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Kurzfassung/ Abstract

Kurzfassung

Das Ziel der vorliegenden Masterarbeit war die Analyse von 69 aus Fermentationen von
Theobroma cacao L. isolierten Hefestdmmen (12 verschiedene Spezies) beziglich der Bil-
dung volatiler Aromakomponenten. Die Fermentationen der einzelnen Hefestdmme erfolgten
fir 72 h in Kakaopulpe-Simulationsmedium (KPSM). Die Identifizierung und Quantifizierung
der Substanzen wurde mittels HS-SPME-GC-MS gekoppelt an die Olfaktometrie durchge-
fOhrt. Insgesamt wurden 58 volatile Komponenten in den Proben der KPSM-Fermentationen
identifiziert. Hauptprodukte waren Ethanol, 3-Methyl-1-butanol sowie einige Acetate- und
Ethylester, wie Ethyl acetate, 3-Methyl-1-butanol acetate and Octanoic acid ethyl ester. Es
konnten Unterschiede bezlglich der Zusammensetzung der volatilen Komponenten der
einzelnen Hefestdmme erkannt werden. Vor allem die Saccharomyces spp. bildeten mehr
volatile Komponenten im Vergleich zu den Nicht-Saccharomyceten. Die Ergebnisse zeigten
aber, dass nicht nur die Spezies, sondern auch der jeweilige Stamm einen Einfluss darauf
hat. Durch die Analyse mittels Olfaktometrie konnte die Aromarelevanz einiger Substanzen
fir das Kakaoaroma bestétigt werden. Besonders Esterverbindungen, die niedrige Geruchs-
schwellenwerte aufweisen, wurden wahrgenommen und mit Attributen wie frisch, fruchtig
und blumig beschrieben. Auch 3-Methyl-1-butanol wurde in allen Proben detektiert und wies
siBliche, Kakao- und Schokoladennoten auf. Die agglomerative hierarchische Clusteranalyse
war erfolgreich und bildete vier Gruppen. Es konnte eine Trennung von Saccharomyceten
und Nicht-Saccharomyceten beobachtet werden.

Abstract

In the present master thesis a total of 69 different yeast strains (12 different species), isolated
from fermentations of Theobroma cacao L., were analyzed concerning their ability of forming
volatile aroma compounds during fermentation. The lab-scale fermentations of single strains
were conducted in cocoa pulp simulation media (CPSM) for 72 h. A HS-SPME-GC-MS method
with olfactometry was applied for identification and quantification of volatile compounds. In
total 58 compounds have been identified in the fermentations of CPSM. Main compounds
identified were Ethanol, 3-Methyl-1-butanol and several acetate and ethyl esters, like Ethyl
acetate, 3-Methyl-1-butanol acetate and Octanoic acid ethyl ester. Differences concerning
the composition of volatiles amongst the yeast strains could be observed. Especially the
Saccharomyces spp. formed more volatiles compared to the non-Saccharomyces species.
However, the results show that not only the species, but the particular yeast strain has an
influence on the composition of volatiles as well. With olfactometry the relevance of several
compounds for the aroma profile of cocoa could be confirmed. Especially esters, which have
low odour threshold values, have been identified and impart fresh, fruity and flowery notes,
having a positive influence on cocoa aroma. 3-Methyl-1-butanol has been detected in all
analyzed samples and imparts sweet, cocoa and chocolate notes. Clustering of the analyzed
yeast strains with agglomerative hierarchical clustering (AHC) regarding the composition of
volatiles was successful and four groups could be found. A separation of Saccharomyces
spp. and non-Saccharomyces species could be observed.
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1 Einleitung

Rohkakao wird aus den Samen des Kakaobaumes (Theobroma cacao L.) gewonnen und
ist der Schllsselrohstoff fir die Schokoladenherstellung. Qualitativ hochwertiger Rohkakao
ist dabei besonders entscheidend fiir Schokolade mit ausgepragter, sensorischer Qualitat.
Diese zeichnet sich durch ein ausgewogenes, harmonisches Kakaoaroma aus, erganzt
durch blumige, fruchtige, karamellige und nussige Noten. Eine gezielte Beeinflussung des
Aromaprofils und der sensorischen Qualitdt von Rohkakao und der daraus hergestellten
Endprodukte ist demnach aus industrieller Sicht wiinschenswert.

Die Aromazusammensetzung von Kakao wird durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst,
wie dem verwendeten Kakaogenotyp, den Klima- und Bodenbedingungen, denen der Kakao-
baum ausgesetzt ist, sowie den Nacherntebehandlungen (Afoakwa et al., 2008). Vor allem
die Fermentation, welche nach der Ernte und der Offnung der Kakaofriichte durch spontane
Inokulation der Kakaosamen mit Mikroorganismen aus der Umgebung und den verwendeten
Fermentationsbehaltnissen erfolgt, ist essenziell fir die Entwicklung des Kakaoaromas (De
Vuyst und Weckx, 2016). Aufgrund dieser spontanen Besiedlung mit Mikroorganismen kann
die Kakaofermentation jedoch kaum gesteuert werden und das Risiko fiir die Bildung von
Fehlaromen oder Schimmel, der zum Verderb des Rohkakaos flhren kann, ist gegeben. Zum
einen entstehen durch den Fermentationsprozess wichtige Aromavorstufen, die wéhrend
der Trocknung und Réstung zu, fir das spatere Schokoladenaroma, entscheidenden Aro-
makomponenten umgesetzt werden und zum anderen werden bereits Aromakomponenten
gebildet, die sich in den Kakaosamen anreichern kénnen. Besonders die an der Fermentation
beteiligten Hefen scheinen eine wichtige Rolle in der Bildung der Aromakomponenten zu
spielen. Hefen sind in der Lage aromaaktive Sekundérstoffwechselprodukte, wie Esterverbin-
dungen und hdhere Alkohole, zu bilden, die mit Attributen wie stBlich, fruchtig und blumig
beschrieben werden kénnen (Ho et al., 2014; Bonvehi, 2005). Mikrobielle Starterkulturen
kdénnten zu einer verbesserten Kontrollierbarkeit des Fermentationsprozesses beitragen und

zudem die Ausbildung gewlnschter Aromaprofile férdern (Meersman et al., 2016; Crafack
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et al., 2014).

FUr die Analyse volatiler Aromakomponenten wird haufig die Methode der Kopfraum-Festpha-
senmikroextraktion gekoppelt an die Gaschromatographie-Massenspektirometrie eingesetzt.
Diese erlaubt eine Identifizierung und Quantifizierung von Aromastoffen und kann mit der
Olfaktometrie verknipft werden, um zusétzlich Aussagen Uber die Aromaaktivitat treffen zu
kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen daher die Fahigkeiten zur Bildung aromaaktiver Sekundar-
stoffwechselprodukte von einer Vielzahl aus Kakaofermentationen isolierter Hefestamme
analysiert werden. Zudem wird das Potential einiger Reinzuchthefen fur die Weinherstellung
zur Bildung volatiler Aromakomponenten untersucht. Im Zuge vorangegangener Arbeiten
wurden die Fermentationen der Hefestdmme im Labormafstab in einem Kakaopulpe-Simula-
tionsmedium durchgefihrt (Frommann, 2017; Sevinc, 2018; Cordsen, 2018). Ziel der Analyse
mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie ist die Bestimmung der volatilen Kompo-
nenten und die Herausarbeitung fir das Aroma besonders relevanter Substanzen. Es soll
gepruft werden, ob sich die Hefestdmme bezlglich der Bildung dieser Stoffe unterscheiden
und ob eine Gruppierung mdglich ist. Diese Einteilung kénnte zur Auswahl von Hefestdmmen
flr die Zusammenstellung einer Starterkultur, im Hinblick auf die Aromarelevanz, herangezo-

gen werden.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Allgemeines zu Theobroma cacao L.

2.1.1 Die Kakaopflanze

Der Kakaobaum Theobroma cacao L. wird der Familie der Malvaceae (Malvengewéachse)
zugeordnet und ist in den Tropen beheimatet. Das Anbaugebiet ist beschrankt zwischen
20 °C nordlicher und 20 °C sudlicher Breite. Urspriinglich stammt der Kakaobaum aus Mittel-
und Stidamerika, aber heutzutage stellt Westafrika mit 70 % der weltweiten Kakaoproduktion
den Hauptproduzent dar (Miedaner, 2018). Die Friichte dieser Gewéachse haben die gréite
wirtschaftliche Bedeutung in der Kakao- und Schokoladenherstellung. Der Begriff ,Kakao*
umfasst dabei den Kakaosamen und die durch Weiterverarbeitung hergestellten Produkte
wie Kakaopulver, Kakaomasse und Kakaobutter. Die Kakaosorten von Theobroma cacao L.
werden unter drei fir die Kakaoherstellung besonders relevanten Handelsbezeichnungen
zusammengefasst: Criollo, Forastero und ihre Kreuzmischung Trinitario. Forastero-Sorten
werden auch als Konsumkakao bezeichnet und vor allem in Westafrika, Ghana, Nigeria und
Brasilien angebaut. Mit ca. 80 % des Weltanbaus ist diese Sorte vorherrschend und zeichnet
sich durch hohe Ertrage und eine gute Widerstandsfahigkeit gegeniber Krankheiten aus. Das
Aroma von Forastero ist aber eher schwach ausgepragt und weist eine herbe und bittere Note
auf. Criollo und Trinitario werden aufgrund ihrer besonderen, aromatischen Eigenschaften
als Edelkakaosorten (engl.: fine or flavor cocoa) gehandelt. Erstere werden tberwiegend in
West-Venezuela, Ecuador und Indonesien angebaut, sind allerdings schwer kultivierbar und
wenig widerstandsfahig gegenuber Krankheiten. Letztere vereinen die Eigenschaften beider
Ausgangssorten, sind robust und besitzen das feine Aroma von Criollo (Rimbach et al., 2015).
Anbauldnder sind z.B. Trinidad, Venezuela, Ecuador und Kamerun (ICCO (International
Cocoa Organization), 2013). Eine Ausnahme stellt beispielsweise die Sorte Nacional aus
Ecuador dar, die dem Forastero-Typ zugeordnet, aber als Edelkakao gehandelt wird (ICCO

(International Cocoa Organization), 2017). Bei dem in dieser Arbeit analysierten Chuncho-
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Kakao handelt es sich um eine Edelkakaosorte, die in der Provinz La Convecion, Cusco,
Peru beheimatet ist und mit zu den altesten Kakaosorten zahlt. Ihr werden besonders hohe
Qualitaten bezlglich des Aromas zugeschrieben.

Bei den Friichten des Kakaobaumes handelt es sich botanisch betrachtet um Beeren. Sie
sind zwischen 15 und 30 cm lang und oval geformt. Die Farbung reicht je nach Reifegrad und
Varietat von griin, gelb tUber rot, purpur bis braun. In Abh&ngigkeit vom Genotyp variieren
Form, Farbe und GréBe stark (vgl. Abb. 1). In der Frucht befinden sich zwischen 20 und 40
Kakaosamen, die meist lila gefarbt sind. Sie bestehen aus zwei ineinander gefalteten Keim-
blattern (Kotyledonen), in denen sich der Embryo befindet. Umgeben sind die Kotyledonen
von der Testa. Die Samen sind in weiBem Fruchtfleisch (Pulpe) eingebettet. Die Pulpe setzt
sich hauptséachlich aus 82-87 % Wasser, 10-15 % Zucker, 1-3 % Citronensdure und 1-1,5%
Pektin zusammen. Proteine, Aminosduren, Vitamine und Mineralien sind ebenfalls in Spuren

enthalten (Schwan und Wheals, 2004).

¢) Forastero d) Trinitario

Abbildung 1: Darstellung von Kakaofriichten unterschiedlicher Kakaogenotypen, a) Criollo, b) Nacional, c) Foras-
tero und d) Trinitario (Fahrurrozi, 2015)

2.1.2 Ernte und Nacherntebehandlung

Die Kakaofrichte werden in der Regel zweimal jahrlich (Frihjahr und Sommer) mit Pflick-
messern geerntet. Die bohnenférmigen Samen werden mechanisch (meist per Hand) von
der Fruchtschale getrennt und im Anschluss einer Fermentation unterzogen. Diese dient
der Entfernung der Pulpe, Verbesserung der Lagerstabilitdt, Verminderung der im frischen

Samen enthaltenen Bitterstoffe und der Bildung von Vorstufen (Precursor) des typischen
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Kakaoaromas. Die Fermentation verlauft je nach Genotyp, Klimabedingungen und Fermenta-
tionsmethode sehr unterschiedlich und flhrt zu einer Variation der Qualitat des Rohkakaos.
Zumeist werden Haufen- oder Kastenfermentationen durchgefihrt. Bei ersterer werden die
Samen auf Bananenblattern zu Haufen aufgeschittet und mit diesen bedeckt. In regelma-
Bigen Abstanden wird die Masse umgeschichtet, um die Bellftung zu verbessern und die
Mikroorganismen gleichmafig zu verteilen. Bei der Kastenfermentation werden die Samen in
spezielle Holzkisten geschittet und ebenfalls mit Bananenblattern abgedeckt. Die Boxen sind
mit Léchern versehen, durch welche die sich verflissigende Pulpe abflieBen kann und die
BelUftung gewahrleistet ist. Die Dauer variiert zwischen zwei und sieben Tagen (Stoll, 2010).
Die Besiedlung der Masse mit den an der Fermentation beteiligten Mikroorganismen erfolgt
spontan und kann daher wenig gesteuert werden. Wichtige Quellen fiir die Kontamination sind
dabei die Umgebung (Luft, Erde und Staub), Insekten wie Fruchtfliegen, Arbeitsgeratschaften,
Bananenblatter und die Oberflache der Kakaofriichte selbst (De Vuyst und Weckx, 2016). Bei
den an der Fermentation beteiligten Mikroorganismen handelt es sich vor allem um Hefen,
Milchsaurebakterien (engl.: lactic acid bacteria; LAB) und Essigsaurebakterien (engl.: acetic
acid bacteria; AAB). Zeitlich werden die zu Beginn in der Pulpe ablaufenden Reaktionen
von den spater einsetzenden Reaktionen im Kakaosamen unterschieden (Rimbach et al.,
2015). Der Ablauf der Fermentation und die stattfindenden Reaktionen werden in Kapitel
2.1.3 detaillierter ausgefuihrt. Nach der Fermentation missen die Samen einer Trocknung
unterzogen werden, um die Restfeuchte von ca. 60 % auf ca. 6 % zu reduzieren und so eine
gute Lagerstabilitat zu erzielen. Zudem ist dieser Prozessschritt wichtig fur die Entwicklung
des Kakaoaromas, da weitere Aromavorstufen und -stoffe gebildet werden. Es stehen die
klimaabhangige Sonnentrocknung und standardisierte, klinstliche Trocknungsverfahren zur
Verflgung. Bei einer zu langsamen Trocknung besteht die Gefahr des Schimmelwachstums
und damit der potenziellen Bildung von Mykotoxinen, die gesundheitsschadlich und qualitats-
mindernd sind. Auch darf sie nicht zu schnell erfolgen, da sonst der allmahliche Abschluss
der Fermentation, durch anhaltende Enzymaktivitat, unterbrochen und die Verfllichtigung von
Sauren verringert wird. Die Dauer der Trocknung betragt ca. sieben Tage (Stoll, 2010).

Die beschriebenen Prozesse erfolgen in den Anbaul&ndern. Zur Weiterverarbeitung wird
der Rohkakao meist in die Verbraucherlander verschifft. Durch unterschiedliche Verfahren
werden die Samen zunéchst von organischen Bestandteilen und mineralischen Fremdstoffen
getrennt. AnschlieBend folgt die Rdstung fiir 10-45 Minuten bei Temperaturen zwischen 70

und 140 °C. Wahrend des Prozesses l6st sich die Samenschale, die dann gut abgetrennt
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werden kann. Durch thermische Reaktionen, wie die Maillard-Reaktion, werden die Produkte
der Fermentation zu den kakaotypischen Aroma- und Farbstoffen umgesetzt. Die gerbsteten
Kakaobohnen missen im Anschluss gebrochen und gekihlt werden. Aufgrund des hohen
Fettgehaltes des Kakaobruchs (40-65 %) entsteht bei der Vermahlung ein z&hfllissiger Brei,
die Kakaomasse. Diese dient als Rohstoff fir unterschiedliche Produkte, wie z. B. Kakaopulver
und Schokolade. Fir ersteres wird die Kakaomasse mittels Alkalisieren und Pressen entfettet.
Neben dem Kakaopulver entsteht bei diesem Prozess die Kakaobutter. Schokolade wird direkt
aus der Kakaomasse durch Zugabe von Zucker und weiteren sortenspezifischen Zutaten,
wie z.B. Milchpulver und Kakaobutter, hergestellt. Durch Rihren, Walzen und Conchieren
wird eine zarte Masse erzeugt, die dann in Form gegossen wird und langsam abklhlen muss

(Rimbach et al., 2015; Stoll, 2010).

2.1.3 Ablauf der Fermentation
Prozesse in der Kakaopulpe

Der Verlauf der Fermentation kann in drei Phasen unterteilt werden, die einander Uberlap-
pen und nach den jeweils dominierenden Mikroorganismen benannt sind. In den ersten 48
Stunden der Fermentation dominieren Hefen, die dank der zuckerhaltigen und sauren Pulpe
(pH=3,6) optimale Wachstumsbedingungen vorfinden (Schwan und Wheals, 2004). Aufgrund
der dichten Packung der Masse verlauft diese Phase anaerob und die Hefen verstoffwech-
seln einen Grofteil der enthaltenen Zucker zu Ethanol und Kohlenstoffdioxid. Bevorzugt
wird hierbei die vorhandene Glucose umgesetzt. Diese stammt aus der Hydrolyse des Zwei-
fachzuckers Saccharose in Glucose und Fructose durch das Enzym Invertase (pulpeeigene
und/oder Hefe-Invertase). Da es sich um einen exothermen Prozess handelt, wird Energie in
Form von Warme freigesetzt, was zu einem leichten Temperaturanstieg der Masse von 25-
30 °C auf 35-40 °C fuhrt (De Vuyst und Weckx, 2016). Zudem produzieren einige Hefestdamme
pektinolytische Enzyme, die den Abbau der Pulpe beglinstigen. Diese verflissigt sich und
flieBt ab (Schwan und Wheals, 2004).

Fast zeitgleich erfolgt eine Besiedelung der Fermentationsmasse sowohl durch homofermen-
tative wie auch heterofementative Milchsdurebakterien. Zu Beginn handelt es sich vor allem
um mikroaerophile, fructophile, sdure- und ethanoltolerante Spezies. Diese werden im Verlauf
der Fermentation von der strikt heterofermentativen Spezies Lactobacillus fermentum abge-
I6st. Die LAB setzen Glucose und Fructose entweder homofermentativ in Milchsaure oder
heterofermentativ in Milchsdure sowie Essigsaure, Kohlenstoffdioxid und Ethanol um. Zudem
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kdnnen einige Spezies die vorhandene Citronensaure in Milchsdure umwandeln, was zu einer
leichten Erh6hung des pH-Wertes fihrt (De Vuyst und Weckx, 2016). Durch das AbflieBen
der Pulpe und gelegentlichem Umschichten der Fermentationsmasse, kann zunehmend
Sauerstoff eindringen. Das, der leichte Anstieg des pH-Wertes und der Temperaturanstieg
fihren nach ca. 24 h zu einer Abnahme der Hefen und zu einer Dominanz der LAB. Durch
die Abnahme der Energiequellen, die zunehmende Temperatur und Ethanolkonzentration,
sinkt schlieB3lich auch die Anzahl der LAB (De Vuyst und Weckx, 2016).

Die veranderten Bedingungen sind gtinstig fur ein verstarktes Wachstum der Essigsaure-
bakterien (aerobe Phase). Nach ca. 48 Stunden dominieren diese Mikroorganismen in der
Fermentationsmasse. Sie sind fir die Oxidation des, von den Hefen gebildeten, Ethanols zu
Essigsaure und die Zersetzung der Essigsaure in Kohlenstoffdioxid und Wasser verantwort-
lich. Beide Prozesse sind exotherm und flihren zu einem weiteren Temperaturanstieg auf bis
zu 50 °C. Zudem kénnen die AAB die von den LAB gebildete Milchsaure zu Essigsaure und

Acetoin oxidieren (De Vuyst und Weckx, 2016).

Prozesse in den Kakaosamen

Essigsaure und Ethanol, die wahrend der Fermentation gebildet werden, kénnen durch die
Testa in die Kotyledonen eindringen. Im Zusammenspiel mit der steigenden Temperatur fihrt
dies schlie3lich zu einem Absterben des Embryos. Durch die zunehmende Essigséurekon-
zentration und die damit verbundene Absenkung des pH-Wertes in den Kotyledonen von ca.
6,3-7,0 auf 4,0-5,5 wird eine Auflésung der inneren Zellkompartimente (v.a. Speicherstoffe
und Pigmentzellen) und eine Freisetzung von Substraten und Enzymen bewirkt. Daraufhin
kénnen viele biochemische und enzymatische Reaktionen erfolgen, die flir das spatere Scho-
koladenaroma entscheidend sind. Es werden Reaktionen angestof3en, die zum Abbau von
Saccharose durch Invertase und von Speicherproteinen durch Proteasen fiihren. Es werden
reduzierende Zucker, freie Aminosauren und kurzkettige Peptide gebildet, die als Vorstufen
flr das spatere Kakaoaroma fungieren. Zudem werden Polyphenole oxidiert und damit die
Adstringenz und Bitterkeit reduziert. Die Abbauprodukte kdnnen unlésliche Komplexe bilden,
die den Kakaosamen die typische, braune Farbe verleihen (De Vuyst und Weckx, 2016;
Hegmann, 2015).
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2.2 Kakaoaroma

Generell beschreibt der Begriff ,Aroma“ (abgeleitet von dem engl. Wort: flavor) das Zu-
sammenspiel von Geruch, Geschmack und Textur bei dem Verzehr eines Lebensmittels.
Unterschieden werden Substanzen, die fir den Geschmack und solche, die fur den Geruch
verantwortlich sind. Es gibt aber auch Stoffe, die beide Sinneseindriicke auslésen (Belitz
et al., 2009). Das Kakaoaroma ist ein sehr komplexes Aroma und setzt sich aus nicht volatilen
und volatilen Substanzen zusammen. Bei den ersteren handelt es sich um Methylxanthi-
ne (Theobromin und Coffein) und Polyphenole (z. B. Leukoanthocyane, Catechine) sowie

organischen Sauren (z.B. Essig- und Citronensdure) (Rimbach et al., 2015).

2.2.1 Entstehung und Einflussfaktoren

Besonders die volatilen Komponenten und deren Vielféltigkeit tragen in gro3em MafBe zum
Kakaoaroma bei. Bereits wahrend der Fermentation laufen einige wichtige biochemische Pro-
zesse in den Samen ab, die entscheidend fir das spéatere Aroma sind und von Faktoren, wie
dem pH-Wert, der Temperatur und Feuchtigkeit abhangen. Durch enzymatische Reaktionen
werden Proteine zu Peptiden und freien Aminosauren sowie Saccharose zu Glucose und
Fructose abgebaut. Wahrend der Réstung werden aus diesen Vorstufen durch thermische
Prozesse, wie die Maillard-Reaktion, entscheidende Aromastoffe gebildet. Bei diesem Pro-
zess reagieren die freien Aminosauren mit reduzierenden Zuckern und bilden eine Vielzahl an
aroma- und farbgebenden Produkten, wie Furanone und Pyranone. Geruchsintensive Aldehy-
de, wie 2-Methylbutanal und 3-Methylbutanal, entstehen wahrend der Réstung Uberwiegend
durch den Strecker-Abbau von freien Aminosauren. Reaktive a- Dicarbonyle, Zwischenpro-
dukte der Maillard-Reaktion, kénnen mit Aminosauren zu den Strecker-Aldehyden reagieren.
Hierbei fallen zudem o- Aminoketone an. Durch Kondensation zweier a- Aminoketone werden
Pyrazine gebildet, die dem Kakao vor allem réstige, erdige und schokoladige Noten verleihen.
(Crafack et al., 2014; Legrum, 2011). Es konnten viele Faktoren identifiziert werden, die
einen Einfluss auf die Entwicklung des Aromaprofils haben. So konnte gezeigt werden, dass
bereits der Kakaogenotyp einen gro3en Einfluss auf die Zusammensetzung der volatilen
Komponenten hat. Einige wichtige Substanzen werden mdglicherweise bereits wahrend der
Fruchtreifung in der Pulpe gebildet und kénnen dann in die Samen migrieren (Kadow et al.,
2013; Hegmann, 2015; Qin et al., 2017; Chetschik et al., 2018). Auch die Nacherntebehand-

lungen spielen eine groBe Rolle. So konnten Rodriguez-Campos et al. (2012) zeigen, dass
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sich der Gehalt der fllichtigen Substanzen in Abh&ngigkeit von der Fermentationsdauer und
der Trocknungstemperatur anderte. Auch die Fermentationsmethode scheint einen grof3en
Einfluss zu haben. Die Ergebnisse von Crafack et al. (2014) deuten darauf hin, dass durch
Kastenfermentationen héhere Gehalte an volatilen Komponenten erzielt werden kdnnen, im
Vergleich zu Haufenfermentationen. Zudem konnten sie beobachteten, dass die Réstung zu
einer Zunahme der Konzentration von Aldehyden, Alkoholen und Pyrazinen flhrte. Diese
Substanzen kénnen der Schokolade blumige und fruchtige, aber auch réstige, nussige, Ka-
kao- und Schokoladennoten verleihen (Crafack et al., 2014). Auch das Conchieren kann die
Zusammensetzung der volatilen Komponenten verandern. Durch die Hitzeeinwirkung tber
einen langeren Zeitraum kann es zu einem Verlust an fliichtigen Substanzen kommen. Meers-
man et al. (2016) konnten hier einen Zusammenhang zwischen den jeweiligen Siedepunkten

und dem Verbleib der Substanzen in der Schokolade beobachten.

