango, -
Pfirsich, ) adstringier-
. Maracuja, ] -+ -+
g fruchtig, + o + end, leicht - + sehrsauer sehr sauer
. Pfirsich, . -+ -+
leicht tropisch-
Kokos, )
Kokos o fruchtig
sauerlich,
sun
suB, )
) ) ) Citrus, )
fruchtig, sauerlich, stBlich, . sauerlich,
L . L suRlich, . -
O séauerlich, + leicht +  séauerlich, 0 T - fruchtig, 0
) ) ) sauerlich, ) -
suflich, tropisch, Citrus ) wirzig
. fruchtig
fruchtig
LPO Citrus,
fruchtig, blumig, . bitter,
) ) bitter,
sauer, sauerlich, fruchtig, . sauer,
0 ) 0 ] wirzig, - 0 -+
fruchtig Citrus, Suf, ] wiirzig,
) ) fruchtig )
blumig kiinstlich, fruchtig
sauer
. tropisch, . Maracuja, .
tropisch, ) tropisch, _ tropisch,
. fruchtig, . wiirzig, )
fruchtig, fruchtig, . fruchtig,
] Mango, ) sauerlich, .
O Maracuja, + ) + Maracuja, o - sufdlich, 0 -
o Maracuja, o suRlich, o
siiBlich, B séuerlich, . séuerlich,
) SuR, o tropisch,
sauerlich o Pfirsich . alt
séauerlich fruchtig
LPER _
tropisch, )
. tropisch, -
fruchtig, ) sauer, sUB3,
) fruchtig, ) sauer,
sauerlich, Mango, _ fruchtig,
g ) 0 ) + sauerlich, o 0 Ananas, 0o +
fruchtig Maracuja, Pfirsich, . .
. Mango, . leicht bitter
Pfirsich, . Maracuja
Maracuja
Kokos, suf3
. . fruchtig, tropisch, wirzig,
sauerlich, tropisch, . ) ) .
. ) sauerlich, fruchtig, leicht
0 fruchtig, 0 fruchtig, + o - 0 . 0
. . stechend, sufilich, fruchtig,
suBlich sauerlich ) .
tropisch Urin-Note stechend
LMO . sauer,
fruchtig,
sauer, sauer, dumpf, sauer,
sauer, -+
g leicht 0 . . 0 tropisch, + leicht - 0 stechend,
. Citrus, leicht ) ) . -+
fruchtig ) fruchtig tropisch, wirzig
tropisch, suf3 .
fruchtig
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Beim Vergleich der vier Pilze zeigte sich das ansprechendste Aroma an Kultivierungstag zwei
mit den Pilzen LSU und LPER. Der Geruch und der Geschmack wurden hier als tropisch,
fruchtig, suRlich und séauerlich, und an Mango, Maracuja, Pfirsich und Kokos erinnernd
beschriecben. LPO wund LMO hingegen wiesen diese speziellen Geruchs- und
Geschmackseindriicke weniger intensiv auf. Es zeigte sich auch, dass ab Kultivierungstag drei
teilweise negative Eindriicke wahrgenommen wurden, wie beispielsweise extreme Saure bei

LSU und LMO, sowie wirzige und stechende Eindriicke bei allen Laetiporen.

Um eine Auswahl eines Pilzes zu treffen, wurden der pH-Wert sowie die
Oxalsaurekonzentration Uber die Zeit gemessen. Die Laetiporen zahlen zu den
Braunfaulepilzen, weshalb die Oxalsaurekonzentration Uberprift wurde. Abbildung 30 zeigt die
Ergebnisse flur die Kultivierungstage eins bis vier. Der Oxalsduregehalt des KP-Mediums
betrug 0,8 mg-L™.
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Abbildung 30: Verlauf des pH-Werts und der Oxalsaurekonzentration im Uberstand nach Zentrifugation der Kultur
von LSU, LPO, LPER und LMO fir die ersten vier Kultivierungstage.

LSU verzeichnete den starksten Anstieg an Oxals&ure im Vergleich zu den anderen Pilzen.
Gleichzeitig war dies auch der Pilz mit dem deutlichsten Abfall des pH-Werts. Zwischen
Kultivierungstag eins und vier fiel der pH-Wert von 3,75 auf 1,89, die Oxalsdurekonzentration
an Tag vier betrug 3.111 mg-L. Eine dhnliche Tendenz zeigte LMO, dessen pH-Wert bis Tag
vier auf 2,49 fiel. Die Oxalsaurekonzentration an Tag vier lag bei 1.038 mg-L. LPO und LPER
zeigten weder einen starken pH-Wert-Abfall, noch einen Anstieg der Oxalsaurekonzentration.
Aus dem Screening ging hervor, dass das ansprechendste Aroma von LPER und LSU durch

eine 48-stiindige Fermentation generiert wurde. Die Oxalsdurekonzentration von LSU nach
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48 h lag mit 213 mg-L* deutlich hoher als von LPER mit 37 mg-L. Daher wurde LPER fir die

fermentative Herstellung eines Getranks aus Kakaopulpe gewahlt (KP-Getrank).

3.4.4 Sensorische Beurteilung des KP-Getrdnks im Panel nach 12, 24, 36, 48, 60 und
72 h

Aus dem ersten Screening ging hervor, dass LPER nach 48 h das ansprechendste Aroma
generierte. Um zusatzliche Fermentationszeiten zu untersuchen, wurden Proben nach 12, 24,
36, 48, 60 und 72 h sensorisch auf Geruch und Geschmack in einem Panel von 10 Personen
beschrieben. Abbildung 31 zeigt die Geruchseindricke, Abbildung 32 die
Geschmackseindriicke.

— KP-M
—12h
24 h
sufilich =36 h
Tee-artig 4 sauerlich 48 h
——72h

Apfel tropisch

Aprikose -iu /, Maracuja

Ananas | / Pfirsich
Honig Mango
Rhabarber o Kokos
Citrus

Abbildung 31: Graphische Darstellung der bewerteten Intensitat der Geruchseindriicke fur das KP-Medium und
das KP-Getréank nach 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h und 72 h; O: nicht erkennbar, 5: sehr stark erkennbar.
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Abbildung 32: Graphische Darstellung der bewerteten Intensitat der Geschmackseindricke fir das KP-Medium
und das KP-Getrank nach 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h und 72 h; 0: nicht erkennbar, 5: sehr stark erkennbar.

Sowohl im Geruch als auch im Geschmack wird deutlich, dass die tropisch-fruchtigen Noten
wie ,Pfirsich®, ,Mango®, ,Kokos" und ,Maracuja“ nach 48-stiindiger Fermentation am starksten
ausgepragt waren. Der saure Geschmackseindruck war im KP-Medium am starksten
ausgepragt und nahm durch die Fermentation ab, der siiRe Geschmackseindruck hingegen
war nach 48-stundiger Fermentation am intensivsten. Zusatzlich wurde die allgemeine
Praferenz fur Geruch und Geschmack bewertet (vgl. Abbildung 33). Die Bewertung des
Geruchs steigerte sich durch die 48-stiindige Fermentation von 2,9 auf 3,7 von mdglichen 5,0
Punkten. Die Bewertung des Geschmacks steigerte sich von 2,1 auf 4,2 von 5,0 méglichen
Punkten.
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Abbildung 33: Bewertung des Geruchs (orthonasal) und des Geschmacks (retronasal) des KP-Getranks im Panel
Uber einen Zeitraum von 72 h; 0 = nicht ansprechend, 5 = sehr ansprechend.

3.4.5 Optimierungsversuch durch Carbonisierung des KP-Getranks

Um zu untersuchen, wie eine Carbonisierung des Getranks sich auf dessen Sensorikprofil und
auf die Akzeptanz auswirkt, wurde das carbonisierte Getrank in einem sensorischen Panel
gegen das nicht carbonisierte Getrank untersucht (Abbildung 34 und Abbildung 35). Sowohl in
den Attributen ,tropisch®, ,Maracuja“, ,Pfirsich®, ,Mango“ ,Kokos" und ,Aprikose“ als auch in
der allgemeinen Praferenz verlor das carbonisierte Getrank an Punktewerten. Im Geschmack
wurde es als saurer bewertet. Die Gesamtpraferenz fiel durch das Carbonisieren auf 3,0 von

5,0 mdglichen Punkten.
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Abbildung 34: Graphische Darstellung der bewerteten Intensitat der Geruchseindriicke fur das KP-Getrank nach
48-stiindiger Fermentation (Referenz) sowie fir das carbonisierte Getrank (n=20).
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Abbildung 35: Graphische Darstellung der bewerteten Intensitéat der Geschmackseindricke fur das KP-Getrank
nach 48-stiindiger Fermentation (Referenz) sowie fiir das carbonisierte Getrank (n=20).
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3.4.6 Analytische Untersuchung des KP-Mediums und des KP-Getrédnks

Das Kakaopulpe-Medium sowie das fermentierte Kakaopulpe-Getrank wurden auf ihre
organischen Sauren sowie den Zuckergehalt untersucht. Der Gehalt an den organischen
Sauren Citronensaure, Milchsaure, Essigsaure und Apfelsdure sank durch die Fermentation
unterschiedlich stark ab. Weinsaure konnte in beiden Proben nicht nachgewiesen werden. Die
Oxalsaurekonzentration stieg auf 37 mg-L*an (vgl. 3.4.3). Der Gesamtzuckergehalt sank von
14,5 auf 13,4 g-L, wobei der Wert fir Glucose abnahm, wahrend der Wert fir Fructose

konstant blieb (Tabelle 39).

Tabelle 39: Organische Sauren, Zuckergehalt sowie pH-Wert des Kakaopulpe-Mediums und des Kakaopulpe-
Getranks.

CKP-Medium CKP-Getrank
Citronensaure [g-L] 1,29 + 0,02 1,21 +£0,01
Milchsaure [mg-L1] 12,1+0,5 n.n.
Organische Weinsaure [mg-L1] n.n. n.n.
Sauren Essigsaure [mg-L1] 4159 + 25,2 318,3+41,2
Apfelsaure [mg-L1] 78,7+3,0 n.n.
Oxalsaure [mg-L1] 0,8+0,3 36,7+0,3
Glucose [g-L7] 8,1+0,1 6,8+0,1
Zucker Fructose [g-L1] 6,4+0,1 6,6+0,1
Summe [g-L7] 14,5+0,1 13,4+0,1

3.4.7 Aromaanalytische Untersuchungen des Kakaopulpe-Mediums

Das Kakaopulpe-Medium wurde mittels SBSE und I/I-Extraktion mit anschlieRender SAFE auf
seine Aromastoffe untersucht (Tabelle 40). Insgesamt wurden 38 aromaaktive Substanzen im
KP-Medium nachgewiesen. 2-Heptanon, 2-Methyl-1-butanol, 6-Methyl-5-hepten-2-on, 1-
Hexanol, a-Terpineol, Hexansaure, »Nonalacton sowie Octanséure und Decansaure konnten
olfaktometrisch nicht wahrgenommen werden. Durch beide Extraktionsmethoden zusammen
wurden sechs Substanzen olfaktometrisch wahrgenommen, die nicht identifiziert werden
konnten. Den nicht identifizierten Substanzen n.i. 1 und n.i. 3 konnten im Chromatogramm

keine Peaks zugeordnet werden.
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Tabelle 40: Ubersicht der identifizierten und vorlaufig identifizierten Substanzen im Kakaopulpe-Medium mit
Geruchseindriicken und RI-Indices nach Van-Den-Dool und Kratz; n.i. = nicht identifiziert.

Geruchseindruck nach

Substanz Geruchseindruck ) RIvF-wax Rlpg-5 MS**
Literatur*
] atherisch, fruchtig,
Ethylacetat fruchtig ) 8772 - +
suRlich, Traube, Rum
) ) suBlich, fruchtig, Banane,
2-Pentanon fruchtig, stBlich ) 9722 <7002 +
atherisch
2-Methyl-3-buten- ] ) )
20l fruchtig, griin fruchtig, blumig 10362 <7002 +
-0
) ) Orange, grin, fruchtig,
2-Pentylacetat fruchtig, siiRlich _ 1071b 850 +
Banane, nussig
stRlich, Karamell, frisch, gruin, grasig,
1-Hexanal ) ) ) ) 10802 8012 +
frisch fruchtig, suRlich, fettig
ni. 1l grun, krautig, fruchtig - 1103 - -
) ) alkoholisch, fermentiert,
krautig, organisches ) )
2-Pentanol ) suBlich, Banane, 6lig, 11212 7092 +
Losungsmittel ) )
Lésungsmittel
fruchtig, wirzig, stf3lich,
2-Heptanon - 11822 8922 +
Kokos
2-Methyl-1- atherisch, fettig, grun,
- . 12162 7352 +
butanol Whiskey
2-Heptylacetat fruchtig, blumig Bockshornklee, fruchtig 1264 1039 +
n.i.2 suflich - 1278 - -
) ) suBlich, buttrig, sahnig,
Acetoin suBlich o ] 12792 7202 +
milchig, fettig
Wachs-artig, Citrus,
1-Octanal stRlich, citrus Orangenschale, frisch, 12902 10052 +
fettig
o pilzig, muffig, dreckig,
1-Octen-3-on pilzig ] 13032 9762.¢ +
erdig
) suRlich, blumig, frisch,
2-Heptanol siilich, Kokos ) ) 13202 9032 +
Citrus, Zitronengras
6-Methyl-5- Citrus, grun,
- ) 13392 9862 +
hepten-2-on Zitronengras, Apfel
atherisch, fruchtig,
1-Hexanol - ) 13502 8692 +
suBlich, griin
o ) frisch, griin, fruchtig,
2-Nonanon fruchtig, frisch, krautig . » 13902 10922 +
kasig, seifig, Kokos
] fruchtig, Apfel, Banane,
1-Heptanol fruchtig ) 14552 9722 +
muffig, scharf
Linalool-oxid- ) )
) ) ) blumig, griin, erdig, 14439/ 10748/
furanoid suRlich, blumig ) +
) wiurzig 14712 10892
(Gemisch)

101|Seite



Ergebnisse

Geruchseindruck nach

Substanz Geruchseindruck ) RIvF-wax Rlpg-5 MS**
Literatur*
) ) stechend, sauerlich,
Essigsaure Essig ) 14502 <7002 +
Essig
) stBlich, blumig, Citrus, blumig, stlich,
Linalool ] 15482 11012 +
Citrus Rose, Blaubeere
) ) Wachs-artig, grun,
1-Octanol stiRlich, blumig o 1558° - +
Orange, Rose, pilzig
sufdlich, Kirsche,
Acetophenon suBlich, fruchtig Marzipan, Mandel, 16552 10702 +
Vanille
] ] ] sauerlich, schweilig,
Isovaleriansaure muffig, k&sig, Banane ) ] ] 16812 8422 +
kasig, fruchtig, fettig
) ) ] Pinie, holzig, Citrus,
a-Terpineol Citrus, holzig ) ) 16982 11992 +
blumig, Terpen-artig
1-Phenylethyl- sulich, fruchtig, )
] Beere, fruchtig, griin 17042 11912 +
acetat sauerlich
suBlich, fruchtig, suBlich, blumig, Honig,
Ethylphenylacetat ) 17892 12452 +
blumig Rose, Kakao
sauerlich, fettig,
Hexanséaure - . ] 18572 - +
schweilig, kasig
) suBlich, blumig, fruchtig,
Benzylalkohol suf3lich, Kokos ) 18682 10362 +
chemisch
suf3lich, Rose, ) )
) ) blumig, Rose, suflich,
2-Phenylethanol fruchtig, erfrischend, o 19012 11162 +
Honig, frisch
Kokos
-Nonalacton Kokos fettig, Kokos 20392 13612 +
fettig, Wachs-artig,
Octansaure - _ _ 2069° 1174° +
ranzig, kasig
n.i.3 fruchtig, tropisch - 2278 - -
ranzig, fettig,
Decanséure - ) 22812 13702 +
unangenehm, Citrus
n.i. 4 fruchtig, sauerlich - 2452 - -
n.i.5 suBlich - 2461 - -
n.i. 6 fruchtig, Pulpe - 2882 - -

*(TGSC 2023)

** die Massenspektrum auf VF-Wax sind dem Anhang unter 6.7 angeflgt
2 |dentifiziert durch authentischen Standard

b |dentifiziert durch Abgleich mit Literaturdaten (NIST Chemistry WebBook 2022)
¢ Identifiziert anhand des Geruchs zu gegebenem RI
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3.4.8 Aromaanalytische Untersuchungen des Kakaopulpe-Getranks

Zur Aufklarung des durch die Fermentation gebildeten Aromas und die Gewichtung einzelner
Aromastoffe fiir das Gesamtaroma wurden gaschromatographische Untersuchungen mit
massenspektrometrischer Detektion durchgefihrt. Dabei wurden aromaaktive Verbindungen
zusatzlich mittels Olfaktometrie-Detektor-Port (ODP) detektiert. Es wurden zwei verschiedene
Extraktionsmethoden geprift. Beim Vergleich einer 30-minltige stir bar sorptive extraction
(SBSE) bei Raumtemperatur (head space (hs) sowie direct immersion (di)) und einer
klassischen flussig-flissig-Extraktion mit PD (Pentan/ Diethylether (1/1,12) (v/v)) mit
anschlieRender solvent assisted flavor evaporation (SAFE) konnten mehr aromaaktive
Substanzen mittels SBSE  wahrgenommen  werden. Daher  wurde eine
Aromaverdinnungsanalyse (ADA) mittels di-SBSE durchgefiihrt und die identifizierbaren

Aromastoffe mit den hdchsten Flavor-Dilution-Faktoren (FD-Faktoren) quantifiziert.

3.4.8.1 Aromaverdinnungsanalyse (ADA)

In der Aromaverdinnungsanalyse wurden insgesamt 37 Substanzen olfaktometrisch
wahrgenommen. Von diesen in Tabelle 41 aufgefiihrten Stoffen konnten die Substanzen S01,
S03, S04, S06, S07, S11 sowie S15 ebenfalls im nicht fermentierten KP-Medium
nachgewiesen werden. Zuséatzlich wurden nach der Fermentation die aromaaktiven
Substanzen Acetophenon, Linalooloxid-furanoid (Isomerengemisch), Hexadecanséure,
Octadecansaure, Limonen, 2-Heptanon und Essigsaure-2-pentylester vorlaufig identifiziert,
aber olfaktometrisch nicht wahrgenommen. Abbildung 36 zeigt das zugehdrige
Chromatogramm auf VF-Wax-Séule mit Zuordnung der Peaks. (R)-Linalool zeigte den
hdchsten FD-Faktor (2.048), gefolgt von (E)-Nerolidol und 5-Butyl-2(5H)-furanon mit 1.024 und
2-Nonanon mit einem FD-Faktor von 512. Die Substanz S26 wies einen FD von 256 auf,
konnte allerdings nicht identifiziert werden. Methylbenzoat und 2-Phenylethanol wiesen einen
FD von 128 auf. Mit einem FD von 64 folgten mehrere Substanzen, die einen tropisch-
fruchtigen Geruch nach Kokos und Pfirsich aufwiesen, allerdings ebenfalls nicht identifiziert
werden konnten (S18, S21, S23 und S25). Diese konnten aufgrund ihrer Massenspektren der
Gruppe der Sesquiterpenoide zugeordnet werden. Die statistische Auswertung zur
Uberprifung der Linearitat in der Verdiinnungsanalyse ergab BestimmtheitsmaRe zwischen
0,9799 und 0,9921 (vgl. Anhang Abbildung 91).
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Tabelle 41: Ubersicht der olfaktometrisch wahrgenommenen Substanzen des KP-Getrénks in der ADA mit FD-Faktoren

Kratz; n.i. = nicht identifiziert.

Ergebnisse

, Geruchseindriicken und RI-Indices nach Van-Den-Dool und

Substanz- ) Geruchseindruck nach
Substanz FD Geruchseindruck RIvF-wax Rlog-s MS****
nummer Literatur***
krautig, gruin, stf3lich, suBlich, fruchtig, Banane, atherisch,
S01 2-Pentanon 32 ) ) 9722 <7002 +
blumig holzig
S02 2-Hexanon 32 krautig, grin fruchtig, pilzig, buttrig 1079° - -
) ) alkoholisch, fermentiert, sti3lich,
S03 2-Pentanol 32 stRlich, blumig 11222 700P +
Banane
grun, herb, fruchtig, fruchtig, Wein-artig, chemisch,
S04 2-Hexanol 32 ) . 12208 8002 +
Beere, wirzig fettig, Blumenkohl
S05 n.i. 16 suf3lich, krautig - 1271 - -
) ] ] grun, Citrus, aldehydisch,
S06 Octanal 32 sulich, blumig, Citrus ) 12902 10002 +
Orangenschale, fettig
S07 1-Octen-3-on 32 pilzig pilzig, muffig, wirzig, erdig 13032 9762°¢ +
fruchtig, modrig, krautig, run, fruchtig, kasig, seifig, wirzig,
S08 2-Nonanon 512 9 ) 9 ] 9 9 9 g 9 9 13902 10972 +
wirzig, kasig Kokos
) fruchtig, blumig, Citrus,
S09 n.i. - 1402 - -
frisch, pilzig
herb, grin, schokoladig,  wurzig, grun, frisch, Gurke, wachsig,
S10 (E)-2-Octental ) ) 14312 - +
erdig suBlich
fruchtig, Nagellack, fruchtig, Apfel, Banane, muffig,
S11 1-Heptanol 8 ) 14552 972ac +
wrzig scharf
) ) ) slURRlich, Mandel, Karamell,
S12 2-Acetylfuran 16 sURlich, Citrus, blumig _ 1509° - +
Balsamico
] suBlich, fruchtig, blumig, Citrus, blumig, Rose, sufilich,
S13 (R)-Linalool* 2.048 15482 11012 +

Citrus

Blaubeere
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griin, krautig, stBlich,

phenolisch, Mandel, blumig,

S14 Methylbenzoat 128 ) i 16262 1092
Popcorn Kirsche, Wintergriin
Lavendel, blumig, )
S15 1-Phenylethylacetat 64 ) ) Beere, fruchtig, grin 17042 11912
fruchtig, tropisch
) suBlich, Popcorn, Kokos,
S16 n.i. 16 - 1720 -
fruchtig, Pfirsich
S17 n.i. 64 grun, krautig, wirzig - 1750 -
] ] ) fruchtig, Kokos, stR3lich,
S18 n.i. (Sesquiterpenoid)** 64 ) . - 1803 1468
Maracuja, wirzig
S19 n.i. (Sesquiterpenoid) 32 suBlich, fruchtig - 1842 -
) ) ] wrzig, krautig, stf3lich,
S20 n.i. (Sesquiterpenoid) 64 i ) - 1858 -
blumig, fruchtig, grin
S21 n.i. (Sesquiterpenoid) 32 fruchtig, Citrus, Kokos - 1902 1701
suBlich, Rose, fruchtig, ] ) L
S22 2-Phenylethanol 128 ) blumig, Rose, sifilich, Honig, frisch 19102 11162
erfrischend, Kokos
) ) ] suRlich, pilzig, fruchtig,
S23 n.i. (Sesquiterpenoid) 64 o - 1951 -
Pfirsich
S24 5-Butyl-2(5H)-furanon  1.024 Kokos, Pfirsich - 19702 12392
S25 n.i. (Sesquiterpenoid) 64 suBlich, Kokos, Pfirsich - 1995 -
S26 n.i. (Sesquiterpenoid) 256 wurzig, herb, metallisch - 2003 -
) sulich, Popcorn, blumig, ) ) ) )
S27 (E)-Nerolidol 1.024 holzi blumig, griin, Citrus, holzig, wachsig 20392 15632
olzig
S28 n.i. (Sesquiterpenoid) 8 suBlich, fruchtig, wirzig - 2056 1603
S29 n.i. (Sesquiterpenoid) 32 fruchtig, stf3lich, Karamell - 2078 -
S30 n.i. (Sesquiterpenoid) 8 verbrannt, Plastik, wirzig - 2110 1572
S31 -Muurolol 16 stiRlich, Maggi wurzig, Honig 2199 1662°
S32 n.i. (Sesquiterpenoid) 8 suBlich, Karamell, Pfirsich - 2230 1589
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silich, Citrus, fruchtig,

S33 n.i. (Sesquiterpenoid) 32 2265 1630
Karamell
) ) ] Citrus, fruchtig, Popcorn,
S34 n.i. (Sesquiterpenoid) 64 . 2289 -
suflich
S35 n.i. (Sesquiterpenoid) 32 siBlich, fruchtig 2461 -
) ) ) fruchtig, krautig, herb,
S36 n.i. (Sesquiterpenoid) 64 j 2491 -
suflich, stechend
S37 n.i. (Sesquiterpenoid) 32 suBlich, Kokos, blumig 2582 1756

* Enantiomereniiberschuss ee = 98,4%

** aufgrund des Massenspektrums wahrscheinlich der Gruppe der Sesquiterpene/ Sesquiterpenoide zuordenbar

o+ (TGSC 2023)

*** alle Massenspektren sind dem Anhang unter 6.9 angefiigt
2 [dentifiziert durch authentischen Standard
b |dentifiziert durch Abgleich mit Literaturdaten (NIST Chemistry WebBook 2022)
¢ Identifiziert anhand des Geruchs zu gegebenem RI
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Abbildung 36: diSBSE Chromatogramm von LPER auf KP-Medium 48 h (5 °C-Rampe auf VF-Wax-Saule).
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3.4.8.2 Quantifizierung von Aromastoffen und Berechnung des Aromawerts

Tabelle 42 zeigt die Konzentrationen der einzelnen Aromastoffe im KP-Getrank sowie die mit
Hilfe von Tabelle 23 berechneten Aromawerte. Die zugehdorigen Kalibriergeraden sind dem
Anhang beigefiigt (Abbildung 129). Die Substanzen (R)-Linalool, (E)-Nerolidol, 5-Butyl-2(5H)-
furanon und 2-Phenylethanol wiesen Aromawerte > 1 auf, 2-Nonanon und 1-Phenylethylacetat
wiesen einen Aromawert < 1 auf. Methylbenzoat lag mit einem Aromawert von 0,8 nur leicht

unter einem Wert von 1. Den hdchsten Aromawert wies (R)-Linalool mit 1.897 auf.

Tabelle 42: Konzentrationen der quantifizierten Aromastoffe im KP-Getrédnk sowie berechnete Aromawerte.

Substanz Konzentration [ug-L™] Aromawert (OAV)

2-Nonanon 15+0,1 0,3

(R)-Linalool 165,0 + 1,6 1.897
(E)-Nerolidol 42,4+5,0 170
Methylbenzoat 04+0,1 0,8
1-Phenylethylacetat 0,6+0,1 0,03
2-Phenylethanol 192,8+0,8 1,4
5-Butyl-2(5H)-furanon 457,4 + 30,6 7.,4*

* OTs-Butyl-2(5H)-furanon = 62 pg-L™?
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3.4.8.3 Kinetische Untersuchung von Aromastoffen

Zur Abschatzung der Kinetik einiger Aromastoffe wurden Fermentate nach 12, 24, 36, 48, 60
und 72 h in gleicher Weise mittels di-SBSE untersucht und anhand der Peakflachen der
ausgewahlten m/z-Verhaltnisse graphisch in einer Heat-Map dargestellt. Hier wurden die
Peakflachen einer Substanz prozentual auf die hochste erhaltene Peakflache, die 100%
gesetzt wurde, bezogen (Abbildung 37). Zugehdrige Peakflachen finden sich im Anhang in
Tabelle 54.

100,0
S26 |

S25 —
523 H

<1 | 80,00

518 |
1-Octanal
1-Heptanol — 60,00
2-Pentanol
1-Phenylethylacetat

2-Phenylethanol — 40,00

Methylbenzoat —
(E)-Nerolidol —
5-Butyl-2(5H)-furanon —| 20,00
(R)-Linalool —

2-Nonanon —

2-Pentanon —

| 0,000
< w [s e}
o~ 0 <

60
72

Fermentationsdauer [h]

Abbildung 37: Veranderung einzelner Aromastoffe Uber die Zeit der Fermentation des KP-Mediums (Heatmap)
(n=3).

1-Octanal, 1-Heptanol, 2-Pentanol, 1-Phenylethylacetat und 2-Phenylethanol waren bereits im
KP-Medium vorhanden und zeigten im Laufe der Fermentation abnehmende Intensitaten.
Methylbenzoat, (E)-Nerolidol, 5-Butyl-2(5H)-furanon und (R)-Linalool wurden wahrend der
Fermentation durch den Pilz gebildet, ebenso wie die nicht identifizierten Substanzen S18,
S21, S23, S25 und S26. 2-Nonanon sowie 2-Pentanon kamen im KP-Medium zwar bereits
vor, allerdings wurde die Intensitéat im Laufe der Fermentation héher, was ebenfalls zeigt, dass
auch diese Aromastoffe vom Pilz gebildet oder freigesetzt wurden. Fir den vom Panel
praferierten Erntezeitpunkt von 48 h zeigt das Diagramm die hdchsten Intensitaten fir 2-
Pentanon und 5-Butyl-2(5H)-furanon, sowie fir S18, S23, S25 und S26. Fur 1-Octanal, 1-
Phenylethylacetat, 2-Phenylethanol, Methylbenzoat, (E)-Nerolidol und (R)-Linalool waren die
Intensitaten nach 48 h zwar nicht am héchsten, lagen aber trotzdem nahe des Maximums.
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4. Diskussion

Der Kakaoanbau steht aufgrund sozialer, dkologischer und 6konomischer Probleme vor
grofRen Herausforderungen fir die Zukunft. Der Schlissel zur Verbesserung der Bedingungen
im Kakaoanbau kdnnte eine nachhaltige Landwirtschaft sein, die die Verwertung der gesamten
Frucht einschlief3t. Neuartige Produkte aus den Nebenstromen kdnnten positive Auswirkungen
auf die Kakaobauern und -bauerinnen und die Umwelt haben. Zu den Nebenstromen, die in
den Anbaulandern anfallen, zéhlen die Kakaofruchtschalen (CPH) und der Kakaohonig, der
verflissigte Kakaopulpesaft nach der Fermentation. Durch die unzureichende Beseitigung
dieser Nebenstréme entstehen 6kologische und pflanzengesundheitliche Probleme, wie die
Verschmutzung des Grundwassers oder die Ausbreitung von Baumkrankheiten (Vasquez et
al. 2019). In dieser Arbeit wurde daher der Fokus auf die CPH sowie die frische Kakaopulpe
(KP) gelegt. Auch wenn die Verwendung der CPH als natirlicher Dinger in vielen
Anbaugebieten etabliert ist, Ubersteigt die anfallende Menge deutlich die benétigte Menge,
sodass der Uberschuss wertbringend genutzt werden kénnte. Durch die Abtrennung eines
Teils der Kakaopulpe vor der Fermentation vermindert sich die Menge des Kakaohonigs und
es entsteht ein hochwertiges Ausgangsprodukt fir diverse Produktentwicklungen. Die Qualitat
der Bohnen verschlechtert sich dadurch nicht (Schwan und Wheals 2004; Amanquah 2013).
Um eine ganzheitliche Nutzung von Kakaofrichten zu erreichen, muissten auch die
Kakaobohnenschalen einer Verwendung zugefihrt werden. Da es sich hierbei allerdings um
den mengenmalig geringsten Nebenstrom handelt und dieser erst in den
Verarbeitungslandern anféllt, sollte das Augenmerk zunéchst auf die CPH sowie die

Kakaopulpe gelegt werden, um diese einer Nutzung im Lebensmittelbereich zuzufuhren.

Die Fermentation durch Pilze der Abteilung Basidiomycota entweder zur Erzeugung pilzlicher
Biomasse oder zur Generierung ansprechender Aromen wurde bereits fiir vielfaltige
Lebensmittelnebenstrome und andere Substrate angewendet, wie beispielsweise Apfel- und
Johannisbeertrester, oder Schalen von Citrusfriichten (Ahlborn et al. 2019; Blrger et al. 2022;
Sommer et al. 2023). Die Aufwertung von Nebenstromen der Kakaofriichte durch Speisepilze
zur Lebensmittelgewinnung ist bisher in der Literatur nicht beschrieben und bietet daher ein

neuartiges, interessantes Forschungsfeld.

4.1 Fermentation von CPH zur Erzeuqung pilzlicher Biomasse

AulBerhalb des Lebensmittelsektors sind viele verschiedene Anwendungen von CPH
beschrieben. Hierzu z&hlen beispielsweise der Einsatz als Dunger, zur Seifenherstellung, zur
Papierherstellung oder als Futtermittel. Der Einsatz in Futtermitteln ist allerdings nur begrenzt

maoglich, da die geringe Nahrstoffdichte der Schalen limitierend fiir die Leistung der Tiere und
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deren Verdaulichkeit ist (Laconi und Jayanegara 2015). Durch verschiedene
Vorbehandlungsmethoden, wie die Fermentation mit Weilfaulepilzen oder die Zugabe von
Harnstoff, lasst sich der Ballaststoffgehalt senken und der Proteingehalt steigern und macht
somit die Verfltterung in Mischung an verschiedene Nutztiere moglich (Laconi und
Jayanegara 2015; Omotoso et al. 2018). Das Vorkommen von Theobromin in den Schalen mit
ca. 7mg-100 g* schrankt die Verfutterung allerdings zusatzlich ein (Nguyen und Nguyen
2017). In Bezug auf die stetig wachsende Weltbevdlkerung und den damit einhergehenden
steigenden Nahrungsmittelbedarf ist es sinnvoll, nach Mdglichkeiten zu suchen, die
Nebenstrome der Lebensmittelproduktion im Lebensmittelbereich einzusetzen. Die Extraktion
einzelner Fraktionen aus CPH und ihre Anwendung fiir Lebensmittel ist beispielsweise fur
Pektin beschrieben und bereits patentiert (Bernaert et al. 2020). Weitere funktionale Molekiile,
wie Phenole, wurden bereits erfolgreich extrahiert. Bislang existieren keine Studien, die den

Einsatz der gesamten Kakaofruchtschalen in Lebensmitteln untersuchen.

4.1.1 Zusammensetzung von CPH

Die ermittelte chemische Zusammensetzung der drei Sorten SUL 1, SUL 2 und MCC 02 wich
nur gering voneinander ab und stimmte gut mit der in der Literatur angegebenen
Zusammensetzung Uberein (Tabelle 43). CPH besitzen einen hohen Aschegehalt. Die
Mineralstoffzusammensetzung wurde nicht untersucht. In der Literatur wird Kalium als das
Hauptmengenelement beschrieben, gefolgt von Calcium und Magnesium (Vriesmann et al.
2011). Ballaststoffe stellen die grof3te Fraktion der CPH dar. Die Abweichungen kdénnen auf
naturliche Schwankungen oder die verwendete Methode zurtickgefiihrt werden. Der hohe
Ligningehalt mit Gber 27 g-100 g* TM limitiert den ernahrungsphysiologischen Nutzen. Der
Rohproteingehalt schwankt innerhalb der Literaturdaten deutlich, obwohl immer derselbe
Stickstoff-zu-Protein  Umrechnungsfaktor von 6,25 gewahlt wurde. Insgesamt ist der
Proteingehalt mit knapp 8 g-100 g TM relativ niedrig, wobei die Biologische Wertigkeit des
Proteins mit 87 als hoch angesehen werden kann. Die Verwendung von CPH im Ganzen als
Lebensmittel wird insgesamt durch die Nahrstoffzusammensetzung, vor allem den niedrigen
Protein- und den hohen Ligningehalt, begrenzt. Daher sollte in dieser Arbeit untersucht

werden, ob eine Fermentation mit Speisepilzen diese aufwerten kann.
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Tabelle 43: Vergleich der chemischen Zusammensetzung von CPH mit Literaturdaten; alle Daten bezogen auf TM;
KH=Kohlenhydrate.

Parameter CPH (SUL 1) CPH (a) CPH (b) CPH (c)
Protein (N x 6,25) 7,7+0,0 8,6+0,1 8,9+0,3 4,2+0,2
Fett 0,6 +0,0 15+0,1 23%+0,3 23%+0,1
Asche 99+0,1 6,7+0,0 79+04 8,4+0,1
Ballaststoffe 64,2+0,9 36,6 0,0 59,0+ 0,5 56,0 £ 0,2
hiervon Lignin 27,4+0,3 21,4+0,6 19,4+ 0,7 -
andere KH 20,3+1,7 32,3+1,8 - 29,0+£0,2

a (Vriesmann et al. 2011)
b (Yapo et al. 2013)
¢ (Martinez et al. 2012)

4.1.2 Ergosterol als Biomarker

Zur Bewertung des Pilzwachstums auf unléslichen Medien kann nicht das Gewicht des
Fermentats herangezogen werden, da es sich um eine Mischung aus gebildetem Pilzmyzel
und Substratresten handelt (Ahlborn et al. 2019). Daher muss in solchen Fallen ein Biomarker
fur das Wachstum herangezogen werden. Ergosterol kommt als membrangebundenes Lipid
fast ausschlieBlich in der pilzlichen Zellmembran vor, wobei es eine wichtige Rolle bei der
Membranfluiditat und -struktur spielt (Rodrigues 2018). Ergosterol kann daher als Biomarker
zum Nachweis pilzlicher Biomasse genutzt werden (Gessner 2020; Lau et al. 2006;
Djajakirana et al. 1996).

In dieser Arbeit wurde eine neue Methode zur quantitativen Bestimmung von Ergosterol in
Pilzmyzelien und Myzel-Substrat-Komplexen entwickelt und validiert. Im Gegensatz zur zuvor
verwendeten, institutsinternen Methode nach Ahlborn et al. (2018), wird mit der neu
entwickelten Methode eine erhebliche Menge Ldsemittel eingespart, der Probendurchsatz
erhodht und die bendtigte Menge an Pilzmyzel pro Analyse von 2 g auf ca. 50 mg gesenkt. Dies
ist vor allem vorteilhaft fur die Untersuchung von Screening-Ansétzen, bei denen meist nur

wenige Hundert Milligramm einer Probe zur Verfigung stehen.

Eine Validierung dient dazu, eine Aussage daruber zu treffen, ob eine bestimmte Prifmethode
fur ihren Verwendungszweck geeignet ist (Kromidas 2011). Der Zweck der hier neu
entwickelten und zuvor optimierten GC-FID-Methode ist es, den Analyten Ergosterol in
Pilzmyzelien sowie in Substrat-Myzel-Komplexen guantitativ mit hinreichender Genauigkeit
erfassen zu konnen. Der Anpassungstest nach Mandel ergab einen linearen Zusammenhang
im Arbeitsbereich von 10 — 100 pg-mL?* zwischen dem Peakflachenverhaltnis des Analyten
und des internen Standards sowie der Massenkonzentration des Analyten mit einem sehr
guten Korrelationskoeffizienten von 0,9999. Bei der hier gewahlten Vorgehensweise ist die
absolute Menge an internem Standard in jedem Kalibrierpunkt und in der Probe identisch,

sodass in der Kalibriergerade direkt das Peakflachenverhéltnis gegen die
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Massenkonzentration des Analyten aufgetragen werden kann. Alternativ kénnte eine
Auswertung Uber die Bestimmung des Responsefaktors durchgefiihrt werden. Diese wirde
zum selben Endergebnis fihren. Im gewaéhlten Arbeitsbereich kann durch Variation der
Probeinwaage zwischen 10 und 100 mg ein Bereich von 25 — 2500 mg Ergosterol pro 100 g
Probenmaterial abgedeckt werden. Dieser Bereich deckt den Grof3teil vieler aus der Literatur

bekannten Ergosterolgehalte von Pilzen der Abteilung Basidiomycota ab (Tabelle 44).

Tabelle 44: Ergosterolgehalte verschiedener Myzelien von Pilzen der Abteilung Basidiomycota.

) o Ergosterol .
Spezies/ Substrat/ Kultivierungsdauer Literatur
[mg-100 g TM]

Pleurotus sapidus auf Malzextrakt-Medium fur
715 (Ahlborn et al. 2019)
4 Tage

Phlebia radiata auf synthetischem Medium fur 51
7 Tage )
(Niemenmaa et al. 2008)

Phanerochaete chrysosporium auf 103
synthetischem Medium fur 7 Tage

Fomitopsis officinalis auf synthetischem

) 102 (Fijatkowska et al. 2020)
Medium fir 4 Wochen

Die Wiederfindungsraten tber den Arbeitsbereich lagen zwischen 97,16 und 101,83% und
somit im zuvor spezifizierten Bereich von 95 — 105% (Kromidas 2011). Die Wiederfindung
wurde in CPH-Matrix durch Dotierung mittels Ergosterol-Standards bestimmt, sodass die
Wiederfindungsraten auch hinsichtlich diverser Matrixeffekte valide sind. Allerdings bezieht
sich die ermittelte Wiederfindung nur auf frei vorliegendes Ergosterol. Ergosterol kann aber
auch in veresterter Form vorliegen (Yuan et al. 2007). Dabei ist das Verhaltnis beider Formen
zueinander abhéngig von der Pilzspezies (Sio et al. 2000). Die alkalische Verseifung im ersten
Schritt der Probenaufarbeitung dient nicht nur der Hydrolyse von Triglyceriden, um diese vom
unverseifbaren Anteil zu trennen, sondern auch der Hydrolyse des veresterten Ergosterols
(Yuan et al. 2006). Diese Hydrolyse war nicht Teil der Validierung, sodass hier ein
Unsicherheitsfaktor bei der Wiederfindung von verestertem Ergosterol entsteht, der nicht
bewertet werden kann. Die Messprazision ist ein geratespezifischer Parameter. Diese lag mit
einem Vk von 0,2% in einem sehr guten Bereich. Die Methodenprazision, hier in Form der
Wiederholpréazision evaluiert, zeigte einen grof3eren Vk mit 4,0%. Verglichen mit anderen
validierten Ergosterol-Methoden liegt dieser Wert in einem tolerablen Bereich (Yuan et al.
2006; Tardieu et al. 2007). Um diesen Wert abzusichern, kdnnte zusétzlich die interday-
Prazision durch verschiedene Bearbeiter bestimmt werden (Kromidas 2011). Die Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen liegen mit 0,42 bzw. 1,44 pug-mL* deutlich niedriger als in der zuvor

verwendeten institutsinternen HPLC-Methode mit einer Nachweisgrenze von 7,06 ug-mL* und
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einer Bestimmungsgrenze von 25,10 pug-mL* (Ahlborn et al. 2019). Aus analytischer Sicht ist
die hier validierte Methode dazu geeignet, den Ergosterolgehalt in Pilzmyzel zu bestimmen.
Kritisch zu betrachten ist allerdings die zu Grunde gelegte Relation zwischen dem

Referenzwert aus reinem Pilzmyzel und der jeweiligen Probe.

Ergosterol wurde fur diese Arbeit als Biomarker unter der Annahme ausgewahlt, dass das
Myzel des jeweiligen Pilzes, kultiviert auf einem 100% l6slichen Medium, einen konstanten
Ergosterolgehalt aufweist und somit als Referenzwert mit 100% Pilzanteil angenommen
werden kann (Ahlborn et al. 2019). VofiSkova et al. (2011) zeigten fir den Pilz Hypholoma
fasciculare einen gleichbleibenden Ergosterolgehalt Gber 21 Tage auf Malzextrakt-Medium,
womit eine Quantifizierung des Pilzanteils Gber den Mittelwert durchgefiihrt werden konnte.
Die Abweichung vom Mittelwert lag dabei bei 16%. Die von F. pinicola und P. salmoneo-
stramineus aufgenommen Wachstumskurven zeigten allerdings einen stetigen Anstieg des
Ergosterolgehaltes Uber die Kultivierungsdauer auf Malzextrakt-Medium (vgl. Abbildung 13
und Abbildung 14). Dieser Anstieg ist bei F. pinicola mit 3,5—-16,8 mg-g* TM deutlicher
ausgepragt als bei P. salmoneo-stramineus mit 3,5— 5,6 mg-g* TM Ergosterol. Bei der
Verwendung des Mittelwerts als Referenzwert zur Bestimmung des Pilzanteils l&age dieser bei
4,56 mg-g™* TM mit einer Standardabweichung von 20% fir P. salmoneo-stramineus und bei
11,03 mg-g’* TM mit einer Standardabweichung von 46% fiir F. pinicola. Wahrend diese Werte
fur P. salmoneo-stramineus annehmbar waren, ist ersichtlich, dass diese Herangehensweise
fur F. pinicola nicht zielfihrend ist. Ein Einflussfaktor auf den Ergosterolgehalt von
Myzelpellets, der in der Literatur beschrieben ist, ist die Pelletgrof3e. Raviraja et al. (2004)
zeigten einen zunehmenden Ergosterolgehalt bei zunehmender PelletgréRe fir Pilze der
Abteilung Ascomycota. Es ware moglich, dass dieser Effekt auch bei Pilzen der Abteilung
Basidiomycota eintritt. Dies kodnnte eine mogliche Erklarung des steigenden

Ergosterolgehaltes mit zunehmender Wachstumsdauer sein.

Der Ergosterolgehalt wird angegeben in mg pro g Bio-Trockenmasse-Fermentat (oder in mg
pro 100 g). Somit ist der Wert des Ergosterolgehaltes abhéngig von der Ausbeute an Bio-
Trockenmasse der jeweiligen Kultur. Um eine unabhéngige und somit vergleichbare GroRRe zu
erhalten, wurde der Ergosterolgehalt pro Kolben berechnet (vgl. Abbildung 15). Dieser Wert
gibt an, wie viel Ergosterol sich im Fermentationskolben (in 100 mL Medium) befindet. Anhand
dieser Graphik ist zu erkennen, bis zu welchem Fermentationszeitpunkt neues Ergosterol
durch den Pilz gebildet wird. Die Daten zeigen aul3erdem, dass eine Verringerung der Bio-
Trockenmasse (,Biomasseverlust®) der Kultur Uber die Fermentationszeit nicht mit einer
Abnahme an Ergosterol einhergeht. Dadurch erhéht sich der Ergosterolgehalt (angegeben in
mg pro g Trockenmasse) Uber die Fermentationszeit nicht proportional zum tatsachlichen

Pilzwachstum. Aus diesem Diagramm wurde der Zeitpunkt des maximalen Wachstums und
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der damit verbundene maximale Ergosterolgehalt abgeleitet und in dieser Arbeit als
Referenzwert angesehen. Somit wurden alle Berechnungen des Pilzanteils auf den
hdchstmdglichen Referenzwert vor Biomasseverlust bezogen. Diese Berechnung schlief3t
allerdings nicht die zuvor beschriebene mdgliche Abhangigkeit des Ergosterolgehaltes von der
PelletgréRe ein und auch nicht die Abh&ngigkeit vom verwendeten Substrat bzw. den
verfugbaren Nahrstoffen (Niemenmaa et al. 2008). Die Vergleichbarkeit dieser Parameter
zwischen Kulturen auf Malzextrakt-Medium und CPH-Medium kann nicht garantiert werden.
Es besteht also weiterhin ein Unsicherheitsfaktor bei der Quantifizierung des Pilzanteils in den
Fermentaten CPHF. Daher handelt es sich in der vorliegenden Arbeit bei allen angegebenen

Pilzanteilen lediglich um eine ndherungsweise Abschéatzung.