2.2.2 Bedeutung der Hefen

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf den an der Fermentation beteiligten Hefen und deren Ein-
fluss auf das Kakaoaroma. Die Vielfalt der an Kakaofermentationen beteiligten Hefespezies
ist grof3. Ozturk und Young (2017) identifizierten eine Kerngruppe an Spezies, die aus einer
Vielzahl spontaner Kakaofermentationen isoliert werden konnten. Hierbei handelt es sich um:
Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora
opuntiae, Torulaspora delbrueckii, Pichia kudriavzevii und Pichia kluyveri. Hefen bilden neben
dem Hauptprodukt Ethanol, aromaaktive, sekundare Stoffwechselprodukte, wie z.B. hdhere
Alkohole, Ester und Carbonséauren, welche zur Ausbildung des Aromas beitragen (Schwan
und Wheals, 2004). Ho et al. (2014) konnten zeigen, dass der Gehalt an Esterverbindungen
und héheren Alkoholen in Rohkakao aus Fermentationen, bei denen das Hefewachstum
mittels Natamycin verhindert wurde, deutlich geringer war, als nach unbehandelten Fermen-
tationen. Bei Natamycin handelt es sich um ein Antimykotikum, dass das Wachstum von
Hefen und Schimmelpilzen hemmt. Den Hefen scheint daher in der Bildung dieser Substan-
zen eine entscheidende Rolle zuzukommen. Da diese Substanzen vor allem mit fruchtigen
und suBlichen Attributen beschrieben werden, kénnten sie einen positiven Einfluss auf das
Kakaoaroma haben. Die Schokolade, die aus mit Hefen fermentierten Kakaobohnen her-
gestellt wurde, wurde in einem Préferenztest besser bewertet und wies ein vollmundigeres
Schokoladenaroma auf (Ho et al., 2014). In einigen Studien, in denen die Kakaofermentatio-

nen mit unterschiedlichen Starterkulturen durchgefiihrt wurden, konnte beobachtet werden,
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dass eine Beeinflussung des Endproduktes durch die Verwendung unterschiedlicher Hefen
moglich ist. Haufig wurden die Produkte aus inokulierten Fermentationen als fruchtiger und
blumiger wahrgenommen. Die Unterschiede waren zum Teil noch gering und konnten nur von
trainierten Panelisten erkannt werden (Crafack et al., 2014; Meersman et al., 2016; Batista

et al., 2016; Crafack et al., 2013).

2.3 Instrumentelle Analytik

2.3.1 Festphasenmikroextraktion (SPME)

Die Festphasenmikroextraktion (engl.: solid-phase microextraction; SPME) ist eine schnelle
und I6sungsmittelfreie Probenahmemethode. Diese Methode wird mittlerweile in zahlreichen
Bereichen der Lebensmittelanalytik eingesetzt, da eine aufwandige Probenvorbereitung
vor der eigentlichen Analyse entfallt. Die Analyten werden hierbei direkt auf eine, mit ei-
ner stationdren Phase beschichtete, Quarz- oder Glasfaser extrahiert und kénnen mithilfe
von Gaschromatographie, Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS), Hochleis-
tungsflissigkeitschromatografie (engl.: high performance liquid chromatography; HPLC) oder
Flissigkeitschromatografie-Massenspektirometrie (LC-MS) detektiert werden. Es werden
zwei Extraktionsmodi unterschieden, die Kopfraum-Extraktion (engl.: headspace; HS) und
die Eintauch-Extraktion (engl.: direct immersion; DI). Bei der DI-Extraktion wird die Faser
direkt in eine flissige Probe eingetaucht. Bei der HS-Extraktion befindet sich die Faser im
Kopfraum Uber einer gasférmigen, flissigen oder festen Probe (Kataoka et al., 2000). Far
die Analyse der volatilen Substanzen in Kakaomatrices bietet sich die HS-Extraktion an,
da die Analyten verdampft werden kdnnen und sich Uber der Kakaoprobe im Kopfraum
anreichern. Das Prinzip dieser Methode ist schematisch in Abbildung 2 dargestellt. Eine
festgelegte Probenmenge befindet sich in einem verschlossenen Probengefai3 (Vial) und wird
bei einer bestimmten Temperatur fir eine definierte Zeit equilibriert, der sog. Equilibrierzeit.
Die volatilen und semivolatilen Substanzen gehen in die Gasphase Uber und es stellt sich
ein Gleichgewicht zwischen der Probe und dem Kopfraum ein. Die beschichtete Faser wird
durch ein Septum in das Vial eingestochen und verbleibt fir eine definierte Zeit, der sog.
Extraktionszeit, in dieser Position. Die fliichtigen Stoffe werden, in Abhangigkeit von ihrer und
der Polaritat der Beschichtungsmaterialien, in dieser Zeit auf die Faser Ubertragen. Es stellt
sich ein Gleichgewicht zwischen dem Kopfraum und der Faser ein. Die Faserbeschichtung

sollte nach den Eigenschaften der zu erwartenden Substanzen gewahlt werden (Pawliszyn,
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2012). Die Analyse der extrahierten Substanzen erfolgt dann mittels GC-MS. Hierfiir wird die
Faser nach der Extraktionszeit aus dem Vial herausgezogen und in den Injektionsport eines
GC gefahren. Dort erfolgt durch hohe Temperaturen die Desorption der Analyten von der

Faser.

Abbildung 2: Prinzip der Probenahme durch HS-SPME (Gottzein, 2012)
A) Probe mit Analyten; B) Equilibrierung fihrt zu Ubergang der Analyten in die Gasphase; C)
Extraktion der Analyten durch die Faser; D) Desorption im Injektor des GC

2.3.2 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie ist ein Verfahren zur Trennung von fllichtigen und gasférmigen
Analyten, die mit einer gasférmigen mobilen Phase, dem Tragergas, Uber eine mit einer
stationaren Phase beschichtete Saule transportiert werden. Die Analyten missen dabei
unzersetzt verdampfbar sein.

Bei der HS-SPME-GC wird die mit den Analyten beladene Faser (vgl. Kapitel 2.3.1) in den
Injektionsport gefahren und die Analyten werden durch hohe Temperaturen fir eine bestimm-
te Zeit, der sog. Desorptionszeit, von der Faser desorbiert. Die Substanzen werden vom
Tréagergas aufgenommen und durch die Saule transportiert. Als Tragergase werden Inertgase,
wie z.B. Wasserstoff, Helium oder Stickstoff, eingesetzt, die weder mit der Sdule noch mit dem
Probengemisch reagieren. Die S&ule ist mit einer stationéren Phase beschichtet und befindet
sich in einem Ofen (vgl. Abbildung 3). In Abhangigkeit von der Polaritat der stationaren Phase
und der Analyten, wechselwirken diese unterschiedlich stark miteinander und es kommt zu
einer Auftrennung des Analytengemisches. Durch ein gezieltes Temperaturprogramm des
Ofens kann die Qualitat der Trennung beeinflusst werden. Die Zeit, die ein Analyt bendtigt,
um die S&ule zu durchlaufen, wird als Retentionszeit (RT) bezeichnet und ist spezifisch flr die

jeweilige Substanz. Die Detektion kann mithilfe unterschiedlicher Detektortypen erfolgen, wie
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z.B. dem Warmeleitfahigkeitsdetektor (WLD) oder dem Flammenionisationsdetektor (FID).

Haufig wird auch die Kopplung an die Massenspektrometrie angewendet (Harris et al., 2014).

Tragergas-
eingang
Silikon- . A
QUMM ’_‘ I
Septum T o \
J U
T - | 1— Aus-
Injektions- P
block o Computer
Injektions- Detektor
heizung

Detektor-
heizung

rSaule

Saulenofen

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Gaschromatographie-Anlage (Harris et al., 2014)

2.3.3 Kopplung von Gaschromatographie und Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie handelt es sich um eine Methode zur Trennung und Messung
von lonen in der Gasphase. Da die Analyten am Saulenausgang noch gasférmig vorliegen,
werden sie nach der Einbringung in das Massenspektrometer direkt ionisiert und bezuglich
des Masse-zu-Ladungsverhaltnisses (m/z) getrennt. MS-Systeme bestehen grundséatzlich
aus einem Einlass-System fiir die Probe, einer lonenquelle, einem Massenanalysator und
einem lonendetektor (vgl. Abbildung 4). In der Analytik werden unterschiedliche Massenana-
lysatoren eingesetzt, wie z. B. Quadrupole, lonenfallen, Flugzeitanalysatoren oder Hybrid-
Massenspektrometer. Die Kombination aus Gaschromatographie und Quadrupol-Massen-
spektrometrie wird dabei haufig angewendet (Matissek et al., 2014).

Vorteil der Massenspektrometrie ist, dass sie sowohl qualitative wie auch quantitative Infor-
mationen liefert. So kénnen unbekannte Substanzen durch den Vergleich deren Spektren mit
Referenzspektren in Datenbanken identifiziert werden. Fir die quantitative Analyse werden
die Peakflachen verwendet, da diese proportional zur Konzentration der Analyten sind (Harris
et al., 2014).
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers (Gross, 2013)

2.3.4 Kopplung von Gaschromatographie und Olfaktometrie

In dieser Arbeit wurde die Olfaktometrie fir einige Proben zu Screening-Zwecken ein-
gesetzt. Die Kopplung der Analyse von Proben mittels GC-MS an die Analyse mittels
Gaschromatographie-Olfaktometrie (GC-O) ermdglicht eine Verkniipfung von Analytik und
Sensorik. Mithilfe dieser beiden Detektionsmethoden, Massenspektrometrie und Olfaktome-
trie, kdnnen unbekannte Analyten identifiziert und deren geruchsaktives Potenzial analysiert
werden. Die GC-O erlaubt dabei, die Detektion und Beschreibung einzelner volatiler Substan-
zen, nach einer gaschromatographischen Trennung, durch menschliche Prifer. Der Gasstrom
wird nach Verlassen der GC-Séaule geteilt und ein Teil gelangt in das MS und der andere in
den sog. Sniffing-Port. Der Prifer sitzt an dem Sniffing-Port und atmet das Eluat aus dem
Gaschromatographen durch die Nase ein und durch den Mund wieder aus (vgl. Abbildung
5). Die Wahrnehmung erfolgt durch einen olfaktorischen Rezeptor. Wenn der Prifer etwas
wahrnimmt, beschreibt dieser den Geruch, die Intensitat und wie lange der Eindruck anhalt.
Durch die gleichzeitige Detektion mittels MS, kann bestimmt werden, welche Substanzen

geruchsaktiv und somit relevant fir das Aroma sind (Delahunty et al., 2006).
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ar
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Abbildung 5: Darstellung des Sniffings bei der Gaschromatographie-Olfaktometrie (Re-
sources.schoolscience.co.uk, 0.J.)

2.4 Clusteranalyse

Bei der Clusteranalyse handelt es sich um ein exploratives, strukturentdeckendes Verfahren
der multivariaten Analysemethoden. Dieses Verfahren wird dann eingesetzt, wenn zu Beginn
der Analyse keine Vorstellungen zu den in einem Datensatz vorherrschenden Beziehun-
gen vorliegen, da das Verfahren in der Lage ist, Zusammenhange zwischen Variablen oder
Objekten eines Datensatzes zu entdecken. Dem gegenlber stehen die konfirmatorischen,
strukturpriifenden Verfahren, die der Uberpriifung von Zusammenhangen zwischen Varia-
blen dienen. Zu Beginn der Analyse muss der Anwender bereits eine Vorstellung Gber die
Zusammenhdnge zwischen den Variablen haben, die dann Uberprift werden kann (z.B.
Varianzanalyse, lineare/ nichtlineare Regression).

Ziel der Clusteranalyse ist die Bindelung von Objekten, das hei3t die Objekte sollen so zu
Gruppen zusammengefasst werden, dass die Objekte einer Gruppe mdglichst ahnlich und die
Gruppen untereinander mdglichst unédhnlich sind. Charakteristisch fir diese Methode ist, dass
zur Gruppenbildung alle Eigenschaften gleichzeitig betrachtet werden. Es gibt verschiedene
Verfahren, die fur die Gruppenbildung ausgewahlt werden kénnen. Diese unterscheiden sich

vor allem bezuglich zweier Aspekte:

1. Auswahl des ProximitatsmaBes, das MaB mit dem Ahnlichkeit (AhnlichkeitsmaB) bzw.

Uné&hnlichkeit (Distanzmaf) zwischen Objekten gemessen wird

2. Auswahl des Fusionierungsalgorithmus, die Vorgehensweise nach der die Zusam-

menfassung von Objekten zu Gruppen erfolgen soll.

DistanzmaBe messen die Un&hnlichkeit zwischen zwei Objekten, was bedeutet, dass mit der
Zunahme der Unahnlichkeit, auch die Distanz der zwei Objekte zunimmt. Bei metrischem
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Skalenniveau der Daten bietet sich die Verwendung des Distanzmaf3es ,Euklidische Distanz*
an. Hierbei werden fir jedes Objektpaar die Differenzwerte jeder Eigenschaft quadriert und
anschlieBend addiert. Durch das Ziehen der Quadratwurzel der Summe ergibt sich die Eukli-
dische Distanz. Fur die Clusteranalyse kann sowohl die Euklidische Distanz wie auch die
quadrierte Euklidische Distanz angewendet werden. Anhand dieser Berechnungen wird eine
Distanzmatrix gebildet. Diese bildet den Ausgangspunkt fir die Fusionierungsalgorithmen
zur Clusterbildung (Backhaus et al., 2016).

Bei den hierarchisch-agglomerativen Verfahren zur Fusionierung, wird zu Beginn jedes Objekt
als eigenes Cluster betrachtet, das im Verlauf mit anderen Objekten zu Gruppen zusam-
mengefasst wird. Im ersten Schritt werden die beiden Objekte mit der geringsten Distanz
fusioniert. AnschlieBend werden die Abstande zwischen den neuen Gruppen berechnet und
die ahnlichsten Gruppen zu neuen Clustern zusammengefasst. Diese Schritte werden so
lange wiederholt, bis alle Objekte in einem Gesamtcluster integriert sind. Das Dendrogramm
ist eine Mdglichkeit um die Fusionierungsschritte von hierarchisch-agglomerativen Verfahren
zu visualisieren. Auf der X-Achse dieses Diagramms sind die Objekte und auf der Y-Achse
die Werte des Distanzmales aufgetragen. Das Ward-Verfahren zur Fusionierung ist ein
leistungsstarkes Verfahren und liefert vor allem dann gute Ergebnisse, wenn ein Distanzmal3
als Proximitatsmaf verwendet wird. Zudem sollten die Variablen metrisches Skalenniveau
aufweisen. Als Grundlage zur Fusionierung mit dem Ward-Verfahren wird das Varianzkri-
terium angewendet. Ziel dabei ist, die jeweiligen Cluster zu vereinen, die zur minimalsten
Erhéhung der Varianz des neugebildeten Clusters fuhren. AbschlieBend muss die Clusteran-
zahl bestimmt werden (Cluster-Lésung). Hier entsteht haufig ein Zielkonflikt zwischen der
,Homogenitatsanforderung an die Cluster-Lésung“ und der ,Handhabbarkeit der Cluster-
Lésung*. Statistische Kriterien und sachlogische Uberlegungen kénnen zur Bestimmung der

Clusteranzahl herangezogen werden (Backhaus et al., 2016).
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3.1 Verwendetes Probenmaterial

3.1.1 Aus Kakaofermentationen isolierte Hefestaimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Hefen stammten aus der Stammsammlung der Arbeitsgrup-
pe ,Lebensmittelmikrobiologie und Biotechnologie“ von Prof. Dr. B. Bisping an der Universitat
Hamburg. Sie wurden urspriinglich aus spontanen Kakaofermentationen in Indonesien,
Trinidad und Tobago und Ecuador isoliert (Fahrurrozi, 2015). Die Hefespezies sind nach
Herkunftsland gegliedert in den folgenden Tabellen aufgefihrt (vgl. Tabelle 1 bis 3). Die
Institutsbezeichnung setzt sich folgendermafen zusammen:

ID = Identifikator

I/'T/E = Indonesien/ Trinidad und Tobago/ Ecuador (Herkunftsland)

Y = yeast (dt.: Hefe)

Nummer = fortlaufende, zuféllige Nummer

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Hefespezies aus Ecuador und die jeweiligen Institutsbezeichnungen

Hefespezies Institutsbezeichnung

Saccharomyces cerevisiae |IDE-Y096

Hanseniaspora uvarum IDE-Y068
Pichia guilliermondii IDE-Y045
Pichia anomala IDE-Y022, IDE-Y035, IDE-Y036, IDE-Y037, IDE-YO050, IDE-

Y051, IDE-Y058
Torulaspora delbrueckii IDE-Y064
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Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Hefespezies aus Indonesien und die jeweiligen Institutsbezeichnungen

Hefespezies Institutsbezeichnung

Saccharomyces cerevisiae IDI-Y001-IDI-Y018; IDI-Y020-IDI-29; IDI-Y032; IDI-Y033;
IDI-Y037; IDI-Y038; IDI-Y40-1DI-Y042; IDI-Y044-IDI-Y050;
IDI-Y053; IDI-Y054; IDI-Y056

Sporobolomyces roseus IDI-Y019
Hanseniaspora opuntiae IDI-Y030
Candida tropicalis IDI-Y031
Hanseniaspora thailandica IDI-Y034

Hanseniaspora guilliermondii  1DI-Y035, IDI-Y036
Pichia kudriavzevii IDI-Y051, IDI-Y055
Torulaspora delbrueckii IDI-Y043, IDI-Y057

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Hefespezies aus Trinidad und Tobago und die jeweiligen Institutsbezeich-

nungen
Hefespezies Institutsbezeichnung
Saccharomyces cerevisiae IDT-Y15

Hanseniaspora guilliermondii  IDT-Y11

Candida sp. IDT-Y13

3.1.2 Hefestamme zur Weinherstellung

Es wurden auBBerdem neun Reinzuchthefen eingesetzt, die nicht aus Kakaofermentationen
isoliert wurden. Bei den hier verwendeten Hefen handelte es sich um Hefestdmme, die zur
industriellen Herstellung klassischer Rot- und WeiBweine eingesetzt werden. Diese wurden
bei verschiedenen Herstellern des industriellen Weinhandels erworben. Die verwendeten

Hefen sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.
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Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Hefestdmme zur Weinherstellung und der jeweiligen Hersteller

Hersteller Marke Name Spezies

Eaton SIHA® Aktivhefe 9 Saccharomyces bayanus
Lallemand Inc. LALVIN® EC 1118 Saccharomyces bayanus
Lallemand Inc. LALVIN® QA 23 YSEO Saccharomyces bayanus
Lallemand Inc. LALVIN® CY 3079 YSEO Saccharomyces cerevisiae
Lallemand Inc. uvaferm® GHM YSEO Saccharomyces cerevisiae
Laffort Zymaflore® x5 Saccharomyces cerevisiae
Arauner Reinzuchthefe Portwein Saccharomyces cerevisiae
unbekannt unbekannt - Torulaspora delbrueckii
unbekannt unbekannt - Lachancea thermotolerans

3.1.3 Kakaopulpe

AuBerdem wurden einige Realmatrixproben unterschiedlicher Herkunft analysiert. Die Details
zu den verschiedenen Proben sind im Folgenden dargestellt. Die Probenvorbereitungen
erfolgten ebenfalls in der Arbeitsgruppe ,Lebensmittelmikrobiologie und Biotechnologie® von

Prof. Dr. B. Bisping (Universitat Hamburg) im Rahmen der Arbeit von Cordsen (2018).

Pulpe aus Nicaragua

Die Pulpe wurde direkt nach der Offnung der Kakaofrucht (Sorte unbekannt, vermutlich
Forastero) in El Cacao, Nicaragua entnommen. Die Proben wurden bis zum Transport nach
Deutschland bei +4 bis -20 °C gelagert. In Deutschland erfolgte die Lagerung der Pulpe bei
-22 °C bis zur Analyse.

Pulpe aus Peru

Die Pulpe wurde direkt nach der Offnung der Kakaofriichte (Sorte: Chuncho) in Quillabamba,
Peru, beim Abflie3en gewonnen. Die Proben wurden bis zum Transport nach Deutschland bei

+4 °C gelagert. In Deutschland erfolgte die Lagerung der Pulpe bei -22 °C bis zur Analyse.
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Kakaofriichte aus Vietnam

Die in dieser Arbeit analysierten Kakaofriichte wurden in frischem Zustand aus Vietnam
importiert. Diese waren bei Anlieferung weder beschéadigt, noch von Schadlingen befallen. Die
Frichte wurden nummeriert, steril gedffnet und die Samen ohne Beschadigung der Samen-
schale samt Pulpe entnommen. Die Friichte befanden sich in unterschiedlichen Reifestadien
und hatten daher unterschiedlich viel Pulpe. Pulpe und Samen wurden gestomachert, zen-
trifugiert und der Uberstand in ein Vial abgefiillt. Die Lagerung erfolgte bei -22 °C bis zur

Analyse.

3.1.4 Rohkakao

Des Weiteren wurden Rohkakaoproben der Sorte Chuncho aus zwei unterschiedlichen
Kakaofermentationen analysiert. Beide Fermentationen wurden im Mai 2018 in Quillabamba,
Peru durchgefuhrt. Eine der Kakaofermentationen war eine spontan ablaufende Fermentation
(PQ 18a), der zweiten wurde ein Inokulum mit der Weinhefe Zymaflore® x5 zugesetzt (PQ
18b). Die Probenahme erfolgte im Verlauf der Fermentationen mindestens einmal taglich
vor dem Umschichten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proben der Zeitpunkte tg, tog4, t4g
und t7» vermessen. AnschlieBend wurden die Bohnen in der Sonne getrocknet, bis sie einen
Restfeuchtegehalt von weniger als 8% aufwiesen. Nach der Einfihrung der Rohkakaoproben
nach Deutschland wurden diese bei Raumtemperatur bis zur Analyse an der HAW Hamburg

gelagert.
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3.2 Gerate und Materialien

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Gerate und Materialien

Gerate/Materialien

Angaben

Analysenwaage

Quintix 2241s, 2013/11, d= 0,0001g; Satorius Lab Instruments GmbH&
Co. KG, Géttingen, Deutschland

Autosampler

CONCEPT; PAS Technologies, Kansas City, USA

Bordelkappe

Magnetic Crimp Caps N20, silber, Loch, Lot: 150704582; Macherey-

Nagel, Diren, Deutschland

Bérdelzange

20 mm; Altmann Analytik, Minchen, Deutschland

Detektor 5975C VL MSD mit Triple-Quadrupol Detektor; Agilent Technologies,
Santa Clara, Kalifornien, USA

Filter GC Gas Clean Moisture Filter (CP17971)/ Gas Clean Hydrocarbon Filter
(CP17972); Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA

GC-Anlage 6890N Network GC System, N.06.07; Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornien, USA

GC-Saule DB-WAX 30m, 0,25mm narrowbore, 0,25 um, 20-250°C (260°C); Agilent

Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA

Gefrierschrank (-22 °C)

Froster-Lab; Philipp Kirsch GmbH, Willstatt-Sand, Deutschland

Headspace-Vial

20mL, Klarglas, abgerundeter Boden, Lg.Hals, 75,5x22,5mm; LABSO-
LUTE®, Renningen, Deutschland

Septa Septa N19 Butyl beige, PTFE grau, 1,3mm Lot: 12028/16; Macherey-
Nagel, Diren, Deutschland

Sniff- Port JAS - joint analytical systems, Moers, Deutschland

SPME-Faser PDMS/DVB, Stableflex 23 Ga, Mantel: 50/30 um, Lange: 1 cm; Supelco,

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

3.3 Kultivierung und Fermentation der Hefen

Die Fermentationen von sog. Kakaopulpe-Simulationsmedium (KPSM) durch aus Kakao-

fermentationen isolierte Hefestdmme und Reinzuchthefen zur Weinherstellung wurden im

Zuge vorangegangener Arbeiten zum Primér- und Sekundéarstoffwechsel der Hefen von

Frommann (2017), Sevinc (2018) und Cordsen (2018) durchgefiihrt. Das Vorgehen soll der
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Vollstandigkeit halber an dieser Stelle kurz erlautert werden.

Zur Herstellung des Inokulums wurde zunachst steriler Schragagar mit Zellmaterial beimpft
und fur 24 h bei 30 °C bebritet. AnschlieBend wurde Zellmaterial aus den Schragagarréhr-
chen enthommen, in 10 mL YEPD-Bouillon (Yeast Extract Peptone Dextrose Bouillon) geldst
und fir 24 h bei 30 °C inkubiert. Danach wurde die Bouillon in 15 mL Réhrchen tberfihrt und
fiir 10 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, der Riickstand mit
steriler 0,9 %iger NaCl-Ldsung resuspendiert und die Lésung in ein steriles Eppendorf-Cap
Uberflhrt. Es folgte ein dreimaliges Waschen mit jeweils 1 mL steriler NaCl-Lésung. Hierflr
wurde fiir je 5min bei 8000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und der Riickstand
mit 1 mL NaCl-Lésung resuspendiert. Der Zelltiter der gewaschenen Zellldésung wurde auf
1,0 x 10° Zellen pro mL eingestellt.

Von dem zuvor hergestellten KPSM wurden je 200 mL in 500 mL Kulturkolben mit Schi-
kanen abgeflllt und bei 121 °C und 1,1 bar fir 20 min autoklaviert. Die Lagerung bis zum
Versuchsbeginn erfolgte bei 4 °C. AnschlieBend wurde das sterile KPSM mit dem Inokulum
der Hefekulturen beimpft und fir 72h bei 30 °C inkubiert. Nach Homogenisierung durch Um-
schwenken der Kulturkolben erfolgte jeweils eine Probenahme zu den Zeitpunkten tg, to4, 148
und t7». AnschlieBend wurde eine Kontaminationskontrolle am Mikroskop durchgefihrt und
das Vorhandensein von fremden Zellen wie Stédbchen oder Kokken tberpruft. Kontaminierte
Proben wurden verworfen und der Versuchsansatz wiederholt. Nicht kontaminierte Proben
wurden steril filtriert. Im Anschluss wurden fir die Sekundarstoffwechsel-Analytik ca. 5¢g
Probe in ein 20 mL Headspace-Vial abgewogen und das Vial mit einer Bérdelkappe und
einem Septum gasdicht verschlossen. Zum VerschlieBen wurde eine Bérdelzange verwendet.

Die Proben wurden bis zur GC-Analyse bei -22 °C gelagert.

Das flir die Fermentationen verwendete Kakaopulpe-Simulationsmedium wurde von Pettipher
(1986) entwickelt und von Lefeber et al. (2010) als Grundlage genutzt und in weiteren
Versuchen optimiert, um die chemische Zusammensetzung der realen Pulpe so genau wie
maoglich nachzuempfinden und auch die Verédnderungen, die im Laufe der Fermentation
erfolgen, darzustellen. lhr Ziel war vor allem die Analyse des Wachstums der beteiligten
Bakterien (Milchsaurebakterien und Essigsaurebakterien), die die Fermentationsmasse
zu unterschiedlichen Zeiten besiedeln und unterschiedliche Bedingungen favorisieren. Es
wurde daher zwischen dem KPSM-LAB, das das Wachstum von LAB férdert, und dem

KPSM-AAB, welches das Wachstum von AAB férdert, unterschieden. Ersteres spiegelt die
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Zusammensetzung der Pulpe zu Beginn der Fermentation wider und letzteres die der Pulpe
nach zwei Tagen Fermentation (Lefeber et al., 2010). Da die Hefen mit zu den Erstbesiedlern
der Fermentationsmasse zahlen, wurde das KPSM-LAB fiir die Fermentationen der Hefen in
den vorausgehenden Arbeiten verwendet. Die Zusammensetzung des KPSM ist in Tabelle 6

aufgefiihrt. Der pH-Wert wurde mit einer 10 M NaOH-L&sung auf 3,5 eingestellt.

Tabelle 6: Zusammensetzung des fiir die Fermentation der Hefestimme verwendeten KPSM nach Lefeber et al.

(2010)
Substanz Menge [g/L]
Fructose 2
Glucose 25
Citronensaure 10
Hefeextrakt 5
Soja Pepton 5
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,5
Mangansufalt-Monohydrat 0,2
Tween 80 (Polysorbat 80) 1mL/L

3.4 Methode zur Analyse der KPSM- und Kakaopulpeproben

3.4.1 Probenvorbereitung

Am Tag der Analyse wurden die Proben simultan aus der Tiefkihllagerung entnommen und
bei Raumtemperatur langsam aufgetaut. Pro Analysetag konnten durchschnittlich sechs

Proben vermessen werden.

3.4.2 Probenvermessung

Die Vermessung der Proben erfolgte mit einer GC-MS-Anlage der HAW Hamburg, die mit
einer Agilent DB-WAX Kapillarsaule ausgestattet war. Die Konditionierung der PDMS/DVB-
Fasern vor der ersten Verwendung wurde gemaf Herstellerangabe im Injektor bei 250 °C flr
30 min durchgefihrt. Zu Beginn einer Sequenz erfolgte die Durchflihrung eines Blank-Laufes
(ohne Injektion), um die Sdule zu reinigen und eines Leerlaufes (Injektion von temperierter
Raumluft), um mégliche Rickstdnde von der SPME-Faser zu entfernen. Nach jeder dritten

Probe wurde erneut ein Leerlauf durchgefihrt.
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Die Methode zur Vermessung der KPSM- und Kakaopulpeproben wurde in Anlehnung an
die Methode von Hegmann (2015) an die 6rtlichen Gegebenheiten angepasst. In Tabelle 8
sind die Parameter der beschriebenen Methode zusammengefasst. Vor der Probenahme
wurde das Probenmaterial fur je 20 min bei 35 °C im Heizblock equilibriert, um die volatilen
Komponenten im Kopfraum Utber der Probe anzureichern. Anschlie3end wurden die Analyten
fir je 20 min bei 35 °C auf die PDMS/DVB-Faser extrahiert. Die Desorption erfolgte automa-
tisch im Injektor bei 270 °C fiur 5 min. Die Anfangstemperatur des Ofens lag bei 40 °C und
wurde far 3 min gehalten. Es folgte eine Erhéhung von 2,5 °C/min auf 56 °C, was fur 4 min
gehalten wurde. AnschlieBend wurde mit 3 °C/min auf 80 °C geheizt und mit 15 °C/min auf
120 °C. Im weiteren Verlauf folgte eine Erhéhung um 40 °C/min auf 200 °C und um 10 °C/min
bis die Endtemperatur von 240 °C erreicht war. Die Dauer des Temperaturprogramms lag
bei 30 Minuten. Die Gesamtzeit eines Laufes, inklusive Equilibrierung und Extraktion, betrug
70 min. Die aufgetrennten Substanzen wurden im gekoppelten Massenspektrometer erfasst.
Die Detektion erfolgte im electron impact mode (El) mit 70 eV lonisationsenergie und vollem
Scanbereich (35-350 m/z).

Einige der analysierten Proben wurden zusétzlich mittels Olfaktometrie erfasst. Hierflr wurde
ein Teil des von der Trennsaule austretenden Eluats zum Sniff-Port geleitet. Das Verhaltnis
von Sniff-Port zu Massenspektrometer lag bei 2:1, d.h. zwei Teile des Eluats wurden in den
Sniff-Port geleitet und ein Teil in das MS. Zu dem Eluat fir den Sniff-Port wurde zudem mit
Wasser befeuchtetes Stickstoffgas geleitet, um die Nase des Panelisten vor Austrocknung
zu schitzen. Ein Probenlauf wurde mit zwei geschulten Panelisten durchgefiihrt und die
Sniff-Zeit pro Panelist lag bei ca. 14 Minuten. Es erfolgte eine Erfassung der Zeit, zu der ein
Aroma wahrgenommen werden konnte, zusatzlich zu der Intensitat mithilfe einer 5-Punkte-

Intensitatsskala (vgl. Tabelle 7) sowie der Beschreibung des wahrgenommenen Geruchs.

Tabelle 7: 5-Punkte-Intensitatsskala zur Erfassung der Intensitét eines Aromas mittels GC-O nach Szymanski

etal. (2013)
Skalapunkt 1 2 3 4 5
Intensitat schwach etwas mittel ziemlich sehr
Wahrnehmung  schwer klar eindeutig
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3 Material und Methoden

Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten HS-SPME-GC-MS-Methode zur Vermessung der in KPSM fermentierten
Hefen und der Kakaopulpeproben

Element Einstellung Parameter

Faser PDMS/DVB
Equilibrierung 20 min bei 35 °C
HS-SPME Extraktion 20 min bei 35 °C
Probenmenge 5¢g

Desorption 5min bei 270 °C

Modus: splitless
Injektor Temperatur: 270 °C

Druck: 1,121 bar

Front Inlet Druck: 1,122 bar

Trennsaule DB-Wax 30 m, 0,25 um

Tragergas Wasserstoff, 3,4 mL/min (konst. Flussrate)

Temperaturprogramm:
Gaschromatograph
40 °C far 3min, 2,5 °C/min
56 °C flir 4 min, 3 °C/min
Ofen 80 °C, 15 °C/min
120 °C, 40 °C/min
200 °C, 10 °C/min

240 °C

Olfaktometrie  Verhaltnis Sniff-Port/MS: 2:1, befeuchtet mit Stick-

stoffgas

El-Modus 70eV

MS Source 230 °C
Massenspektrometer

MS Quad 150 °C

Scanbereich 35-350 m/z
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3.5 Methode zur Analyse des Rohkakaos

3.5.1 Probenvorbereitung

Am Tag der Analyse wurden die getrockneten Kakaobohnen grob in einem Morser zersto-
Ben, anschlieBend ca. 2g in ein 20 mL Headspace-Vial eingewogen und das Vial mit einer

Bérdelkappe und einem Septum mittels Bérdelzange gasdicht verschlossen.

3.5.2 Probenvermessung

Zur Vermessung der Proben wurde die von Sobotta (2017) entwickelte Methode fiir Roh-
kakao verwendet. Vor der Probenahme wurde das Probenmaterial flr je 26 min bei 60 °C
im Heizblock equilibriert. AnschlieBend wurden die Analyten flir je 10 min bei 60 °C auf die
PDMS/DVB-Faser extrahiert. Die Desorption erfolgte automatisch im Injektor bei 270 °C fir
5min. Die Anfangstemperatur des Ofens lag bei 40 °C und wurde fur 3 min gehalten. Es
folgte eine Erhéhung von 3 °C/min auf 56 °C, was fur 2 min gehalten wurde. Anschlie3end
wurde mit 15 °C/min auf 80 °C geheizt und mit 6 °C/min auf 120 °C. Im weiteren Verlauf folgte
eine Erhéhung um 10 °C/min auf 200 °C und um 30 °C/min bis die Endtemperatur von 250 °C
erreicht war. Die Dauer des Temperaturprogramms lag bei 28 Minuten. Die Gesamtzeit eines
Laufes, inklusive Equilibrierung und Extraktion, betrug 64 min. Die aufgetrennten Substanzen
wurden im gekoppelten Massenspektrometer erfasst. Die Detektion erfolgte im El-Modus
mit 70 eV lonisationsenergie und vollem Scanbereich (35-350 m/z). In Tabelle 9 sind die

Parameter der beschriebenen Methode zusammengefasst.
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Tabelle 9: Ubersicht der verwendeten HS-SPME-GC-MS-Methode zur Vermessung der Rohkakaoproben

Element Einstellung Parameter

Faser PDMS/DVB
Equilibrierung 26 min bei 60 °C
HS-SPME Extraktion 10 min bei 60 °C
Probenmenge 2g¢g

Desorption 5min bei 270 °C

Modus: splitless
Injektor Temperatur: 270 °C
Druck: 1,121 bar

Front Inlet Druck: 1,122 bar

Trennsaule DB-Wax 30m, 0,25 pm

Tragergas Wasserstoff, 3,4 mL/min (konst. Flussrate)

Gaschromatograph Temperaturprogramm:
40 °C fir 3 min, 3 °C/min
56 °C fir 2min, 15 °C/min
Ofen 80 °C, 6 °C/min
120 °C, 10 °C/min
200 °C, 30 °C/min
250 °C

El-Modus 70eV

MS Source 230 °C
Massenspektrometer
MS Quad 150 °C

Scanbereich 35-350 m/z
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3.6 Auswertung der Messungen

3.6.1 Auswertung der Chromatogramme

Die Auswertung der Chromatogramme wurde mit der Software GCMS Data Analysis, die in
der HP ChemStation Software (Version A.03.00) integriert ist, und der Software OpenChrom®
(Enterprise Edition 1.4.0) durchgefuhrt. Mit diesen Programmen kénnen Peaks detektiert,
identifiziert und quantifiziert werden. Fir die Detektion der Peaks wurde ein Signal/Rausch-
Verhaltnis (engl.: signal to noise ratio; S/N) von mindestens 15 festgelegt. Die Identifizierung
der Substanzen erfolgte durch den Abgleich der Massenspektren der detektieren Kompo-
nenten mit den Referenzspektren der NIST-Datenbank (National Institute of Standards and
Technology). Zur Orientierung bei der Annahme, ob es sich um die angegebenen Substanzen
handelte, wurden der Match Faktor und die Wahrscheinlichkeit herangezogen, die jeweils von
der NIST-Datenbank berechnet wurden. Zusétzlich wurden die Peakflachen der einzelnen
Substanzen bestimmt. Die Einzelpeakflache ist dabei proportional zu der Konzentration der
jeweiligen Substanz in der Probe. Aus diesen GréBen wurde anschlieBend die Peakflache pro
Gramm Probenmatrix der einzelnen Stoffe einer Probe nach Gleichung 3.1 berechnet. Dies
ermdglichte die Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Proben bezliglich der Konzentrationen

der gebildeten volatilen Komponenten untereinander.

Peakflache/g Probenmatrix = Peakfldachey
Einwaage
mit

Einwaage = Einwaage einer Probe in [g]

Zum Teil wurden mehrere unterschiedliche Hefestdmme derselben Spezies analysiert. Wenn
sich die Ergebnisse dhnelten und die Hefen ahnliche volatile Komponenten bildeten, wurden
die Ergebnisse zusammengefasst und mit den jeweiligen EXCEL-Funktionen die Mittelwerte
(MITTELWERT) sowie die Standardabweichungen (STABW.S) berechnet. Der Mittelwert-
berechnung lag die Gleichung 3.2 zugrunde und die Standardabweichung wurde nach

Gleichung 3.3 berechnet.
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8l

Il
Sl
M=

mit
z = arithmetischer Mittelwert
n = Anzahl der Proben

x; = Peakflache/g Probenmatrix der Substanz i

mit

s = Standardabweichung

n = Anzahl der Proben

x; = Peakflache/g Probenmatrix der Substanz i

z = arithmetischer Mittelwert

3.6.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm XLSTAT (Version 2018.5) vorge-

nommen. Als Berechnungsgrundlage wurde eine Datenmatrix erzeugt, in der die einzelnen

Objekte in den Zeilen und die einzelnen Variablen in den Spalten aufgefiihrt waren. Als Varia-

blen wurden die volatilen Substanzen und deren Konzentrationen (als Peakflache/g KPSM)

zum Zeitpunkt t7» eingesetzt. Fiir Substanzen, die bei den jeweiligen Hefen nicht nachgewie-

sen werden konnten, wurde eine Peakflache von Null angenommen. Die Variablen wiesen

ein metrisches Skalenniveau auf. Es wurde ein agglomeratives, hierarchisches Clustering

(AHC) durchgefuhrt. Als Maf3 der Unahnlichkeit (Distanzmal3) wurde die euklidische Distanz

und als Fusionierungsmethode das Ward-Verfahren angewendet. Die mégliche Anzahl an

Clustern wurde zwischen 2 und 10 Klassen beschrankt. Die Clusteranzahl wurde durch das

Programm festgelegt.
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4.1 Analyse der Sekundarstoffwechselprodukte der KPSM-

Fermentationen

4.1.1 Darstellung der identifizierten volatilen Substanzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die sekundéaren Stoffwechselprodukte unterschiedlicher
Hefen aus Fermentationen von Theobroma cacao L. und von Reinzuchthefen aus der Wein-
herstellung analysiert. Die einzelnen Hefeisolate wurden hierfir im Labormafstab submers in
Kakaopulpe-Simulationsmedium fermentiert und im Laufe der Fermentation zu den Zeitpunk-
ten tg, to4, t4g UNd t7o beprobt. Im Folgenden sind die analysierten Produkte zum Endzeitpunkt
der Fermentationen aufgefiihrt, d.h. die Stoffe, die in den t7>-Proben mittels NIST-Datenbank
identifiziert werden konnten. Insgesamt handelte es sich um 58 volatile Komponenten der
folgenden Stoffgruppen: Acetale, Aldehyde, Alkane, Alkohole, Amine, Aromate, Carbonséau-
reester, Carbonsauren und Ketone. In Anhang 6 ist eine Auflistung dieser Substanzen zu
finden. Da in der Literatur hdufig unterschiedliche Namen fur einen Stoff verwendet werden,
sind zusatzlich die CAS-Nummern sowie gebréduchliche Synonyme aufgefihrt. Um die Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse mit der Literatur zu erleichtern, wurden in der vorliegenden
Arbeit die englischen Substanznamen (ibernommen. Ein Ubersetzungsverzeichnis ist der
Arbeit angehangt. Die Substanzen Octamethylcyclotetrasiloxane, Hexamethylcyclotrisiloxane
und Dimethylsilanediol stammen von der GC-Kapillarsdule und sind ein Zeichen fir Saulen-
bluten. Dies ist in geringem Ausmalf3 eine naturliche Begleiterscheinung der thermischen
Belastung, der die Sdule bei erhéhten Temperaturen ausgesetzt ist und resultiert in einem
Abbau des stationaren Phasenmaterials (Harris et al., 2014). Diese Substanzen werden
daher nicht in die weiteren Auswertungen einbezogen. Weitere Stoffe die durch HS-SPME-
GC-MS detektiert wurden, sich bei der Auswertung aber nicht eindeutig identifizieren lie3en,
konnten ebenfalls nicht in der Auswertung beriicksichtigt werden.

Im Folgenden werden die von den jeweiligen Hefespezies gebildeten Aromastoffe dargestellt.
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Falls mehrere unterschiedliche Hefestdmme derselben Spezies analysiert wurden, sind die
Mittelwerte plus Standadabweichungen angegeben, sofern die Hefen einen &hnlichen Se-
kundarstoffwechsel aufwiesen. In den Abbildungen 6 bis 27 werden die Hauptkomponenten,
deren Peakflache/g KPSM > 1,5 x 10° ist, grafisch abgebildet. Sensorisch relevante Minor-
komponenten (Peakflache < 1,5 x 10°) sind im Folgenden nicht dargestellt, werden aber in

Kapitel 5 diskutiert.

Kakaopulpe-Simulationsmedium

Zu Beginn wurden einige reine, unfermentierte KPSM-Proben vermessen, um die Zusam-
mensetzung der volatilen Komponenten dieses Mediums zu bestimmen und herauszufinden,
welche Substanzen méglicherweise bereits vor Zugabe der Hefen vorlagen. In Tabelle 10 sind
die Substanzen und die Konzentrationsmittelwerte plus Standardabweichungen dargestellt.
Mit gréBtem Anteil lag Acetone vor, gefolgt von 3-Methylbutanal, Furfural und Benzaldehyde.
Weitere Substanzen die in geringeren Mengen vorliegen waren: 2,2,4-Trimethylpentane, 2-

Methylpentane, 2-Methylpropanoic acid und Acetic acid.

Tabelle 10: Auflistung der volatilen Komponenten von reinem KPSM in 3-fach Bestimmung (Mittelwert + Stan-
dardabweichung)

Substanz Menge [Peakflache/g KPSM]

p-a-Dimethylphenethylamine 5,19 x 10* + 5,43 x 103

2-Methylpentane
2,2,4-Trimethylpentane
Acetone
3-Methylbutanal
Toluene

Hexanal

Heptanal

Acetic acid

Furfural

Benzaldehyde
2-Methylpropanoic acid
Butanoic acid
2-Furanmethanol
Nonanoic acid
5-Hydroxymethylfurfural

1,40 x 10° + 3,72 x 10*
2,97 x 10° + 8,53 x 10*
1,03 x 107 + 9,86 x 10°
2,19 x 10% + 5,19 x 10°
6,66 x 10* + 4,01 x 103
7,08 x 10* + 6,88 x 103
6,54 x 10* + 3,38 x 103
1,02 x 10° + 1,78 x 10*
4,51 x 10° + 3,32 x 10*
3,83 x 10° + 4,26 x 10*
1,26 x 10° + 7,78 x 103
8,32 x 10* + 1,49 x 10*
2,34 x 10* + 5,65 x 103
3,03 x 10* + 4,06 x 103
8,14 x 10* + 8,00 x 103
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Aus Kakaofermentationen isolierte Hefestamme
Saccharomyces cerevisiae

Insgesamt wurden 47 Isolate von Saccharomyces cerevisiae untersucht. 45 der Hefen
stammten aus Kakaofermentationen in Indonesien, eine aus Trinidad und Tobago und eine
weitere aus Ecuador. Die Ergebnisse werden zum einen nach Herkunftsland gegliedert und
zum anderen erfolgt eine Unterteilung der Isolate aus Indonesien aufgrund der Gruppengréi3e
und der sich daraus ergebenden Unterschiede.

Einige der indonesischen Stamme bildeten insgesamt weniger Substanzen und Ethanol
sowie Ethyl acetate in geringeren Konzentrationen. Die Ergebnisse dieser Stamme wurden
daher separat zusammengefasst (Gruppe 2, vgl. Abbildung 6). Folgende Isolate wurden
dieser Gruppe zugeordnet: IDI-Y006, IDI-Y007, IDI-Y017, IDI-Y041, IDI-Y053 und IDI-YO056.
Den gréBten Anteil der volatilen Komponenten machten Octanoic acid ethyl ester und 3-
Methyl-1-butanol aus, gefolgt von Decanoic acid ethyl ester und Phenylethyl Alcohol. Zudem
wurden einige wichtige Ester wie z.B. Hexanoic acid ethyl ester, 3-Methyl-1-butanol acetate

und Dodecanoic acid ethyl ester gebildet.

S. cerevisiae Gruppe 2 t72

Ethyl acetate L—<
Ethanol gl
3-Methyl-1-butanol, acetate m=——
3-Methyl-1-butanol [m——

Hexanoic acid, ethyl ester -

L J
by

Heptanoic acid, ethyl ester
Octanoic acid, ethyl ester —
Nonanoic acid, ethyl ester -

Decanoic acid, ethyl ester |[m—
Dodecanoic acid, ethyl ester
Phenylethyl Alcohol [ms—
Octanoic acid [+
n-Decanoic acid [

0.0e+00 2.8e+06 55e+06 8.2e+06 1.1e+07 1.4e+07 1.6e+07 1.9e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 6: Darstellung der Hauptkomponenten der 6 S. cerevisiae-Isolate aus Indonesien der Gruppe 2 zum
Zeitpunkt t7»

Die restlichen 39 Stamme sind in Gruppe 1 zusammengefasst (vgl. Abbildung 7). Diese

bildeten insgesamt mehr Substanzen und Ethanol sowie Ethyl acetate in gréBeren Mengen.

Den gréBten Anteil machten Ethanol und 3-Methyl-1-butanol aus, gefolgt von Octanoic acid

ethyl ester, Decanoic acid ethyl ester und Ethyl acetate. Auch Phenylethyl Alcohol, 3-Methyl-1-

butanol acetate und Dodecanoic acid ethyl ester wurden in gréBeren Mengen nachgewiesen.
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Die Rolle der Substanzen wie z.B. Butanoic acid, ethyl ester und 2-Methyl-1-propanol, die
von den Isolaten der Gruppe 2 nicht oder nur in geringen Mengen gebildet wurden, ist in

Kapitel 5 erlautert.

S. cerevisiae Gruppe 172

Ethyl acetate L—<

Ethanol
Butanoic acid, ethyl ester =~
2-Methyl-1-propanol -
3-Methyl-1-butanol, acetate |m—m—

3-Methyl-1-butanol S
Hexanoic acid, ethyl ester F—
Heptanoic acid, ethyl ester i~

1,3-Di-tert-butylbenzene |+
Octanoic acid, ethyl ester
Acetic acid [
Benzaldehyde |~
Nonanoic acid, ethyl ester [mm—
1-Octanol
Decanoic acid, ethyl ester [m——————

Dodecanoic acid, ethyl ester —

2canoic acid, 3-methylbutyl ester

Phenylethyl Alcohol —
Octanoic acid

n-Decanoic acid r

0.0e+00 2.8e+06 55e+06 8.2e+06 1.1e+07 1.4e+07 1.6e+07 1.9e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 7: Darstellung der Hauptkomponenten der 34 S. cerevisiae-Isolate aus Indonesien der Gruppe 1 zum
Zeitpunkt t72

In Abbildung 8 sind die Hauptkomponenten der ecuadorianischen Hefe (IDE-Y096) darge-
stellt. Diese bildete viele Substanzen, darunter viele Ester, in hohen Konzentrationen. Den
gréBten Anteil machte 3-Methyl-1-butanol aus, gefolgt von Ethanol und den beiden Estern
Octanoic acid ethyl ester und Decanoic acid ethyl ester. Weitere fiir das Aroma wichtige Kom-
ponenten sind Phenylethyl Alcohol, Hexanoic acid ethyl ester, Ethyl acetate und 3-Methyl-1-
butanol acetate, die ebenfalls in gréBeren Mengen gebildet wurden. Das Profil der gebildeten
Stoffwechselprodukte glich dem der indonesischen S. cerevisiae-Stamme aus Gruppe 1.