Weitere in der Literatur verwendete Methoden zur Abschatzung der pilzlichen Biomasse sind
die Verwendung von Chitin als Biomarker oder die Quantifizierung Uber die DNA-Menge
mittels gPCR (Eikenes et al. 2005). Es wurde bereits nachgewiesen, dass unterschiedliche
Methode auch zu unterschiedlichen Ergebnissen flhren. Bei der Abschatzung der Biomasse
von Braun- und Weil3faulepilzen mittels Ergosterol und gPCR, wurde mittels qPCR ein
niedrigerer Pilzanteil bestimmt als mittels Ergosterol. Der Erfolg der gPCR-Methode ist dabei
mafigeblich abhangig von der DNA-Extraktionsmethode (Song et al. 2014). Chitin hingegen
ist ein Bestandteil der pilzlichen Zellwand. Neben Pilzen kommt es auRerdem in Gliedertieren
und Weichtieren vor, in Pflanzen ist es nicht bekannt (Bastiaens et al. 2020). Ebenso wie beim
Ergosterol konnte der Chitingehalt abhangig von der Pelletgrole oder auch von der
Nahrstoffversorgung sein. Um zu prifen, wie sich die Korrelation zwischen Chitingehalt und
pilzlicher Biomasse verhalt, konnte der Chitingehalt auf Malzextrakt-Medium Uber die
Kultivierungsdauer untersucht werden. Bei einem konstanten Wert kdnnte Chitin als zweiter
Biomarker genutzt werden. In dieser Arbeit wurde zusatzlich zum Ergosterolgehalt ein
Nachweis des Pilzwachstums auf mikroskopischer Ebene durchgefiihrt. Dieser Nachweis
basierte auf der Ahnlichkeit der Struktur zwischen CPHF und dem jeweiligen reinen Pilzmyzel,

gewachsen auf Malzextrakt-Medium, gegeniber der Struktur der nicht-fermentierten CPH.

4.1.3 Zweistufiges Screening zur Auswabhl vielversprechender Pilze

Um geeignete Kandidaten zur Fermentation von CPH zu finden, wurde zunachst ein Screening
mit 41 Speisepilzen in Emers-Kultur auf Agar-Platten durchgefiihrt. Um eine Aussage Uber das
Wachstum der einzelnen Pilze treffen zu kénnen, diente CPH im Medium als alleinige
Néahrstoffquelle. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede in der Wachstumsgeschwindigkeit.
Die vier Pleurotus-Arten, P.sapidus, P. ostreatus, P.salmoneo-stramineus und
P. pulmonarius zeigten eine hohe Wachstumsgeschwindigkeit. Der wahrgenommene

bittermandelartige Geruch kann auf die Bildung von Benzaldehyd zurtickgefiuhrt werden,
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welches neben verschiedenen Pleurotus-Arten auch fir Ischnoderma benzoinum
nachgewiesen wurde. Der Stoffwechselweg startet dabei ausgehend von L-Phenylalanin
(Krings und Berger 1998). Die Fruchtkorper der Seitlinge sind beliebte Speisepilze. Auch ihr
Myzelwachstum wird in verschiedenen Studien genutzt, um erfolgreich Nebenstréme der
Lebensmittelindustrie aufzuwerten. Ahlborn et al. (2019) nutzten P. sapidus zur Erzeugung
einer veganen, proteinreichen Quelle aus Apfeltrester. Aggelopoulos et al. (2018)
untersuchten die Aufwertung von Mischungen von Nebenstromen der Lebensmittelindustrie
wie Biertreber, Kartoffelpulpe und Molke durch P. ostreatus und zeigten Proteinzunahmen von
bis zu 26,4%. Aufgrund von in der Literatur beschriebenen positiven Eigenschaften und der
schnellen Wachstumsgeschwindigkeit auf CPH-Agar wurden P. salmoneo-stramineus und
P. pulmonarius fur die nachste Stufe des Screenings ausgewahlt. Weitere Pleurotus-Arten,
wie P. calyptratus, P.eryngii und P.citrinopileatus zeigten deutlich schlechtere
Wachstumsgeschwindigkeiten und wurden daher nicht weiter betrachtet. Die zwei Psathyrella-
Arten (Murblinge oder Faserlinge), P. piluliformis und P. candolleana wurden aufgrund
unterschiedlicher Eigenschaften aus dem ersten Screening ausgewahlt. P. candolleana zeigte
eine hohe Wachstumsgeschwindigkeit von sechs Tagen und ein neutrales bis leicht fruchtiges
Aroma. P. piluliformis hingegen zeigte eine niedrige Wachstumsgeschwindigkeit von
14 Tagen, aber ein sehr interessantes, siiRliches Aroma, das an Kokos und Geback erinnerte.
Beide Vertreter zdhlen zu den Speisepilzen. Zur Aufwertung von agroindustriellen
Nebenstromen durch Psathyrella-Arten existieren wenige Studien. Ayodele und Okhuoya
(2007) untersuchten das Myzelwachstum von Psathyrella atroumbonata, wobei sie das beste
Myzelwachstum auf Fasern der Olpalme und auf Maiskolben feststellten. Als fuinfter Vertreter
fir weitere Untersuchungen wurde Fomitopsis pinicola, der Rotrandige Baumschwamm
ausgewahlt. Er zeigte sowohl ein schnelles Wachstum als auch ein angenehmes Aroma.
F. pinicola z&hlt zur Ordnung der Stielporlingsarten und wird in der Literatur als Medizinalpilz
beschrieben. Er wird als Quelle fir medizinische Inhalts- und therapeutische Hilfsstoffe
genutzt (Bishop 2020). Beschrieben sind unter anderem positive Effekte gegen Krebs und
Entziindungen und eine Starkung des Immunsystems (Dresch et al. 2015). Der Geruch
junger Fruchtkorper wird als intensiv sauerlich beschrieben, der Geschmack als bitter.

Ausgehend von der Auswahl dieser funf Pilze der Abteilung Basidiomycota wurde ein
zweites Screening in Submers-Kultur angeschlossen. Hierbei wurde zunachst ein
einheitliches Fermentationsverfahren im gleichen Medium und mit gleicher
Fermentationsdauer fir alle Pilze ohne spezifische Anpassung genutzt. Dabei zeigten sich
vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich des Pilzanteils fir P. salmoneo-stramineus,
P. pulmonarius und P. candolleana (14 — 26%), wobei die Quantifizierung des Pilzanteils
fur P. candolleana aufgrund von gebildeten Ergosterol-Derivaten, die zwischen CPH-

Medium und ME-Medium als Referenz nicht im selben Verhéltnis auftraten, problematisch

116 |Seite



Diskussion

war. In der Literatur sind viele verschiedene Ergosterol-Derivate fir P. candolleana
beschrieben (Liu et al. 2019). Da der Pilz aufgrund der Unsicherheit bei der Quantifizierung
des Pilzanteils ausgeschlossen wurde, wurden die Derivate auch nicht abschliel3end
identifiziert. FUr die Fermentation von CPH wurden die Pilze P. salmoneo-stramineus und
F. pinicola ausgewéahlt. Auch wenn F. pinicola einen sehr niedrigen Pilzanteil von 7% auf
CPH aufwies, sollte der Pilz in weitere Studien aufgenommen werden, da eine hohe
Biologische Wertigkeit fiir sein Protein aus Vorversuchen bekannt war. Fir F. pinicola und

P. salmoneo-stramineus (Abbildung 38) wurden Optimierungsversuche hinsichtlich

Proteinsteigerung und Ausbeute (Biomasse) durchgefihrt.

Abbildung 38: Fruchtkdrper von Fomitopsis pinicola (links; Pixabay 6540941) und Pleurotus salmoneo-stramineus
(rechts; Colourbox #9592473).

4.1.4 Optimierung der Fermentation von CPH durch FPI und PSS

Das erste Screening auf einheitichem Medium, bestehend aus 20 g-L* CPH mit gleicher
Fermentationsdauer fur alle Pilze flhrte nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen bezliglich
des Protein- und Pilzanteils. Durch eine siebentagige Fermentation mit F. pinicola wurden
10,9 g-100 g Rohprotein in der TM bei einem Pilzanteil von 7% erreicht und durch eine
siebentagige Fermentation mit P. salmoneo-stramineus 11,6 g-100 g* Rohprotein in der TM
bei einem Pilzanteil von 14%. Das Wachstum von Pilzen ist von mehreren Faktoren abhéngig.
Der bekannteste Parameter ist das C/N-Verhdltnis. Dieses beeinflusst unter anderem die
Ausbeute und den Proteingehalt des Pilzes (Hoa et al. 2015). Beim Vergleich des C/N-
Verhéltnisses der CPH von 40 mit in der Literatur beschriebenen Nahrmedien fir
Pilzwachstum zeigt sich, dass niedrigere C/N-Verhaltnisse prinzipiell vorteilhafter sind (Jo et
al. 2009; Philippoussis und Diamantopoulou 2011). Allerdings existieren auch viele Studien, in
denen Medien mit C/N-Verhaltnissen = 40 nicht zu einer deutlichen Einschrankung des
Pilzwachstums fuhren (Osunde et al. 2019; Hoa et al. 2015). Neben dem C/N-Verhaltnis sind
auch die Art der Kohlenstoffquelle, die Art der Stickstoffquelle und die Menge an Stickstoff

sowie die Temperatur entscheidend fur ein gutes Pilzwachstum (Hoa und Wang 2015). Die
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gewahlte Temperatur von 24 °C liegt in dem in der Literatur beschriebenen Bereich des
Temperaturoptimums beider Pilze und wurde daher nicht verandert (Choi et al. 2007; Zharare
et al. 2010). Der grofite Anteil der Kohlenhydratquellen in CPH waren Ballaststoffe mit
insgesamt 64,2 g-100 g* TM. Lediglich 7,59g-100 g* TM entfielen hierbei auf l6sliche
Ballaststoffe, wie beispielsweise Pektin. Die zu den unléslichen Ballaststoffen zéhlenden
Bestandteile, wie Cellulose, Hemicellulosen und Lignin sind keine leicht zuganglichen
Kohlenhydrate, die in der Anfangsphase der Fermentation zum Pilzwachstum genutzt werden.
Leichter zugangliche Kohlenhydrate, wie Mono- und Disaccharide, wurden nicht naher
analytisch betrachtet, sie sind somit der Gruppe andere Kohlenhydrate mit 20,3 g-100 g* TM
zuzuordnen. Da der Anteil an leicht zuganglichen Kohlenhydraten in CPH relativ gering war,
konnte dies zusatzlich zum geringen Stickstoffgehalt ein méglicher Grund fir ein limitiertes
Wachstum sein. Um eine hohere Ausbeute an Biomasse, Proteingehalt und Pilzanteil zu
generieren, wurden Optimierungen hinsichtlich Substratmenge, Stickstoffsupplementierung

und Wachstumsdauer durchgefiihrt.

Die Stickstoffsupplementierung durch eine anorganische Quelle, die zumeist deutlich
gunstiger ist als organische Stickstoffquellen, wurde nur fur F. pinicola untersucht, da aus der
Literatur bekannt ist, dass Pleurotus-Arten anorganische Stickstoffquellen schlechter
annehmen (Nwokoye et al. 2010; Fraatz et al. 2014). Ein gleiches Muster zeigte sich fir
F. pinicola, sodass die Supplementierung fur beide Pilze mittels organischer Stickstoffquelle
untersucht wurde. Fraatz et al. (2014) zeigten, dass insbesondere die Supplementierung von
Asparagin und Asparaginsaure das Wachstum von Pilzen der Abteilung Basidiomycota in
Submers-Kulturen fordern kann. Die meisten anderen Aminosauren koénnen in vivo aus
Glucose gebildet werden, wahrend Asparagin und Asparaginsaure aus dem Medium
aufgenommen werden. Wie viel der supplementierten Asparaginsdure von einem Pilz
aufgenommen werden kann, ist Spezies-abhéngig. Daher wurde der nach der Fermentation
nicht verbrauchte Anteil im Uberstand quantifiziert und die supplementierte Menge um den
nicht verbrauchten Prozentsatz reduziert. Daraus ergab sich eine Supplementierung an
Natriumaspartat von 5,0 g-L™ flir F. pinicola und von 3,6 g-L* fuir P. salmoneo-stramineus. Die
Parameter Ausbeute, Rohproteingehalt und Pilzanteil &nderten sich durch die Reduzierung
nicht. Die Quantifizierung des Anteils im Uberstand wurde nach Totalhydrolyse gemaR 2.8.3
b) durchgefiihrt, was zu einer Verfalschung des ermittelten Asparaginséduregehaltes fihren
konnte. Zwar konnte durch die Wiederfindungsrate im Blindwert von 102,1% die Richtigkeit
der analytischen Methode nachgewiesen werden, allerdings kénnen wahrend der
Fermentation durch den Pilz Enzyme in den Uberstand abgegeben werden. Durch die
Totalhydrolyse werden diese mitbestimmt. Insgesamt wurde diese Verfdlschung als
vernachlassigbar betrachtet. Natriumaspartat ist ein vergleichsweise teures Supplement. Die

Kosten belaufen sich auf ca. 40 € pro 100 g. Dies wirde die Gesamtkosten der hier
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dargestellten Fermentationen um 2,00 € pro Liter fur F. pinicola und um 1,44€ fir P. salmoneo-
stramineus erhdhen. Ein mdglicher kostengunstigerer und nachhaltigerer Weg ware die
Supplementierung mit  Asparaginsaure-reichen Nebenstrémen, wie beispielsweise

Kartoffelfruchtwasser aus der Starkeindustrie (Peksa und Miedzianka 2014).

Der Fed-Batch Modus ist in industriellen Fermentationsprozessen weit verbreitet (Birol et al.
2002; Bodizs et al. 2007; Mears et al. 2017). Dabei erfolgt eine Zufltterung der
Kohlenstoffquelle ab dem Zeitpunkt, an dem die initiale Menge erschopft ist. Fed-Batch
Ansatze sind auch dann sinnvoll, wenn durch zu hohe Substratmengen zu Beginn einer
Fermentation das Wachstum inhibiert wirde (Minihane und Brown 1986). Die hier
untersuchten drei Fed-Batch Ansatze mit unterschiedlichen Substratmengen zeigten keine
vorteilhaften Ergebnisse gegeniiber dem non-Fed-Batch Ansatz, fiir P. salmoneo-stramineus
resultierte der Fed-Batch Ansatz sogar in niedrigeren Proteingehalten. Auch eine niedrigere
oder hohere Gesamtsubstratmenge als 20 g-L™* fiihrte nicht zu einem verbesserten Ergebnis.
Zu beachten ist allerdings, dass bei diesen Versuchen die Menge an supplementiertem
Natriumaspartat nicht erneut angepasst wurde und die gesamte Menge bereits zu Beginn
eingesetzt wurde. Aus der Literatur sind auch fur die Kultivierung von Pilzen der Abteilung
Basidiomyctoa positive Ergebnisse fur Fed-Batch Anséatze bekannt (Ahlborn et al. 2019).
Durch eine genaue Anpassung der Supplementierungsmenge an Natriumaspartat sowie eine
Zufltterung kénnte erneut untersucht werden, ob ein Fed-Batch Ansatz zu einem verbesserten
Fermentationsprodukt fihren kann. Bei der grof3technischen Produktion von Pilzmyzel in
Bioreaktoren ist jedoch zu beachten, dass zur Zufiitterung verwendete Substrate pumpbar sein

sollten. Dies stellt eine Herausforderung ftr CPH dar.

Aus wirtschaftlicher Sicht ist die Wahl des optimalen Erntezeitpunkts sowohl von der Ausbeute,
dem Protein- und Pilzgehalt, aber auch von der Kultivierungsdauer abh&ngig. Bei
gleichbleibenden Werten dieser Parameter ware daher eine langere Kultivierung wirtschaftlich
gesehen nicht sinnvoll. Sowohl bei der Wachstumsreihe von F. pinicola (Abbildung 20) als
auch bei P. salmoneo-stramineus (Abbildung 19) wird zu einem bestimmten Zeitpunkt ein
Maximum an Bio-Trockenmasse, Rohproteingehalt sowie Pilzanteil erreicht. Fur P. salmoneo-
stramineus lag dieses Maximum an Hauptkulturtag acht mit 11,0 g-L"* Bio-Trockenmasse,
22,2 g-100 g* TM Rohprotein und einem Pilzanteil von 54%. Dabei zeigte sich von
Hauptkulturtag sechs auf acht noch ein deutlicher Anstieg des Rohproteingehaltes und des
Pilzanteils. Beide Parameter nahmen im weiteren Verlauf bis Tag 14 ab. Petre et al. (2016)
optimierten die Produktion von Pilzmyzel in Submers-Kultivierung auf Nebenstromen der
Weinindustrie fur die Pilze Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum und Lentinula edodes
und gaben dabei eine optimale Wachstumsdauer zwischen sieben und zehn Tagen an,

abhangig von der Pilzspezies und der Medienzusammensetzung. Die optimale
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Wachstumsdauer von Pleurotus sapidus auf Apfeltrester wurde in der Literatur mit sechs
Tagen angegeben (Ahlborn et al. 2019). Die maximal erreichte Bio-Trockenmasse lag bei
5,92 g-L . Dabei wurde ebenfalls eine leichte Abnahme des Proteingehaltes nach dem

Wachstumsoptimum beobachtet.

Fir F. pinicola lag das Wachstumsmaximum bereits an Hauptkulturtag vier mit 11,9 g-L* Bio-
Trockenmasse, 18,6 g-100 g2 TM Rohprotein und einem Pilzanteil von 17%. Von
Hauptkulturtag vier auf sechs war eine deutliche Abnahme des Rohproteingehaltes und des
Pilzanteils zu erkennen. AnschlieRend waren keine signifikanten Anderungen mehr zu
beobachten. Cha et al. (2005) berichteten Uber eine maximale Biomasseerzeugung durch
F. pinicola von 10,2 g-L! nach elf Tagen Kultivierung auf einem angepassten, optimalen
Medium. Das hier frih erreichte Maximum spricht fur eine limitierte N&hrstoffversorgung fur
F. pinicola in CPH-Medium. Ein mdglicher Grund kénnte der hohe Ligningehalt sein. F. pinicola
ist ein Braunfaulepilz und somit nur bedingt in der Lage, Lignin abzubauen (Shah et al. 2018).
Dies reduziert die zuganglichen Kohlenhydratquellen fir diesen Pilz. Diese These wird durch
die Ergebnisse zur Produktion lignolytischer Enzyme unterstiitzt. In den Kulturen von
F. pinicola auf CPH-Medium war keine Manganperoxidase- bzw. Ligninperoxidaseaktivitat
nachweisbar, wohingegen hohen Aktivitdten fiir P. salmoneo-stramineus nachgewiesen
wurden (vgl. 3.3.5.5). Bei letzterem Pilz handelt es sich um einen Weil3faulepilz. Eine
detailliertere Diskussion hierzu erfolgt unter 4.1.5.3. Ein weiterer Grund fur ein inhibiertes
Wachstum kénnte die Anwesenheit des Schwermetalls Cadmium sein (Baldrian und Gabriel
1997). Cadmium wurde bereits in Kakaofruchtschalen nachgewiesen, sodass eine Inhibierung

des Wachstums von F. pinicola nicht ausgeschlossen werden kann (Gramlich et al. 2018).

4.1.5 Bewertung der Endprodukte

Die Erzeugung pilzlicher Biomasse in Form von Myzel bringt verschiedene Vorteile mit sich.
Bei sehr guten Nahrwerteigenschaften kénnen groRe Mengen an Pilzmyzel ohne groRRen
Platz- und Energieaufwand in einer kontrollierten Umgebung erzeugt werden. Dabei kénnen
kostengtinstige, lignocellulosehaltige Nebenstréme der agroindustriellen
Lebensmittelproduktion verwendet werden, wie beispielsweise Trester oder Schalen (Berger
et al. 2022; Burger et al. 2022). Das Ziel in diesem Vorhaben war nicht allein die Erzeugung
von pilzlicher Biomasse, sondern die Untersuchung der Veranderung der
Nahrwerteigenschaften des Myzel-Substrat-Komplexes gegeniiber den nicht fermentierten
CPH.
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4.15.1 Proteingehalt und Proteinqualitat

Der Proteingehalt ist ein maRRgeblicher Qualitatsparameter von Lebensmitteln. Aufgrund der
steigenden  Weltbevolkerung und dem damit einhergehenden  steigenden
Nahrungsmittelbedarf ricken alternative Proteinquellen, wie beispielsweise insektenbasiertes
oder pflanzenbasiertes Protein, immer mehr in den Fokus. Pilzliches Protein, auch
Mykoprotein genannt, ist einerseits bekannt durch das Fleischersatzprodukt Quorn™, welches
mit Hilfe von Schlauchpilzen hergestellt wird, aber auch Myzel von Standerpilzen als

Proteinquelle steht im Mittelpunkt von Forschungsarbeiten.

Das Standardverfahren zur Bestimmung von Protein ist die Bestimmung des
Gesamtstickstoffgehaltes nach Kjeldahl (AOAC 2001.11 2002). Unter Einbeziehung des
Stickstoff-zu-Protein Umrechnungsfaktors erhéalt man das sogenannte Rohprotein. Der Faktor
fir Lebensmittel allgemein ist 6,25 unter der Annahme, dass der durchschnittliche
Stickstoffgehalt im Protein 16% betragt. Durch die Aminosaureanalyse konnte ein korrigierter
Faktor fur das jeweilige Fermentat ermittelt werden, indem der durchschnittliche
Stickstoffgehalt der tatsachlich vorliegenden Aminosauren berechnet wurde. Dieser hangt vom
Anteil derjenigen Aminosauren ab, die mehr als ein N-Atom haben (Arginin, Histidin, Lysin und
Tryptophan) sowie dem jeweiligen Anteil des Stickstoffs an der Molaren Masse der
Aminosaure. Der Faktor lag fir CPHFgp bei 6,12 und fir CPHFpss bei 6,20. Der ermittelte
Rohproteingehalt fir CPHFep lag bei 17,59-100g*TM und fur CPHFpss bei
22,1 9-100 g* TM. Uber den korrigierten Kjeldahlfaktor kénnen so Berechnungsfehler
umgangen werden, die den Stickstoffanteil im Protein betreffen. Hierbei wird allerdings nicht
der Fehler bertcksichtigt, der durch das Vorkommen von Nicht-Protein-Stickstoff
Verbindungen entsteht. Diese konnen zu einer Uberbestimmung des Proteins fiihren. Im Fall
von Pilzmyzel trégt vor allem das Vorkommen von in der Zellwand gebundenem Chitin zu einer
fehlerhaften Bestimmung des Proteins bei (Tshinyangu und Hennebert 1996; Di Mario et al.
2008). Weiterhin sind auch nicht-proteinogene Aminoséauren in Pilzen bekannt, die ebenfalls
zu Verfalschungen fiihren konnen. Ein Vertreter ist das Ergothionein, welches in vitro
antioxidative Eigenschaften zeigte und daher in den Fokus der Forschung gertickt ist (Berger
et al. 2022; Cheah und Halliwell 2012). Der Kjeldahlfaktor ist zusatzlich abh&ngig vom
Substrat, auf dem der Pilz wachst. Beispielsweise liegt der Faktor fir MEgp mit 5,79 unter dem

Faktor von CPHFp;, ebenso wie der Faktor fur MEpss mit 5,94 unter dem von CPHFpss liegt.

Neben der Proteinmenge, die Uber die Nahrung zugefuhrt wird, ist auch die Qualitdt des
Nahrungsproteins entscheidend. Die Proteinqualitat wurde in der vorliegenden Arbeit Uber die
Biologische Wertigkeit bestimmt. Diese gibt an, wie effektiv die Stickstoffbilanz im Kérper durch
eine definierte Menge an Nahrungsprotein erreicht werden kann, bzw. welche Menge an

korpereigenem Protein aus 100 g Nahrungsprotein gebildet werden kann (WHO 2007). Bei
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der in dieser Arbeit verwendeten Berechnung nach Oser (1959) handelt es sich um eine
rechnerische Annaherung an die Biologische Wertigkeit, die auf Korrelationen zwischen
Essential Amino Acid Indices (EAAI) und der wahren Biologischen Wertigkeit beruhen. Dieses
vereinfachte System umgeht aufwandige Humanstudien zur Bestimmung von
Proteinverdaulichkeits-Parametern, hat allerdings dafir eine gréRere Fehleranfalligkeit, da
hierbei eine vollstédndige Verdauung der essentiellen Aminosduren angenommen wird
(Ihekoronye 1988). Eine genauere Methode, die von der FAO empfohlen wird, ist der Protein
Digestibility Corrected Amino Acid Score (PDCAAS). Dieser Parameter bertcksichtigt
zusatzlich die Verdaulichkeit des Proteins (FAO 2013). In der Literatur wird fir die qualitative
Bewertung von Protein aus Pilzen der Abteilung Basidiomycota oftmals die Biologische
Wertigkeit angegeben. Daher wurde dieser Parameter auch in dieser Arbeit verwendet. Zu
beachten ist, dass das zur Berechnung verwendete Referenzprotein der FAO/WHO nur fur

erwachsene Personen gilt.

Die in der Literatur beschriebenen Biologischen Wertigkeiten von Pilzmyzel verschiedener
Pilze der Abteilung Basidiomycota schwanken zwischen 60 fur Pleurotus djamor roseus auf
Isomaltulosemolasse, Uber 66 fir Lentinula edodes auf Karottentrester, bis zu 86 fir
Pleurotus sapidus auf Apfeltrester (Zajul 2017; Ahlborn et al. 2019; Stephan et al. 2017). Die
in dieser Arbeit ermittelten Biologischen Wertigkeiten von 96 fir CPHFgp und 86 fiir CPHFpss
liegen am oberen Rand bzw. deutlich Uber den in der Literatur gezeigten Daten. Auch im
Vergleich zu anderen pflanzlichen Eiwei3quellen und auch tierischen Eiwei3quellen (auler
Huhnerei) schneiden die Fermentate sehr gut ab (Tabelle 45). P. salmoneo-stramineus bildet
eine vergleichsweise hohe Menge an Glutaminsaure bzw. Glutamin (18,5% der gesamten
Aminosauren gegenuber 11,9% bei F. pinicola, vgl. Tabelle 33). Da diese beiden Aminosauren
nicht zu den essentiellen Aminosauren zahlen, erhdht dieser Wert auch nicht die Biologische
Wertigkeit. Wahrend die Biologische Wertigkeit von F. pinicola auf CPH-Medium und auf ME-
Medium gleich ist, zeigt der Unterschied zwischen MEpss (75) und CPHFpss (85) deutlich, dass
die Aminosaureverteilung des vom Pilz gebildeten Proteins abhangig vom Medium ist. Die
Biologische Wertigkeit von CPHFgp ist mit 96 enorm hoch. In der Literatur sind keine
Parameter zur Proteinqualitét von Myzel von F. pinicola beschrieben. Durch Berechnungen
mit dem hier angewandten Modell der Aminoséaureverteilung von Fruchtkdrpern von F. pinicola

ergibt sich eine Biologische Wertigkeit von 84 (Ding et al. 2006).

122 |Seite



Diskussion

Tabelle 45: Vergleich von Biologischen Wertigkeiten verschiedener Proteinquellen.

Proteinquelle BV Literatur
Pleurotus djamor roseus auf Isomaltulosemolasse 60 (Stephan et al. 2017)
Lentinula edodes auf Karottentrester 66 (Zajul 2017)
' (Mitchell und Block
Weizen 70
1978)
Rindfleisch/ Geflugelfleisch 80 (Stephan et al. 2017)
. (Mitchell und Block
Soja 75
1978)
MEpss 75 -
Pleurotus sapidus auf Apfeltrester 86 (Ahlborn et al. 2019)
CPHFpss 86 -
CPHFer/ MEFe 96 -

Durch die Aminosaureverteilung kann zusétzlich der Reinproteingehalt bestimmt werden.
Dieser gibt den wahren Proteingehalt an, ohne nicht-proteinogene Stickstoffverbindungen
miteinzubeziehen. Dieser Wert kann zwar zur nédheren Charakterisierung und Bewertung eines
Produktes herangezogen werden, in der EU-Gesetzgebung ist der Rohproteingehalt allerdings
ausreichend fur die Nahrwertdeklaration. Die Differenz zum Rohprotein nach Kjeldahl gibt
damit Aufschluss daruber, wie hoch der Anteil an nicht-proteinogenen Stickstoffverbindungen
in der Probe ist. Fir CPHFgp liegt der Reinproteingehalt bei 10,6 g-100 g* TM gegenuber
einem Rohproteingehalt von 17,5 g-100 g* TM, was einem Anteil von 61% Reinprotein am
ermittelten Rohprotein  entspricht. Fir CPHFpss liegt der Reinproteingehalt bei
17,3 g-100 g'* TM gegeniiber einem Rohproteingehalt von 22,1 g-100 g* TM, was einem Anteil
von 78% entspricht. Die Fermentate wurden auf ihren Chitingehalt untersucht. Der Anteil an
Chitin im Rohprotein von CPHFp, lag bei 6%, der Anteil an Chitin im Rohprotein von CPHFpss
bei 9%. Chitin tragt somit zur Differenz zwischen Roh- und Reinprotein bei, allerdings nicht als

alleinige nicht-proteinogene Stickstoffquelle.

Um eine Gesamtbewertung beider Fermentate hinsichtlich des vorliegenden Proteins
durchzufiihren, ist das Zusammenspiel aus Proteinqualitdt und -quantitat entscheidend. Fur
CPHFgp mit 10,6 g-100 g* TM Reinprotein und einer Biologischen Wertigkeit von 96 kénnten
durch 100 g TM des Produktes insgesamt 10,2 g korpereigenes Protein gebildet werden. Fur
CPHFpss mit 17,3 g-100 g* TM Reinprotein und einer Biologischen Wertigkeit von 86 liegt
dieser hypothetische Wert bei 14,9. Wie bereits erwadhnt ist zu beachten, dass bei dieser
Berechnung die Bioverfigbarkeit des Proteins nicht mit einbezogen ist. Somit ware in der
Einzelbetrachtung CPHFpss als hochwertiger anzusehen. Mdglich ware auch eine Mischung

beider Fermentate. Aufgrund dessen, dass in beiden Fermentaten Tryptophan die erste

123|Seite



Diskussion

limitierende Aminoséure ist, kann die Biologische Wertigkeit insgesamt nicht erhéht werden.
Durch Zumischung von CPHFgp zu CPHFpss von 10 — 90% wirde zwar die Biologische
Wertigkeit ansteigen, allerdings bei gleichzeitiger Abnahme des Reinproteingehaltes (Tabelle
46).

Tabelle 46: Berechnete Parameter zur Proteinqualitat von Mischungen aus CPHFrpi und CPHFpss.

CPHFgp Reinprotein Kérpereigenes Protein
. Biologische Wertigkeit
CPHFpss [g-100 g TM] durch 100 g Produkt (TM)
10:90 16,7 86 14,4
20:80 16,0 87 13,9
30:70 15,3 88 13,5
40:60 14,7 89 13,1
50:50 14,0 91 12,7
60:40 13,3 92 12,2
70:30 12,6 93 11,7
80:20 12,0 94 11,3
90:10 11,3 95 10,7

Fur die hier berechneten und gezeigten Werte hinsichtlich der Aminosaureverteilung kritisch
zu betrachten sind die Wiederfindungsraten der einzelnen Aminoséuren durch die verwendete
hausinterne Analysenmethode. In Zusammenarbeit mit Janin Pfeiffer wurde ein Testprotein
mit der Methode untersucht und die Wiederfindungen berechnet. Die Wiederfindungen aller
Aminosauren, die Uber den Versuchsansatz der Gesamtaminosauren bestimmt werden, lagen
zwischen 76,11 und 107,06% und kdnnen daher als wenig problematisch angesehen werden.
Die Aufarbeitungsmethode der schwefelhaltigen Aminosauren mit vorheriger Oxidation fihrte
zu Wiederfindungsraten von 76,23% fur Cystein und 63,34% fir Methionin. Die
Aufarbeitungsmethode mit basischer Hydrolyse fir Tryptophan fiihrte lediglich zu einer
Wiederfindung von 21,52% (Tabelle 47). In Anbetracht dessen, dass Tryptophan, Cystein und
Methionin zur Berechnung der Biologischen Wertigkeit herangezogen wurden und diese
malfigeblich als limitierende Aminosauren angegeben wurden, ist eine erneute Validierung des
Verfahrens zur verlasslichen Bewertung von Proteinqualitdten unbedingt erforderlich. Fir die
hier bewerteten Fermentate ergibt sich daraus wahrscheinlich eine Unterbestimmung der
genannten Aminosauren und somit auch eine niedrigere Angabe fir die Biologische
Wertigkeit.
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AS-Gehalt

Aminosaure [9-100 g 7] WFR [%]
ALA 1,81+0,12 96,06 + 6,56
ARG 1,00 + 0,06 81,39 +5,21
ASP 16,70 £ 1,01 84,99 +5,12
CYS 5,17 + 0,34 76,23 £ 5,04
GLU 12,16 £ 0,71 89,56 + 5,25
GLY 2,73+0,19 85,93 + 6,03
HIS 3,23+0,21 98,25 + 6,39

ILE 5,63+ 0,39 76,11 £ 5,27
LEU 10,44 £1,01 86,73 = 8,40
LYS 10,69 £ 0,89 86,36 + 7,16
MET 0,67 £ 0,05 63,34 + 5,01
PHE 4,27 +0,30 91,70 £ 6,42
PRO 1,74 £ 0,13 107,06 £ 7,70
SER 4,33+£0,30 83,49 + 5,87
THR 5,07 + 0,35 86,18 + 6,02
TRP 1,24 + 0,08 21,52 +1,45
TYR 4,25+ 0,30 83,15+ 5,83
VAL 3,70 £ 0,26 78,74 £ 5,20
Summe 95,04 +5,79 -

Insgesamt fuhrte die Fermentation von CPH durch F. pinicola und P. salmoneo-stramineus in
beiden Fallen zu einer deutlichen Steigerung des Proteinanteils von 7,7 in CPH auf 17,5 bzw.
22,1 g-100 g* TM Rohprotein in CPHF. Im Fall von CPHFep zeigte sich zusatzlich eine
deutliche Steigerung der Biologischen Wertigkeit von 87 auf 96. Im Fall von CPHFpss zeigte
sich eine vergleichbar hohe Biologische Wertigkeit von 86 bei einer Steigerung des

Rohproteinanteils um 187%.

4.15.2 Fett- und Aschegehalt
Das Ausgangssubstrat CPH wies einen geringen Fettgehalt von 0,6 g-100 g* TM auf. Der
Fettgehalt erhéhte sich durch die Fermentation auf 1,2 (CPHFgp) bzw. auf 1,3 g-100 g1 T™M

(CPHFpss). Der Fettanteil in  Fruchtkérpern verschiedener Pleurotus-Arten auf
unterschiedlichen Nahrmedien schwankt zwischen 1,43 und 4,07 g-100 g TM (Ali et al. 2007).
Der Fettgehalt in Myzelien verschiedener Pleurotus-Arten liegt haufig in niedrigeren Bereichen
und ist aulBerdem abhangig von der im N&ahrmedium zur Verfligung stehenden
Kohlenstoffquelle (Smiderle et al. 2012). Zurbano et al. (2017) gaben einen Fettgehalt von
1,7 g-100 g* TM fur auf verschiedenen Nebenstromen gewachsenes P. salmoneo-stramineus
Myzel an. Die Fettsaureverteilung verschob sich durch die Fermentation hin zu einem hdheren
Anteil an PUFAs, hauptséchlich durch die Bildung von Linolsaure (44,64% bei CPHFgp und
63,95% bei CPHFpss). In CPH lagen nur 14,60% Linolsaure vor. Der Anteil an Palmitinsaure,
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Stearinsaure und Olsaure nahm durch die Fermentation deutlich ab. Linolsaure wird in vielen
Pilzen der Abteilung Basidiomycota als Hauptfettsdure mit einem Anteil von bis zu 80%
beschrieben. Prinzipiell konnen ungesattigte Fettsauren fur Pilze hilfreich sein, sich an
niedrigere Wachstumstemperaturen zu adaptieren, da ein hoéherer Anteil an ungesattigten
Fettsauren bei niedrigeren Temperaturen einer Verfestigung der Membran entgegenwirkt
(Gutiérrez et al. 2002). Insgesamt stieg der Anteil an ungesattigten Fettsauren durch die
Fermentationen an, was hinsichtlich ernéhrungsphysiologischer Eigenschaften positiv zu

bewerten ist.

Linolsdure und andere ungeséttigte Fettsduren spielen unter anderem eine Rolle beim
Ligninabbau. Sie werden im Anfangsstadium der Fermentation durch den Pilz gebildet und
ans Medium abgegeben. Initiiert durch Mangan-Peroxidasen werden sie anschlieRend
peroxidiert, wobei die hierdurch entstandenen Peroxyradikale lignocelluloseartige Strukturen
angreifen kénnen (Enoki et al. 1999; Cunha et al. 2010).

Der Aschegehalt im Ausgangssubstrat lag bei 9,9 g-100 g* TM und verringerte sich in den
Fermentaten auf 5,9g-100g*TM (CPHFgp) bzw. 8,29g-100g*TM (CPHFpss). Die
Fermentation in Submers-Kultur stellt gleichzeitig eine wassrige Extraktion des Substrats dar,
wodurch unter anderem Mineralstoffe ausgewaschen werden kénnen (Achi et al. 2017). Dies
kann eine Erklarung fir die Abnahme des Aschegehaltes sein. Gleichzeitig bioakkumulieren
Pilze Mineralstoffe Gber ihr Myzel (Michelot et al. 1998). Diese Bioakkumulation ist sowohl
Spezies- als auch Substrat-abhangig. Natirliche, organische Medien fiihren dabei zu héheren
Mineralstoffgehalten im Pilz als synthetische Medien (Manu-Tawiah und Martin 1987). Die
unterschiedlichen Aschegehalte beider Fermentate kénnten entweder auf unterschiedliche
Nachwaschzeiten bei der Ernte zurlickzufuhren sein, oder auf unterschiedlichen
Bioakkumulationsraten beider Pilze der in CPH vorliegenden Mineralstoffe beruhen. Den
gréRten Anteil des Mineralstoffgehaltes in CPH macht Kalium aus, gefolgt von Calcium und
Magnesium (Vriesmann et al. 2011). Uber die Bioakkumulation von Mineralstoffen durch
F. pinicola ist in der Literatur nichts bekannt. Gabriel et al. (1996) wiesen allerdings eine hohe
Bioakkumulation des toxischen Schwermetalls Cadmium durch Myzel von F. pinicola nach.
Jasinska et al. (2022) untersuchten Fruchtkorper von P. salmoneo-stramineus, gewachsen auf
einem Medium aus Lebensmittelabféllen. Sie zeigten, dass vor allem Kalium, Calcium,
Magnesium und Natrium vom Pilz bioakkumuliert werden. Generell spielen Mineralstoffe eine
wichtige Rolle in der menschlichen Ern&hrung, da ihre Zufuhr tiber die Nahrung essentiell ist.
Eine genaue Aussage Uber den erndhrungsphysiologischen Nutzen der Fermentate
hinsichtlich ihrer Mineralstoffe kann nicht getroffen werden, da die Zusammensetzung nicht
naher untersucht wurde. Im Allgemeinen sind Pilze aufgrund ihrer Bioakkumulation gute

Lieferanten fir Mengen- und Spurenelemente (Mallikarjuna et al. 2013).

126|Seite



Diskussion

4.15.3 Ballaststoffe und Lignin
Die Ballaststoffe wurden in dieser Arbeit nach der AOAC Methode 991.43 untersucht. Dabei

wurde eine getrennte Untersuchung der I8slichen und unléslichen Ballaststoffe durchgefihrt.
Durch die Fermentation &nderte sich das Verhaltnis von l6slichen zu unldslichen
Ballaststoffen. In CPH lagen 88% unlésliche Ballaststoffe und 12% l6sliche Ballaststoffe vor.
In den Fermentaten konnten keine l6slichen Ballaststoffe mehr nachgewiesen werden. Durch
die Ernte, bei der der Rickstand von der wassrigen Phase abgetrennt wird, gehen
wasserlosliche Komponenten verloren. Zur Gruppe der |6slichen Ballaststoffe in CPH z&hlt vor
allem Pektin. Wasserlosliche Pektine kdnnen wassrig unter Hitzeeinwirkung gut extrahiert
werden. Vriesmann et al. (2012) extrahierten bis zu 12,6% Pektin durch wassrige Extraktion
bei 100 °C. Das Autoklavieren des CPH-Mediums vor der Fermentation stellt somit eine
Erklarung fur den Verlust der Fraktion der l6slichen Ballaststoffe dar. Pektin ist ein wertvoller
Inhaltsstoff der CPH, der in diesem Fermentationsansatz verloren geht. Eine Riickgewinnung
aus der wassrigen Phase ist denkbar. Die Verwendung von Pektin aus CPH ist bereits
patentiert (Bernaert et al. 2020). Der Ballaststoffanteil in den Fermentaten setzt sich aus nicht
verwerteten Ballaststoffen der CPH sowie Ballaststoffen aus dem gebildeten Pilzmyzel
zusammen. Ballaststoffe aus Pilzen der Abteilung Basidiomycota bestehen zum gréf3ten Teil
aus unldslichen Ballaststoffen, wobei S-Glucane und Chitin den gré3ten Anteil dieser Fraktion

ausmachen (Zhao et al. 2022).

Chitin wurde in beiden Fermentaten nachgewiesen (2,8 g-100g*TM in CPHFgp und
4,6 g-100 g TM in CPHFpss). Kaya et al. (2015) gaben einen Chitingehalt von 30% in der TM
fur Fruchtkorper von F. pinicola an. Ob dieser Anteil auf Myzel von F. pinicola Gbertragbar ist,
kann nicht mit Sicherheit angenommen werden, da sich der Chitinanteil zwischen Fruchtkorper
und Myzel abhéngig von der Spezies unterscheiden kann (Nitschke et al. 2011). Der hohe
Wert lasst allerdings auch einen hohen Chitinanteil in der Zellwand des Myzels vermuten. Das
konnte auch die hohe Diskrepanz zwischen Rohprotein nach Kjeldahl und Reinproteingehalt
erklaren (vgl. 4.1.5.1). Der Chitingehalt von Fruchtkdrpern verschiedener Pleurotus-Arten wird
mit 0,8 — 5,5% in der TM angegeben, wobei der direkte Vergleich zwischen Fruchtkérper und
Myzel von Pleurotus ostreatus einen hoheren Gehalt im Myzel zeigt (Zhao et al. 2022; Vetter
2007). Chitin wird vom Menschen nahezu unverdaut wieder ausgeschieden, kann aber eine
préabiotische Funktion haben (Halloran et al. 2018). g-Glucane wurden in den Fermentaten
nicht untersucht, aber in den Fruchtkdrpern von F. pinicola und verschiedenen Pleurotus-Arten
bereits nachgewiesen (Proserpio et al. 2019). Wie viele andere Parameter ist auch der
Glucangehalt spezies- und substratabhangig (Shimizu et al. 2003; Manzi et al. 2004). lhr
Gehalt betragt zwischen 38 und 53 mg-100 g TM in verschiedenen Pleurotus-Arten und ihnen

werden gesundheitsférdernde Eigenschaften zugeschrieben, wie beispielsweise eine
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antikarzinogene und immunstimulierende Wirkung und die Mitwirkung am Fettstoffwechsel,

wobei der Gesamtcholesteringehalt im Blut gesenkt werden kann (Rop et al. 2009).

Auffallig war die Erhdhung des Ligninanteils in den Fermentaten im Vergleich zu den CPH mit
27,4 g-100 g1 TM. Der Anteil in den Fermentaten lag bei 45,1 g-100 g* TM fur CPHFgp bzw.
bei 43,3 g-100 g* TM flir CPHFpss. Aufgrund des Biomasseverlusts durch den Erntevorgang,
bei dem wasserltsliche Komponenten wie Pektin und Zucker verloren gehen, erhdht sich der
Anteil der verbleibenden Komponenten prozentual. Bei der Betrachtung des absoluten
Ligningehaltes, der auf ein Fermentationsvolumen von 200 mL und nicht auf 100 g Endprodukt
bezogen war, zeigte sich ein Abbau von Lignin um 8% durch F. pinicola und um 16% durch
P. salmoneo-stramineus. Bei P. salmoneo-stramineus handelt es sich um einen Weil3faulepilz.
Weil3faulepilze sind in der Lage, Lignin durch verschiedene Enzyme, wie Ham-Peroxidasen
(Lignin-, Mangan- und versatile Peroxidasen) und Phenoloxidasen (Laccasen) abzubauen.
Peroxidasen verwenden dabei Wasserstoffperoxid als Co-Substrat wahrend Laccasen
molekularen Sauerstoff als Elektronenakzeptor nutzen (Dashtban et al. 2010). Das
Vorkommen von Lignin- und Manganperoxidasen wurde flr den Pilz P. salmoneo-stramineus
nachgewiesen. Die jeweiligen Enzymaktivitaten waren dabei auf CPH-Medium deutlicher
héher als auf ME-Medium, oder auf ME-Medium gar nicht vorhanden. Shi et al. (2021) zeigten
ebenfalls, dass die Zugabe von ligninhaltigen Strukturen zu den Kulturen die Enzymaktivitaten
steigern kann. Hingegen wurde in der Literatur auch beschrieben, dass eine hoéhere
Proteinverfiigbarkeit im Medium den Ligninabbau limitieren kann (Jung et al. 1992; Rouches
et al. 2016). Es kdnnte untersucht werden, ob der Ligninabbau verbessert werden kann, indem
die Stickstoffsupplementierung weggelassen wird und wie sich dies wiederum auf den
Proteingehalt im Endprodukt auswirkt. In Braunfaulepilzen hingegen wurden zwar bereits
Lignin-abbauende Enzyme nachgewiesen (KnezZevi¢ et al. 2013), der Hauptabbauweg von
lignocellulosehaltigem Material erfolgt allerdings Uber die Fenton-Reaktion. Hierbei wird vor
allem Cellulose angegriffen, es kann aber auch zu Modifikationen am Lignin kommen (Lundell
et al. 2010). In den CPH-Kulturen von F. pinicola konnten keine Lignin- und
Manganperoxidaseaktivitaten  nachgewiesen werden. Die hier nachgewiesenen
Enzymaktivitaten in Verbindung mit dem partiellen Ligninabbau bei Betrachtung der absoluten
Ligninmengen in den Fermentationsansatzen spielen fir das Endprodukt nur eine
untergeordnete Rolle. Diese Ergebnisse andern nichts an dem hohen Ligningehalt in den hier

erzeugten Fermentaten, welcher einen Einsatz in Lebensmittel erschwert.