Im Vergleich dazu sind in Abbildung 9 die Hauptkomponenten des Hefeisolats aus Trinidad
und Tobago(IDT-Y15) dargestellt. Es kann beobachtet werden, dass dieses weniger Sub-
stanzen gebildet hat und auch die Gehalte der Stoffe geringer waren. Den gréBten Anteil
machte Octanoic acid ethyl ester aus, gefolgt von Decanoic acid ethyl ester und 3-Methyl-1-
butanol. Ethyl acetate konnte nur in geringen Mengen mit einer Peakflache von 5,3 x 10%/g

KPSM nachgewiesen werden. Das Profil der gebildeten Stoffwechselprodukte glich dem der
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indonesischen S. cerevisiae-Stamme aus Gruppe 2.

S. cerevisiae IDE-Y096 t72

Ethyl acetate L
Ethanol
Butanoic acid, ethyl ester

2-Methyl-1-propanol =
3-Methyl-1-butanol, acetate |—
3-Methyl-1-butanol f
Hexanoic acid, ethyl ester
Octanoic acid, ethyl ester
Acetic acid =

Benzaldehyde
1-Octanol

Decanoic acid, ethyl ester
ictanoic acid, 3-methylbutyl ester
2-Phenylethyl acetate
Dodecanoic acid, ethyl ester
2canoic acid, 3-methylbutyl ester =
Phenylethyl Alcohol [ —

Octanoic acid

n-Decanoic acid =
2,4-Di-tert-butylphenol

0.0e+00 2.8e+06 5.56+06 8.2e+06 1.1e+07 1.4e+07 1.6e+07 1.9e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 8: Darstellung der Hauptkomponenten des S. cerevisiae-Isolats IDE-Y096 aus Ecuador zum Zeitpunkt
t72

S. cerevisiae IDT-Y15 172

Ethanol
3-Methyl-1-butanol, acetate
3-Methyl-1-butanol L
Hexanoic acid, ethyl ester mm
Heptanoic acid, ethyl ester g
Octanoic acid, ethyl ester
Nonanoic acid, ethyl ester
Decanoic acid, ethyl ester L
Dodecanoic acid, ethyl ester
Phenylethyl Alcohol =

Octanoic acid
n-Decanoic acid f

0.0e+00 2.8e+06 55e+06 8.26+06 1.1e+07 1.4e+07 1.6e+07 1.9e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 9: Darstellung der Hauptkomponenten des S. cerevisiae-Isolats IDT-Y15 aus Trinidad und Tobago zum
Zeitpunkt t7»

Sporobolomyces roseus

Es wurde ein Hefeisolat der Art Sporobolomyces roseus (IDI-Y019) analysiert. Dieses wurde
aus einer Kakaofermentation in Indonesien isoliert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 10
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dargestellt. Diese Hefe bildete am meisten 3-Methyl-1-butanol und Octanoic acid ethyl ester.
Zudem konnten weitere wichtige Esterverbindungen nachgewiesen werden, wie Decanoic
acid ethyl ester, Ethyl acetate, Hexanoic acid ethyl ester, Butanoic acid, Ethyl acetate und 3-
Methyl-1-butanol acetate. Die sekundaren Stoffwechselprodukte dieser Spezies ahnelten in

Vielzahl und Konzentration denen der indonesischen S. cerevisiae-Hefen.

S.roseus IDI-Y019 t72

Ethyl acetate ==
Ethanol
Butanoic acid, ethyl ester

2-Methyl-1-propanol L
3-Methyl-1-butanol, acetate
[—
-

3-Methyl-1-butanol
Hexanoic acid, ethyl ester
Heptanoic acid, ethyl ester
Octanoic acid, ethyl ester
Nonanoic acid, ethyl ester =
1-Octanol

Decanoic acid, ethyl ester [m————
Dodecanoic acid, ethyl ester
Phenylethyl Alcohol [
Octanoic acid

n-Decanoic acid

0.0e+00 2.8e+06 55e+06 8.2e+06 1.1e+07 1.4e+07 1.6e+07 1.9e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 10: Darstellung der Hauptkomponenten des S. roseus-Isolats IDI-Y019 aus Indonesien zum Zeitpunkt
t72

Hanseniaspora guilliermondii

Von der Hefeart Hanseniaspora guilliermondii wurden drei Isolate analysiert. Zwei der Isolate
stammten aus Fermentationen in Indonesien, eines aus einer Fermentation von Trinidad und
Tobago. Da die Hefen unterschiedliche Substanzen in unterschiedlichen Mengen produzierten,
wurden die Ergebnisse nach Herkunftsland getrennt betrachtet.

In Abbildung 11 sind die Hauptkomponenten der beiden indonesischen Isolate (IDI-Y035
und IDI-Y036) dargestellt. Beide Isolate bildeten vor allem Ethyl acetate, Ethanol, 3-Methyl-
1-butanol und 3-Methyl-1-butanol acetate. Aufféllig ist, dass im Vergleich zu den vorigen
Isolaten Esterverbindungen, wie z.B. Octanoic acid ethyl ester (1,58 x 10%/g KPSM), Hexanoic
acid ethyl ester (1,21 x 10%/g KPSM) und Decanoic acid ethyl ester (7,71 x 10*/g KPSM) nur
von dem IDI-Y035-Isolat in geringen Mengen gebildet wurden. Benzaldehyde lag bei beiden
Isolaten im Vergleich zu den vorherigen Hefespezies in hdherer Konzentration (8,97 x 10%/g

KPSM # 1,67 x 10°) vor.
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H. guilliermondii Indonesien t72

Ethyl acetate
Ethanol —

Butanoic acid, ethyl ester [¢

2-Methyl-1-propanol
3-Methyl-1-butanol, acetate |m—

3-Methyl-1-butanol [me—
Benzaldehyde -

1-Octanol

2-Phenylethyl acetate
Phenylethyl Alcohol =

0.0e+00 2.8e+06 5.56+06 8.2e+06 1.1e+07 1.4e+07 1.6e+07 1.9e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 11: Darstellung der Hauptkomponenten der H. guilliermondii-lsolate 1DI-Y035 und IDI-Y036 aus
Indonesien zum Zeitpunkt t7»

Die Substanzen von H. guilliermondii aus Trinidad und Tobago (IDT-Y11) sind in Abbildung 12
abgebildet. Es konnten nur wenige Stoffe in geringen Konzentrationen nachgewiesen werden.
Ahnlich wie bei den indonesischen Isolaten wurde hauptséchlich Ethyl acetate, Ethanol und

3-Methyl-1-butanol gebildet, allerdings in deutlich geringeren Mengen.

H. guilliermondii IDT-Y11 t72

Ethyl acetate L

Ethanol
3-Methyl-1-butanol, acetate

3-Methyl-1-butanol L

1,3-Di-tert-butylbenzene

1-Octanol f

2-Phenylethyl acetate

Phenylethyl Alcohol ==

0.0e+00 2.8e+06 55e+06 8.2e+06 1.1e+07 1.4e+07 1.6e+07 1.9e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 12: Darstellung der Hauptkomponenten des H. guilliermondii-lsolats IDT-Y11 aus Trinidad und Tobago
zum Zeitpunkt t7,

Hanseniaspora opuntiae

In Abbildung 13 sind die Ergebnisse des Hefeisolats Hanseniaspora opuntiae (IDI-Y030)
dargestellt. Von dieser Art wurde ein Isolat aus einer Kakaofermentation in Indonesien
vermessen. Dies bildete Uberwiegend Ethy acetate, Ethanol, 3-Methyl-1-butanol und 3-Methyl-
1-butanol acetate. Zudem konnte ebenfalls Benzaldehyde in etwas héherer Konzentration
nachgewiesen werden. Esterverbindungen lagen kaum vor - wenn tberhaupt, dann nur in
geringen Mengen. Insgesamt dhnelten sich die Stoffwechselprodukte der indonesischen H.
guilliermondii-lsolate und der H. opuntiae-Hefe.
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H.opuntiae IDI-Y030 t72

2-Methylpentane
2,2,4-Trimethylpentane

Ethyl acetate
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Abbildung 13: Darstellung der Hauptkomponenten des H. opuntiae-lIsolats IDI-Y030 aus Indonesien zum Zeitpunkt
t72

Hanseniaspora thailandica

Es wurde ein Hefeisolat der Art Hanseniaspora thailandica (IDI-Y034) analysiert. Dieses
wurde aus einer Kakaofermentation in Indonesien isoliert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14
dargestellt. Es konnten nur wenige Hauptkomponenten nachgewiesen werden. Hauptséachlich
wurde 3-Methyl-1-butanol acetate gebildet, gefolgt von 3-Methyl-1-butanol, Ethyl acetate und
Ethanol.
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Abbildung 14: Darstellung der Hauptkomponenten des H. thailandica-lsolats IDI-Y034 aus Indonesien zum
Zeitpunkt t7»

Hanseniaspora uvarum

In Abbildung 15 sind die Ergebnisse des Hefeisolats Hanseniaspora uvarum (IDE-Y068) aus
einer ecuadorianischen Fermentation dargestellt. Dieses produzierte Uberwiegend Ethyl ace-
tate und 3-Methyl-1-butanol, aber auch Ethanol, 3-Methyl-1-butanol acetate und Phenylethyl
Alcohol.
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H.uvarum IDE-Y068 t72
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Abbildung 15: Darstellung der Hauptkomponenten des H. uvarum-Isolats IDE-Y068 aus Ecuador zum Zeitpunkt
t72

Candida spp.

Es wurden zwei Candida-Arten analysiert. Bei dem ersten Isolat handelte es sich um eine
nicht weiter definierte Candida sp. (IDT-Y13), aus einer Fermentation von Trinidad und Tobago.
Das zweite Isolat, Candida tropicalis (IDI-Y031), stammte aus einer Kakaofermentation in
Indonesien.

Das Candida sp.-Isolat bildete insgesamt nur wenige Substanzen und zwar hauptsachlich 3-
Methyl-1-butanol und Ethanol (vgl. Abbildung 16). Die Ergebnisse der indonesischen Hefe
sind in Abbildung 17 dargestellt. Diese bildete gré3tenteils 3-Methyl-1-butanol und Ethanol,
gefolgt von 2-Methyl-1-propanol und 1,1-Diethoxyethane. Die weiteren Komponenten wurden
in deutlich geringeren Mengen gebildet, darunter einige Esterverbindungen und Phenylethyl
Alcohol.
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Abbildung 16: Darstellung der Hauptkomponenten des Candida sp.-Isolats IDT-Y13 aus Trinidad und Tobago
zum Zeitpunkt t72
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C.tropicalis IDI-Y031 t72
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Abbildung 17: Darstellung der Hauptkomponenten des C. tropicalis-Isolats IDI-Y031 aus Indonesien zum Zeit-
punkt t72

Torulaspora delbrueckii

Es wurden drei Isolate der Art Torulaspora delbrueckii vermessen. Zwei stammten aus
Fermentationen in Indonesien (IDI-Y043, IDI-Y057) und eines aus einer Fermentation in
Ecuador (IDE-Y064).

Die Ergebnisse der indonesischen Isolate sind in Abbildung 18 zusammengefasst, da die
Hauptkomponenten ahnlich waren. Beide Hefen bildeten v.a. 3-Methyl-1-butanol und Ethanol.
Zudem konnten einige Ester, wie z.B. Octanoic acid ethyl ester, Hexanoic acid ethyl ester und
3-Methyl-1-butanol acetate, nachgewiesen werden. Aufféllig ist Propanoic acid ethyl ester,
welcher bisher bei keiner Hefe als Hauptkomponente vorlag. Bezlglich zweier Stoffe konnten
Unterschiede zwischen den Isolaten beobachtet werden. IDI-Y043 bildete Decanoic acid
ethyl ester (7,84 x 10°/g KPSM), welches bei IDI-Y057 nicht nachgewiesen werden konnte.
Hier wurde allerdings fiir Benzaldehyde eine Peakflache von 6,38 x 10°/g KPSM beobachtet,
welches bei IDI-Y043 nicht vorhanden war.

Im Vergleich dazu sind in Abbildung 19 die gebildeten Stoffe der ecuadorianischen Hefe
dargestellt. Es konnten deutlich weniger Hauptkomponenten in geringeren Konzentrationen
beobachtet werden. GroBtenteils wurde 3-Methyl-1-butanol, gefolgt von Benzaldehyde und
Ethanol nachgewiesen. Zudem lagen einige Esterverbindungen, wie z.B. Hexanoic acid ethyl

ester und Octanoic acid ethyl ester, sowie der Alkohol Phenylethy Alcohol vor.
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T. delbrueckii Indonesien t72

p-a-Dimethylphenethylamine [
Ethyl acetate —
Ethanol —

T

Propanoic acid, ethyl ester

Butanoic acid, ethyl ester
2-Methyl-1-propanol
3-Methyl-1-butanol, acetate :
3-Methyl-1-butanol
Hexanoic acid, ethyl ester E—*

Heptanoic acid, ethyl ester

Octanoic acid, ethyl ester —
Acetic acid =

Nonanoic acid, ethyl ester [~

1-Octanol E

L

Dodecanoic acid, ethyl ester
Phenylethyl Alcohol r<

0.0e+00 2.8e+06 55e+06 8.2e+06 1.1e+07 1.4e+07 1.6e+07 1.9e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 18: Darstellung der Hauptkomponenten der T. delbrueckii-Isolate IDI-Y043 und IDI-Y057 aus Indonesi-
en zum Zeitpunkt t7»
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Abbildung 19: Darstellung der Hauptkomponenten des T. delbrueckii-Isolats IDE-Y064 aus Ecuador zum Zeitpunkt
t72
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Pichia kudriavzevii

Von Pichia kudriavzevii wurden zwei Isolate (IDI-Y051 und IDI-Y055) aus Fermentationen in
Indonesien analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 zusammengefasst. Beide bildeten
am meisten Ethyl acetate, gefolgt von 3-Methyl-1-butanol und Ethanol. Auch Phenylethyl Alco-
hol wurde in gréBeren Mengen produziert. Ahnlich wie bei den indonesischen T. delbrueckii-
Isolaten lag auch Propanoic acid ethyl ester als Hauptkomponente vor. Insgesamt bildete IDI-
Y055 mehr Substanzen als IDI-Y051, jedoch nur zwei Hauptkomponenten, Heptanoic acid
ethyl ester (1,91 x 10°/g KPSM) und Acetic acid (2,34 x 10°/g KPSM), welche in dem zweiten

Isolat nicht nachgewiesen werden konnten.

P. kudriavzevii Indonesien t72
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Abbildung 20: Darstellung der Hauptkomponenten der P, kudriavzevii-lsolate IDI-Y051 und IDI-Y055 aus Indone-
sien zum Zeitpunkt t7o

Pichia guilliermondii

Es wurde ein Isolat der Art Pichia guilliermondii (IDE-Y045) vermessen. Dieses wurde aus
einer Fermentation in Ecuador isoliert. Das Isolat bildete insgesamt die wenigsten sekundaren
Stoffwechselprodukte und diese lagen nur in geringen Mengen vor (vgl. Abbildung 21). Es
konnten lediglich drei Hauptkomponenten beobachtet werden, wovon 3-Methyl-1-butanol
dominierte, gefolgt von Ethyl acetate und Phenylethyl Alcohol. AuBBer 3-Methyl-1-butanol

acetate (6,96 x 10%/g KPSM) wurden keine weiteren Esterverbindungen gebildet.
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P. guilliermondii IDE-Y045 t72
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Abbildung 21: Darstellung der Hauptkomponenten des P guilliermondii-Isolats IDE-Y045 aus Ecuador zum
Zeitpunkt t72

Pichia anomala

Von der Hefeart Pichia anomala wurden sieben Isolate aus ecuadorianischen Fermentationen
vermessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 zusammengefasst. In den Hefeproben
konnten ahnliche Substanzen nachgewiesen werden, die Mengen unterschieden sich jedoch
etwas. 3-Methyl-1-butanol wurde von allen Isolaten am meisten gebildet, gefolgt von Ethyl
acetate, Ethanol und Phenylethyl Alcohol. Auch 3-Methyl-1-butanol acetate konnte in hdherer
Konzentration nachgewiesen werden. Im Vergleich zu anderen Spezies, wie beispielsweise
S. cerevisiae, bildeten die P anomala-Stdmme weniger volatile Komponenten und kaum

Esterverbindungen.
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Abbildung 22: Darstellung der Hauptkomponenten der sieben P anomala-Isolate aus Ecuador zum Zeitpunkt t72

Hefestamme zur Weinherstellung
Saccharomyces bayanus

Bei drei der analysierten Hefestamme (SIHA® 9, EC1118, QA23) handelte es sich um
Saccharomyces bayanus. Da diese Hefespezies in den Submersfermentationen ahnliche
volatile Komponenten bildeten, sind die Ergebnisse in Abbildung 23 zusammengefasst. Die
Hefen bildeten einige Substanzen in hohen Konzentrationen. Den gréBten Anteil machten

3-Methyl-1-butanol und Ethanol aus, gefolgt von Octanoic acid ethyl ester und Decanoic
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acid ethyl ester. Weitere Ester wie 3-Methyl-1-butanol acetate, Hexanoic acid ethyl ester,
Ethyl acetate und der Alkohol Phenylethyl Alcohol wurden ebenfalls in gré3eren Mengen
gebildet. Insgesamt sind die gebildeten volatilien Komponenten dieser Reinzuchthefen mit
denen der indonesischen S. cerevisiae-Stamme aus Gruppe 1 (aus Kakaofermentationen

isolierte Stdmme) vergleichbar.
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Abbildung 23: Darstellung der Hauptkomponenten der in KPSM fermentierten S. bayanus-Hefen SIHA® 9,
EC1118 und QA23 zum Zeitpunkt t7,

Saccharomyces cerevisiae

Bei vier der Hefestimme handelte es sich um Hefen der Spezies Saccharomyces cerevisiae.
Die drei Hefen CY3079, GHM und Zymaflore® x5 bildeten im Versuch ahnliche sekundare
Stoffwechselprodukte, weswegen die Ergebnisse dieser in Abbildung 24 zusammengefasst
sind. Auch diese Hefen bildeten am meisten Ethanol und 3-Methyl-1-butanol, gefolgt von
Octanoic acid ethyl ester, Decanoic acid ethyl ester, Phenylethy Alcohol und 3-Methyl-1-
butanol acetate.

Die Stoffwechselprodukte der Portwein-Hefe unterschieden sich deutlich von den bisher
beschriebenen Ergebnissen, vor allem bezlglich der Konzentrationen. Die Ergebnisse dieses
Hefeisolats sind daher in Abbildung 25 dargestellt. Diese Hefe bildete Gberwiegend Ethanol,
in deutlich héherer Konzentration (5,09 x 107/g KPSM) im Vergleich zu den anderen Hefe-
stdmmen, weswegen der Maf3stab der x-Achse flr Abb. 25 verandert wurde. Des Weiteren
wurden 3-Methyl-1-butanol, Octanoic acid ethyl ester, Phenylethyl Alcohol und Decanoic
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Abbildung 24: Darstellung der Hauptkomponenten der in KPSM fermentierten S. cerevisiae-Hefen CY3079, GHM
und Zymaflore® x5 zum Zeitpunkt t7»

acid ethyl ester in héheren Konzentrationen gebildet. Der Alkohol 2-Methyl-1-butanol konnte
bisher bei keiner Hefe als Hauptkomponente nachgewiesen werden. Die Konzentration dieser

Substanz lag in der Portwein-Probe bei einer Peakflache von 1,24 x 10%/g KPSM.
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Abbildung 25: Darstellung der Hauptkomponenten der in KPSM fermentierten S. cerevisiae-Hefe Portwein zum
Zeitpunkt t7»
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Lachancea thermotolerans

In Abbildung 26 sind die Hauptkomponenten des Hefestamms Lachancea thermotolerans
dargestellt. Den gréBten Anteil machten Ethanol und 3-Methyl-1-butanol aus. Auch Benzal-
dehyde und Phenylethyl Alcohol lagen in gréBeren Mengen vor. Die Hefe bildete insgesamt
wenige Esterverbindungen. Lediglich Ethyl acetate, Butanoic acid ethyl ester und 3-Methyl-1-
butanol acetate konnten unter den Hauptkomponenten identifiziert werden.

L.thermotolerans t72

Ethyl acetate L

Ethanol

Butanoic acid, ethyl ester
2-Methyl-1-propanol =
3-Methyl-1-butanol, acetate
3-Methy1-1- b Uitain o | S —
Benzaldehyde

Phenylethyl Alcohol [

0.0e+00 2.8e+06 5.56+06 8.2e+06 1.1e+07 1.4e+07 1.6e+07 1.9e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 26: Darstellung der Hauptkomponenten der in KPSM fermentierten L. thermotolerans-Hefe zum
Zeitpunkt t7o

Torulaspora delbrueckii

Die Ergebnisse der Fermentation des Hefestammes Torulaspora delbrueckii sind in Abbildung
27 abgebildet. Diese Hefe bildete gréBtenteils Ethanol, gefolgt von 3-Methyl-1-butanol und
Ethyl acetate. Ahnlich wie L. thermotolerans bildete auch diese Hefe insgesamt wenige
Esterverbindungen. Ethyl acetate lag in etwas héherer Konzentration vor und auch Propanoic
acid ethyl ester und Butanoic acid ethyl ester waren unter den Hauptkomponenten vertreten.
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Abbildung 27: Darstellung der Hauptkomponenten der in KPSM fermentierten T. delbrueckii-Hefe zum Zeitpunkt
t72
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4.1.2 Veranderungen im Fermentationsverlauf
Aus Kakaofermentationen isolierte Hefestaimme
Saccharomyces cerevisiae

Fur die S. cerevisiae-Stamme ist stellvertretend der Fermentationsverlauf der indonesischen
Hefestamme aus Gruppe 1, gegliedert nach Stoffgruppen, dargestellt (vgl. Abb. 28). Die
Ergebnisse der indonesischen Stamme aus Gruppe 2, des ecuadorianischen Isolats und der
Isolate aus Trinidad und Tobago befinden sich im Anhang (vgl. Anhang 1 bis 3).