4.1.5.4 Upscaling
Bei den Upscaling-Ansatzen im 5 L Bioreaktor konnte die Fermentation mit P. salmoneo-

stramineus erfolgreich durchgefuhrt werden. Die Bio-Trockenmasse und der Pilzanteil waren
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vergleichbar mit den Ansatzen im Schittelkolben. Die Luftzufuhr und die
Ruhrergeschwindigkeit wurden schrittweise erhdéht, um Sauerstoff in das Medium
einzubringen. Die Fermentation mit F. pinicola fuhrte allerdings nicht zu vergleichbaren
Ergebnissen mit den Schittelkolben-Ansétzen. Aufféallig war der extrem hohe
Sauerstoffverbrauch innerhalb der ersten 36 h. Auch durch die schrittweise Erhéhung der
Luftzufuhr und der Rihrergeschwindigkeit konnte die Sauerstoffsattigung im Medium nicht
Uber einen langeren Zeitraum auf einem Niveau von >20% gehalten werden. Die
Biomasseproduktion von Pilzen ist abhangig von der Sauerstoffsattigung im Medium (Jensen
1967). Eine unzureichende Sauerstoffversorgung kdnnte das friilhe Absterben des Pilzes und
somit die niedrige Bio-Trockenmasse und den niedrigen Pilzanteil erklaren. Fur eine
grof3technische Anwendung kdnnte eine Optimierung der Parameter im Bioreaktor erfolgen.
Eine Anpassung der Luftzufuhr sowie der Rihrergeschwindigkeit kdnnte zu einer gesteigerten
Biomasseproduktion fuhren. In der Verfahrenstechnik der Myzelproduktion in Bioreaktoren
spielen verschiedene Faktoren eine Rolle, wie die Art des Bioreaktors, die Beliftung und die
Art sowie die Geschwindigkeit des Ruhrers (Rafiee et al. 2021). Durch das Rihren werden
Scherkréfte auf das Myzel ausgetibt, wodurch es zu einem ungleichmaRigen Wachstum oder
zur Schadigung der Zellen kommen kann (Park et al. 2002; Rafiee et al. 2021). Dieser
Parameter wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht und stellt einen deutlichen
Unterschied zur Kaultivierung in Schuttelkolben dar. Es wurde lediglich eine Ruhrerart
verwendet (Flat-Blade). Diese Rihrerart Ubt im Gegensatz zu anderen Ruhrerarten, wie
beispielsweise Pitched-Blade Ruhrern, hohere Scherkrafte aus. Neben der niedrigen
Sauerstoffsattigung kdnnte auch dies zu einem schlechteren Wachstum von F. pinicola gefuhrt
haben. Fir eine mogliche grofdtechnische Anwendung ist die Optimierung der Fermentationen

im Bioreaktormal3stab unumganglich.

4.1.6 Mogliche Anwendungen im Lebensmittelbereich

Scholtmeijer et al. (2023) fassten die Mdglichkeiten zur Anwendung von Myzel von
Speisepilzen in Lebensmitteln in vier Kategorien zusammen: die Verarbeitung des Myzel-
Substrat-Komplexes als Ganzes, das vom Substrat abgetrennte Myzel, das aus dem Myzel
extrahierte Protein und das vom Pilz sekretierte Protein. Die hierin ausgefuhrten Varianten
sind fur Festbettfermentationen beschrieben, kdnnen aber ebenso fur Flissigfermentationen
nach der Ernte angewendet werden. Das Ziel dieser Arbeit war die Aufwertung von CPH durch
eine Pilzfermentation, sodass diese fur die menschliche Erndhrung eingesetzt werden kdnnen.
Relevante Parameter waren dabei die Erhéhung des Proteinanteils sowie der Abbau von
Lignocellulose. Aufgrund des hohen Ligningehaltes der Fermentate von > 40% waére ein
Einsatz dieser Produkte in Lebensmitteln ernahrungsphysiologisch nicht sinnvoll. Zwar sind in

Lebensmitteln kleine Mengen Lignin enthalten, welchen auch gesundheitsfordernde
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Eigenschaften zugeschrieben werden, allerdings ist der Anteil in den hier erzeugten
Fermentaten deutlich zu hoch (Vinardell und Mitjans 2017). Dieser bewegt sich auch nach der
Fermentation im Rahmen von Lebensmittelnebenstromen wie Kokosnussschalen mit 48%,
Haselnussschalen mit 43% oder Pfirsichkernen mit 41% (Rossberg et al. 2015; Demirbas
1997; Manara et al. 2014; Tao et al. 2020). Der Proteinanteil hingegen wurde durch die
Fermentationen deutlich gesteigert. In Anbetracht der hohen Biologischen Wertigkeit des
Proteins aus den Fermentaten und dem hohen Ligninanteil, wodurch auch die Textur des
Produktes negativ beeinflusst werden kann, ist die Isolierung des Proteins aus dem Myzel-
Substrat-Komplex eine sinnvolle Alternative. Fur die Isolierung von Protein sind verschiedene
Verfahren beschrieben, wie enzymatische Behandlungen, Pulsed Electric Field-Extraktion
oder chemische Extraktionsmethoden (Scholtmeijer et al. 2023). Die Proteinisolierung ist
abhéngig von mehreren Faktoren, insbesondere vom pH-Wert, der Wahl des
Extraktionsmittels und dem Extraktionsmittel-Produkt-Verhaltnis (Jarpa-Parra et al. 2014,
Firatligil-Durmus und Evranuz 2010; Gonzalez et al. 2021). Gonzélez et al. (2021) entwickelten
ein Proteinkonzentrat aus Fruchtkérpern von Pleurotus ostreatus, verarbeitet zu einem Mehl,
bei optimierten Bedingungen von pH 12 und einem Extraktionsmittel-Mehl-Verhaltnis von 20:1
(v/w). Dabei zeigten sie auch, dass die in vitro Verdaulichkeit des Proteinkonzentrats 4,2-fach
héher war als die des Fruchtkérpermehls selbst. Fir die Proteinisolierung der hier entwickelten
Fermentate muissten zunadchst die optimalen Bedingungen untersucht werden. Durch den
hohen Anteil der lignocellulose-reichen Schalenreste kénnte die Isolierung erschwert werden.
Scholtmeijer et al. (2023) wiesen aulRerdem darauf hin, dass bei der Proteinisolierung von
Myzel-Substrat-Komplexen auch Proteine aus den Substratresten mitisoliert werden kénnen.
Dies stellt in diesem Fall kein Problem dar, da die CPH selbst ein hochwertiges Protein
aufweisen und auch im Verbund zusammen mit dem Myzel anhand ihrer Biologischen

Wertigkeit beurteilt wurden.

Bei dieser Vorgehensweise bleibt erneut ein grof3er Anteil an ungenutzter Biomasse zurtick,
bei dem es sich im Wesentlichen um Kakaofruchtschalenreste handelt. Da es durch
Flissigfermentation durch Pilze der Abteilung Basidiomycota nicht méglich war, den
Ligninanteil so weit zu reduzieren, dass die CPH im Lebensmittelbereich eingesetzt werden
konnten, kdnnte die Restbiomasse nach Proteinisolierung zur Ligningewinnung eingesetzt
werden. Lignin-Isolierungen lassen sich in zwei Gruppen einteilen, wobei Lignin entweder
extrahiert wird, wie beispielsweise beim Kraft Lignin, gewonnen durch die Extraktion mittels
Natronlauge und Natriumsulfid, oder im Rickstand verbleibt, wie beim Klason-Lignin,
gewonnen durch Behandlung des Materials mit konzentrierter Schwefelsdure (Tao et al. 2020).
Mdgliche Einsatzmdglichkeiten von Lignin reichen von der Kraftstoffherstellung tber den
Einsatz in Beschichtungen bis hin zu Kohlefilter-Verbundwerkstoffen (Nadanyi et al. 2022).

Zwar konnte durch die Fermentationen nur ein geringer Ligninabbau erzielt werden, allerdings
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sind sowohl Weil3- als auch Braunfaulepilze fur ihre Fahigkeit bekannt, Lignin zu modifizieren.
Die Art der Maodifizierung ist dabei sowohl vom Ausgangsprodukt als auch davon abhéngig, ob
Weil3- oder Braunfaulepilze eingesetzt werden (Lundell et al. 2010; Yelle et al. 2008). Durch
unterschiedliche Modifikationen ergeben sich auch verschiedene Anwendungen (Nadanyi et
al. 2022). Da in dieser Arbeit keine genaueren Untersuchungen hinsichtlich der
Maodifizierungen durch die Fermentationen vorgenommen wurden, kann keine weitergehende
Aussage uber die Anwendbarkeit des Lignins aus dem Fermentat getroffen werden. Insgesamt

ist die wirtschaftliche Nutzung von Lignin begrenzt.

4.1.7 Aspekte der Lebensmittelsicherheit

Fur die in dieser Arbeit erzeugten Fermentate sind einige Punkte hinsichtlich
lebensmittelrechtlicher und lebensmittelsicherheitstechnischer Aspekte zu berlcksichtigen.
Gemal VO (EU) 2015/2283 handelt es sich bei Myzel von Pilzen der Abteilung Basidiomycota
um ein neuartige Lebensmittel im Sinne von Art. 3 Abs. 2 Nr. ii) Lebensmittel, die aus
Mikroorganismen, Pilzen oder Algen bestehen oder daraus isoliert oder erzeugt wurden.
Einzelne Produkte dieser Kategorie wurden bereits als Novel Food zugelassen, wie mit
Myzelien des Shiitake-Pilzes fermentiertes Erbsen- und Reisprotein flr den Einsatz in unter
anderem Backwaren und Kakao- und Schokoladenerzeugnissen, oder Myzel von
Antrodia camphorata als Nahrungserganzungsmittel fir Erwachsene. Weiterhin ist zum
jetzigen Stand auch ein Myzelauszug aus dem Shiitake-Pilz fur unter anderem Brotprodukte
oder Erfrischungsgetranke zugelassen (VO (EU) 2017/2470). Fir die Verwendung anderer
Pilze ware somit jeweils ein gesonderter Antrag gemaf Art. 10 — 12 VO (EU) 2015/2283 zu
stellen. Zulassungsantrage muissen dabei Informationen Uber die Beschreibung des
Lebensmittels, Verwendungszwecke, Zusammensetzung und Toxikologie enthalten. Uber den
Zulassungsantrag bzw. die Sicherheit des Novel Foods entscheidet letztendlich die
Européische = Kommission unter Beteiligung der Européischen Behotrde fur
Lebensmittelsicherheit (Turck et al. 2016). Bei den in dieser Arbeit erzeugten Produkten ist
aul3erdem zu beachten, dass CPH selbst als Novel Food eingestuft werden kdnnten, da diese
laut jetzigem Kenntnisstand nicht in nennenswertem Umfang vor dem 15. Mai 1997 verzehrt
wurden (VO (EU) 2015/2283). Eine Einreichung eines Antrags zu CPH ist nicht bekannt.

Essbare Speisepilze kdnnen auch Toxine enthalten. Berger et al. (2022) diskutierten das
Vorkommen von Agaritin, einem Phenylhydrazinderivat, und Ostreolysin A, einem
zytolytischem Protein. Wahrend das Vorkommen von Agaritin auf Pilze der Gattung Agaricus
beschrankt ist (Stijve und Pttet 2000), wird Ostreaolysin A von Pleurotus ostreatus gebildet,
einem nahen Verwandten von Pleurotus salmoneo-stramineus (Ota et al. 2013). Uber die

Bildung solcher Toxine in Pilzmyzel ist in der Literatur nichts beschrieben. Da viele dieser
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Toxine nicht hitzestabil sind, sollte fur die Verarbeitung von Pilzmyzel zu Lebensmitteln immer
eine thermische Behandlung einbezogen werden. Genauere Studien waren allerdings bei
einem Novel Food Antrag unumganglich und wirden auch eine toxikologische Bewertung fur

das Pilzmyzel des jeweiligen Pilzes miteinbeziehen.

Auch mdgliche Riickstande und Kontaminanten in CPH sind n&her zu betrachten. Cadmium
ist eine Kontaminante, die im Zusammenhang mit der Kakaoindustrie in den letzten Jahren
Aufmerksamkeit auf sich gezogen hat. Cadmium kann geogen vorhanden sein oder durch
anthropogene Einflisse in die Boden eingetragen werden. Es wird Uber die Wurzeln aus dem
Boden aufgenommen und anschliel3end in alle Teile der Pflanze verteilt (Vanderschueren et
al. 2021). Cadmium weist eine hohe Nierentoxizitat auf und wurde zuséatzlich als kanzerogen
eingestuft (Hartwig 2010). Die nachgewiesenen Gehalte an Cadmium in CPH sind mit bis zu
2,5 mg-kg™ vergleichbar hoch wie in Kakaobohnen, nur der Gehalt in der Bohnenschale ist
noch hoéher. Zwar ist der Cadmiumgehalt abhéangig von der Anbauregion und dem jeweiligen
Boden, allerdings kann ein hoher Cadmiumgehalt in CPH nicht ausgeschlossen werden
(Vanderschueren et al. 2021). Dieser musste vor Nutzung im Lebensmittelbereich in jedem

Fall untersucht werden.

Die Anwendung von Pestiziden im Kakaoanbau, insbesondere Insektiziden und Fungiziden,
ist ublich (Awudzi et al. 2022; Danso-Abbeam und Baiyegunhi 2017). Gemaf? VO (EG) Nr.
396/2005 sind fiur fermentierte oder getrocknete Kakaobohnen nach Entfernen der
Bohnenschale Rickstandshochstmengen von Pestiziden festgelegt, um ein hohes
Verbraucherschutzniveau sicherzustellen. Da Kakaofruchtschalen nicht als Lebensmittel
gelten, gibt es auch keine Vorschriften zu Rickstandshéchstmengen von Pestiziden. Durch
gangige Applikationstechniken, bei denen die Kakaobdume oberflachlich durch Spriihen
behandelt werden, ist davon auszugehen, dass die Pestizidgehalte auf der Oberflache der
Fruchtschalen deutlich héher sind, als in den Kakaobohnen. Bei der Untersuchung der
Insektizide Imidacloprid, Thiamethoxam und Acetamiprid in Bohnen und Bohnenschalen
wurden durchweg héhere Gehalte in den Bohnenschalen als in den Bohnen nachgewiesen. In
einzelnen Fallen wurden die Stoffe auch nur in den Bohnenschalen nachgewiesen (Dankyi et
al. 2015). Diese Daten implizieren eine Abnahme der Riickstandsmengen vom auf3eren zum
inneren Teil der Kakaofriichte. Auch Vertreter der stark umstrittenen Gruppe der
Organochlorpestizide, wie Hexachlorcyclohexan, Aldrin und Endrin, wurden in Kakaofriichten
nachgewiesen. Dabei (Uberstiegen die Gesamtgehalte dieser Verbindungen in den
Fruchtschalen die Werte der Bohnen deutlich. Es wurden Gesamtgehalte von bis zu
10,2 mg-kg? nachgewiesen (Ildowu et al. 2022). Fur jegliche Verwendungen von CPH im
Lebensmittelbereich ist daher zu beachten, dass eine Bewertung hinsichtlich
Pestizidrickstdnden durchzufihren wére. Detaillierte Daten zu Rickstandsmengen von

Pestiziden auf Kakaofruchtschalen sind nicht bekannt.
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4.1.8 Ausblick

Der Einsatz von Pilzmyzel im Lebensmittelbereich als alternative Proteinquelle erfuhr gerade
in den letzten Jahren grofl3e Aufmerksamkeit. Verschiedene Start-Ups, wie Mycorena oder
Mushlabs konzentrieren sich auf die Herstellung von Myzel aus Speisepilzen und werden
vermutlich in naher Zukunft die ersten Produkte auf den Markt bringen. Die Verwendung von
agroindustriellen Nebenstrémen in Nahrmedien kann dabei gleichzeitig eine Kostenersparnis
bringen und zu einer nachhaltigeren Lebensmittelproduktion beitragen. Die hierfur
eingesetzten Nebenstrome missen allerdings auch fur die entsprechende Anwendung
geeignet sein. Die hier durchgefiihrte Flissigfermentation nach Stickstoffsupplementierung mit
zwei verschiedenen Pilzen flihrte zwar zu einer deutlichen Erhéhung des Proteingehaltes, aber
nicht zu einem zufriedenstellenden Abbau von Lignin. Erste Anwendungsversuche des
Fermentats CPHFpss in Brotteig zeigten, dass der Ersatz von Mehl zwischen 2,5 und 10%
einen Einfluss auf die Harte und Elastizitat des Teiges hat (Bickel Haase et al. 2023). Dieser
Einfluss kann auf den hohen Ballaststoff- bzw. Ligningehalt im Fermentat zurtickgeflihrt
werden. Trotzdem kann auch durch den geringen Einsatz des Fermentats der Nahrwert von
Brot verbessert werden. Delgado-Ospina et al. (2021) untersuchten den Einsatz nicht
fermentierter Kakaofruchtschalen in Frankfurter Wirstchen. Sie wiesen bei einem Einsatz
zwischen 1,5 — 3% ebenfalls einen Einfluss auf die Textur und auf sensorische Eigenschaften
nach, wobei die Proben im Allgemeinen positiv bewertet wurden. Beide Ansétze sind allerdings

keine Losung flr eine Verwendung von Kakaofruchtschalen im gréfZeren Maf3stab.

Neben der unter 4.1.6 beschriebenen Mdéglichkeit, die Proteine aus den Fermentaten zu
isolieren und in Lebensmitteln einzusetzen, kdénnte weiterhin die Substratumsetzung durch
eine Festbettfermentation untersucht werden. Festbettfermentationen von
lignocellulosehaltigen Nebenstrémen durch Pilze der Abteilung Basidiomycota sind vor allem
im Bereich der Futtermittel beschrieben (Tripathi et al. 2008; Laconi und Jayanegara 2015).
Wahrend der Ligningehalt durch diese Art von Behandlung haufig deutlich abnimmt, erfolgt
nur eine geringe Erhéhung des Proteingehaltes. Eine siebentagige Festbettfermentation von
Kakaofruchtschalen durch Phanerochaete chrysosporium erzielte einen Ligninabbau von ca.
20% bei einer Proteinsteigerung von lediglich 19% (Laconi und Jayanegara 2015). Durch eine
14-tagige Festbettfermentation von Weizenstroh durch Dichomitus squalens konnte ein
Ligninabbau von 35% erzielt werden (Knezevi¢ et al. 2013). Im vorliegenden Fall misste die
gebildete pilzliche Biomasse, der Ligninabbau sowie der Proteingehalt von Festbettkulturen
untersucht und mit den Ergebnissen der Submers-Kultivierung verglichen werden, um eine
Aussage daruber treffen zu kénnen, ob eine Verbesserung des Nahrwerts der Schalen durch
Festbettfermentation moglich ware. Fur die Untersuchungen wurden die drei CPH-Sorten
SUL 1, SUL 2 und MCCO02 ausgewahlt, wobei in allen Ansatzen SUL 1 verwendet wurde.
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Aufgrund der sehr @hnlichen chemischen Zusammensetzung der drei Sorten kann von einer
sehr guten Ubertragbarkeit auf SUL 2 und MCCO02 ausgegangen werden.

Insgesamt ist weitere Forschung notwendig, um die Kakaofruchtschalen erfolgreich in der
menschlichen Ernéhrung einzusetzen. Die chemische Zusammensetzung, insbesondere der
hohe Faseranteil und der niedrige Nahrwert machen einen Einsatz schwierig, sowohl im

direkten Einsatz fur Lebensmittel, als auch fir eine effiziente Pilzfermentation.
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4.2 Fermentation von Kakaopulpe (KP) zur Erzeugung ansprechender
Aromen

Im Gegensatz zu den Kakaofruchtschalen handelt es sich bei der Kakaopulpe nicht per se um
einen Nebenstrom, sondern um ein qualitativ hochwertiges Produkt, das allerdings noch nicht
im groReren Malstab genutzt wird. Die Gewinnung neuartiger Produkte aus der Kakaopulpe
ist ein vielversprechender Ansatz, um den Kakaoanbau nachhaltiger zu gestalten und den

Wert der Kakaofrucht zu steigern (Vasquez et al. 2019).

Das Aroma spielt eine wichtige Rolle bei der Akzeptanz von Lebensmitteln. Zu den wichtigsten
Werkzeugen der Aromaanalytik z&hlt die Identifizierung von Schlusselaromastoffen und die
Off-Flavor-Analytik. Die ldentifizierung von Off-Flavors kann dabei helfen, Leitsubstanzen fur
einen mikrobiellen Verderb von Produkten zu entwickeln. So weist beispielsweise das
Vorkommen von Guajacol oder Geosmin in Apfelsaft auf eine Kontamination durch
Alicyclobacillus acidoterrestris hin (Zierler et al. 2004). Andererseits kann auch die
Bestimmung von Schlusselaromastoffen als Qualitdtsnachweis eines Produktes dienen,
beispielsweise von Schokolade (Toker et al. 2020). In den letzten Jahren gab es einen Trend
zum Konsum von natirlichen Produkten fiir ein gestinderes und nachhaltigeres Leben
(Kahraman und Kazancgoglu 2019). Zu diesem Trend zahlt auch die erhéhte Nachfrage nach
natiirlichen Aromastoffen. Eine Mdglichkeit, natiirliche Aromastoffe zu gewinnen, ist die
Extraktion aus Pflanzenmaterial. Diese Herangehensweise ist allerdings teuer und aufgrund
vorkommender Ressourcen begrenzt (Berger 2007). Eine vielversprechende Alternative ist die
biotechnologische Darstellung von nattrlichen Aromastoffen durch Mikroorganismen, wie
Bakterien, Pilze und Hefen. Diese Vorgehensweise ist Teil der Weil3en Biotechnologie (Ben
Akacha und Gargouri 2015). Pilze der Abteilung Basidiomycota sind aufgrund ihres
einzigartigen extrazellularen Enzymsystems in den Fokus der Aromaforschung geriickt.
Abhangig von der Spezies und dem zur Verfligung gestellten Nahrsubstrat kann eine Vielzahl
unterschiedlicher Aromastoffklassen Uber verschiedenste Synthesewege produziert werden
(Pith et al. 2023; Brescia et al. 2021; Sommer et al. 2021).

Die Fermentation von Kakaopulpe mit Pilzen sollte der Generierung ansprechender Aromen
bzw. der Aromatisierung dienen. Aufgrund ihres Aromaprofils und ihrer Inhaltsstoffe ist die
Kakaopulpe ein vielversprechendes Ausgangssubstrat fiir eine Fermentation. In der Literatur
ist zu diesem Ansatz bislang nichts bekannt. Die biotechnologische Darstellung von
Aromastoffen durch Pilze der Abteilung Basidiomycota kann sowohl in Festbett- als auch in
Submers-Kultur erfolgen. Eine Fermentation in Submers-Kultur hat den Vorteil, dass nach
Abtrennung des Myzels direkt ein Getrdnk gewonnen werden kann (Zhang et al. 2015; Rigling
et al. 2021).
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4.2.1 Screening

Mittels Fermentation sollte ein neuartiges, natirlich aromatisiertes Produkt generiert werden.
Im Plattenscreening wurde daher als wichtigster Bewertungsparameter der Geruch
herangezogen. Zusatzlich wurde der Geruch auf Malzextrakt-Agarplatten als Referenz
herangezogen, um eine substratabhangige Aromaentwicklung nachweisen zu konnen. Die

Wachstumsgeschwindigkeit der Pilze war dabei zweitrangig.

Neben den vier ausgewahlten Laetiporus-Arten, die durch ein starkes tropisch-fruchtiges
Aroma auf KPA auffielen, bildete Wolfiporia cocos nach nur zwei Tagen ein blumiges,
fruchtiges Aroma aus, das an Walderdbeere erinnerte. Durch Sommer et al. (2021) wurde
dieser Aromaeindruck bereits aufgeklart, wobei ebenfalls ein Walderdbeer-ahnliches Aroma
durch eine Emers-Fermentation von Johannisbeertrester erhalten wurde. Als
Schlisselaromastoffe wurden (R)-Linalool, Methylanthranilat, 2-Aminobenzaldehyd und
Geraniol identifiziert. Fur die vier Laetiporus-Arten wurde zuvor kein tropisch-fruchtiges Aroma
beschrieben, aul3er das Vorkommen einzelner Kokosnuss-artigen Verbindungen (Yalman et
al. 2023). In allen vier Fallen unterschied sich die Aromaausbildung deutlich zwischen KPA
und MEA, was eine Substratabhangigkeit impliziert. Auch die Geruchseindriicke zwischen den
vier Laetiporen unterschied sich in der Intensitat des ausgeprdgten Aromas und den
Aromaeindriicken. Eine kokosartige Note konnte in Emers-Kultur nur bei L. portentosus

wahrgenommen werden.

Um aus den vier Laetiporen den vielversprechendsten Stamm auszuwéhlen, wurden jeweils
Submers-Kulturen angefertigt und diese in Abstanden von 24 h fir insgesamt fiinf Tage
sensorisch beurteilt. Zusatzlich wurden fir jeden Erntetag der pH-Wert und der
Oxalsauregehalt bestimmt. Pilze der Gattung Laetiporus zahlen zu den Braunfaule-Erregern,
die wahrend des Holzabbaus Oxalséure bilden. Die Oxalsaure dient dabei der Komplexierung
von Fe®-lonen, wodurch diese in die Zellwand gelangen konnen. Im weiteren Verlauf wird Fe®*
zu Fe? reduziert, welches mit H.O; in der Fenton-Reaktion reagiert und Hydroxylradikale
bildet. Diese sind mafgeblich fur den Angriff von lignocellulosehaltigen Strukturen
verantwortlich (Arantes und Goodell 2015). Das Vorkommen von Oxalsdure in Lebensmitteln
ist kritisch zu betrachten, da es in hohen Konzentrationen gesundheitliche Nachteile mit sich
bringen kann. So ist bekannt, dass Oxalsaure Calcium und andere Mineralstoffe bindet, was
zu einer verminderten Bioverfligbarkeit fuhrt, und dass es zur Bildung von Nierensteinen
kommen kann (Noonan und Savage 1999). Fur L. sulfureus wurde die Produktion von
Oxals&ure bereits nachgewiesen (Takao 1965). Uber die Kultivierungsdauer von 96 h zeigten
L. sulfureus sowie L. montanus einen deutlichen Anstieg der Oxalsdurekonzentration
zwischen 24 und 48 h bzw. zwischen 48 und 72 h, wéhrend L. persicinus und L. portentosus

nur einen leichten bzw. keinen Anstieg zeigten (vgl. Abbildung 30). Der phylogenetische
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Stammbaum der vier untersuchten Laetiporen zeigt eine nahe Verwandtschaft zwischen L.
sulfureus und L. montanus, wohingegen L. persicinus und L. portentosus entfernter liegen
(Lindner und Banik 2008; Ortiz-Santana et al. 2013). Diese Verwandtschaftsbeziehung kénnte
eine Erklarung fur die unterschiedlich starke Oxalsaureproduktion sein. In Verbindung mit der
sensorischen Beurteilung wurde L. persicinus flr weitere Studien ausgewahlt. Im Vergleich zu
den anderen drei Pilzen schnitten die Kulturen durchweg gut ab, wobei erst nach 120 h ein
leicht bitterer Geschmack wahrgenommen wurde. Beim direkten Vergleich der
Oxalsaurekonzentrationen ist durch das Fermentat von L. persicinus keine gesundheitliche
Beeintrachtigung zu erwarten. Uber den Kultivierungszeitraum von vier Tagen schwankte der
Oxalsauregehalt zwischen 3 — 131 mg-Lt. Sommer et al. (2023) wiesen in dem durch
Wolfiporia cocos erzeugten Getrank 192 mg-L* Oxalsaure nach und bewerteten das Getrank
im Vergleich zu anderen oxalsaurehaltigen Lebensmitteln, wie Rhabarber oder Spinat, als fur

den menschlichen Verzehr geeignet.

4.2.2 Sensorische Beurteilung der Getranke im Panel

Um den optimalen Erntezeitpunkt fir das Getrank zu finden, wurden Proben in einem zeitlichen
Abstand von 12 h geerntet und in einem Sensorikpanel verkostet. Die Beschreibung des KP-
Mediums mit den Attributen sauerlich, fruchtig, Citrus und Apfel stimmte mit der Beschreibung
von Kakaopulpe in der Literatur tGberein, wobei diese als blumig, fruchtig, Honig, Citrus und
tropisch beschrieben wurde (Bickel Haase et al. 2021). Die héchsten Intensitaten fur die
interessanten Aromaeindrtcke sif3, tropisch, Maracuja, Pfirsich, Mango, Kokos und Aprikose
wurden nach 48-stiindiger Fermentation erhalten. Fir diese Fermentationsdauer wurden auch
die hochste Bewertung bzw. Akzeptanz fur den Geruch von 3,7/ 5,0 Punkten und fir den
Geschmack von 4,2/ 5,0 Punkten erhalten. Eine Verbesserung der Akzeptanz von durch Pilze
der Abteilung Basidiomycota fermentierten Getranken wurde bereits in der Literatur
beschrieben. Sommer et al. (2023) zeigten einen Anstieg der Gesamtakzeptanz von 2,5 auf
8,0/ 10,0 Punkten bei der Fermentation von Johannisbeertrester durch Wolfiporia cocos in
Flassigkultur. Wang et al. (2022) wiesen nach, dass die Fermentation von Okara mit
Speisepilzen die Aromaqualitat verbessern kann, indem Off-flavor-Komponenten reduziert und
neue Aromastoffe gebildet werden. In der vorliegenden Arbeit ging es nicht um die Maskierung
von Off-flavor-Komponenten, sondern um die Aufwertung eines Nebenstroms, der zwar bereits
aromatisch ansprechend ist, aber nicht in unbegrenzten Mengen zur Verfigung steht. Die
Entwicklung neuartiger Produkte aus Kakaopulpe ist ein vielversprechender Ansatz fur die
Aufwertung von Kakaofriichten, allerdings muss die Kakaopulpe nachhaltig eingesetzt
werden. Der Anteil an frischer Kakaopulpe in Kakaofrichten hangt von verschiedenen
Faktoren ab, und kann zwischen 10 — 26% betragen (Dias et al. 2007; Tinh et al. 2016). In
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Anbetracht der Tatsache, dass ein Teil der Kakaopulpe notwendig fur die Fermentation der
Bohnen ist, kann auch nur ein Teil anderweitig verwendet werden, was die Menge der
verfugbaren, frischen Kakaopulpe begrenzt. Im hier beschriebenen Ansatz wird ein
hochwertiges Produkt mit sehr guter Gesamtakzeptanz aus lediglich 10% Kakaopulpe in
Wasser gewonnen. Die sensorische Beurteilung zeigt dabei, dass die Akzeptanz ohne
Fermentation deutlich niedriger wére. In anderen Studien, in denen Kakaopulpe zur
Herstellung von Bier oder Wein eingesetzt wurde, sind hohere Mengen notwendig. Zur
Herstellung des Bieres mussten 30% frische Kakaopulpe eingesetzt werden, um eine hdhere
Akzeptanz zu erhalten (Nunes et al. 2020). Die Entwicklung des Fruchtweins startete
ausgehend von 100% frischer Kakaopulpe, wobei nachtraglich der °Brix mittels Saccharose-

Ldsung eingestellt wurde (Dias et al. 2007).

Die Carbonisierung des Getranks filhrte zu einer Verschlechterung der Gesamtakzeptanz,
einer Verringerung des SUR-Empfindens, einer Steigerung des Saure-Empfindens, und zu
einer Verringerung der entscheidenden Aromaeindriicke tropisch, Maracuja, Pfirsich, Mango
und Kokos. Saint-Eve et al. (2010) wiesen nach, dass das starkere Saure-Empfinden von
carbonisierten gegeniber nicht-carbonisierten Getranken auf einen pH-Wert Abfall durch CO;
herbeigefiihrt wird. Durch ein nachtragliches Einstellen des pH-Werts auf den Ausgangswert
konnte die Intensitat der Saure wieder aufgehoben werden. Die Daten in der Literatur zum
SuR-Empfinden von Getrdnken durch Carbonisierung sind kontrovers, was auf eine
Abhangigkeit der Zucker- und CO,-Konzentration und die abnehmende Lo6slichkeit von CO-
bei steigendem Zuckergehalt zurlickzufiihren ist (Saint-Eve et al. 2010; Descoins et al. 2006).
Verschiedene Studien beschreiben eine intensivierte Aromawahrnehmung in carbonisierten
Getranken und eine damit erhéhte Akzeptanz (Saint-Eve et al. 2014; Saint-Eve et al. 2010;
Sommer et al. 2023). In vorliegenden Fall konnte keine Verbesserung der
Aromawahrnehmung durch eine Carbonisierung erzielt werden. Eine maogliche Erklarung
konnte eine Uberlagerung der tropisch-fruchtigen Aromaeindriicke durch die starke Saure
sein. Weiterhin wird in der Literatur eine Abhangigkeit der Aromaaktivitat vom Luft-Wasser-
Verteilungskoeffizienten beschrieben, wobei Aromastoffe mit hdéheren Werten zu einer
Intensivierung des Aromas durch eine Carbonisierung fithren (Clark et al. 2011). Durch das
nachtragliche Entweichen von CO, kdnnen auch Aromastoffe verloren gehen (Kérner 1996).
Da im finalen Getrank viele Aromastoffe vorliegen, die nicht naher identifiziert werden konnten
(vgl. 4.2.4), kann Uber einen mdglichen Verlust in die Gasphase keine genaue Aussage
getroffen werden. Insgesamt wurde eine Carbonisierung fur das vorliegende Getrank nicht in

Betracht gezogen.
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4.2.3 Chemische Zusammensetzung des KP-Mediums und des finalen Getrdnks

Die analysierte chemische Zusammensetzung der Kakaopulpe mit einem Wassergehalt von
80%, 82,19g-100g*TM reduzierenden  Zuckern, 1,8 9-100g*TM  Saccharose,
2,8 g-100 g* TM Rohprotein, 5,7 g-100g? TM Ballaststoffen und 8,6 g-100 g1TM
organischen Sauren stimmt gut mit den in der Literatur angegebenen Werten Uberein
(Pettipher 1986; Anvoh et al. 2009). Die chemische Zusammensetzung des KP-Mediums war
eine zehnfache Verdinnung der Kakaopulpe. Die mikrobiologische Beschaffenheit der
Kakaopulpe wurde Uber die Gesamtkeimzahl bewertet. Durch die vorherige Pasteurisierung
konnten keine pilzlichen oder bakteriellen Kontaminationen festgestellt werden. Dies ist
vorteilhaft, da die Pasteurisierung ein vergleichsweise schonendes Verfahren zur
Haltbarmachung von Fruchtzubereitungen darstellt (Agcam et al. 2018). Fur das hier
angewendete Fermentationsverfahren ist ein steriles Medium unumganglich. Das
Standardvorgehen ware eine Sterilisierung durch Autoklavieren, was eine deutlich starkere
thermische Behandlung darstellt. Durch Hitzeeinwirkung kann es zu Aroma- und
Farbveranderungen in Fruchtzubereitungen und -saften kommen (Wang et al. 2018). Ein
Transport von frischer Kakaopulpe ist aufgrund der mikrobiologischen Belastung nur nach
thermischer Stabilisierung oder Gefrierung mdglich. Fir eine groBtechnische Anwendung in
diesem Bereich ist die Pasteurisierung das Mittel der Wahl, um das Ausgangsprodukt so wenig

behandelt wie méglich einsetzen zu kénnen.

Die Zuckerkonzentration verringerte sich durch die 48-stiindige Fermentation um 1,1 g-L. Fur
ihr Wachstum nutzen Pilze einen Teil des Zuckers als Kohlenstoffquelle, um Biomasse und
andere Substanzen zu erzeugen (Strijbis und Distel 2010). Mit insgesamt 13,4 g-L! bzw.
1,34 g-100 mL? Zucker liegt das Getrank deutlich unterhalb vieler Limonaden, Softdrinks,
Safte und fermentierter Getranke (Tabelle 48). Zuckerhaltige Getranke haben Einfluss auf die
Ubergewichtigkeit, Diabetesrate sowie die Karieshaufigkeit der Bevolkerung (Briggs et al.
2017). Vom gesundheitlichen Standpunkt ist die Reduzierung des Zuckeranteils in Getrdnken
eine sinnvolle MaRnahme. Darunter sollten allerdings der Geschmack und die Akzeptanz des
Getranks nicht leiden. Das in dieser Arbeit entwickelte Getrank ist zuckerarm und weist
gleichzeitig eine hohe Akzeptanz bei den Testpersonen auf. Im Vergleich mit dem von Sommer
et al. (2023) entwickelten fermentierten Getrdnk aus Johannisbeertrester, enthalt das

Kakaopulpe-Getrank 74% weniger Zucker.
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Tabelle 48: Zuckergehalt verschiedener alkoholfreier Getrédnke; Gesamtzuckergehalt von Verpackung entnommen.

Getrank Gesamtzucker [g-100 mL]
Cola, Fanta, Sprite 7,6 -10,6
Apfelsaft 6,6 -9,6
Limonade gesetzlich= 7,0
Fassbrause 6,2
fermentiertes Johannisbeertrester-Getrank 4,9 (Sommer et al. 2023)
fermentiertes Kakaopulpe-Getrank 13

Mittels GC-MS konnte kein Ethanol im Getrank nachgewiesen werden, sodass dieses als
alkoholfrei bezeichnet werden kann. Der pro-Kopf-Alkoholkonsum nimmt stetig ab, was
ebenfalls auf gesundheitliche Aspekte zuriickgefihrt werden kann (Statista Research
Department 2023). Gleichzeitig vergroRert sich der Markt fiir alkoholfreie Getranke. Hierbei
stehen fermentierte, alkoholfreie Getranke im Fokus, da sie aufgrund von erhdhter Haltbarkeit,
verbesserten Geschmacks sowie der Assoziation zwischen Fermentation und

gesundheitlichen Aspekten Vorteile bieten (Sanlier et al. 2019).

Durch die Fermentation anderte sich die Konzentration an Citronen- und Essigsaure im
Medium kaum. Milchsaure und Apfelsdure hingegen wurden im KP-Medium selbst mit
12,1 bzw. 78,7 mg-L* quantifiziert, konnten aber im finalen Getrank nicht mehr nachgewiesen
werden. Milchsaurebakterien und Hefen nutzen Apfelsaure wahrend der malolaktischen
Garung (Volschenk et al. 2017). Es ist nicht auszuschliel3en, dass die organischen Sauren an
Stoffwechselvorgéngen von L. persicinus beteiligt sind, und somit durch die Fermentation
abgebaut werden. Die Bildung von Oxalsdure bewegt sich in einem Konzentrationsbereich, in
dem keine gesundheitlichen Beeintrachtigungen fur den Verbraucher zu erwarten sind (vgl.
4.2.1).

4.2.4 Aromaanalytische Untersuchungen des KP-Mediums und des fermentierten
Getrdnks

4.2.4.1 Aromastoffe im KP-Medium

Das Vorkommen von Aromastoffen in Kakaopulpe h&ngt von verschiedenen Faktoren wie der

Sorte und der Herkunft ab (Bickel Haase et al. 2021). Die in dieser Arbeit verwendete
Kakaopulpe stammte aus Ecuador, die Sorte war allerdings unbekannt. Die
Zusammensetzung der Aromastoffe in der Pulpe beeinflusst sowohl das Gesamtaroma des
Mediums als auch die Bildung von Aromastoffen durch die Fermentation aufgrund der
Anwesenheit verschiedener Préakursoren. Insgesamt wurden 37 aromaaktive Substanzen

nachgewiesen, von denen 32 mittels Olfaktometrie detektiert und 32 zweifelsfrei identifiziert
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werden konnten (vgl. Tabelle 40). Verglichen mit in der Literatur beschriebenen Aromaprofilen
von Kakaopulpe wurden 27 der 32 abschlieend identifizierten Substanzen bereits
beschrieben (Bickel Haase et al. 2021). Ethylacetat, Acetoin, 1-Octanol, Hexansaure und
Decansaure wurden zuvor nicht in frischer Kakaopulpe direkt nach dem Offnen der Friichte
beschrieben. Ethylacetat und Acetoin sind typische Aromastoffe, die durch Hefen oder
Milchsaurebakterien wahrend der Fermentation produziert werden (Vuyst und Leroy 2020). Im
Gegensatz zu den erwdhnten Studien wurde in dieser Arbeit Kakaopulpe verwendet, die
pasteurisiert war. Ein vorheriger Kontakt mit Mikroorganismen kann daher nicht
ausgeschlossen werden, was das Vorkommen dieser zwei Aromastoffe erklaren konnte.
Zusétzlich zu den hier detektierten Aromastoffen wurden weitere aromaaktive Substanzen in
Kakaopulpe beschrieben. Hierzu zahlen g-Damascenon (fruchtig, Weintraube), » und &
Decalacton (Kokosnuss, Pfirsich) und trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal (metallisch) (Bickel
Haase et al. 2021; Chetschik et al. 2018; Hegmann et al. 2020). Die hohe Verdinnung der
Kakaopulpe im KP-Medium, ebenso wie die Sorte, die Herkunft oder die Pasteurisierung
konnten eine Erklarung dafiir sein, dass nicht alle beschriebenen Aromastoffe detektiert
werden konnten. Fur »~Decalacton beispielsweise wurden auch nur sehr niedrige FD-Faktoren
ermittelt (Bickel Haase et al. 2021).

Das KP-Medium wurde nicht detaillierter auf die quantitative Menge an Aromastoffen oder
mittels Verdiinnungsanalyse untersucht. Daher kann keine Aussage dariber getroffen
werden, welche Aromastoffe einen Beitrag zum Gesamtaroma leisten, und welche nicht. Beim
Vergleich mit Literaturdaten Uber frische, nicht behandelte Kakaopulpe sind kaum

Unterschiede beziglich des Aromaprofils zur pasteurisierten Kakaopulpe zu erkennen.

4.2.4.2 Aromastoffe im fermentierten Getrank

Das fermentierte Getrank wurde mittels Aromaverdiinnungsanalyse (ADA) untersucht. Dieses
Werkzeug dient der Priorisierung einzelner Aromastoffe, die mdglicherweise einen Beitrag
zum Gesamtaroma einer Probe leisten. Zur statistischen Untersuchung der ADA wurden die
Flachen fir die drei charakteristischen Aromastoffe (R)-Linalool, (E)-Nerolidol und 5-Butyl-
2(5H)-furanon aufgetragen. Dabei zeigten sich fur die drei Aromastoffe Bestimmtheitsmalde
zwischen 0,9799 und 0,9921. Bei allen drei Substanzen war ein leichter Einbruch der Linearitat
bei den Log.(FD-Faktor) 7 und 8 erkennen, der ab Log»(FD-Faktor) 9 wieder aufgefangen
wurde (vgl. Anhang Abbildung 91). Der leichte Einbruch in der Linearitat trat zeitgleich mit dem
ersten Split in der TDU von 1 auf 16 auf. Dieser Effekt trat ebenfalls bei Trapp et al. (2018a)
fur besonders flichtige Substanzen, wie (E,E)-2,4-Decadienal auf, deren Methode hier
angewendet wurde. Bei der Validierung der Methode durch Trapp et al. (2018a) ergaben sich
Bestimmtheitsmafe von 0,9954 fir (R)-Linalool und 0,9976 fir (E)-Nerolidol. Hierbei handelte
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es sich allerdings um Standardlésungen, wohingegen in der vorliegenden
Verdinnungsanalyse reale Proben verwendet wurden, die zusatzlich natdrlichen
Schwankungen unterliegen kdnnen. Zwar wurden alle Proben aus einem Fermentationsansatz
gleichermalRen aliquotiert und eingefroren, Abweichungen aufgrund naturlicher
Schwankungen kénnen allerdings nicht ausgeschlossen werden. In der Verdinnungsanalyse
mittels dynamic Headspace realer Fermentationsproben durch Sommer et al. (2021) wurden
Bestimmtheitsmalie von 0,9870 fiir Linalool, 0,9799 fur Anthranilsauremethylester und 0,9910
fur Thymol erreicht. Diese Werte sind vergleichbar mit der vorliegenden Verdiinnungsanalyse,
was zeigt, dass die Anwendung der Split-Einstellungen nach Trapp et al. (2018a) fur die hier

untersuchte Probe anwendbar war und funktionierte.