Innerhalb der ersten 48 h stieg der Gehalt der Ester an, in den letzten 24 h &nderte sich
dieser kaum noch (vgl. Abb. 28a). Alkohole wurden Uber den gesamten Fermentationsverlauf
gebildet und vor allem in den ersten 24 h. In groBem Maf3e wurden 3-Methyl-1-butanol und
Ethanol produziert (vgl. Abb. 28b). Auch die beiden Sauren Octanoic acid und n-Decanoic
acid wurden kontinuierlich wahrend der gesamten Fermentation gebildet (vgl. Abb. 28d).
Benzaldehyde lag bereits zum Zeitpunkt ty in geringer Konzentration vor und wurde in
den ersten 24 h vermehrt gebildet, anschlieBend sank die Konzentration wieder auf das
Anfangsniveau (vgl. Abb. 28c). Der Fermentationsverlauf des ecuadorianischen Isolats war
sehr d@hnlich. Die Verlaufe der indonesischen Stdmme aus Gruppe 2 und der Isolate aus
Trinidad und Tobago ahnelten sich. Beide bildeten Ester, Alkohole und S&uren in den ersten
24 h, im weiteren Verlauf konnte ein Absinken der Konzentrationen beobachtet werden,

besonders der Alkoholkonzentrationen.
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Abbildung 28: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentationen von S. cerevisiae
Gruppe 1 in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen: a)
Ester, b) Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren

Sporobolus roseus

Der Fermentationsverlauf von S. roseus (IDI-Y019) ist in Abbildung 29 dargestellt. Die
Probe zum Zeitpunkt ty wurde nicht vermessen, weswegen die Kurven bei o4 beginnen.
Der Verlauf der Ester und Alkohole deutet daraufhin hin, dass diese Substanzen v.a. in den
ersten 24 h gebildet wurden. Im Folgenden konnte eine Abnahme der Konzentrationen bis
Fermentationsende beobachtet werden (vgl. Abb. 29a und b). Auch der Gehalt von Octanoic
acid und n-Decanoic acid nahm wahrscheinlich in den ersten 24 h stark zu, sank dann leicht

ab, um in den letzten 24 h wieder etwas anzusteigen. Butanoic acid konnte erst nach 48 h
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nachgewiesen werden (vgl. Abb. 29d). Die Anfangskonzentration von Benzaldehyde kann
nur abgeschatzt werden und lag wahrscheinlich unter einer Peakflache 1,0 x 10%/g KPSM.
Demzufolge kénnte von einem Anstieg der Konzentration in den ersten 24 h, gefolgt von

einem Absinken im weiteren Verlauf ausgegangen werden (vgl. Abb. 29c).
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Abbildung 29: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von S. roseus (IDI-Y019)
in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen: a) Ester, b)
Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren

Hanseniaspora guilliermondii

In Abbildung 30 ist der Fermentationsverlauf der beiden indonesischen Isolate dargestellt.
Dieser deutete auf einen Anstieg der Gehalte von Estern und Alkoholen in den ersten 24 h

hin. Es wurden vor allem die Ester 3-Methyl-1-butanol acetate und Ethyl acetate gebildet.
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e

Im Anschlus

s folgte ein leichtes Absinken der Gehalte. Die Konzentration von 2-Phenylethyl

acetate verlief konstant. Butanoic acid ethyl ester konnte erst zum Zeitpunkt t7> nachgewiesen

werden (vgl

. Abb. 30a). Die Alkohole 3-Methyl-1-butanol und Ethanol wurden ebenfalls

Uberwiegend zu Beginn gebildet und die Konzentrationen von Phenylethyl Alcohol und 2-

Methyl-1-pro

panol anderten sich kaum im Fermentationsverlauf (vgl. Abb. 30b). Butanoic acid

war erst zum Zeitpunkt t4g nachweisbar und der Gehalt von Octanoic acid stieg im Verlauf

der Ferment

ation leicht an (vgl. Abb. 30d). Benzaldehyde wurde wahrscheinlich vermehrt in

den ersten 24 h gebildet, nahm im Verlauf aber wieder ab. Fir das Isolat aus Trinidad und

Tobago konnten &hnliche Verldufe beobachtet werden (vgl. Anhang 4).
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Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentationen von indonesischen

Abbildung 30:

H. guilliermondii (IDI-Y035, IDI-Y036) in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu
folgenden Stoffgruppen: a) Ester, b) Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren
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Hanseniaspora opuntiae

Der Fermentationsverlauf von H. opuntiae (IDI-Y030) ist in Abbildung 31 dargestellt. Auch hier
konnte ein Anstieg der Konzentrationen der Ester und Alkohole in den ersten 24 h beobachtet
werden. Der Gehalt an 3-Methyl-1-butanol acetate und Ethyl acetate sank dann wieder
ab, von 2-Phenylethyl acetate verlief er konstant (vgl. Abb. 31a). FUr Ethanol konnte eine
Abnahme der Konzentration in den letzten 24 h beobachtet werden, fiir 3-Methyl-1-butanol ein
konstanter Verlauf (vgl. Abb. 31b). Im Vergleich zu den vorigen Isolaten, konnte hier ab dem
Zeitpunkt t4g Acetic acid nachgewiesen werden. Die Konzentration von Octanoic acid sank
nach 24 h leicht ab (vgl. Abb. 31d). Wie auch schon firr die vorigen Hefen kann zu Beginn ein
Anstieg von Benzaldehyde angenommen werden. Im weiteren Verlauf fiel die Konzentration

auf das Anfangsniveau (vgl. Abb. 31c).
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Abbildung 31: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von H. opuntiae (IDI-
Y030) in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen: a) Ester,
b) Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) S&uren

Hanseniaspora thailandica

Die Entwicklungen der Konzentrationen einiger Substanzen von H. thailandica (IDI-Y034) sind
in Abbildung 32 dargestellt. Diese glichen denen der anderen Hanseniaspora spp.-Hefen. Fir
die Ester, Alkohole und Aldehyde kann ein Anstieg in den ersten 24 h angenommen werden.
Besonders Ethyl acetate wurde in gro3en Mengen gebildet und sank im weiteren Verlauf
stark ab. Butanoic acid ethyl ester konnte erst zum Zeitpunkt t7> nachgewiesen werden (vgl.
Abb. 32a). Der Gehalt an Octanoic acid &nderte sich kaum (vgl. Abb. 32d).
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Abbildung 32: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von H. thailandica (1DI-
Y034) in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen: a) Ester,
b) Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) S&uren

Hanseniaspora uvarum

In Abbildung 33 (IDE-Y068) sind die Ergebnisse des H. uvarum-Isolats dargestellt. Es konnte
beobachtet werden, dass zu Beginn der Fermentation keine Ester und Alkohole vorlagen.
Diese wurden kontinuierlich in den ersten 48 h gebildet. In den letzten 24 h war ein leichtes
Absinken der Esterkonzentrationen zu beobachten (vgl. Abb. 33a). Ein &hnliches Verhalten
zeigten die Alkohole (vgl. Abb. 33b). Acetic acid wurde stark in den ersten 24 h gebildet und im
weiteren Verlauf komplett verbraucht, sodass sie zum Zeitpunkt t7o nicht mehr nachgewiesen

werden konnte (vgl. Abb. 33d). Neben Benzaldehyde, das stark in den ersten 24 h gebildet
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wurde, konnte das Keton Acetoin nachgewiesen werden. Dieses lag erst nach 24 h vor, im

weiteren Verlauf war die Konzentration dann konstant (vgl Abb. 33c).
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Abbildung 33: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von H. uvarum (IDE-Y068)
in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen: a) Ester, b)
Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren

Candida spp.

Der Fermentationsverlauf von C. tropicalis (IDI-Y031) ist in Abbildung 34 dargestellt. Es zeigte
sich, dass dieses Isolat die Esterverbindungen nur in sehr geringen Konzentrationen bildete
(vgl. Abb. 34a). Der Konzentrationsverlauf der Alkohole glich denen der Hanseniaspora spp.-
Isolate. In den ersten 24 h kann ein starker Anstieg angenommen werden, vor allem far

Ethanol und 3-Methyl-1-butanol. Die Endkonzentrationen beider Alkohole glichen denen
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der Konzentrationen zu tp4 (vgl. Abb. 34b). Dieses Isolat bildete im gesamten Verlauf der
Fermentation Acetic acid und hauptséchlich in den letzten 24 h. Der Gehalt an Butanoic acid
blieb konstant (vgl. Abb. 34d). Auch die Konzentration von Benzaldehyde anderte sich kaum

wahrend der Fermentation (vgl. Abb. 34c).
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Abbildung 34: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von indonesischer C. tro-
picalis (IDI-Y031) in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen:
a) Ester, b) Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren

In Abbildung 35 sind die Ergebnisse des nicht weiter definierten Candida sp.-Isolats (IDT-Y13)
aus Trinidad und Tobago dargestellt. Dieses zeigte nur eine geringe Bildung von volatilen
Komponenten, vor allem in der Gruppe der Ester. Ethyl acetate konnte nach den ersten 24 h
nachgewiesen werden, 3-Methyl-1-butanol acetate erst nach 48 h und und Octanoic acid
ethyl ester zum Zeitpunkt t7» (vgl. Abb. 35a). Die Alkohole wurden kontinuierlich wahrend
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der gesamten Fermentation gebildet (vgl. Abb. 35b). Benzaldehyde konnte in diesen Proben
nicht nachgewiesen werden, aber das Keton Acetoin ab dem Zeitpunkt t4g (vgl. Abb. 35¢).
Die Saure 2-Methylpropanoic acid lag zu Beginn in héherer Konzentration vor, im Verlauf
nahm der Gehalt ab und stieg nach 48 h wieder leicht an (vgl. Abb. 35d).
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Abbildung 35: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von Candida sp. aus
Trinidad und Tobago (IDT-Y13) in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden
Stoffgruppen: a) Ester, b) Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) S&uren

Torulaspora delbrueckii

Die Konzentrationséanderungen der indonesischen T. delbrueckii-Isolate (IDI-Y043 und IDI-
Y057) sind in Abbildung 36 dargestellt. Die Esterverbindungen lagen wahrend der gesamten

Fermentation in relativ geringen Konzentrationen vor, sie nahmen aber stetig zu (vgl. Abb.
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36a). Die Alkohole 3-Methyl-1-butanol und Ethanol wurden ebenfalls kontinuierlich im gesam-

ten Fermentationsverlauf gebildet. Das Isolat |

DI-Y057 produzierte diese Substanzen in etwas

héheren Mengen, was die groBen Standardabweichungen erklart (vgl. Abb. 36b). Octanoic

acid wurde von beiden Isolaten in gleichem

Maf gebildet. Zum Zeitpunkt t4g konnte sie in

beiden Proben nicht nachgewiesen werden und stieg dann in den letzten 24 h noch einmal

an (vgl. Abb. 36d). Benzaldehyde wurde von

beiden Isolaten bis zum Zeitpunkt t4g gebildet

und im weiteren Verlauf verbraucht. Allerdings produzierte das Isolat IDI-Y057 deutlich mehr

Benzaldehyde als IDI-Y043 (vgl. Abb. 36c).
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Abbildung 36: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentationen von indonesischen

T. delbrueckii (IDI-Y043, IDI-Y057) in
folgenden Stoffgruppen: a) Ester, b) Alk

In Abbildung 37 sind die Ergebnisse des e

KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu
ohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren

cuadorianischen Isolats IDE-Y064 dargestellt.
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Dieses bildete nur wenige Esterverbindungen, in geringen Konzentrationen. Zum Zeitpunkt
to lagen diese nicht vor, Ethyl acetate und Octanoic acid ethyl ester konnten nach 24 h
nachgewiesen werden, Hexanoic acid ethyl ester erst nach 48 h (vgl. Abb. 37a). Auch die
Alkohole waren zum Zeitpunkt ty nicht vorhanden. Die Konzentration von 3-Methy-1-butanol
und Ethanol nahm in den ersten 48 h zu und im weiteren Verlauf ab. Phenylethyl Alcohol
wurde kontinuierlich gebildet (vgl. Abb. 37d). Die Konzentration von Octanoic acid verédnderte
sich kaum im Fermentationsverlauf (vgl. Abb. 37d). Ahnlich verhielt es sich mit Benzaldehyde,

hier konnte eine leichte Zunahme beobachtet werden (vgl. Abb. 37c).
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Abbildung 37: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von ecuadorianischer
T. delbrueckii (IDE-Y064) in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden
Stoffgruppen: a) Ester, b) Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) S&uren
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Pichia kudriavzevii

Die Ergebnisse der P, kudriavzevii-Isolate (IDI-Y051, IDI-Y055) sind in Abbildung 38 darge-
stellt. Die Probe t4g von IDI-Y055 wurde nicht gemessen, weswegen hier keine Standardab-
weichung angegeben ist. Die Ester wurden v.a. in den ersten 24 h gebildet. Die Konzentration
von Ethyl acetate, Propanoic acid ethyl ester und Octanoic acid ethyl ester &nderte sich im
weiteren Verlauf kaum, von 3-Methyl-1-butanol acetate nahm sie ab (vgl. Abb. 38a). Fir die
Alkohole konnte ein Anstieg in den ersten 48 h beobachtet werden, der Gehalt von 3-Methyl-
1-butanol und Ethanol nahm dann ab, von Phenylethyl Alcohol und 2-Methyl-1-propanol blieb
er konstant (vgl. Abb. 38b). Die Konzentration von Octanoic acid stieg stetig im Verlauf der

Fermentation an (vgl. Abb. 38c). Aldehyde und Ketone wurden nicht gebildet.
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Abbildung 38: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentationen von P, kudriavzevii (IDI-

Y051, IDI-Y055) in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen:
a) Ester, b) Alkohole und ¢) Sauren
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Pichia guilliermondii

Far das P, guilliermondii-lsolat (IDE-Y045) bestatigte sich, was bereits im vorherigen Kapitel
beobachtet werden konnte. Es bildete im gesamten Fermentationsverlauf kaum volatile
Komponenten. Die beiden Ester 3-Methyl-1-butanol acetate und Ethyl acetate konnten erst
zum Zeitpunkt t7o nachgewiesen werden (vgl. Abb. 39a). Der Gehalt von 3-Methyl-1-butanol
nahm in den ersten 48 h zu und sank dann wieder. Ethanol konnte erst zum Zeitpunkt t7,
nachgewiesen werden, Phenylethyl Alcohol nach 24 h und 2-Methyl-1-propanol nach 48 h
(vgl. Abb. 39b). 2-Methylpropanoic acid lag zu Beginn der Fermentation vor und wurde dann

vollstandig abgebaut (vgl. Abb. 39c).

2.5e+07
3.5e+07
2.0e+07
3.0e+07
[0} (]
S 256407 8
a” a 1.5e+07
R >
2 2.0e+07 2
[*) O
< 1.5e+07 < 1.0e+07
[o) [
o a
1.0e+07
5.0e+06
5.0e+06 /.\
0.0e+00, —a 0.0e+00 o g
to taa tag t72 to to4 tag t72
Fermentationszeit Fermentationszeit
—— 3-Methyl-1-butanol —e— Ethanol
—a— 3-Methyl-1-butanol, acetate =~ —e— Ethyl Acetate —e— Phenylethyl Alcohol —a— 2-Methyl-1-propanol
a) Ester b) Alkohole
6.0e+05
5.0e+05
(o]
S
& 4.0e+05
(=2
g
3 3.0e+05
x
©
[0
0 2.0e+05
1.0e+051
to tog tag t72

Fermentationszeit
—+— 2-Methylpropanoic acid
c) Sauren
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Ester, b) Alkohole und c) Sauren
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4 Ergebnisse

Pichia anomala

Die Ergebnisse der sieben P anomala-lsolate sind in Abbildung 40 zusammengefasst. Die
Ester wurden wahrend der gesamten Fermentation gebildet. Die Konzentration von 3-Methyl-
1-butanol acetate stieg stark in den letzten 24 h an (vgl. Abb. 40a). Bis auf 3-Methyl-1-butanol,
dessen Gehalt in den letzten 24 h abnahm, wurden alle Alkohole kontinuierlich gebildet (vgl.
Abb. 40b). Acetic acid lag zu Beginn in geringer Konzentration vor und wurde ebenfalls
wahrend der gesamten Fermentation gebildet. 2-Methylpropanoic acid wurde zum Zeitpunkt
to nachgewiesen. Die Saure wurde dann vollstédndig abgebaut und war nach 72 h nicht mehr
vorhanden (vgl. Abb. 40d). Auch Benzaldehyde wurde stetig abgebaut (vgl. Abb. 40c).
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Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren
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4 Ergebnisse

Hefestamme zur Weinherstellung
Saccharomyces bayanus

Die Fermentationsverlaufe der drei S. bayanus-Hefen (SIHA® 9, EC1118, QA23) sind in
Abbildung 41 zusammengefasst. Die Ester wurden kontinuierlich in den ersten 48 h der
Fermentation gebildet. AnschlieBend anderte sich der Gehalt kaum noch (vgl. Abb. 41a).
Ahnliches konnte fiir die Alkohole beobachtet werden (vgl. Abb. 41b). Octanoic acid wurde
wahrend der gesamten Fermentation gebildet und n-Decanoic acid v.a. in den ersten 48 h.
Acetic acid lag bereits zu Beginn der Fermentation vor und nach 24 h stieg die Konzentration

(vgl. Abb. 41d). Der Gehalt von Benzaldehyde nahm kontinuierlich ab (vgl. Abb. 41c).
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Abbildung 41: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentationen von S. bayanus (SIHA®
9, EC1118, QA23) in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgrup-
pen: a) Ester, b) Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren
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4 Ergebnisse

Saccharomyces cerevisiae

In Abbildung 42 ist beispielhaft fiir S. cerevisiae der Fermentationsverlauf von Zymaflore® x5

dargestellt, da eine Kakaofermentation in Peru mit dieser Hefe inokuliert wurde (vgl. Kapitel

4.3.2). Die Fermentationsverlaufe der beiden anderen Stamme CY3079 und GHM sind in

Anhang 5 zusammengefasst. Die Ester wurden in den ersten 48 h der Fermentation gebildet,

anschlieBend sank der Gehalt wieder leicht (vgl. Abb. 42a). Ahnliches konnte fiir die Alkohole

beobachtet werden. Besonders Ethanol wurde in den ersten 48 h in gro3en Mengen gebildet,

danach nahm die Konzentration wieder deutlich ab (vgl. Abb. 42b). Auch die Sauren folgten

diesem Muster (vgl. Abb. 42d). Benzaldehyde wurde kontinuierlich abgebaut (vgl. Abb. 42c).
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Abbildung 42: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von Zymaflore® x5 (S.

cerevisiae) in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen: a)
Ester, b) Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse von S. cerevisiae Portwein sind in Abbildung 43 dargestellt. Die Konzentration
der Ester nahm im Verlauf der Fermentation zu (vgl. Abb. 43a). Ahnliches konnte fiir die
Alkohole beobachtet werden. Besonders der Gehalt von Ethanol nahm in den letzten 24 h
stark zu (vgl. Abb. 43b). Auch die Sauren wurden Uber den gesamten Fermentationsverlauf
gebildet (vgl. Abb. 43d). Lediglich Benzaldehyde, welches bereits zu Beginn vorlag, wurde
kontinuierlich abgebaut (vgl. Abb. 43c).
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Abbildung 43: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von S. cerevisiae Portwein
in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen: a) Ester, b)
Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren
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4 Ergebnisse

Lachancea thermotolerans

Die Ergebnisse der Fermentation von L. thermotolerans sind in Abbildung 44 dargestellt. Die
Produktbildung war insgesamt geringer im Vergleich zu den Saccharomyces spp.. Esterver-
bindungen wurden nur in geringen Konzentrationen gebildet. Ethyl acetate konnte bereits zum
Zeitpunkt ty nachgewiesen werden, 3-Methyl-1-butanol acetate und Butanoic acid ethyl ester
erst bei t7o (vgl. Abb. 44a). Die Alkohole wurden kontinuierlich wahrend der Fermentation
gebildet, insbesondere der Gehalt an Ethanol und 3-Methyl-1-butanol stieg in den letzten
24 h (vgl. Abb. 44b). Benzaldehyde wurde in gro3en Mengen in den ersten 24 h gebildet, im

weiteren Verlauf nahm der Gehalt etwas ab und blieb dann konstant (vgl. Abb. 44c).
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Abbildung 44: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von L. thermotolerans

in KPSM bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen: a) Ester, b)
Alkohole und c) Aldehyde/Ketone
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4 Ergebnisse

Torulaspora delbrueckii

Far T. delbrueckii sind die Ergebnisse in Abbildung 45 dargestellt. Ester und Alkohole wurden

wahrend der gesamten Fermentation gebildet und vor allem in den letzten 24 h konnte ein

Anstieg beobachtet werden (vgl. Abb. 45a und b). Butanoic acid lag nur zum Zeitpunkt tg

vor und wurde dann abgebaut (vgl. Abb. 45d). Benzaldehyde wurde in den ersten 48 h der

Fermentation verbraucht und in den letzten 24 h von der Hefe in geringen Mengen gebildet
(vgl. Abb. 45c).
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Abbildung 45: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Fermentation von T. delbrueckii in KPSM

bestimmt mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen: a) Ester, b) Alkohole, ¢)
Aldehyde/Ketone und d) Sauren
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4 Ergebnisse

4.1.3 ldentifizierung geruchsaktiver Substanzen mittels GC-O

Um einen Eindruck zu erhalten, welche der identifizierten volatilen Substanzen geruchsaktiv
sind und wie diese Gerlche beschrieben werden kénnen, wurden sechs Hefeproben (t72)
mittels GC-O analysiert. Insgesamt konnten dabei 30 Substanzen in den analysierten Proben
detektiert werden. In Tabelle 11 sind die in den unterschiedlichen Proben wahrgenommenen,
volatilen Komponenten dargestellt. In Klammern sind jeweils die Intensitaten (5-Punkt-Skala)
angegeben, die von den Panelisten zusatzlich zur Geruchsbeschreibung abgefragt wurden.
Einige Substanzen wurden in fast allen Proben sensorisch wahrgenommen und das mit zum
Teil hohen Intensitaten zwischen 2 und 4, so z.B. die Ester 2-Methylpropanoic acid ethyl ester,
Butanoic acid ethyl ester und 3-Methylbutanoic acid ethyl ester. Auch Ethyl acetate, Hexanoic
acid ethyl ester und Heptanoic acid ethyl ester wurden in fast allen Proben detektiert. Die
Substanz 3-Methyl-1-butanol konnte in allen Proben identifiziert werden. Insgesamt waren
vor allem Esterverbindungen sensorisch wahrnehmbar. Auffallig war die Probe IDI-Y031. Hier
wurden deutlich weniger Substanzen und diese nur mit geringen Intensitaten detektiert, bis
auf 1,1-Diethoxyethane, welches sehr deutlich und nur in dieser Probe gerochen wurde. Auch
wurden kaum Esterverbindungen wahrgenommen.

Die Beschreibungen der Panelisten zu den einzelnen Substanzen sind in Tabelle 12 zu-
sammengefasst. Die detektierten Esterverbindungen wurden hauptséchlich mit Adjektiven
wie fruchtig, stBlich, blumig und bestimmten Frichten beschrieben. Dies deckte sich in
vielen Fallen mit den Beschreibungen, die in der Literatur gefunden wurden. Die enthalte-
nen Alkohole wurden gréBtenteils mit weniger positiven Attributen beschrieben. Bei diesen
Verbindungen fielen Begriffe wie muffig, stechend, alkoholisch, griin und stiBlich. 3-Methyl-
1-butanol wurde als stBlich, fruchtig mit Kakao- und Schokoladennoten und einem leicht
fermentierten, muffigen Geruch wahrgenommen. Phenylethyl Alcohol wurde lediglich in der
Probe IDI-Y051 detektiert und mit den Attributen stinkig und hefig und einer Intensitat von
2 beschrieben. Die blumigen und honigartigen Noten, die in der Literatur beschrieben sind,
wurden nicht genannt. Die detektierten Sduren wurden mit geringen Intensitaten zwischen 1
und 2 und Attributen wie sBlich, fruchtig aber auch stechend und muffig charakterisiert. In
der Literatur werden Sauren wie Butanoic acid und Octanoic acid eher mit Adjektiven wie

kasig und suBlich beschrieben.

65



99

Tabelle 11: Auflistung der volatilen, aromaaktiven Komponenten einiger aus Kakaofermentationen isolierter Hefestimme nach 72-stiindiger Fermentation von KPSM,
bestimmt mittels GC-O und Angabe der Intensitat in Klammern (5-Punkt-Skala)

Substanz IDI-Y014 IDI-Y019 IDI-Y031 IDI-Y035 IDI-Y043 IDI-Y051
p-a-Dimethylphenethylamine x (4) x (1)
Acetaldehyde x (4)

2,4-Dimethylheptane x (2) x (1) x (3)

Ethyl acetate X (2) x (3) x (1) x (3)
1,1-Diethoxyethane X (4)

Ethanol x (2)

2-Methylpropanoic acid, ethyl ester X (4) x (3) x (3) X (3) x (3)
Butanoic acid, ethyl ester x (4) x (2) x (3) X (2) x (3)
3-Methylbutanoic acid, ethyl ester x (4) X (3) X (2) x (4)
Acetic acid, butyl ester x (3)

Pentanoic acid, ethyl ester X (2) x (1) x (1)

2-Methyl-1-propanol x (1)

3-Methyl-1-butanol, acetate x (1) X (2)

1-Butanol x (1)

3-Methyl-1-butanol x (4) x (2) x (1) x (3) x (1) x (2)
Hexanoic acid, ethyl ester x (2) x (2) x (2) x (1) x (1)
Heptanoic acid, ethyl ester x (1) x (1) X (2) x (1)
1,3-Di-tert-butylbenzene X (2)
Octanoic acid, ethyl ester X (2) x (1) X (2)
Acetic acid x (1) x (1) x (2)

Fortsetzung néachste Seite
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Tabelle 11 — Fortsetzung vorherige Seite

Substanz IDI-Y014 IDI-Y019 IDI-Y031 IDI-Y035 IDI-Y043 IDI-YO051
1-Heptanol x (2) x (1)
Benzaldehyde x (1) x (1) X (2)

Nonanoic acid, ethyl ester x (2) x (1)

2-Methylpropanoic acid x (1)

1-Octanol x (1) x (1) x (1)
Butanoic acid X (2)

Oxime-, methoxy-phenyl- X (2) x (2)

Dodecanoic acid, ethyl ester x (2) X (3)
Phenylethyl Alcohol X (2)
Octanoic acid x (1) X (2) x (1)

2,4-Di-tert-butylphenol x (1)

Tabelle 12: Geruchsbeschreibungen der aromaaktiven Substanzen einiger aus Kakaofermentationen isolierter Hefestdmme nach 72-stiindiger Fermentation von KPSM,
bestimmt mittels GC-O und Vergleich mit Literaturbeschreibungen

Substanz Beschreibung durch Panelisten Literaturvergleich (TheGoodScentsCompany, 0.J.)
p-a-Dimethylphenethylamine citrus, pfeffrig, stiBlich nicht verfligbar
Acetaldehyde fermentiert, gérig, leicht alkoholisch stechend, etherisch, fruchtig, muffig
2,4-Dimethylheptane suBlich, blumig, leicht metallisch, Kakao, schokoladig, leicht erdig nicht verflgbar
Ethyl acetate fruchtig, suBlich, leicht nach Bonbon, fermentiert, schokoladig, leicht alko-  etherisch, fruchtig, stiBlich, grin

holisch
1,1-Diethoxyethane alkoholisch, stechend, Lésungsmittel etherisch, griin, erdig, suBlich, gemiseartig

Fortsetzung néachste Seite
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Tabelle 12 — Fortsetzung vorherige Seite

Substanz

Beschreibung durch Panelisten

Literaturvergleich (TheGoodScentsCompany, 0.J.)