In der ADA konnten insgesamt 37 aromaaktive Substanzen mit FD-Faktoren zwischen 8 und
2.048 detektiert werden, von denen 17 Substanzen abschlieRend identifiziert werden konnten
(Abbildung 39). Von diesen 17 Substanzen wurden diejenigen sieben Substanzen mit den
hdchsten FD-Faktoren mittels Standardaddition quantifiziert (2-Nonanon (FD 512), (R)-
Linalool (FD 2.048), Methylbenzoat (FD 128), 1-Phenylethylacetat (FD 64), 2-Phenylethanol
(FD 128), 5-Butyl-2(5H)-furanon (FD 1.024) sowie (E)-Nerolidol (FD 1.024)). Die
Bestimmtheitsmal3e lagen dabei zwischen 0,9367 und 0,9827 (mit Ausnahme von (R)-
Linalool). Das Bestimmtheitsmald fir eine verlassliche Quantifizierung mittels
Standardaddition sollte bei = 0,95 liegen (Ridgway et al. 2010). Dies war fur den Grof3teil der
Standardaddition der Fall, au3er fur (R)-Linalool. Hier lagen die Bestimmtheitsmalle bei
0,9049 bzw. 0,9299. Die Kalibriergeraden der Standardaddition flachten dabei bei héheren
Konzentrationen ab, was mdglicherweise auf eine Sattigung des Sorbensmaterials hindeuten
konnte. Der lineare Bereich von PDMS-Twistern liegt im niedrigen ppm-Bereich (mg-L?)
(Pfannkoch et al. 2002). An diesen Bereich reichen die Konzentrationen an Linalool zwar nicht
heran, allerdings wurden diese Grenzen fur Einzelsubstanzen ermittelt. In der vorliegenden
Probe sind viele weitere Stoffe vorhanden, die sich ebenfalls an das Sorbensmaterial heften.
Weiterhin ist PDMS-Sorbensmaterial fir Substanzen geeignet, die einen log(Kow) < 4
aufweisen. Linalool liegt mit einem log(Kow) von 3,38 nur leicht unter diesem Wert (Ochiai et

al. 2018), was zusatzlich zu einer verschlechterten Adsorption gefiihrt haben kénnte.
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Abbildung 39: Strukturformeln der 17 identifizierten Aromastoffe im KP-Getrank; S01: 2-Pentanon; S02: 2-Hexanon;
S03: 2-Pentanol; S04: 2-Hexanol; S06: Octanal; S07: 1-Octen-3-on; S08: 2-Nonanon; S10: (E)-2-Octenal; S11:
1-Heptanol; S12: 2-Acetylfuran; S13: Linalool; S14: Methylbenzoat; S15: 1-Phenylethylacetat; S22:
2-Phenylethanol; S24: 5-Butyl-2(5H)-furanon; S27: (E)-Nerolidol; S31: =Muurolol.

Zur Quantifizierung von Aromastoffen bewdahrte sich die Bestimmung Uber einen internen
Standard, welcher mit stabilen Isotopen markiert ist. Dieses Verfahren wird auch
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse genannt (SIVA) und ist hinsichtlich Spezifitat und
Wiederfindung die Methode der Wahl (Rychlik und Asam 2009). Durch die sehr hohe
strukturelle Ahnlichkeit von Analyt und internem Standard kénnen Analytverluste bestmdglich
kompensiert werden. Problematisch ist die Verfligbarkeit von isotopenmarkierten Standards
und deren hoher Preis. Aufgrund der bei der SBSE auftretenden Abhangigkeit der
Wiederfindung von Analyten von unter anderem dem Verteilungskoeffizientenoctanot:wasser (Kow)
und diverser Matrixeffekte, ist der Einsatz eines anderen internen Standards als einem

isotopenmarkierten Standard nicht moglich (Pfannkoch und Whitecavage 2002).

Insgesamt wurden flr vier der sieben quantifizierten Substanzen Odor Activity Values von > 1
bestimmt. Methylbenzoat hatte einen OAV von 0,8, sodass eine Aussage uber den Beitrag
zum Gesamtaroma nicht klar getroffen werden konnte. 2-Nonanon und 1-Phenylethylacetat
wiesen OAVs <1 auf, was keinen oder nur einen geringen Beitrag zum Gesamtaroma
vermuten lasst. 2-Nonanon hatte einen FD-Faktor von 512, sodass dieses Ergebnis unerwartet
war. Zwar ist der FD-Faktor fur eine Substanz aus einer Aromaverdiinnungsanalyse ein erster
Schritt  zur Identifizierung der Schlisselaromastoffe einer Probe, aufgrund der
unterschiedlichen Geruchsschwellen lasst aber erst der OAV eine Aussage zu, ob ein Stoff

wahrscheinlich zum Gesamtaroma beitragt, oder nicht. Bei der GC-Olfaktometrie wird die
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gesamte Menge eines Analyten im Aromaextrakt verdampft, wahrend OAVs anhand von
Geruchsschwellenwerten in einer Matrix bestimmt werden. Dabei wird nur die Menge eines
einzelnen Geruchsstoffs bertcksichtigt, die im Kopfraum Uber der Matrix vorhanden ist.
Dadurch kann es durch die Verdiinnungsanalyse zur Uberschatzung von eher polaren
Substanzen kommen, da diese gut wasserldslich sind und ihr Dampfdruck vergleichsweise

gering ist (Greger und Schieberle 2007).

Insgesamt konnten 20 aromaaktive Substanzen nicht abschlie3end identifiziert werden. Der
Grol3teil dieser Substanzen konnte aufgrund der vorliegenden Massenspektren der Gruppe
der Sesquiterpenoide zugeordnet werden. Aufgrund von interessanten Geruchseindriicken
und/ oder hohen FD-Faktoren waren vor allem die Substanzen S18, S21, S23, S25 und S26
fur eine Strukturaufklarung interessant. Die ldentifizierung kénnte nach Flussigextraktion und
praparativer HPLC mittels Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) und high-resolution MS

erfolgen (Brescia et al. 2021).

Die Massenspektren der Substanzen S18, S21, S23, S25 und S26 (Abbildung 40) deuten
aufgrund der Kombination der vorliegenden Fragmente auf Sesquiterpenoid-artige Strukturen
hin. Sesquiterpene mit der Summenformel CisH.s besitzen eine molare Masse von
204,36 g-molt und somit ein Molekilion M* mit (m/z) 204. Durch Doppelbindungen im Molekdil
und der daraus resultierenden geringeren Anzahl an Wasserstoffatomen kann das Molekdlion
auch ein niedrigeres m/z-Verhaltnis haben. In den Massenspektren der finf Substanzen sind
jeweils noch gréRere Fragmente zu erkennen, wie (m/z) 218 bei S18 und S21, (m/z) 222 bei
S23 und S25 und (m/z) 220 bei S26. Durch die Einfihrung einer OH-Gruppe erhoht sich die
Molmasse auf beispielsweise 220,36 g-mol?. Je nach Anzahl der Doppelbindungen im Molekdl
kdnnen so Molekilionen mit unterschiedlichen (m/z)-Verhaltnissen entstehen. Ein (m/z) 218
konnte so vermutlich durch das Fehlen von zwei Wasserstoffatomen auf das Vorliegen einer
Carbonylgruppe hindeuten. Bei den hier angestellten Vermutungen ist allerdings darauf zu
achten, dass nicht mit Gewissheit gesagt werden kann, ob das gré3te im Massenspektrum
gezeigte Fragment dem Molekilion entspricht. Am Beispiel des Fragmentierungsmusters von
=Muurolol (Anhang Abbildung 122) wird deutlich, dass unter anderem die Fragmente (m/z)
222,204, 179, 161 und 95 in Kombination typisch Cadinene-artige Sesquiterpene sind. Durch
die initiale Abspaltung von Wasser entsteht das Fragment (m/z) 204, bei einer initialen
Abspaltung einer Isopropylgruppe entsteht das Fragment (m/z) 179. Gefolgt von der
anschlieRenden Abspaltung von Wasser bzw. der Isopropylgruppe entsteht das Fragment
(m/z) 161 (Rinkel et al. 2019). Dieses Fragmentierungsmuster ist in dhnlicher Weise bei den
Substanzen S18, S21, S23, S25 und S26 zu erkennen.
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Abbildung 40: Massenspektren der nicht identifizierten Substanzen S18 (a), S21 (b), S23 (c), S25 (d) und S26 (e).

Um abschliel3end Schliisselaromastoffe einer Probe identifizieren zu kénnen, ist die Erstellung
eines Aromamodells notwendig, wobei die quantifizierten Konzentrationen aller Aromastoffe
mit OAV > 1 gemischt und sensorisch im Vergleich zur Ausgangsprobe in beschreibenden
Profiltests untersucht werden (Grosch 2001; Fritsch und Schieberle 2005). Zuletzt kdnnen
noch Weglassversuche durchgefiihrt werden (Grosch 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde

kein Aromamodell erstellt. Einige Substanzen konnten nicht abschlieend identifiziert werden,
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sodass mdglicherweise Substanzen mit OAVs > 1 fir das Gesamtbild fehlen. Wie zuvor
beschrieben, wiesen die Substanzen S18, S21, S23 und S25 bei hohen FD-Faktoren
charakteristische Geruchsnoten, wie Kokos, Maracuja und Pfirsich auf. Lediglich die Substanz
5-Butyl-2(5H)-furanon deckte mit einem OAV von 7,4 den Kokos- und Pfirsich-artigen Geruch
ab. Auch Substanz S26 kénnte aufgrund des hohen FD-Faktors von 256 eine Rolle beim
Gesamtaroma spielen. Es ist zu erwarten, dass einige der nicht identifizierten Substanzen

ebenfalls einen Beitrag zum Gesamtaroma leisten.

Zu Aromaprofilen von L. persicinus sind derzeit keine Daten verfuigbar. Die Aromaprofile, die
fur die Verwandten L. sulfureus und L. montanus beschrieben sind, zeigen wirzige und
fleischartige Aromaeindriicke. Verantwortlich fir dieses Aroma sind maRgeblich die
Aromastoffe Sotolon, (E,E)-2,4-Decadienal und (E,Z)-2,4-Decadienal (Yalman et al. 2023;
Lanfermann et al. 2014). Allerdings wurden bereits auch Kokosnuss-artige Aromastoffe in
Kulturen von L. montanus nachgewiesen, wie 5-Propyl-2(5H)-furanon und 5-Butyl-2(5H)-
furanon (Yalman et al. 2023). Die Bildung von 5-Butyl-2(5H)-furanon durch Laetiporen kénnte
durch Biosynthese ausgehend von Octansaure und Decansaure erfolgen (Berger et al. 1986).
Diese beiden Fettsduren wurden auch im KP-Medium nachgewiesen. Aus den in dieser Arbeit
erzeugten Daten geht hervor, dass die Aromaausbildung fiir die vier untersuchten Laetiporen
sowohl in Emers- als auch Submers-Kultur Medien-abhéngig ist. Lanfermann et al. (2014)
wiesen nach, dass die Bildung verschiedener herzhafter, wiirziger und fleischartiger Aromen,
wie (S)-Sotolon, 3-Methylbutansaure und 3-Hydroxy-3-Methylbutansdure abhangig von
L-Leucin und L-Isoleucin als Prakusoren ist. Da der Proteingehalt und somit der
Aminosauregehalt im Kakaopulpe-Medium sehr gering waren, kdnnte dies eine mdgliche
Erklarung fur das Fehlen dieser Aromastoffe sein. Insgesamt bietet die Aromaausbildung
durch L. persicinus ein sehr interessantes Forschungsfeld fur die Zukunft, da hierliber bislang
keine Daten existieren und auch Uber die hier nachgewiesenen Kokos-, Maracuja- und
Pfirsich-artigen  Sesquiterpenoide  nichts  bekannt ist. Durch  Variation der
Medienzusammensetzung durch den Einsatz verschiedener Nebenstrome konnte so

maglicherweise eine neue Palette an Aromastoffen identifiziert werden.

4.2.4.3 Kinetische Untersuchung von Aromastoffen

Die kinetische Untersuchung der Aromastoffe (vgl. Abbildung 37 sowie Anhang Tabelle 54)
Uber die Kultivierungsdauer von 72 h lield eine Unterscheidung zwischen Substanzen, die
bereits im Medium vorhanden waren, und Substanzen, die wahrend der Fermentation neu
gebildet wurden, zu. Octanal, 1-Heptanol, 2-Pentanol, 1-Phenylethylacetat sowie 2-
Phenylethanol waren bereits im Medium vorhanden, sodass ihr Vorkommen nicht auf Bildung

durch L. persicinus zuriickzufuhren ist. 2-Phenylethanol trug mit einem OAV von 1,4 zum
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Gesamtaroma des Getranks bei. Es ist bekannt, dass Pilze der Abteilung Basidiomycota in
der Lage sind, 2-Phenylethanol de novo oder durch Biotransformation, ausgehend von
Asparagin oder L-Phenylalanin zu bilden. Die bisher nachgewiesenen Konzentrationen sind
allerdings deutlich geringer, als beispielsweise bei der Produktion durch Hefen (Lomascolo et
al. 1999; Chreptowicz et al. 2016). Bei der Fermentation von Bierwirze durch Lentinula edodes
wurde ein Beitrag zum Gesamtaroma mit einem OAV von 1,3 erreicht (Ozdemir et al. 2017).
In der vorliegenden Probe ist der Beitrag von 2-Phenylethanol zum Gesamtaroma allerdings

auf das Vorhandensein im Medium zurtickzufiuhren.

2-Nonanon sowie 2-Pentanon konnten bereits im Medium nachgewiesen werden, die Peak-
Intensitat erhohte sich allerdings im Verlauf der Fermentation. Der Bildungsweg dieser
Methylketone ausgehend von mittelkettigen Fettsauren ist vor allem aus der Kéaseherstellung
durch beispielsweise Penicillium roquefortii bekannt, wobei unter anderem auch 2-Pentanon
und 2-Nonanon durch f-Oxidation gebildet werden (Vandamme 2003). Die Bildung beider
Aromastoffe wurde ebenfalls bereits in Flissigkulturen von Pilzen der Abteilung Basidiomycota

nachgewiesen (Abraham und Berger 1994; Gallois et al. 1990).

Die aromaaktiven Substanzen Methylbenzoat, (E)-Nerolidol, 5-Butyl-2(5H)-furanon,
(R)-Linalool sowie die nicht identifizierten Substanzen S18, S21, S23, S25 und S26 wurden
wahrend der Fermentation durch L. persicinus gebildet. Fir die vier oben genannten
Aromastoffe ist eine Bildung durch Pilze bereits beschrieben (Abraham und Berger 1994;
Gallois et al. 1990). Die Ausgangssubstanzen zur Bildung von Terpenen und Terpenoiden, wie
dem acyclischen Monoterpenalkohol Linalool und dem Sesquiterpenalkohol Nerolidol, stellen
Dimethylallyldiphosphat (DMAP) und Isopentenyldiphosphat (IPP) dar. Die Synthese dieser
Grundgeriiste erfolgt in hdheren Organismen tUber den Mevalonatweg, ausgehend von Acetyl-
CoA (Frank und Groll 2017). Acetyl-CoA wird in Pilzen durch den Abbau von Glucose
gewonnen (Strijbis und Distel 2010). Im ersten Schritt erfolgt die Bildung von Acetoacetyl-CoA
mittels des Enzyms Acetoacetyl-CoA-Thiolase, durch das Enzym 2-Hydroxy-3-
methylglutaryl(HMG)-CoA-Synthase erfolgt die Bindung eines weiteren Acetyl-CoA unter
Ausbildung von HMG-CoA. Die HMG-CoA-Reduktase reduziert HMG-CoA zu Mevalonat,
welches namensgebend fir diesen Syntheseweg ist. Nach Phosphorylierung durch
Mevalonat-Kinase und Phosphomevalonat-Kinase entsteht Mevalonatdiphosphat. Die
Phosphomevalonat-Decarboxylase decarboxyliert Mevalonatdiphosphat, es entsteht IPP,
welches durch Isopentenyldiphosphat-lsomerase zu DMAP isomerisiert wird (Frank und Groll
2017). Prenyltranferasen katalysieren eine Additionsreaktion zwischen DMAP und IPP, es
entsteht Geranyldiphosphat (Cio), der Grundbaustein fir Monoterpene und -terpenoide. Durch
eine weitere Addition von IPP entsteht Farnesyldiphosphat (Cis), der Grundbaustein fir
Sesquiterpene und -terpenoide (Breitmaier 2007; Poulter und Rilling 1976). Die finale Bildung

von Terpenen und Terpenoiden erfolgt anschlielend unter Einfluss von verschiedenen
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Terpensynthasen und der Modifikation durch unter anderem Cyclisierungen, Kondensationen
oder Oxidationen. In Pilzen der Abteilung Basidiomycota wurden bereits mehrere Terpen(oid)-
Synthasen nachgewiesen und charakterisiert (Zhang et al. 2020). In L. sulfureus wurden
bereits 23 Terpensynthasen nachgewiesen, die vor allem Cyclisierungen von
Farnesyldiphosphat und Nerolidyldiphosphat katalysieren (Schmidt-Dannert 2015; Nagamine
et al. 2019; Duan et al. 2022). Uber Terpensynthasen in L. persicinus ist bis heute nichts
bekannt. Die neuesten Daten sind allerdings vielversprechend fur den Nachweis weiterer
Terpensynthasen in Laetiporen. (R)-Linalool und (E)-Nerolidol wiesen nach 48-stindiger
Fermentation nicht die hochsten Intensitaten auf, allerdings Intensitédten nahe am Maximum.
Die potentiellen Sesquiterpenoide wiesen nach 48 h die héchsten Intensitaten auf (auf3er S21),
bei langerer Fermentation nahmen die Konzentrationen wieder ab. Diese Abnahme nach 48 h
ging mit der Abnahme der Intensitat der sensorischen Attribute fruchtig, Kokos, Pfirsich und
Maracuja einher, was auf einen Beitrag dieser Substanzen zu benannten Aromaeindriicken

hindeutet. Ebenfalls zeigte 5-Butyl-2(5H)-furanon nach 48 h die maximale Intensitéat.

425 Ausblick

Die Herstellung eines natirlich aromatisierten Getrdnks durch die Fermentation mit
Speisepilzen auf Basis von Kakaopulpe ist vielversprechend und lukrativ. Fir eine
groRtechnische Produktion ist zunachst die Ubertragbarkeit des Fermentationsprozesses auf
Bioreaktoren verschiedener Grof3en von Bedeutung. In ersten Vorversuchen im 5 L Bioreaktor
wurde in einer sensorischen Beurteilung kein Unterschied hinsichtlich des Aromas zwischen
Schiittelkolben und Bioreaktor festgestellt. Eine genaue Untersuchung kénnte durch Abgleich

der Aromastoffe mittels GC-MS-O durchgefihrt werden.

Fur eine grofRtechnische Anwendung wéren weiterhin Qualitatsparameter zur Sicherstellung
einer erfolgreichen Fermentation festzulegen. Sommer et al. (2023) legten hierfur einen End-
pH-Wert fest, der als Indikator fir die Beendigung des Fermentationsprozesses diente. Dabei
stellte sich aufRerdem heraus, dass eine Veranderung des Fermentationsvolumens eine
Anpassung der Fermentationsdauer erforderlich macht. Bei der hier untersuchten
Fermentation ist der pH-Wert als Indikator allerdings weniger geeignet, da die pH-Wert-
Anderung innerhalb von 48 h nur 0,08 betragt (von 3,75 auf 3,67). Eine weitere Moglichkeit
ware die Festlegung einer (oder mehrerer) Leitsubstanzen, die mittels GC-MS in bestimmten
Abstanden einem Monitoring unterzogen werden kénnten. Auch on-line Monitoring Ansatze
sind denkbar. Hierbei ist allerdings die Auswahl der Leitsubstanz entscheidend. Im
bestmoglichen Fall handelt es sich um die Schliisselaromakomponente, die fur das hier

erzeugte Getrank noch nicht final bestimmt werden konnte.
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Hinsichtlich des gebildeten Aromas durch L. persicinus ergeben sich interessante
Forschungsfelder fur die Zukunft, da bislang nicht identifizierte, attraktive Aromastoffe
nachgewiesen wurden. Der Markt fur natlrliche Aromastoffe wachst rasant, sodass die finale
Identifizierung der hier gebildeten maracuja-, pfirsich- und kokosnuss-artigen Aromastoffe und
die Aufklarung deren Stoffwechselwege auch im Bereich der biotechnologischen Darstellung

naturlicher Aromastoffe Anwendung finden kdnnte.

Bei einer moglichen Vermarktung des Getrénks ist weiterhin die Haltbarkeitsdauer (Shelf life)
zu untersuchen. Mittels Haltbarkeitsstudien bei verschiedenen Lagerbedingungen sollten die
mikrobielle Belastung sowie Farb- und Aromaveranderungen untersucht werden. Vorteilhaft
ist, dass bei erfolgreicher Fermentation in Verbindung mit einer sterilen Ernte bzw. Abflllung,
das Vorkommen von Bakterien aufgrund des sterilen Fermentationsmediums, ausgeschlossen
werden kann. Allerdings muss eine Erntemethode gewahlt werden, die eine vollstandige
Abtrennung von Pilzzellen sicherstellt. Auch bei Lagerung im Kihlschrank kann ein weiteres
Wachstum des Pilzmyzels nicht ausgeschlossen werden, was wiederum zu nachtraglichen
Aromaénderungen fiihren wirde. Thermische Verfahren, wie Pasteurisierung, kénnten
allerdings ebenfalls zu Beeintrachtigungen des Aromas fihren (Silva et al. 2000).
Beispielsweise konnte ein Filtrationsschritt durchgefiihrt werden. Sommer et al. (2023)
wendeten eine Crossflow-Filtration zur Abtrennung des Pilzmyzels an und wiesen nach, dass

diese nur geringe Auswirkungen auf das Aroma des Getranks hatte.

Ebenso wie bei den Fermentaten der CPH handelt es sich bei durch Speisepilze fermentierte
Getranke um Novel Foods, die einer Zulassung gemafd VO (EU) 2015/2283 bedurfen. Die
Kakaopulpe selbst wurde im Februar 2020 bereits als neuartiges Lebensmittel zugelassen (VO

(EVU) 2017/2470), was das Prozedere im Gegensatz zu fermentierten CPH erleichtert.

4.3 Fazit

Die Biotechnologie mit Speisepilzen der Abteilung Basidiomycota ist ein vielfaltiges
Forschungsgebiet zur Erzeugung vielversprechender, neuartiger Produkte. In Kombination mit
der Verwendung von Nebenstrémen der Lebensmittelindustrie wird das Thema Nachhaltigkeit
aufgegriffen, was in der heutigen Zeit im Fokus vieler Anwendungen steht. Der Kakaoanbau
ist ein Negativbeispiel fir das Thema Nachhaltigkeit. Daher wurde in dieser Arbeit die
Aufwertung von Nebenstromen des Kakaoanbaus durch die Fermentation mit Speisepilzen
untersucht. Das Ziel war die Anwendung im Lebensmittelbereich. Die CPH sind unbehandelt
nicht fir die menschliche Ernahrung geeignet. Bei den hier untersuchten Fermentationen
durch P. salmoneo-stramineus und F. pinicola konnte eine Aufwertung hinsichtlich
Proteingehalt und -qualitdt nachgewiesen werden, der hohe Faser- bzw. Ligninanteil stellt

allerdings auch nach Fermentation eine Herausforderung fur den Einsatz des
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Gesamtproduktes (Kombination aus hochwertigem Pilzmyzel und Schalenresten) in
Lebensmitteln dar. Vorstellbar waren die Isolierung und der Einsatz des Pilzproteins. Die hier
durchgefuhrten Untersuchungen und ihre Ergebnisse bieten einen wissenschaftlichen
Mehrwert, sind allerdings noch nicht hinreichend fiir eine erfolgversprechende grof3technische

Anwendung in Lebensmitteln.

Die Fermentation der Kakaopulpe hingegen fihrte zur Entwicklung einer vielversprechenden
Anwendung als nattrlich aromatisiertes Getrank. Die Kakaopulpe stellte sich als interessantes
Fermentationsmedium heraus, wodurch neuartige Aromastoffe generiert werden konnten, die
grof3es Potenzial fur zukiinftige Forschung bieten. In dieser Arbeit wurde ein Produkt mit hoher
Akzeptanz aus einem Ausgangsmedium mit nur 10% Kakaopulpe generiert. Der Prozess
dauert 48 h und bendétigt neben pasteurisierter Kakaopulpe lediglich steriles Wasser, einen
Bioreaktor und einen Filtrationsschritt, ohne den Zusatz von Supplementen. Diese
Voraussetzungen machen das Produkt attraktiv fir eine groRtechnische Herstellung. Dadurch
wuirde neben den Kakaobohnen ein weiterer Teil der Frucht wertbringend eingesetzt werden

und somit den Kakaoanbau insgesamt nachhaltiger gestalten.
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6. Anhang
6.1 Kalibriergeraden quantitativer Methoden
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Abbildung 41: Kalibriergerade zur Quantifizierung von Asparaginsaure.
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Abbildung 42: Kalibriergerade zur Quantifizierung von Tryptophan.
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Abbildung 43: Kalibriergerade zur Quantifizierung von Oxalsaure.
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Abbildung 44: Kalibriergerade zur Quantifizierung von Citronenséaure.
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Abbildung 45: Kalibriergerade zur Quantifizierung von Chitin.
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Abbildung 46: Kalibriergerade zur Quantifizierung von Ergosterol.
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6.2 Chromatograpische Reinheit von 5-Butyl-2(5H)-furanon
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Abbildung 47: Chromatgramm zur Bestimmung der chromatographischen Reinheit von 5-Butyl-2(5H)-furanon
abzlglich des Chromatogramms des Lésemittelblindwerts. Reinheit = 76%.

Tabelle 49: Dreifachbestimmung der chromatographischen Reinheit von 5-Butyl-2(5H)-furanon.

a b c MW
Anteil 5-Butyl-2(5H)-furanon [%] 74,7 77,3 76,1 76,0+1,1

6.3 Fermentation von CPH — Screening in Submers-Kulturen

Tabelle 50: Ergosterol-Referenzwerte der reinen Pilzmyzelien auf ME zur Berechnung des Pilzanteils im Submers-
Screening der CPH-Fermentation.

Ergosterol-Referenzwert
Hauptkulturtag

[mg-g™* TM]
136 FPI 11,18+ 1,21
177 PSS 4,98 + 0,45
223 PPI 7 447 +0,17
295 PSP 3,64+ 0,05
310 PCA 1,17 + 0,06
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Absorption
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Wellenléange [nm]
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Abbildung 48: Absorptionsspektrum von Ergosterol und dem unbekannten Ergosterol-Derivat im Myzel von 310-
PCA; aufgenommen mittels HPLC-UV/Vis.
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6.4 Fermentation von CPH — Analytik der Endprodukte

Tabelle 51: Werte der Enzymaktivitat des MnP-Assays in U-L* von FPI und PSS auf ME- und CPH-Medium (n=2).

MEFrp| MEpss CPHFgp CPHFpss
VK (d6) n.n. 10,00 * 2,65 - -
dl n.n. 8,27 £ 0,30 n.n. 21,82+191
d2 n.n. 14,73+ 1,51 n.n. 127,58 + 7,93
d3 n.n. 18,35+ 2,20 n.n. 470,17 + 15,72
d4 n.n. 18,43 £ 4,68 n.n. 845,04 + 34,64
d5 42,06 + 13,87 16,14 £ 4,26 n.n. 877,33 £100,07
dé 22,13+3,81 15,59+ 2,94 n.n. 707,22 £ 159,42
d7 6,38 £ 1,77 12,36 £ 2,81 n.n. 231,54 + 48,36
ds n.n. 7,88 £ 0,68 n.n. 136,32 + 38,95
do n.n. 7,88 £2,37 n.n. 77,18 + 6,26
di0 n.n. 591+1,22 n.n. 56,47 + 6,58
di1 n.n. 8,82 +1,65 n.n. 32,05+1,44
di4 n.n. 11,97 + 3,66 n.n. 26,07 £ 5,38

* n.n.: nicht nachweisbar
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6.5 Validierung der Erogsterol-Methode
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Abbildung 49: Kalibriergerade (a), Residuenplot (b), Responseplot (c) sowie Fehlerplot (d) der Grundkalibrierung B.
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Abbildung 50: Kalibriergerade (a), Residuenplot (b), Responseplot (c) sowie Fehlerplot (d) der Grundkalibrierung C.
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Tabelle 52: Daten und Kennzahlen zur Durchfiihrung des Mandel-Linearitatstests fir die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze (F-Test: «=0.01; f1=1; f2=N-3; N=10).

a b c
N 10 10 10
Sy1 0,0018 0,0018 0,0028
Sy2 0,0017 0,0017 0,0020
DS? 2,0928-106 7,4383-106 3,6167-10°
PW 0,6006 2,5391 8,9364
F 12,25 12,25 12,25
Folgerung linear linear linear
0,50 0,50
.
0,40 . 0,30
= y = 18,026x- 0,0007 ra
2 030 R?=0,9998 . £ 0,10
< .,.--' 3 e o o 0o 0 0o o 0o 0 @
8 0,20 20,10
) - &
< 010 - -0.30
o’
0,00 -0,50
0,000 0005 0,010 0015 0020 0,025 0,030 0,000 0,006 0010 0,015 0,020 0,025 0,030
B (Ergosterol) [mg] B (Ergosterol) [mg]
a b
25,00 10,00
. 23,00 6,00
_ e
£ 21,00 = 2,00
§ B * * o * 4,
81900 5 -2,00 —
o ® L e ® e ® e e e L
© 47,00 -8,00
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0,000 0005 0010 0,015 0,020 0025 0,030 ‘0‘000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030
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Abbildung 51: Kalibriergerade (a), Residuenplot (b), Responseplot (c) sowie Fehlerplot (d) der Kalibrierung A der
Nachweis- und Bestimmungsgrenze.
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Abbildung 52: Kalibriergerade (a), Residuenplot (b), Responseplot (c) sowie Fehlerplot (d) der Kalibrierung B der
Nachweis- und Bestimmungsgrenze.
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Abbildung 53: Kalibriergerade (a), Residuenplot (b), Responseplot (c) sowie Fehlerplot (d) der Kalibrierung C der
Nachweis- und Bestimmungsgrenze.
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6.6 Fermentation von KP — Screening von Schwefelporlingen

Tabelle 53: Olfaktorische Geruchseindriicke (0) und gustatorische Geschmackseindriicke (g) der Kultivierung der

vier Schwefelporlinge auf ME-Medium an den Kulturtagen 1-5; E= Eindruck, U= Gesamturteil, I= Intensitat; (n=2).
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
E U I E Ul E (ON E U i E u i
) malzig, o malzig,
malzig, wirzig,
(0] . 0 O suflich, o - . 0o - wirzig 0o - wirzig, + -
sufdlich _ suf3lich )
wiirzig suflich
malzig,
LSU g _ _
dumpf, wiirzig, S wirzig, suf,
) ) wirzig, .
g leicht - 0 cremig, + 0 ) + 0 Pappe- 0o - malzig, -0
) . ) kartoffelartig ) )
suflich, leicht malzig artig erdig
cremig
) malzig, wirzig, dunkel-
malzig, . dunkel- . .
(o] . 0 O wirzig, 0 0 o + +  slBlich, 0 0 wurzig, 0 +
wiirzig . wiirzig .
stiBlich, herb sauerlich herb
LPO
dunkel-
malzig, stark wirzig, wiirzig, wiirzig, .
g ) - 0 ) -+ ) - 0 o - wiurzig, -+
wirzig malzig malzig sauer
herb
) dunkel- )
_ malzig, dunkel- . krautig,
malzig, ) ) wirzig,
[0} . 0 0 wurzig, -0 wurzig, 0 0 . 0o - grun, + 0
wirzig ) ) ) malzig, )
modrig leicht malzig wirzig
LPER herb
] ] siii3, cremig, . .
malzig, suR, malzig, wirzig, wirzig,
g - 0 ) - 0 dunkel- -0 ) 0 0 ) 0o -
il wurzig e suRlich suRlich
wiirzig
malzig, malzig, wiirzig, wiirzig, malzig,
0  suBlich, 0 0 suflich, 0 O malzig, 0 - malzig, + 0  siBlich, + -
Karamell dumpf suf3lich suf3lich wiirzig
LMO malzig, . . malzig,
. cremig, wirzig, .
dumpf, malzig, o . suBlich,
g - 0 ) - 0 wirzig,suB, 0 - malzig, - 0 ) -
ekel- cremig erdig,
Pappe suf, Pappe )
erregend wiirzig

6.7 Massenspektren der im KP-Medium vorkommenden Substanzen

Die folgenden Abbildungen zeigen den Abgleich der Massenspektren der identifizierten
Substanzen mit der NIST und die Spektren der nicht identifizierten Substanzen in der
Reihenfolge der Elution. Den nicht-identifizierten Substanzen n.i. 1 und n.i. 3 konnten keine

Peaks zugeordnet werden.
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Abbildung 54: Massenspektrum von Ethylacetat auf VF-Wax-Sé&ule bei einem RI von 877.
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Abbildung 55: Massenspektrum von 2-Pentanon auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 972.
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Abbildung 56: Massenspektrum von 2-Methyl-3-buten-2-ol auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 1036.
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Abbildung 57: Massenspektrum von Essigsaure-2-pentylester auf VF-Wax-Séaule bei einem Rl von 1071.
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Abbildung 58: Massenspektrum von 1-Hexanal auf VF-Wax-S&aule bei einem Rl von 1080.
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Abbildung 59: Massenspektrum von 2-Pentanol auf VF-Wax-Séaule bei einem Rl von 1121.
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Abbildung 60: Massenspektrum von 2-Heptanon auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 1182.
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Abbildung 61: Massenspektrum von 2-Methyl-1-butanol auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 1216.

184 |Seite



Anhang

100+ 43
50 87
41 5658 =
Ve soml[BS 1 p ® o 12 115 143 147
T T t 7 T t T T t
30 |I 45 50 53 | ‘ |5|a & 687 AP gg1$2 15 125 130 143
41 69
% 98
50
a7
100+ 43
0 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
| +El Scan (it 13.078 min) 20220708002.0 I Head to Tail MF=025 RMF=326 hd 2-Heptanol, acetate
Abbildung 62: Massenspektrum von Essigsaure-2-heptylester auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 1264.
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Abbildung 63: Massenspektrum der Substanz n.i. 2 im KP-Medium bei einem RI von 1278.
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Abbildung 64: Massenspektrum von Acetoin auf VF-Wax-Séaule bei einem Rl von 1279.

185|Seite



Anhang

1004 4
50+
56
69 8488
ol L LLBE S 110 117104 131 138 145 152 159 166 173180 187 195202200 218 226 237 245 253 264 276 283 291 209
L gy
3 il 100 110 128
LR
84
50+
57
1004 5
30 40 50 60 7 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 290 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310
[« +ET Scan (it 13 794 rin) 202207080020 | Head to Tall MF=607 RMF=874 ~ Octanal

Abbildung 65: Massenspektrum von 1-Octanal auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 1290.
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Abbildung 66: Massenspektrum von 1-Octen-3-on auf VF-Wax-Séaule bei einem RI von 1303.
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Abbildung 67: Massenspektrum von 2-Heptanol auf VF-Wax-Séaule bei einem Rl von 1320.
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Abbildung 68: Massenspektrum von 6-Methyl-5-hepten-2-on auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 1339.
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Abbildung 69: Massenspektrum von 1-Hexanol auf VF-Wax-S&aule bei einem Rl von 1350.
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Abbildung 70: Massenspektrum von 2-Nonanon auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 1390.
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Abbildung 71: Massenspektrum von trans-Linalooloxid auf VF-Wax-Séaule bei einem Rl von 1443.
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Abbildung 72: Massenspektrum von Essigsaure auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 1450.
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Abbildung 73: Massenspektrum von 1-Heptanol auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 1455.
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Abbildung 74: Massenspektrum von cis-Linalooloxid auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 1471.
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[« +El Scan (1t 20,331 min) 202207080020 I Head to Tal MF=807 RMF=002 ~

Abbildung 75: Massenspektrum von Linalool auf VF-Wax-Séaule bei einem Rl von 1548.
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[a +El Scan (it 20.572 min) 202207080020 | Head to Tail MF=330 RMF=933 - Octanol

Abbildung 76: Massenspektrum von 1-Octanol auf VF-Wax-Séaule bei einem RI von 1558.
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Abbildung 77: Massenspektrum von Acetophenon auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 1655.
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| + Scan (it 22.035 min) 2022-07-20-005.D I Head to Tail MF=796 RMF=822 hd Butanoic acid, 3+rethvl-
Abbildung 78: Massenspektrum von Isovaleriansdure auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 1681.
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+El Scan (it 23.815 min) 2022-07-06-002.D I Head to Tail MF=671 RMF=854 [~ L-a-Terpinec
Abbildung 79: Massenspektrum von a-Terpineol auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 1698.
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+El Scan (it 23.853 min) 2022-0708-002.D |

Head to Tail MF=876 RMF=916 hd Benzenemethanol, a-methvl, acetate

Abbildung 80: Massenspektrum von 1-Phenylethylacetat auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 1704.
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Abbildung 81: Massenspektrum von Ethylphenylacetat auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 1789.
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[a + Scan (it 25.886 min) 2022-07-20005.0 T Head to Tail MF=792 RMF=854 ~ Hexanoic acid
Abbildung 82: Massenspektrum von Hexanséure auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 1857.
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[a + Scan (it 26.113 min) 2022-07-20005.0 T Head to Tail MF=332 RMF=900 ~ Berzyl alcohol
Abbildung 83: Massenspektrum von Benzylalkohol auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 1868.
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Abbildung 84: Massenspektrum von 2-Phenylethanol auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 1901.
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Abbildung 85: Massenspektrum von y-Nonalacton auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 2039.
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Abbildung 86: Massenspektrum von Octansaure auf VF-Wax-Séule bei einem Rl von 2069.
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[« +El Scan (it 35.151 min) 202207080020 I Head to Tal MF=311 RMF=036 ~ rDecanoic acd

Abbildung 87: Massenspektrum von Decanséaure auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 2281.
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Abbildung 88: Massenspektrum der Substanz n.i. 4 im KP-Medium bei einem RI von 2452.
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Abbildung 89: Massenspektrum der Substanz n.i. 5 im KP-Medium bei einem RI von 2461.
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Abbildung 90: Massenspektrum der Substanz n.i. 6 im KP-Medium bei einem RI von 2882.

6.8 Statistik der Aromaverdinnungsanalyse
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Anhang

12

Abbildung 91: Logarithmische Auftragung der Flachen der Qualifier-lonen im EIC fur 5-Butyl-2(5H)-furanon, Linalool

und (E)-Nerolidol (n=3).
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6.9 Massenspektren der im fermentierten KP-Getrank vorkommenden
Substanzen
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|a  +E[ Scan (rt: 5.968 min) 2022-07-15-003.D | Head to Tail MF=916 RMF=924 [w 2-Pentanone

Abbildung 92: Massenspektrum von 2-Pentanon (S01) im KP-Getrank auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 972.
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| +E[ Scan (rt: 8.270 min) 2022-07-15-003.D | Head to Tail MF=609 RMF=861 [w 2-Hexanone

Abbildung 93: Massenspektrum von 2-Hexanon (S02) im KP-Getrank auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 1079.
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Abbildung 94: Massenspektrum von 2-Pentanol (S03) im KP-Getrank auf VF-Wax-S&ule bei einem Rl von 1122.
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Abbildung 95: Massenspektrum von 2-Hexanol (S04) im KP-Getrank auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 1220.
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Abbildung 96: Massenspektrum von 1-Octanal (S06) im KP-Getrank auf VF-Wax-Saule bei einem RI von 1290.
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Abbildung 97: Massenspektrum von 1-Octen-3-on (S07) im KP-Getrank auf VF-Wax-Saule bei einem RI von
1303.
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Abbildung 98: Massenspektrum von 2-Nonanon (S08) im KP-Getrank auf VF-Wax-Saule bei einem Rl von 1390.
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(Text File) +El Scan 155-"—1 min} 2022-07- 11 CE" D

Abbildung 99: Massenspektrum von S09 im KP-Getrank auf VF-Wax-Séaule bei einem Rl von 1402.

195|Seite



Anhang

100

41

50 67 95

98 109 123 138
207
\‘m ull ‘Mllﬁndu“za 1?3‘ 145,151,188, 165, 177 183 191 201 7. 216 222227 233238 249254

i, 27 273 281 293208

fHEE
01 108 125

g7 93
Ll

E
|

o

[ =
91
‘ W

97

50 39

100
290 300 310

4
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

- +ET Scan (it: 16.778 min) 2022-07-15-003.D0 | Head to Tail MF=584 RMF=694 v

170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
2-Octenal, (E)-

Abbildung 100: Massenspektrum von (E)-2-Octenal (S10) im KP-Getrank auf VF-Wax-Séaule bei einem RI von
1431.
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Abbildung 101: Massenspektrum von 1-Heptanol (S11) im KP-Getrank auf VF-Wax-Séaule bei einem Rl von 1455.
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Abbildung 102: Massenspektrum von 2-Acetylfuran (S12) im KP-Getréank auf VF-Wax-Saule bei einem RI von
1509.
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Abbildung 103: Massenspektrum von Linalool (S13) im KP-Getrank auf VF-Wax-Séule bei einem Rl von 1548.
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| +E[ Scan (it: 22.167 min) 2022-07-15-003.D | Head to Tail MF=801 RMF=903 [w Benzoic acid, methyl ester

Abbildung 104: Massenspektrum von Methylbenzoat (S14) im KP-Getréank auf VF-Wax-S&ule bei einem Rl von
1626.
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| +E[ Scan (it: 23.961 min) 2022-07-15-003.D | Head to Tail MF=815 RMF=898 |w Benzenemethanol, a-methyl-, acetate

Abbildung 105: Massenspektrum von 1-Phenylethylacetat (S15) im KP-Getrank auf VF-Wax-Saule bei einem RI
von 1704.
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Abbildung 106: Massenspektrum von S16 im KP-Getrank auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 1720.
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Abbildung 107: Massenspektrum von S17 im KP-Getrank auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 1750.
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Abbildung 108: Massenspektrum von S18 im KP-Getrank auf VF-Wax-Séule bei einem Rl von 1803.
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Abbildung 109: Massenspektrum von S19 im KP-Getrank auf VF-Wax-Séule bei einem Rl von 1842.
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(Text File) +El Scan (t: 27.255 min) 2022-0715003.0

Abbildung 110: Massenspektrum von S20 im KP-Getrank auf VF-Wax-Sé&ule bei einem RI von 1858.
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Abbildung 111: Massenspektrum von S21 im KP-Getrank auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 1902.
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Abbildung 112: Massenspektrum von 2-Phenylethanol (S22) im KP-Getrank auf VF-Wax-Séule bei einem RI von

1910.
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Abbildung 113: Massenspektrum von S23 im KP-Getrank auf VF-Wax-Séule bei einem Rl von 1951.
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Abbildung 114: Massenspektrum von 5-Butyl-2(5H)-furanon (S24) im KP-Getrank auf VF-Wax-Séaule bei einem RI

von 1970.
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Abbildung 115: Referenzspektrum zur Substanz 5-Butyl-2(5H)-furanon des synthetisierten Standards.
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Abbildung 116: Massenspektrum von S25 im KP-Getrank auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 1995.
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Abbildung 117: Massenspektrum von S26 im KP-Getrank auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 2003.
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Abbildung 118: Massenspektrum von (E)-Nerolidol (S27) im KP-Getréank auf VF-Wax-Saule bei einem RI von
2039.
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Abbildung 119: Massenspektrum von S28 im KP-Getrank auf VF-Wax-Séaule bei einem RI von 2056.
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Abbildung 120: Massenspektrum von S29 im KP-Getrank auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 2078.
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Abbildung 121: Massenspektrum von S30 im KP-Getrank auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 2110.
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Abbildung 122: Massenspektrum von z-Muurolol (S31) im KP-Getrank auf VF-Wax-Séule bei einem Rl von 2199.
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Abbildung 123: Massenspektrum von S32 im KP-Getrank auf VF-Wax-Séule bei einem Rl von 2230.
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Abbildung 124: Massenspektrum von S33 im KP-Getrank auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 2265.
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Abbildung 125: Massenspektrum von S34 im KP-Getrank auf VF-Wax-Sé&ule bei einem Rl von 2289.

202|Seite



i)

40

50 60 70

an

90

100

(Text File) +El Scan (it 38.280 min) 2022-07-15003.0

110

Lk

120

13

130

145

140

150

158

160

Anhang

" 201
189
|, |2D5 28 20 244 251258 265272 7709 286 204
TR TS A Y
70 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 30

Abbildung 126: Massenspektrum von S35 im KP-Getrank auf VF-Wax-Séule bei einem Rl von 2461.
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Abbildung 127: Massenspektrum von S36 im KP-Getrank auf VF-Wax-Séule bei einem Rl von 2491.
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Abbildung 128: Massenspektrum von S37 im KP-Getrank auf VF-Wax-Séule bei einem Rl von 2582.
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6.10 OQuantifizierung von Aromastoffen im fermentierten KP-Getrank
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Abbildung 129: Kalibriergeraden zur Standardaddition von 2-Nonanon (a), (E)-Nerolidol (b), (R)-Linalool (c),
Methylbenzoat (d), 1-Phenylethylacetat (e), 2-Phenylethanol (f) und 5-Butyl-2(5H)furanon (g) in fermentierter
Kakaopulpe.
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6.11 Kinetische Untersuchung von Aromastoffen im KP-Getrank Uber die Zeit

Tabelle 54: Peakflachen der ausgewahlten m/z-Verhaltnisse der Aromastoffe Uber die Zeit.

KP-M 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h
1-Octanal
133.120 73.344 75.708 87.067 100.199 69.859 73.344
(m/z 84)
1-Heptanol
772.034 935.481 792.063 673.778 96.409 17.744 22.256
(m/z 70)
2-Pentanol
(/2 45) 22.525.015 18.700.272 15.976.440 16.720.335 5.481.182 892.025 422.432
m/z

1-Phenylethyl-
acetat (m/z 122)

879.669 832.086 700.849 663.539 617.308 516.845 400.442

2-Phenylethanol
7.235.023 7.517.683 7.529.320 8.231.183 4.263.772 629.957 706.871

(m/z 91)
Methylbenzoat
0 181.144 671.391 898.253 673.169 594.736 558.387
(m/z 105)
(E)-Nerolidol
57.358 9.222.071 25.911.646 22.132.304 30.654.462 38.818.349 38.170.091
(m/z 93)
5-Butyl-2(5H)-
furanon 0 368.965 2434906 6.434.118 14.012.904 14.334.606 12.191.056
(m/z 84)
(R)-Linalool
1.373.547 18.945.624 67.929.518 64.957.493 51.310.066 38.065.863 70.933.969
(m/z 93)
2-Nonanon
1.609.476  1.409.167 3.557.888  2.081.514 853.453 338.763 243.373
(m/z 58)
2-Pentanon
7.822.318 7.891.205 11.477.913 17.235.980 25.318.543 25.023.829 19.919.833
(m/z 86)
S18
0 0 50.546 734.589 4992981 2.516.484  2.718.601
(m/z 203)
S21
0 0 0 36.772 288.641 264.440 418.728
(m/z 160)
S23
0 0 38.101 261.292 454.364 96.063 62.789
(m/z 179)
S25
0 24.464 66.006 568.737 1.911.120 976.618 873.577
(m/z 95)
S26
0 30.557 37.034 181.589 534.533 227.491 177.042
(m/z 123)
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