Ethanol

2-Methylpropanoic acid, ethyl ester

Butanoic acid, ethyl ester

3-Methylbutanoic acid, ethyl ester

Acetic acid, butyl ester
Pentanoic acid, ethyl ester
2-Methyl-1-propanol
3-Methyl-1-butanol, acetate
1-Butanol
3-Methyl-1-butanol
Hexanoic acid, ethyl ester
Heptanoic acid, ethyl ester
1,3-Di-tert-butylbenzene
Octanoic acid, ethyl ester
Acetic acid

1-Heptanol

Benzaldehyde

Nonanoic acid, ethyl ester
2-Methylpropanoic acid
1-Octanol

Butanoic acid

Oxime-, methoxy-phenyl-

staubig, leicht muffig

blumig, siBlich, fruchtig, Melone, Erdbeere
blumig, stiBlich, fruchtig, Melone, Erdbeere
sBlich, blumig, fruchtig, frisch, Blaubeere
sUBlich, Erdbeer, fruchtig, leicht muffig, alkoholisch
blumig, stBlich, fruchtig, Honigmelone

leicht chemisch

leicht sBlich

fruchtig, leicht stechend, alkoholisch

suBlich, fruchtig, Kakao, schokoladig, leicht fermentiert, muffig
Erdbeer, fruchtig, stBlich,leicht blumig, beerig
blumig, fruchtig, leicht muffig, fermentiert
leicht schokoladig, muffig

citrus, fruchtig, frisch, siBlich

leicht muffig, garig, stBlich, stechend

frisch, stechend, sauer, leicht stBlich

leicht erdig, muffig, nussig, citrus

gran, citrus

leicht stBlich, blumig

leicht erdig, muffig, wiirzig, metallisch
fruchtig, leicht citrus

sUBlich, fruchtig,leicht griin, erdig

alkoholisch, medizinisch

sUBlich, etherisch, fruchtig, mit Rum/alkohol. Note
fruchtig, Fruchtsaft, Ananas

fruchtig, stBlich, Apfel, Ananas, Orange

fruchtig, Banane, etherisch

fruchtig, stBlich, sauerlich, Ananas, tropisch (Frucht)
etherisch, nach Wein

siBlich, fruchtig, Banane

Fuseldl, stBlich, fruchtig, leicht alkoholisch
Fuseldl, alkoholisch, Whiskey, Banane, fruchtig
fruchtig, stiBlich, Ananas, leicht grine Banane
fruchtig, stiBlich, Ananas, Banane, beerig

nicht verfligbar

fruchtig, Wein, wachsig, stBlich, Aprikose, Banane, Brandy
sauer, bei3end, stechend, Essig

stechend, griin, muffig, stiBlich

nussig, stBlich, fruchtig, herb

fruchtig, wachsig, Apfel, Banane, alkoholisch
kasig, Butter, ranzig, stBlich

wachsig, griin, leicht pilzig

kasig, Butter, fruchtig

nicht verfligbar

Fortsetzung nachste Seite
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Tabelle 12 — Fortsetzung vorherige Seite

Substanz

Beschreibung durch Panelisten

Literaturvergleich (TheGoodScentsCompany, 0.J.)

Dodecanoic acid, ethyl ester
Phenylethyl Alcohol
Octanoic acid

2,4-Di-tert-butylphenol

suBlich, gérig, hefig
stinkig, hefig
leicht erdig, muffig, sduerlich, stBlich,

leicht stinkig

suBlich, wachsig, seifig, blumig
sUBlich, blumig, Honig, leicht nach Brot
fettig, wachsig, ranzig, kasig

nicht verfligbar

assiugablig ¥




4 Ergebnisse

4.1.4 Gruppierung der Hefen

Um Strukturen in den Datenséatzen aufzudecken und eine Einteilung der Hefestdmme in
verschiedene Gruppen vornehmen zu kdnnen, wurde eine Clusteranalyse durchgefihrt.
Grundlage fir die Clusterung bildeten die enthaltenen volatilen Komponenten und deren
Konzentrationen in den t7o-Proben der einzelnen Hefestdmme. Die aus Kakaofermentationen
isolierten Hefestdmme und die Hefestdmme zur Weinherstellung wurden gleichermaf3en in
die Clusterung miteinbezogen. Die Klassen, die sich durch die Clusteranalyse ergaben, sind
in Tabelle 13 dargestellt. Die Hefestdmme wurden in vier Klassen eingeteilt, wobei sich Klasse
1 aus 22 (K1), Klasse 2 aus 27 (K2) und Klasse 3 aus 23 (K3) Isolaten zusammensetzte.
In Klasse 4 befand sich lediglich der Saccharomyces cerevisiae-Stamm Portwein (K4), da
dieser keiner der anderen Klassen zugeordnet werden konnte. Das zentrale Objekt von
Klasse 1 war das Hefeisolat IDI-Y002, das von Klasse 2 war IDE-Y051 und von Klasse 3
war es IDI-Y037. Die zentralen Objekte reprasentieren die jeweiligen Klassen und gruppie-
ren die weiteren Clusterobjekte um sich. K1 setzte sich Uberwiegend aus indonesischen
S. cerevisiae-Stdammen zusammen, zudem wurden die beiden indonesischen Torulaspora
delbrueckii-lsolate und der Candida tropicalis-Stamm hier eingeordnet. Fast alle Hefestimme
zur Weinherstellung befanden sich in dieser Gruppe. In K2 waren alle Hefeisolate aus Trini-
dad und Tobago sowie fast alle ecuadorianischen Hefestdmme zusammengefasst. Zudem
wurden alle Hanseniaspora spp. und Pichia spp. hier eingeordnet. Auch einige indonesische
S. cerevisiae-Isolate befanden sich in dieser Klasse, hauptséchlich aus Gruppe 2 (vgl. 4.1.1).
Klasse 3 setzte sich Uberwiegend aus indonesischen S. cerevisiae-Stdmmen zusammen.
Zudem wurden das ecuadorianische S. cerevisiae-Isolat und der Saccharomyces bayanus-
Stamm SIHA® 9 zur Weinherstellung hier eingeordnet. Das Dendrogramm in Abbildung 46
stellt die Cluster-Lésung der Clusteranalyse dar. Es zeigt sich, dass K1 und K3 insgesamt
ahnlich sind und auch die Distanz zu K4 ist weniger grof3. K2 hingegen unterscheidet sich
sehr deutlich von den drei anderen Clustern.

Einige Substanzen flhrten zu einer Unterscheidung zwischen allen Klassen. In Klammern ist
die Klasse angegeben, die jeweils die héchste Konzentration aufwies. Bei den Substanzen
handelte es sich um 3-Methyl-1-butanol (K1 und K3), 3-Methyl-1-butanol acetate (K4), 1-
Octanol (K3), 2-Methyl-1-propanol (K4), Acetic acid (K4), 2-Phenylethyl acetate (K4), Benzal-
dehyde (K3), Butanoic acid ethyl ester (K4), Ethanol (K4), Ethyl acetate (K2), Phenylethyl

Alcohol (K4) und p-a-Dimethylphenethylamine (K4). Esterverbindungen, wie z.B. Hexanoic
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acid ethyl ester, Heptanoic acid ethyl ester, Octanoic acid ethyl ester und Decanoic acid ethyl
ester waren am meisten in Klasse 3 vertreten, gefolgt von Klasse 1. Klasse 2 unterschied sich
bezuglich dieser Substanzen deutlich, da sie von diesen Hefestdmmen kaum gebildet wurden.
Lediglich der Ester Propanoic acid ethyl ester war fiir diese Klasse charakteristisch und die
Hefen der anderen Cluster produzierten diesen nicht. Der S. cerevisiae-Stamm Portwein
bildete insgesamt wenige dieser Esterverbindungen, aber Octanoic acid ethyl ester und Deca-
noic acid ethyl ester lagen in &hnlicher Konzentration wie in K1 und K3 vor. Ahnliches konnte
far die S&uren, wie Butanoic acid, Octanoic acid und n-Decanoic acid beobachtet werden.
Auch diese wurden in hdchsten Konzentrationen von den Hefestdmmen der Klasse 3 gebildet,
gefolgt von denen aus Klasse 1. In Klasse 2 konnten diese Sauren kaum nachgewiesen
werden. Octanoic acid und n-Decanoic acid wurden in Klasse 4 in &hnlichen Konzentrationen
wie in Klasse 1 detektiert.

Dendrogramm
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Abbildung 46: Dendrogramm der hierarchisch-agglomerativen Clusteranalyse aller analysierten Hefestdmme
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Tabelle 13: Klasseneinteilung aller Hefestamme durch die hierarchisch-agglomerative Clusteranalyse

Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 Klasse 4

Name Spezies Name Spezies Name Spezies Name Spezies
IDI-Y0O01 S. cerevisiae IDT-Y13 Candida sp. IDE-Y096 S. cerevisiae Portwein S. cerevisiae
IDI-Y002 S. cerevisiae IDT-Y11 H. guilliermondii IDI-Y010 S. cerevisiae

IDI-Y003 S. cerevisiae IDT-Y15 S. cerevisiae IDI-Y018 S. cerevisiae

IDI-Y004 S. cerevisiae IDI-Y035 H. guilliermondii IDI-Y020 S. cerevisiae

IDI-Y005 S. cerevisiae IDI-Y036 H. guilliermondii IDI-Y021 S. cerevisiae

IDI-Y008 S. cerevisiae IDI-Y030 H. opuntiae IDI-Y022 S. cerevisiae

IDI-Y011 S. cerevisiae IDI-Y034 H. thailandica IDI-Y024 S. cerevisiae

IDI-Y012 S. cerevisiae IDI-Y006 S. cerevisiae IDI-Y027 S. cerevisiae

IDI-Y013 S. cerevisiae IDI-Y007 S. cerevisiae IDI-Y028 S. cerevisiae

IDI-Y014 S. cerevisiae IDI-Y017 S. cerevisiae IDI-Y029 S. cerevisiae

IDI-Y015 S. cerevisiae IDI-Y038 S. cerevisiae IDI-Y032 S. cerevisiae

IDI-Y016 S. cerevisiae IDI-Y041 S. cerevisiae IDI-Y033 S. cerevisiae

IDI-Y031 C. tropicalis IDI-Y053 S. cerevisiae IDI-Y037 S. cerevisiae

IDI-Y043 T. delbrueckii IDI-Y056 S. cerevisiae IDI-Y040 S. cerevisiae

IDI-Y057 T. delbrueckii IDI-Y051 P, kudriavzevii IDI-Y042 S. cerevisiae

CY3079 S. cerevisiae IDI-Y055 P, kudriavzevii IDI-Y044 S. cerevisiae

Zymaflore® x5 S. cerevisiae IDI-Y019 S. roseus IDI-Y045 S. cerevisiae

GHM S. cerevisiae IDE-Y068 H. uvarum IDI-Y046 S. cerevisiae

QA23 S. bayanus IDE-Y022 P anomala IDI-Y047 S. cerevisiae

EC 1118 S. bayanus IDE-Y035 P. anomala IDI-Y048 S. cerevisiae

Fortsetzung néachste Seite
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Tabelle 13 — Fortsetzung vorherige Seite

Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 Klasse 4

Name Spezies Name Spezies Name Spezies Name Spezies
L. thermotolerans L. thermotolerans IDE-Y037 P anomala IDI-Y049 S. cerevisiae
T. delbrueckii T. delbrueckii IDE-Y050 P. anomala IDI-Y054 S. cerevisiae

IDE-Y051 P. anomala SIHA® 9 S. bayanus

IDE-Y058 P. anomala

IDE-Y036 P. anomala

IDE-Y045 P, guilliermondii

IDE-Y064 T. delbrueckii
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4.2 Analyse der volatilen Komponenten der Realmatrix-Proben

4.2.1 Darstellung der identifizierten volatilen Substanzen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige Kakaopulpe-Proben unterschiedlicher Herkunft
mittels GC-MS analysiert. Insgesamt wurden 52 Substanzen in diesen Proben bestimmt.
Diese Stoffe sind mit den jeweiligen CAS-Nr. in Anhang 6 aufgefihrt. Weitere Peaks wur-
den detektiert, lieBen sich bei der Auswertung allerdings nicht eindeutig identifizieren. Die
Konzentrationen der volatilen Komponenten in den Pulpe-Proben waren insgesamt hdher
im Vergleich zu den zuvor dargestellten KPSM-Fermentationen. In den folgenden Abbil-
dungen werden die Hauptkomponenten, deren Peakflache/g Probe gréBer als 5,0 x 10° ist,

dargestellt.

Kakaofriichte aus Vietham

Von den frischen Kakaofriichten aus Vietnam wurde ein Homogenisat aus Pulpe und Samen
analysiert. Die Hauptkomponenten sind in Abbildung 47 dargestellt. Den gré3ten Anteil
machte 2-Pentanol aus. Alle weiteren Substanzen lagen in deutlich geringeren Mengen vor,

wie z.B. 2-Pentanone, 2-Pentanol acetate, 2-Heptanone, 3-Methyl-1-butanol und 2-Heptanol.

Kakaofriichte Vietham

2,2,4-Trimethylpentane
3-Methylbutanal m
2-Pentanone
2-Methyl-2-butanol
2-Pentanol, acetate [
2-Pentanol
2-Heptanone
3-Methyl-1-butanol =
2-Heptanol jmm
Phenylethyl Alcohol =

0.0e+00 5.0e+06 1.0e+07 1.5e+07 2.0e+07 2.5¢+07 3.0e+07 3.5e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 47: Darstellung der Hauptkomponenten des Homogenisats von Pulpe und Samen aus vietnamesischen
Kakaofriichten (n=1)

Kakaopulpe aus Peru

In Abbildung 48 sind die Ergebnisse der Zweifachbestimmung der Pulpe aus Quillabamba,
Peru dargestellt. Den gréBten Anteil machte Ethyl acetate aus, gefolgt von 2-Pentanol acetate,
Decanoic acid ethyl ester und Dodecanoic acid ethyl ester. Einige weitere Substanzen konnten
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in etwas geringeren Konzentrationen nachgewiesen werden, wie z.B. Octanoic acid ethyl
ester, Ethanol, 3-Methyl-1-butanol acetate, 3-Methyl-1-butanol und 2-Heptanol acetate. Im
Vergleich zu der Probe aus Vietnam wies die peruanische Pulpe deutlich mehr volatile

Hauptkomponenten auf und dies in deutlich héheren Konzentrationen.

Kakaopulpe Peru

Ethyl acetate
Ethanol ——
2-Pentanone m
2-Methyl-2-butanol =
2-Pentanol, acetate

Ethylbenzene |+
3-Methyl-1-butanol, acetate |—
2-Pentanol -
B-Terpinyl acetate
3-Methyl-1-butanol  [m—
Hexanoic acid, ethyl ester
2-Heptanol, acetate |m——
Acetoin
2-Heptanol jmm
Octanoic acid, ethyl ester o
3,7-Dimethyl-3-octanol e

Citronellyl formate |

Decanoic acid, ethyl ester
2-Phenylethyl acetate |
Dodecanoic acid, ethyl ester —
Phenylethyl Alcohol =
Hexadecanoic acid, ethyl ester

0.0e+00 50e+06 1.06+07 1.5e+07 2.0e+07 2.56+07 3.0e+07 3.56+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 48: Darstellung der Hauptkomponenten der Kakaopulpe aus Quillabamba, Peru (n=2)

Kakaopulpe aus Nicaragua

Die Ergebnisse der Zweifachbestimmung der Pulpe aus El Cacao, Nicaragua sind in Ab-
bildung 49 dargestellt. Hier konnte gréBtenteils 2-Pentanol acetate nachgewiesen werden,
gefolgt von 2-Heptanol acetate, Ethanol und 2-Heptanol. Weitere Substanzen, die in gerin-
geren Konzentrationen vorlagen, waren 2-Pentanol, Ethyl acetate, B-Terpinyl acetate und 2-
Heptanone. Auch diese Pulpe wies im Vergleich zu der peruanischen Pulpe deutlich weniger
volatile Hauptkomponenten auf und die Konzentrationen dieser waren in den Proben aus

Nicaragua geringer.
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Kakaopulpe Nicaragua

Ethyl acetate =
Ethanol —
2-Pentanone m
2-Methyl-2-butanol
2-Pentanol, acetate

T

Carvomenthene
2-Pentanol "

2-Heptanone |
B-Terpinyl acetate mm=—
3-Methyl-1-butanol =
B-Cymene
2-Heptanol, acetate |————

2-Heptanol -

Octanoic acid, ethyl ester
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Abbildung 49: Darstellung der Hauptkomponenten der Kakaopulpe aus El Cacao, Nicaragua (n=2)

4.2.2 Identifizierung geruchsaktiver Substanzen mittels GC-O

Vier der Pulpe-Proben wurden ebenfalls mittels GC-O analysiert, um aromaaktive Substanzen
identifizieren zu kénnen. In Tabelle 14 sind die volatilen Komponenten dargestellt, die in
der Pulpe aus Nicaragua (Pulpe N(a) und N(b)) sowie in der Pulpe aus Peru (Pulpe Q(b)
und Q(c); Probe Q(a) musste verworfen werden) wahrgenommen wurden. In Klammern
sind die Intensitaten angegeben. Insgesamt konnten 26 Substanzen detektiert werden.
Die Stoffe Ethanol, B-Terpinyl acetate und 2-Heptanol wurden in allen Proben erkannt.
Viele weitere Komponenten, wie 2-Pentanone, trans-Carane, 2-Pentanol acetate, 3-Methyl-1-
butanol, Hexanoic acid ethyl ester, Octanoic acid ethyl ester, 2-Nonanol, Nonanoic acid ethyl
ester und Decanoic acid ethyl ester, wurden in drei der Proben detektiert. Carvomenthe konnte
in beiden Proben aus Nicaragua wahrgenommen werden. In der peruanischen Pulpe wurde
diese Substanz nicht nachgewiesen. Ebenso verhielt es sich mit 3-Methyl-1-butanol acetate,
welches nur in der peruanischen Pulpe enthalten war, nicht aber in den nicaraguanischen
Proben. In Tabelle 15 sind die Geruchsbeschreibungen der Panelisten zu den einzelnen

Substanzen sowie Angaben aus der Literatur zusammengefasst.
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Tabelle 14: Auflistung der volatilen, aromaaktiven Komponenten in einigen Kakaopulpe-Proben unterschiedlicher
Herkunft, bestimmt mittels GC-O und Angabe der Intensitét in Klammern (5-Punkt-Skala)

Substanz Pulpe N(a) Pulpe N(b) Pulpe Q(b) Pulpe Q(c)
Dimethyl sulfide x (2)

Ethanol X (2) x (2) X (2) x (1)
Propanoic acid, ethyl ester x (2) x (2)
2-Pentanone x (3) X (3) X (3)
2-Methylpropyl acetate x (1)

2-Methyl-2-butanol x (1) X (2)
trans-Carane X (2) x (4) x (3)
2-Pentanol, acetate x (2) x (3) x (2)
Carvomenthene X (2) X (2)

3-Methyl-1-butanol, acetate X (2) x (3)
2-Pentanol x (1) x(2)

B-Terpinyl acetate x (2) x (1) X (4) X (2)
3-Methyl-1-butanol x (2) x (3) x (1)
Hexanoic acid, ethyl ester x (3) x (1) X (2)

2-Heptanol, acetate X (2)

2-Heptanol x (2) x (3) x (3) x (1)
Octanoic acid, ethyl ester X (2) X (2) X (2)
3,7-Dimethyl-1-octanol x (2)

2-Nonanol x (1) x (2) X (2)

Nonanoic acid, ethyl ester X (2) X (2) X (2)
Citronellyl formate x (2)

Decanoic acid, ethyl ester x (1) X (2) x (2)
1-Phenylethyl acetate X (2)
2-Phenylethyl acetate x (1)

Phenylethyl Alcohol x (2)

Tetradecanoic acid, ethyl ester X (2)
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Tabelle 15: Geruchsbeschreibungen der aromaaktiven Substanzen in einigen Kakaopulpe-Proben unterschiedlicher Herkunft, bestimmt mittels GC-O und Vergleich mit
Literaturbeschreibungen

Substanz

Beschreibung durch Panelisten

Literaturvergleich (TheGoodScentsCompany, 0.J.)

Dimethyl sulfide

Ethanol

Propanoic acid, ethyl ester
2-Pentanone
2-Methylpropyl acetate
2-Methyl-2-butanol
trans-Carane

2-Pentanol, acetate
Carvomenthene
3-Methyl-1-butanol, acetate
2-Pentanol

B-Terpinyl acetate
3-Methyl-1-butanol
Hexanoic acid, ethyl ester
2-Heptanol, acetate
2-Heptanol

Octanoic acid, ethyl ester
3,7-Dimethyl-1-octanol
2-Nonanol

Nonanoic acid, ethyl ester

garig, stBlich

muffig, chemisch, blumig, fruchtig

frisch, fruchtig, blumig

fruchtig, frisch, blumig, stiBlich

keine Beschreibung

suBlich, chemisch, fruchtig

fruchtig, suBlich, Erdbeere, Melone

leicht griin, grasig, frisch, stiBlich, fruchtig
Rucola, leicht scharf, Gemiise, muffig
suBlich, fruchtig, leicht Eisbonbon

frisch, nach Gummi

garig, frisch, leicht griin, stechend, fruchtig
schokoladig, leicht késig, siBlich, muffig
suBlich, frisch, fruchtig, leicht alkoholisch
frisch, fruchtig, stiBlich, leicht blumig
fruchtig, stBlich, minzig, leicht Vanille
grasig, frisches Holz, stBlich

blumig

grun, leicht erdig, pflanzlich, holzig, frisch

wirzig, Paprika, holzig

schwefelig, stiBlich

alkoholisch, medizinisch

suBlich, fruchtig, Weintraube, Ananas

suBlich, fruchtig, Banane, holzig

sUBlich, fruchtig, Apfel, Banane

stechend

nicht verfligbar

pflanzlich, griin, Orange, fruchtig

nicht verfligbar

suBlich, fruchtig, Banane

grin, Fuseldl, fermentiert, stBlich

nicht verfligbar

Fuseldl, alkoholisch, Whiskey, Banane, fruchtig
fruchtig, stiBlich, Ananas, leicht griine Banane
fruchtig, Bockshornklee

frisch, Zitronengras, fruchtig, stBlich, griin
fruchtig, Wein, wachsig, stiBlich, Aprikose, Banane, Brandy
blumig

wachsig, grin, citrus

fruchtig, wachsig, Apfel, Banane, alkoholisch

Fortsetzung néachste Seite
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Tabelle 15 — Fortsetzung vorherige Seite

Substanz

Beschreibung durch Panelisten

Literaturvergleich (TheGoodScentsCompany, 0.J.)

Citronellyl formate
Decanoic acid, ethyl ester
1-Phenylethyl acetate
2-Phenylethyl acetate
Phenylethyl Alcohol

Tetradecanoic acid, ethyl ester

Paprika

frisch, stechend, blumig, seifig
blumig, griin

blumig

sBlich, frisch

blumig, seifig

suBlich, griin, wachsig, blumig

sUBlich, wachsig, fruchtig, Apfel

griin, blumig, fruchtig

blumig, suBlich, Honig, fruchtig
suBlich, blumig, Honig, leicht nach Brot

suBlich, wachsig
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4.3 Analyse der volatilen Komponenten des Rohkakaos

4.3.1 Darstellung der identifizierten volatilen Substanzen

Es wurden Rohkakaoproben aus zwei unterschiedlichen Fermentationen (PQ 18a, Spontan-
fermentation; PQ 18b, inokuliert mit Zymaflore® x5) analysiert. In diesem Kapitel werden die
Hauptkomponenten der Proben zum Zeitpunkt t7» dargestellt, da dies der Zeitpunkt wahrend
der Fermentation ist, an dem die Anzahl der Hefen bereits stark abgenommen hat und sie
nur noch eine untergeordnete Rolle spielen (Schwan und Wheals, 2004). Die Verédnderungen
der Konzentrationen einiger volatiler Komponenten werden in Kapitel 4.3.2 erlautert. In den
beiden analysierten t7»-Proben konnten insgesamt 36 Substanzen bestimmt werden. In
Anhang 6 sind diese Stoffe mit den zugehdérigen CAS-Nr. aufgelistet. Weitere Stoffe wurden
detektiert, konnten bei der Auswertung allerdings nicht eindeutig identifiziert werden. In den
folgenden Abbildungen werden die Hauptkomponenten, deren Peakfladchen/g Probe grof3er

als 5,0 x 10° sind, dargestellt.

Spontanfermentation

In Abbildung 50 sind die Ergebnisse der Rohkakaoprobe der Spontanfermentation (PQ 18a)
dargestellt. Zum Zeitpunkt t7o konnte gréBtenteils Acetic acid nachgewiesen werden, gefolgt
von Ethyl acetate und 3-Methyl-1-butanol acetate. Zudem lagen die Substanzen 2-Phenylethyl
acetate, Phenylethyl Alcohol, 3-Methylbutanoic acid, 2,3-Butanediol, Tetramethylpyrazine
und Acetoin in &hnlichen Konzentrationen vor. Sowohl fur 2,3-Butanediol wie auch fur 2,3-
Butanediol diacetate konnten jeweils zwei Peaks zu unterschiedlichen Retentionszeiten
detektiert werden. Dies deutet daraufhin, dass flr beide Substanzen jeweils zwei Isomere
vorliegen. Durch den Vergleich der Massenspektren mit den Referenzspektren der NIST-
Datenbank, kann jedoch nicht eindeutig identifiziert werden, welche Isomere zu welchen
Retentionszeiten in den Chromatogrammen erscheinen. Daher wurden in der Auswertung
die Peakflachen/g Probe der beiden Isomere von 2,3-Butanediol zusammengefasst und
die Isomere als eine Substanz angenommen. Das gleiche erfolgte fiir die Isomere von 2,3-

Butanediol diacetate.
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Spontanfermentation PQ18a t72

Ethyl acetate |———
Ethanol
2-Methylpropyl acetate =

2-Pentanol, acetate
3-Methyl-1-butanol, acetate |m—
3-Methyl-1-butanol

Acetoin

2-Acetoxy-3-butanone

Acetic acid
Tetramethylpyrazine
2,3-Butanediol, diacetate pm
2,3-Butanediol
3-Methylbutanoic acid
Benzeneacetic acid, ethyl ester
2-Phenylethyl acetate
Phenylethyl Alcohol s

0.0e+00 9.56+06 1.9e+07 2.8e+07 3.86+07 4.8e+07 5.7e+07 6.6e+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 50: Darstellung der Hauptkomponenten der Rohkakaoprobe PQ 18a aus der Spontanfermentation
zum Zeitpunkt t72

Inokulierte Fermentation

Inokulierte Fermentation PQ18b t72

Ethyl acetate j—
2-Methylpropyl acetate =
2-Pentanol, acetate
3-Methyl-1-butanol, acetate ——
2-Pentanol
3-Methyl-1-butanol |
Acetoin =

Acetic acid
Tetramethylpyrazine
2,3-Butanediol, diacetate =
Benzaldehyde
2,3-Butanediol
3-Methylbutanoic acid
Benzeneacetic acid, ethyl ester
2-Phenylethyl acetate
Phenylethyl Alcohol |m==

0.06+00 9.56+06 1.9e+07 2.8¢+07 3.86+07 4.86+07 5.7e+07 6.66+07
Peakflache/g KPSM

Abbildung 51: Darstellung der Hauptkomponenten der Rohkakaoprobe PQ 18b aus der mit Zymaflore® x5
inokulierten Fermentation zum Zeitpunkt t7»

Die Hauptkomponenten der mit Zymaflore® x5 inokulierten Fermentation (PQ 18b) zum
Zeitpunkt t7> sind in Abbildung 51 dargestellt. Auch hier konnte grétenteils Acetic acid
nachgewiesen werden. 3-Methyl-1-butanol acetate, Ethyl acetate, Tetramethylpyrazine und
2,3-Butanediol lagen in ahnlichen Mengen vor. Des Weiteren waren ebenfalls 2-Phenylethyl

acetate, Phenylethyl Alcohol, 3-Methylbutanoic acid und Acetoin in dhnlichen Konzentrationen
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vorhanden. Im Vergleich zu PQ 18a, konnte Ethanol in der inokulierten Fermentation zum

Zeitpunkt t7» nicht mehr unter den Hauptkomponenten nachgewiesen werden.

4.3.2 Veranderungen im Fermentationsverlauf

Spontanfermentation
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5.0+06 1.0e+06
0 Oe+OOI * * 0.0e+00,
to tos tag t72 to tos tag t72
Fermentationszeit Fermentationszeit
—e— Ethyl acetate —=— 3-Methyl-1-butanol acetate *— Phenylethyl Alcohol —— 2,3-Butanediol
—+— 2-Phenylethyl acetate —4— Hexanoic acid ethyl ester —=— 3-Methyl-1-butanol —&— Ethanol
a) Ester b) Alkohole
7.0e+07
5.0e+06
6.0e+07
4.0e+06
g 2 5.0e+07
[<] e
o o
D
° 3.0e+06 %4.0e+07
= <
g & 3.0e+07
T 2.0e+06 5
o o
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1.0e+06
1.0e+07
—a A M
0.0e+00 0.0e+00 —* =
to ta tag t72 to t2a tag t72
Fermentationszeit Fermentationszeit
—=— Benzaldehyde —— Acetoin —— 3-Methylbutanoic acid —— Acetic acid
c) Aldehyde/Ketone d) Sauren

Abbildung 52: Konzentrationen verschiedener Substanzen im Verlauf der Spontanfermentation PQ 18a bestimmt
mittels GC-MS. Zusammengefasst zu folgenden Stoffgruppen: a) Ester, b) Alkohole, c) Aldehy-
de/Ketone und d) S&uren

In Abbildung 52 sind die Konzentrationsveranderungen einiger Substanzen der Spontan-
fermentation PQ 18a dargestellt. Bereits bei Fermentationsbeginn lag etwas Ethyl acetate

vor, in den ersten 24 Stunden nahm die Konzentration etwas ab und stieg dann im weiteren
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Verlauf wieder stark an. 2-Phenylethyl acetate konnte zum Zeitpunkt to nicht nachgewiesen
werden, wurde im Verlauf der Fermentation aber gebildet. Fir 3-Methyl-1-butanol acetate
konnte in den ersten 24 Stunden ein starker Anstieg beobachtet werden, dann sank die
Konzentration aber wieder ab. Hexanoic acid ethyl ester konnte lediglich zu den Zeitpunkten
to und t4 nachgewiesen werden (vgl. Abb.52a). Ethanol lag zu Beginn in der Probe vor,
wurde in den ersten 24 h leicht abgebaut und im weiteren Verlauf wieder in geringen Mengen
produziert. Phenylethyl Alcohol und 3-Methyl-1-butanol wurden in den ersten 24 Stunden
in groBen Mengen gebildet. Im weiteren Verlauf sank die Konzentration beider Stoffe ab.
Ebenso wie im vorherigen Kapitel wurden von 2,3-Butanediol die Peakflaéchen/g Probe beider
Peaks zusammengefasst. Diese Komponente wurde Uberwiegend in den ersten 24 h gebildet,
dann anderte sich der Gehalt kaum noch (vgl. Abb. 52b). Das Keton Acetoin lag zu Beginn
nicht vor und wurde in den ersten 48 h in gro3en Mengen gebildet. Im Anschluss nahm die
Konzentration wieder etwas ab. Benzaldehyde konnte zu Beginn nicht nachgewiesen werden
und wurde im weiteren Verlauf in geringen Mengen gebildet (vgl. Abb. 52c). Bei beiden
Séuren nahm die Konzentration im Verlauf der Fermentation zu. Fir Acetic acid konnte vor

allem ab t4g ein starker Anstieg beobachtet werden (vgl. Abb. 52d).

Inokulierte Fermentation

In Abbildung 53 sind die Konzentrationsverénderungen einiger Substanzen der mit Zymaflore®
x5 inokulierten Fermentation dargestellt. Im Verlauf nahm die Konzentration des Esters Ethyl
acetate stark zu und erreichte nach 48 h das Maximum, welches deutlich hdéher lag im
Vergleich zu PQ 18a. Danach fiel die Konzentration stark ab. 3-Methyl-1-butanol acetate
konnte bereits zu Beginn nachgewiesen werden. Im Verlauf nahm die Konzentration leicht zu.
Auch die Konzentration von 2-Phenylethyl acetate, welches zu Beginn nicht nachgewiesen
werden konnte, erhdhte sich leicht. Hexanoic acid ethyl ester konnte zu keinem Zeitpunki
detektiert werden (vgl. Abb. 53a). Alle vier dargestellten Alkohole lagen bereits zum Zeitpunkt
to vor. Ethanol wurde in den ersten 24 h stark gebildet, anschlieBend sank der Gehalt wieder.
Die Konzentration von 3-Methyl-1-butanol nahm zunachst ab, zwischen to4 und t4g stieg
sie wieder leicht an, um dann deutlich abzusinken. Der Gehalt von 2-Phenylethyl Alcohol
anderte sich wahrend der Fermentation kaum. Die Konzentration von 2,3-Butanediol nahm
kontinuierlich zu (vgl. Abb. 53b). Acetoin wurde hauptsachlich in den ersten und den letzten
24 h gebildet. Benzaldehyde wurde kontinuierlich gebildet (vgl. Abb. 53c). Den gréBten Anteil

machte Acetic acid aus, dessen Konzentration sowohl in den ersten wie auch in den letzten
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24 h stark anstieg. Der Gehalt von 3-Methylbutanoic acid stieg kontinuierlich an (vgl. Abb.

53d).
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Alkohole, c) Aldehyde/Ketone und d) Sauren
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5.1 Sekundarstoffwechselprodukte der KPSM-Fermentationen

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen die simulierte Fermentation von Theobroma ca-
cao L. und vor allem die durch beteiligte Hefen gebildeten, volatilen Aromakomponenten.
Hierbei wurden einzelne Hefestdmme in Kakaopulpe-Simulationsmedium fermentiert und
diese Hefe-Proben anschlieBend analysiert. Somit ist es méglich, dass einige der in den
mit Hefen fermentierten KPSM-Proben identifizierten Substanzen aus dem unfermentierten
KPSM stammen kdnnten. Quelle fir die volatilen Komponenten des KPSM kénnte der im
Medium enthaltene Hefeextrakt sein. Ames und Leod (1985) konnten in einer mittels GC-
MS analysierten Hefeextraktzubereitung unter anderem folgende Stoffe nachweisen, die
auch in reinem KPSM vorliegen: 3-Methylbutanal, Toluene, Furfural, Benzaldehyde, 2-Me-
thylpropanoic acid, Butanoic acid und 2-Furanmethanol. Zudem wurden Hexanal, Heptanal
und Nonanoic acid von Comuzzo et al. (2006) und Acetone von Ames und Elmore (1992)
in Hefeextrakten detektiert. Acetone kann in der vorliegenden Arbeit nur noch in Spuren
in einigen wenigen Hefe-Proben identifiziert werden, was daraufhin deutet, dass es aus
dem unfermentierten KPSM stammt und nicht von den Hefeisolaten gebildet wird. Ahnli-
ches gilt fiir 3-Methylbutanal, welches ein Produkt des Strecker-Abbaus der Aminosaure
Leucin ist (Ames und Leod, 1985). Die Stoffe Toluene, Hexanal, Heptanal, Furfural und 5-
Hydroxymethylfurfural sind in den Hefe-Proben nicht mehr nachweisbar und kénnen daher
als Komponenten des reinen KPSM angenommen werden. Denkbar wére auch, dass ei-
nige der Substanzen wahrend des Autoklavierens von KPSM durch Maillard-Reaktion aus
den enthaltenen Zuckern und Aminosauren des Hefeextraktes und Soja Peptons gebildet
wurden (Raffer, 2017). 5-Hydroxymethylfurfural und Furfural sind beispielsweise Produkte
dieses Prozesses, die zudem mit Leucin zu 3-Methylbutanal reagieren kdnnen (Legrum,
2011). Einige weitere Substanzen kénnen hingegen sowohl in unfermentiertem KPSM, wie

auch in vielen mit Hefen fermentierten KPSM-Proben identifiziert werden, wie Acetic acid, 2-
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Methylpropanoic acid, Butanoic acid und Nonanoic acid. Auch Hefen kénnen diese Stoffe
bilden, weswegen nicht eindeutig abgegrenzt werden kann, ob es sich um KPSM-eigene
Stoffe oder Stoffwechselprodukte der Hefeisolate handelt. Die in Kapitel 5.1.1 diskutierten

Fermentationsverlaufe, kénnten hiertber Aufschluss geben.

5.1.1 Fermentationsprodukte
Alkohole

Ethanol ist eines der Hauptprodukte, das von Hefen wahrend der Fermentation aus Glucose
und Fructose gebildet wird. Diese Substanz kann zum Zeitpunkt t7, in allen Hefe-Proben iden-
tifiziert werden und das zum Teil in hohen Konzentrationen mit Peakflachen von 8,81 x 100
bis 1,66 x 107/g KPSM, wie bei Saccharomyces cerevisiae der Gruppe 1, Pichia kudriavzevii
(IDI-Y051, IDI-Y055) und Torulaspora delbrueckii (IDI-Y043, IDI-Y057). Auch das ecuadoria-
nische S. cerevisiae-Isolat (IDE-Y096), Hanseniaspora guilliermondii (IDI-Y035, IDI-Y036)
und Hanseniaspora opuntiae (IDI-Y030) aus Indonesien sowie der Candida tropicalis-Stamm
(IDI-Y031) weisen hohere Ethanolgehalte (zwischen 7,07 x 10° und 1,02 x 107/g KPSM) auf.
In der Probe von Pichia guilliermondii (IDE-Y045) kann Ethanol nur in sehr geringer Kon-
zentration (1,17 x 10%/g KPSM) nachgewiesen werden. Sevinc (2018) beobachtete bereits
bei der Beurteilung der Wachstumskurven, dass dieses Isolat in KPSM kaum kultivierbar
war. Die meisten Hefestimme bilden Ethanol hauptséachlich in den ersten 48 h, anschlie3end
kann eine Konzentrationsabnahme beobachtet werden. Fir S. cerevisiae aus Ecuador und
Indonesien (Gruppe 1) sowie flr die indonesischen T. delbrueckii-Isolate steigt der Ethanol-
Gehalt wahrend der gesamten Fermentation stark an und fir Pichia anomala und Candida
sp. (IDT-Y13) aus Trinidad und Tobago zwar langsamer aber kontinuierlich. Sporobolomyces
roseus (IDI-Y019) bildet Ethanol in den ersten 24 h in hoher Konzentration.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels HS-SPME-GC-MS eine quantitative Bestimmung
des im Kopfraum vorliegenden Ethanols durchgeflihrt, eine quantitative Bestimmung mittels
HPLC des gelésten Ethanols erfolgte in den vorangegangenen Arbeiten von Frommann
(2017) und Sevinc (2018). Hierbei wurden Saccharomyces sp., Pichia sp., Sporobolomyces
sp. und Torulaspora sp. als garstark und Candida spp., Hanseniaspora spp. und die ecua-
dorianischen P anomala-lsolate als garschwéacher eingeschéatzt (Frommann, 2017; Sevinc,
2018). Diese Einschatzung deckt sich mit den Beobachtungen in dieser Arbeit. Die Hefen zur
Weinherstellung weisen einen hohen Gehalt an Ethanol auf, insbesondere der S. cerevisiae-
Stamm Portwein unterscheidet sich deutlich von den anderen Hefen (Peakflache Ethanol
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5,09 x 107/g KPSM). In der Arbeit von Cordsen (2018) konnte gezeigt werden, dass die S.
cerevisiae- und Saccharomyces bayanus-Hefen garstark und die Lachancea thermotolerans-
sowie die T. delbrueckii-Hefe eher garschwacher waren. Auch in der vorliegenden Arbeit
kann fir die garstarken Hefen ein starker Anstieg der Ethanol-Konzentration in den ersten
48 h beobachtet werden und fur die garschwéacheren ein langsamerer, kontinuierlicherer
Anstieg wahrend der gesamten Fermentation. Der Ethanolgehalt der gérstérkeren Weinhefen
zum Zeitpunkt t7, lag zwischen 1,49 x 107 und 1,73 x 107/g KPSM, fur die garschwécheren
Weinhefen zwischen 1,29 x 107 und 1,59 x 10”/g KPSM. Der produzierte Ethanol kénnte
anschlieBend von den Hefen genutzt werden, um weitere sekundére Stoffwechselprodukte
zu produzieren wie z.B. Ethylester, die durch Veresterung einer Carbonsaure mit Ethanol

entstehen (Pires et al., 2014).

Hoéhere Alkohole werden von Hefen wahrend der Fermentation gebildet und sind Produkte
des Aminosaure-Stoffwechsels. a-Ketosduren, die fir die Bildung von héheren Alkoholen
benbtigten Zwischenprodukte, kbnnen zum einen durch Glykolyse aus Zuckern und zum
anderen aus Aminosauren gewonnen werden. Die strukturell zugrunde liegenden Amino-
sduren von 3-Methyl-1-butanol, 2-Phenylethyl Alcohol und 2-Methyl-1-propanol sind jeweils
Isoleucin, Phenylalanine und Valin (Ugliano und Henschke, 2009). Ho et al. (2014) konnten
zeigen, dass der Gehalt an héheren Alkoholen in Fermentationen ohne Hemmung der Hefen
stark anstieg, in Fermentationen mit Natamycin hingegen nicht. Das belegt, dass es sich
um Metabolite des Hefestoffwechsels handelt. Zudem kénnen die héheren Alkohole unter
anaeroben Bedingungen von den Hefen enzymatisch mit Acetyl-CoA zu Acetate-Estern, den
Estern von Acetic acid, umgesetzt werden (Pires et al., 2014).

3-Methyl-1-butanol kann in allen Proben und haufig in &hnlichen Konzentrationen wie Etha-
nol nachgewiesen werden. Besonders viel bilden S. cerevisiae-Stdmme aus Ecuador (IDE-
Y096) und Indonesien (Gruppe 1) sowie die indonesischen T. delbrueckii-lsolate mit Peakfla-
chen zwischen 1,21 x 107 und 1,92 x 107/g KPSM. Auch in den Proben von P. kudriavzevii
(IDI-Y051, IDI-Y055), C. tropicalis (IDI-Y031) und S. roseus (IDI-Y019) kann 3-Methyl-1-
butanol in gréBeren Mengen identifiziert werden (1,02 x 107 bis 1,17 x 107/g KPSM). Ahnli-
ches wird fiir die Weinhefen beobachtet (Peakflachen von 1,09 x 107 bis 1,68 x 107/g KPSM).
Im Fermentationsverlauf bilden einige Hefestdmme diese Substanz wahrend der gesamten
Fermentation, wie die indonesischen S. cerevisiae-lsolate aus Gruppe 1 und Ecuador, das

C. tropicalis-Isolat und die indonesischen T. delbrueckii-Stamme sowie die Weinhefen T.
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delbrueckii und L. thermotolerans. Andere bilden 3-Methyl-1-butanol nur wahrend den ersten
24h bzw. 48 h, wie Hanseniaspora spp., Pichia spp. und die Weinhefen von Saccharomyces
spp.. Rodriguez-Campos et al. (2012) und Lee et al. (2018) konnten eine Abnahme von 3-
Methyl-1-butanol nach den ersten 48 h der analysierten Fermentationen beobachten. Zum
Zeitpunkt t7» lag der Gehalt von 3-Methyl-1-butanol in den Proben von Lee et al. (2018) bei
einer Peakflache von ungefahr 2,5 x 107/g Nibs. 3-Methyl-1-butanol wird als wiinschenswert
fir Kakaoprodukte eingeschéatzt (Schwan und Wheals, 2004), da es mit Attributen wie bitter
und schokoladig beschrieben wird (Bonvehi, 2005). Aufgrund der Flichtigkeit von Alkoho-
len kénnte angenommen werden, dass der Gehalt von 3-Methyl-1-butanol wéhrend der
Verarbeitung von Rohkakao durch die Hitzeeinwirkung wahrend Trocknung und Réstung
abnimmt. Rodriguez-Campos et al. (2011) beobachteten, dass sich der Gehalt des wahrend
der Fermentation gebildeten 3-Methyl-1-butanol wahrend 5-tagiger Trocknung nicht signifi-
kant &nderte. Auch die Trocknungstemperatur (Variation zwischen 60 °C, 70 °C und 80 °C)
hatte hierauf keinen Einfluss (Rodriguez-Campos et al., 2012). Ho et al. (2014) hingegen
konnten eine leichte Abnahme wahrend Trocknung und Réstung feststellen. Ascrizzi et al.
(2017), die die volatilen Komponenten im Verlauf der Verarbeitung des Kakaos ,Blanco de
Criollo“ausgehend von fermentiertem und getrocknetem Rohkakao analysierten, stellten eine
Abnahme von 3-Methyl-1-butanol wahrend der Réstung und des Conchierens fest, konnten
es im Endprodukt ,Schokolade® aber noch nachweisen.

Zudem ist Phenylethyl Alcohol in allen Hefe-Proben nachweisbar. Diese Substanz wird von
S. cerevisiae, S. roseus, Hanseniaspora uvarum, P kudriavzevii und P. anomala, im Vergleich
zu den anderen Spezies, in groBeren Mengen, mit Peakflachen zwischen 9,95 x 10° und
4,72 x 10%/g KPSM, gebildet. Auch die Weinhefen S. bayanus, S. cerevisiae und L. thermo-
tolerans weisen hohere Gehalte auf (Peakflachen von 1,73 x 10° bis 1,94 x 10%/g KPSM).
Im Verlauf der Fermentationen kann beobachtet werden, dass die Stdmme, die Phenylethyl
Alcohol in etwas héheren Konzentrationen enthalten, dieses hauptséachlich in den ersten
48 h bilden, wie z.B. S. cerevisiae und H. uvarum, zum Teil aber auch wéahrend der ge-
samten Fermentation, wie z.B. P anomala. Ahnlich verhalt es sich bei den Stdmmen zur
Weinherstellung. Die restlichen Spezies bilden den Alkohol vor allem in den ersten 24h und
im weiteren Verlauf bleibt die Konzentration konstant. Bei Ho et al. (2014) war Phenylethyl
Alcohol die Hauptkomponente in der Gruppe der héheren Alkohole mit einer Peakflache von
2,0 x 108/g Pulpe nach 72-stiindiger Fermentation. Ahnliches konnten Lee et al. (2018) in

im LabormaBstab-fermentierten Kakaobohnen (1,0 x 108/g Nibs nach 72 h Fermentation)
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beobachten. Die Konzentrationsunterschiede dieser Arbeiten und der vorliegenden Arbeit
kénnten auf die Beteiligung mehrerer unterschiedlicher Hefestamme bei Lee et al. (2018)
und Ho et al. (2014) - nicht nur eines einzigen - zurlckgefluhrt werden. Auch Phenylethyl
Alcohol ist eine fir das Aromaprofil von Kakao erwiinschte Komponente, da es mit Attributen
wie blumig und honigartig beschrieben wird (Bonvehi, 2005). Ascrizzi et al. (2017) konnten
zudem zeigen, dass der Gehalt dieses Alkohols im Verlauf der Prozessschritte zur Herstel-
lung von Schokolade relativ konstant blieb. Crafack et al. (2014) konnten einen Anstieg der
Gehalte wahrend der Réstung und des Conchierens feststellen, was daraufhin deutet, dass
Phenylethyl Alcohol auch wahrend der Maillard-Reaktion gebildet wird.

2-Methyl-1-propanol kann in fast allen mit Hefen fermentierten KPSM-Proben in geringen
Mengen unter den Hauptkomponenten (vgl. Kapitel 4.1.1) nachgewiesen werden. C. tropi-
calis weist, im Vergleich zu den anderen aus Kakaofermentationen isolierten Spezies, die
héchste Konzentration auf (1,29 x 10%/g KPSM). Zu Beginn der Fermentation ist 2-Methyl-1-
propanol nicht vorhanden und wird in den ersten 24h gebildet, im weiteren Verlauf bleibt die
Konzentration bei den meisten Hefen konstant. Rodriguez-Campos et al. (2012) beobach-
teten eine Abnahme des Gehalts dieser Substanz mit zunehmender Fermentationsdauer,
vor allem zwischen Tag 2 und 4 der Fermentation. Die Temperatur wahrend der Trocknung
beeinflusste die Konzentration nicht. Diese Substanz wird mit, flir das Kakaoaroma, weniger
positiven Attributen wie alkoholisch und weinartig beschrieben (Bonvehi, 2005). Insgesamt
sind die von den Hefeisolaten gebildeten Konzentrationen aber gering (Peakflachen unter
8,0 x 10%/g KPSM), weshalb sie mdglicherweise keine groBe Relevanz fiir das Aromaprofil
haben. Crafack et al. (2014) verglichen Kakaomassen, die sowohl aus ungerdstetem wie
auch aus gerdstetem Rohkakao hergestellt wurden. In allen ungerésteten Proben konnte 2-
Methyl-1-propanol nachgewiesen werden, in den gerdsteten hingegen nicht. Auch in der aus
den gerésteten Kakaomassen hergestellten Schokolade war diese Substanz nicht enthalten
(Crafack et al., 2014). Dies deutet daraufhin, dass 2-Methyl-1-propanol im Laufe der Verar-
beitung des Kakaos weiterreagiert oder sich verfliichtigt und damit keinen Einfluss auf das

Kakaoaroma hat.

Sauren

Es kénnen flnf organische Sauren in den Proben identifiziert werden: Acetic acid, Butanoic
acid, Octanoic acid, n-Decanoic acid und 2-Methylpropanoic acid. Alle Sduren liegen in

geringen Konzentrationen vor und nicht in allen Hefe-Proben kdnnen jeweils alle finf Sauren
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detektiert werden. Acetic acid kénnte fur die Bildung von Acetate-Estern wichtig sein und
kurz- und mittelkettige Fettsauren fir die Bildung von Ethylestern wie beispielsweise Hexanoic
acid ethyl ester und Octanoic acid ethyl ester (Verstrepen et al., 2003; Pires et al., 2014). Die
flichtigen Fettsduren sind Nebenprodukte der Synthese langkettiger Fettsauren (Ugliano und
Henschke, 2009).

Acetic acid kann bei folgenden Hefeisolaten zum Zeitpunkt t7o unter den Hauptkomponen-
ten (vgl. Kapitel 4.1.1) nachgewiesen werden: S. cerevisiae Gruppe 1, ecuadorianische S.
cerevisiae (IDE-Y096), H. opuntiae (IDI-Y030), C. tropicalis (IDI-Y031) und indonesische T.
delbrueckii sowie bei den Weinhefen S. bayanus und S. cerevisiae Portwein. Die Konzentra-
tionen sind aber gering (Peakflachen zwischen 2,78 x 10° und 6,74 x 10°/g KPSM). In den
unfermentierten KPSM-Proben ist ebenfalls Acetic acid enthalten (1,02 x 10° + 1,78 x 10%/g
KPSM). Allerdings zeigen die Fermentationsverlaufe, dass die Konzentration von Acetic
acid von tg nach t7o zunimmt. Nur das H. uvarum-lsolat (IDE-Y068) bildet lediglich in den
ersten 24h Acetic acid, im weiteren Fermentationsverlauf wird die Substanz dann vollstédndig
abgebaut. Acetic acid wird von Hefen enzymatisch durch Aldehyd-Dehydrogenasen aus
Acetaldehyde gebildet (Ugliano und Henschke, 2009). Koné et al. (2016) konnten eben-
falls beobachten, dass einzelne auf Sabouraud-Medium kultivierte Hefen, wie C. tropicalis,
P. kudriavzevii und S. cerevisiae, Acetic acid bildeten. Acetic acid wird mit, in Bezug auf
das Kakaoaroma, weniger positiven Geruchsattributen wie stechend, sauer und essigartig
beschrieben (Afoakwa et al., 2009; Bonvehi, 2005). Der Gehalt an Acetic acid wird durch
Verarbeitungsschritte wie Trocknung, Réstung und Conchieren gesenkt (Afoakwa, 2012).
Butanoic acid, Octanoic acid und n-Decanoic acid kénnen nur in geringen Mengen, mit
Peakflachen unter 6,7 x 10°/g KPSM, in den Proben nachgewiesen werden. Butanoic acid
liegt in keiner Probe als Hauptkomponente vor, die anderen beiden Fettsauren kénnen in
den Hefeisolaten und den Reinzuchthefen von S. cerevisiae und S. bayanus sowie dem S.
roseus-lsolat (IDI-Y019) als Hauptkomponenten detektiert werden. Butanoic acid kann bereits
in reinem KPSM identifiziert werden (8,32 x 10* + 1,49 x 10*/g KPSM), aber die Zunahme
der Konzentration ab to4 bei S. roseus und C. tropicalis (IDI-Y031) deutet auf eine Bildung
durch diese Hefen hin. Im Fermentationsverlauf kann bei den Saccharomyces spp.-Stdmmen
und dem S. roseus-Isolat eine kontinuierliche Bildung von Octanoic acid und n-Decanoic
acid beobachtet werden. Die Hanseniaspora spp.-Isolate bilden Octanoic acid nur in sehr
geringer Konzentration, ebenso die analysierten T. delbrueckii- und die indonesischen P

kudriavzevii-Stamme. Koné et al. (2016) detektierten Octanoic acid in einem auf Sabouraud-
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Medium kultivierten S. cerevisiae-Isolat und Rodriguez-Campos et al. (2012) wiesen Octanoic
acid und n-Decanoic acid in mexinkanischem Rohkakao (nach Spontanfermentation und
Trocknung) nach. Auch diese Sauren werden mit, im Hinblick auf das Kakaoaroma, weniger
positiven Geruchsattributen wie ranzig, fettig und késig beschrieben (Bonvehi, 2005).

2-Methylpropanoic acid kann in dem analysierten, reinen KPSM (1,26 x 10° + 7,78 x 103%)
und bei folgenden Isolaten nachgewiesen werden: ecuadorianische P anomala, P. guillier-
mondii (IDE-Y045) und Candida sp. (IDT-Y13). Bei den Pichia spp. nimmt der Gehalt von
2-Methylpropanoic acid im Fermentationsverlauf ab und kann zum Zeitpunkt t7o nicht mehr
nachgewiesen werden. Bei letzterem Stamm kann eine leichte Zunahme der Peakflache nach
48h, von 7,64 x 10* auf 1,12 x 10%/g KPSM nach 72 h, festgestellt werden. Die analysierten
Hefen bilden 2-Methylpropanoic acid wahrend der Fermentation von KPSM scheinbar nur in
sehr geringem Maf. Koné et al. (2016) konnten 2-Methylpropanoic acid qualitativ bei einem
auf Sabouraud-Medium kultivierten Isolat von Pichia galeiformis nachweisen. 2-Methylpropa-
noic acid verursacht Fehlaromen in Kakao und wird mit Attributen wie kasig und schweif3ig
beschrieben (Bonvehi, 2005). Die Verarbeitung von Rohkakao zu Schokolade kdnnte zu einer

Verfllchtigung der Saure flhren (Crafack et al., 2014).

Ester

In den analysierten Proben kénnen vor allem zwei Arten von Esterverbindungen identifiziert
werden, die Acetate-Ester und die Ethylester. In die erste Gruppe fallen die Substanzen Ethyl
acetate, 3-Methyl-1-butanol acetate und 2-Phenylethyl acetate und in die zweite die Es-
ter der kurz- und mittelkettigen Fettsduren wie z.B. Propanoic acid ethyl ester, Butanoic
acid ethyl ester, Hexanoic acid ethyl ester, Octanoic acid ethyl ester, Decanoic acid
ethyl ester und Dodecanoic acid ethyl ester. Acetate-Ester werden durch Kondensation
von héheren Alkoholen und Acetyl-CoA gebildet. Diese Reaktionen werden von Alkohol-
Acetyltransferasen katalysiert (Ugliano und Henschke, 2009; Pires et al., 2014). Ethylester
der Fettsguren werden durch Kondensation von Ethanol und aktivierten Fettsauren (sog.
Acyl-CoA) gebildet. Dies wird von Acyl-CoA/Ethanol-O-Acyltransferasen katalysiert (Pires
et al., 2014). In den KPSM-Proben kénnen keine Esterverbindungen nachgewiesen werden.
Fur fast alle Ester zeigt sich ein Anstieg in den ersten 24 h, danach unterscheiden sich die
Verlaufe je nach Spezies etwas. Flr einige Hanseniaspora-Isolate kann bereits eine leichte
Abnahme der Ester-Konzentrationen nach 24 h beobachtet werden, fur H. uvarum (IDE-
Y068), S. roseus (IDI-Y019), das ecuadorianische T. delbrueckii-lsolat (IDE-Y064) und die
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S. cerevisiae-Isolate aus Gruppe 2 erst nach 48 h. Fir die restlichen Spezies kann eine
Zunahme an Estern in den ersten 48 h festgestellt werden und ein relativ konstanter Verlauf
in den letzten 24 h. Der Konzentrationsverlauf der Ester verhalt sich bei den Stammen zur
Weinherstellung &hnlich. Rodriguez-Campos et al. (2012) konnten einige der genannten Ethyl-
und Acetate-Ester in getrocknetem Rohkakao nachweisen. Hier nahm mit zunehmender
Fermentationsdauer der Gesamtgehalt an Estern ab, die Trocknungstemperatur hatte darauf
keinen Einfluss.

Interessanterweise kann beobachtet werden, dass einige Spezies sehr viele Ester bilden
und andere nur wenige und in geringen Konzentrationen. Letztere bilden dann hauptsachlich
Acetate-Ester. Dazu zahlen die Hanseniaspora spp.-Isolate, das Candida sp.-Isolat (IDT-Y13)
aus Trinidad und Tobago, das P guilliermondii-lsolat (IDE-Y045) und die euadorianischen P
anomala-1solate. Die C. tropicalis-Hefe (IDI-Y31), die T. delbrueckii- und die P. kudriavzevii-
Isolate bilden Esterverbindungen in gréBerer Anzahl also die zuvor genannten Spezies, aller-
dings in geringen Konzentrationen. Die gré3te Quantitat verschiedener Esterverbindungen
und in gréBeren Konzentrationen mit Peakflachen von 1,56 x 10° bis 8,33 x 10°/g KPSM
produzieren die S. cerevisiae-Isolate (vor allem aus Gruppe 1 und Ecuador). Ahnliches kann
fir die Weinhefen beobachtet werden. Hierbei dominieren die Saccharomyces spp., die im
Vergleich zu den Nicht-Saccharomyceten viele Ester und in hohen Konzentrationen bilden.
Auch Meersman et al. (2016) konnten dies beobachten. Es scheint ein Zusammenhang
zwischen der Garaktivitat der Hefen und der Bildung von Sekundarstoffwechselprodukten zu
bestehen, denn die géarstéarkeren Hefen produzieren Esterverbindungen in gréBerer Anzahl
und Konzentration.

Esterverbindungen werden mit fruchtigen, stf3lichen und blumigen Noten charakterisiert
und kdnnten daher einen positiven Einfluss auf das spatere Schokoladenaroma haben.
Problematisch ist die Abnahme des Gehaltes dieser Substanzen im Verlauf der Kakaoverar-
beitung. Meersman et al. (2016) verarbeiteten fermentierte Kakaobohnen zu Kakaomasse
und Schokolade. In den Kakaomassen konnte noch eine Vielzahl an Ethyl- und Acetate-
Estern nachgewiesen werden, das Conchieren flihrte allerdings zu einer Abnahme der
Gesamtkonzentration. Vor allem kurzkettige Ester waren in den Schokoladen nicht mehr
oder nur in geringer Konzentration nachweisbar. Es konnte ein positiver Zusammenhang
zwischen dem Verbleib der Ester in der Schokolade und dem Siedepunkt der jeweiligen
Ester gezeigt werden. Auch die bessere Fettldslichkeit der mittelkettigen Fettsdureethylester

schien eine Rolle zu spielen. Die Anpassung der Parameter des Conchierens kdnnte zu einer
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Reduzierung des Verlustes an volatilen Komponenten beitragen (Meersman et al., 2016).

Aldehyde und Ketone

Benzaldehyde kann in den analysierten Hefe-Proben nach 72-stlindiger Fermentation un-
ter den Hauptkomponenten nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 4.1.1), aber auch in den
unfermentierten KPSM-Proben (Peakflache 3,83 x 10° + 4,26 x 10*/g KPSM). Die Fermenta-
tionsverlaufe deuten daraufhin, dass die meisten Spezies Benzaldehyde bilden kénnen. Die
Spezies P anomala, C. tropicalis und die Weinhefen Saccharomyces spp. und T. delbrueckii
scheinen kein Benzaldehyde zu bilden, da die Benzaldehyde-Konzentration im Fermenta-
tionsverlauf dieser Spezies kontinuierlich abnimmt. Fur die restlichen Spezies kann eine
Konzentrationszunahme hauptséchlich in den ersten 24 h bzw. 48 h beobachtet werden,
gefolgt von einem Absinken. Die Peakflachen von Benzaldehyde zum Zeitpunkt to4 liegen
bei den Spezies, die es bilden kénnen, zwischen 4,72 x 10° und 5,97 x 10%/g KPSM. Nach
72-stiindiger Fermentation sind die Peakflachen von Benzaldehyde kleiner als 3,06 x 10°/g
KPSM. Benzaldehyde kénnte von Hefen zu Benzyl Alcohol abgebaut werden (Delfini et al.,
1991). Diese Substanz kann in den analysierten KPSM-Fermentationen aber nicht iden-
tifiziert werden. Ho et al. (2014) wiesen Benzaldehyde ebenfalls im Fermentationsverlauf
von Spontanfermentationen und Fermentationen mit Hemmung des Hefewachstums durch
Natamycin nach. Sie analysierten dabei die Veranderungen in der Pulpe und die Verande-
rungen in den Samen. Unabhangig vom Vorhandensein der Hefen, konnten sie in der Pulpe
nur eine geringe Bildung von Benzaldehyde beobachten, im Gegensatz zu den Samen, wo
eine hdhere Bildung stattfand. Sie fuhrten dies darauf zuriick, dass Benzaldehyde vor allem
durch biochemische Prozesse in den Samen gebildet wurde und der Beitrag der Hefen zum
Benzaldehyde-Gehalt in Rohkakao eher gering war (Ho et al., 2014). Ascrizzi et al. (2017)
konnten eine leichte Abnahme im Verlauf der Produktionskette von Rohkakao bis hin zu
Schokolade feststellen. Benzaldehyde wird mit Attributen wie bitter und nussig beschrieben
(Bonvehi, 2005; Afoakwa et al., 2009). Dies kdnnte in Abhangigkeit vom Produkt erwiinscht,
beispielsweise bei Bitterschokolade mit hohem Kakaoanteil, oder eher unerwiinscht, z.B. bei
stiBen Vollmilchschokoladen, sein.

Das Keton Acetoin ist nur in geringen Mengen in den Proben des Candida sp.-Isolats (IDT-
Y13) aus Trinidad und Tobago und des H. uvarum-Stamms (IDE-Y068) ab t,4 nachweisbar.
Die Peakflachen nach 72-stiindiger Fermentation betragen 1,27 x 10° und 1,23 x 10%/g KPSM.

Acetoin kann von Hefen als Nebenprodukt bei der Verstoffwechselung von Kohlenhydraten
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gebildet werden (Romano und Suzzi, 1996). In den Rohkakaoproben von Rodriguez-Campos
et al. (2012) war Acetoin das Hauptprodukt in der Gruppe der Aldehyde und Ketone. Die
Konzentration nahm in den ersten sechs Fermentationstagen und mit anschlieBender Trock-
nung bei 60 °C zu. Das Keton wird mit, fir das Kakaoaroma, weniger positiven Attributen
wie butterartig, sahnig, fettig beschrieben (TheGoodScentsCompany, o0.J.). Crafack et al.
(2014) beobachteten, dass die Konzentration von Acetoin wahrend der Réstung abnahm.
Allerdings stellten sie ebenfalls fest, dass das Conchieren wieder zu einer Zunahme flihrte,
was daraufhin deutet, das Acetoin auch wahrend diesem Prozessschritt, méglicherweise
durch Maillard-Reaktion, gebildet wurde (Crafack et al., 2014).

5.1.2 GC-O-Analytik

Einige der identifizierten volatilen Komponenten kénnen mittels GC-O sensorisch wahrge-
nommen werden. Besonders die flichtigen Esterverbindungen, die in den ersten 15 Minuten
des GC-Laufes eluieren, kénnen detektiert werden. Darunter befinden sich Minorkompo-
nenten, wie z.B. 2-Methylpropanoic acid ethyl ester (Peakflachen zwischen 4,16 x 10* und
9,57 x 10%*/g KPSM), 3-Methylbutanoic acid ethyl ester (S/N < 15) und Pentanoic acid ethy!
ester (S/N < 15), sowie Hauptkomponenten, wie Butanoic acid ethyl ester (Peakflachen zwi-
schen 2,03 x 10° und 4,56 x 10°/g KPSM), 3-Methyl-1-butanol acetate (Peakflachen zwischen
2,84 x 10° und 1,12 x 10%/g KPSM) und Hexanoic acid ethy ester (Peakflachen zwischen
7,06 x 10* und 1,37 x 10%/g KPSM). Die Peakflache einiger dieser Substanzen war so klein,
dass diese Peaks aufgrund des festgelegten S/N-Verhaltnisses von 15 als Rauschen inter-
pretiert wurden. Die genannten Ester sind charakterisiert durch fruchtige und suB3liche Noten
und scheinen sehr niedrige Geruchsschwellenwerte aufzuweisen, da sie in den Proben nur
in geringen Konzentrationen vorliegen. Der von Bonvehi (2005) ermittelte Geruchsschwel-
lenwert von Pentanoic acid ethyl ester in Wasser beispielsweise liegt bei 1,5ug/L. Diese
Substanz kann in dem Saccharomyces cerevisiae-Isolat (IDI-Y014), dem Sporobolomyces
roseus-lsolat (IDI-Y019) und dem Torulaspora delbrueckii-1solat (IDI-Y043) detektiert werden.
Interessanterweise kénnen in den Proben des S. cerevisiae- und des S. roseus-Stammes
viele Esterverbindungen, vor allem Ethylester, wahrgenommen werden und das mit relativ
hohen Intensitaten (zwischen 2 und 4). Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus dem voran-
gegangenem Abschnitt, da diese Spezies Esterverbindungen in gréBerer Anzahl bilden. Auch
bei dem Hanseniaspora guilliermondii-lsolat (IDI-Y035) kdnnen einige Ethylester detektiert

werden, obwohl der Stamm sie nur in geringen Konzentrationen bildet (Peakflachen unter
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2,03 x 10%/g KPSM). Das deutet auf das hohe Aromapotential dieser Substanzen hin. Im
Vergleich dazu sind die von Bonvehi (2005) ermittelten Geruchsschwellenwerte der Alkohole
in Wasser mit 300 pg/L fir 3-Methyl-1-butanol und 1100 pg/L fir Phenyletyhl Alcohol deut-
lich héher. Ersterer kann in den sechs analysierten KPSM-Fermentationsproben detektiert
werden und scheint aufgrund der positiven Geruchsbeschreibungen wie schokoladig, Kakao
und siBlich von groBBer Relevanz fur das Kakaoaroma zu sein. Die Konzentrationen von 3-
Methyl-1-butanol mit Peakflachen zwischen 4,39 x 10° und 1,59 x 107/g KPSM liegen in den
Proben tber der Geruchsschwelle. Phenylethyl Alcohol kann nur bei dem Pichia kudriavzevii-
Isolat (IDI-Y051) wahrgenommen werden. Die in der Literatur beschriebenen Noten von
Honig und Blumen werden hier nicht genannt (Bonvehi, 2005). Denkbar wére, dass diese
Substanz von anderen geruchsaktiven Komponenten Uberlagert und daher in den anderen
Proben nicht erkannt wird. Begleitende Riechstoffe kénnen zudem die Geruchsschwelle einer
anderen Substanz verschieben (Legrum, 2011). P kudriavzevii weist mit einer Peakflache
von 5,63 x 10°/g KPSM nicht den hochsten Gehalt an Phenylethyl Alcohol auf. Dies ist bei S.
roseus (IDI-Y019) mit 1,08 x 10%/g KPSM der Fall.

Aufféllig ist das Candida tropicalis-lsolat (IDI-Y031). Hier kbnnen die wenigsten geruchsakii-
ven Substanzen detektiert werden, wenn Uberhaupt, dann nur mit geringen Intensitaten. Ein
Vergleich mit den identifizierten Hauptkomponenten zeigt zwar, dass dieses Hefeisolat insge-
samt viele Substanzen bildet, allerdings nur in geringen Konzentrationen. 1,1-Diethoxyethane,
welches nur bei diesem Isolat einen héheren Gehalt aufweist (Peakflache 1,12 x 10/g KPSM),
kann sensorisch deutlich wahrgenommen werden (Intensitat von 4) und wird mit Attributen
wie alkoholisch, stechend und Lésungsmittel beschrieben. Dies deckt sich nicht mit den
Literaturangaben (etherisch, griin, erdig und silich (TheGoodScentsCompany, o0.J.)). Es
eluiert direkt nach Ethyl acetate, méglicherweise kommt es dadurch zu einer Uberlagerung
und veranderten Wahrnehmung des Geruchs. Zudem kénnen Geruchsstoffe mit Verédnderung
ihrer Konzentration unterschiedliche Geruchsnoten auslésen (Legrum, 2011).

Grundsatzlich missen bei der Anwendung der GC-O-Methodik Faktoren wie die sensorische
Ermidung der Panelisten sowie Identifizierungsschwierigkeiten durch eine ungentigende
Trennung von Peaks bedacht werden. Diese Einflussfaktoren kénnen kaum vermieden wer-
den. Ein kurzer GC-Lauf ist zwar zur Vermeidung von Ermidung vorteilhaft fir die Panelisten,
fOhrt aber zu einer verschlechterten Trennleistung. Dies kann die Identifizierung der Substan-
zen und die Zuordnung von Signalen der Panelisten zu den jeweiligen Peaks erschweren.

Die Wahrnehmung einer Substanz und die Reaktionszeit konnen je nach Stoff und Panelist
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variieren. Meist bleiben nur wenige Sekunden, um einen Geruch wahrzunehmen und zu
bewerten, was zu fehlerhaften Beschreibungen fihren kann. Eine gute Schulung des Panels
kann zu einer Verminderung des Einflusses dieser Faktoren flihren (Chambers IV und Koppel,
2013). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die GC-O-Technik vor allem zu Screening-Zwecken

eingesetzt, weswegen die oben genannten Faktoren eher eine untergeordnete Rolle spielen.

5.1.3 Gruppierung der Hefen

Das hierarchisch-agglomerative Clustering ergibt drei etwa gleichgro3e Klassen und eine
Klasse, die lediglich den Hefestamm Saccharomyces cerevisiae Portwein enthalt. Das kénnte
vor allem auf den deutlich héheren Ethanol-Gehalt in dieser Probe zurtickgefiihrt werden,
aber auch 2-Methyl-1-propanol, 2-Phenylethyl acetate und Phenylethyl Alcohol werden von
diesem Hefeisolat in hdheren Konzentrationen gebildet. Der Stamm kénnte daher als Aus-
reiBer angenommen werden, da er keinen weiteren Einfluss auf die Cluster-Lésung hat.
Klasse 1 und 3 &hneln sich bezlglich der gebildeten Substanzen und deren Konzentrationen.
Interessanterweise setzen sich die beiden Klassen tberwiegend aus S. cerevisiae-Stammen
aus Indonesien zusammen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus den vorigen Kapiteln.
Besonders die Isolate aus Gruppe 1 und der ecuadorianische Stamm (IDE-Y096) weisen eine
Vielzahl an volatilen Komponenten in hohen Konzentrationen auf, darunter viele Ethylester
und Acetate-Ester, aber auch Alkohole und Fettsauren, aus denen die Esterverbindungen
gebildet werden kdnnen. Die Konzentrationen der meisten Substanzen sind in Klasse 3
noch etwas hdher im Vergleich zu Klasse 1. Es kann daraus geschlussfolgert werden, dass
besonders die Stdmme aus K3 zu einem fruchtigen, blumigen und stBlichen Aroma beitragen
und somit einen positiven Einfluss auf das Gesamtaroma von Kakao haben kénnen. Aber
auch die Stdmme in K1 haben das Potential, Substanzen mit fruchtigen Noten in héheren
Konzentrationen zu bilden und dominieren Uber die K3-Hefen bezlglich 3-Methyl-1-butanol
acetate und Ethyl acetate. Schwan und Wheals (2004) beobachteten ebenfalls, dass ein
Stamm von S. cerevisiae var. chevalieri die meisten Aromakomponenten im Vergleich zu
anderen Nicht-Saccharomyceten bildete. Auch Meersman et al. (2016), die mit S. cerevi-
siae-Stammen sowie Pichia kluyveri und Cyberlindnera fabianii inokulierte Fermentationen
bezlglich der Bildung von fruchtigen Esterverbindungen analysierten, stellten fest, dass S.
cerevisiae gréBere Mengen dieser Substanzen bildeten.

Die Hefeisolate der Klasse 2 unterscheiden sich deutlich von den drei anderen Klassen. Diese

Stdmme bilden generell weniger Ethylester-Verbindungen, in Anzahl und Konzentration, und
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eher Acetate-Ester. Charakteristisch fir K2 sind Ethyl acetate und Propanoic acid ethyl ester,
diese liegen in hoheren Mengen als in K1 und K3 vor. Interessanterweise sind in dieser
Gruppe alle Hefestdmme aus Trinidad und Tobago sowie fast alle ecuadorianischen Stamme
eingeordnet. Bei den meisten handelt es sich um Nicht-Saccharomyceten. Die S. cerevisiae-
Stamme, die Klasse 2 zugeordnet sind, stammen fast alle aus Gruppe 2 der indonesischen
Isolate. Sie zeichnen sich durch eine geringere Bildung von volatilen Komponenten aus, im
Vergleich zu den restlichen, indonesischen S. cerevisiae-lsolaten (Gruppe 1). Die geografi-
sche Herkunft von Rohkakao kann einen Einfluss auf die Zusammensetzung der volatilen
Komponenten haben. Das konnten Tran et al. (2015) beobachten, die gerdstete Kakaobohnen
unterschiedlicher Herkunft und Sorte analysierten. Die indonesischen Proben wiesen dabei
insgesamt die héchsten Konzentrationen an volatilen Substanzen auf, unter anderem auch
einige Ester. Sie konnten aber auch zeigen, dass die Herkunft nur einer von vielen wichtigen
Faktoren war und weitere Parameter das Aromaprofil beeinflussten (Tran et al., 2015). Ein
direkter Vergleich der in den Kakaoproben identifizierten Substanzen mit den in dieser Arbeit
nachgewiesenen Stoffen ist jedoch schwierig, da die nach der Fermentation erfolgende
R&stung einen groBen Einfluss auf die Zusammensetzung der volatilen Komponenten hat.
Um das Potential der Reinzuchthefen zur Weinherstellung, die ebenfalls in KPSM fermentiert
wurden, einschatzen zu kénnen, wurden diese auch in die Clusteranalyse miteinbezogen. Bis
auf die Hefe SIHA® 9, die K3 zugeordnet ist, befinden sich alle Weinhefen in Klasse 1. Das
zeigt, dass diese Hefen zu einem fruchtigen Aroma beitragen kdénnen. Fur die Saccharomy-
ces bayanus- und S. cerevisiae-Stamme kénnen ahnliche Aromaprofile beobachtet werden,
wie fiir die aus Kakaofermentationen isolierten S. cerevisiae-Stamme. Die Hefen Lachancea
thermotolerans und Torulaspora delbrueckii sind méglicherweise aufgrund der hohen Gehalte
an Alkoholen, wie Ethanol, 3-Methyl-1-butanol und Phenylethyl Alcohol, und der geringen
Konzentration von Ethyl acetate der Klasse 1 zugeordnet. Beide bilden allerdings relativ
wenige Esterverbindungen und kénnten unter diesem Gesichtspunkt betrachtet auch Klasse
2 zugeordnet werden.

Durch die Verwendung von standardisiertem Kakaopulpe-Simulationsmedium kann der Ein-
fluss von Faktoren wie Sorte, Klima- und Erntebedingungen, die bei Untersuchungen von
regularen Kakaofermentationen auftreten, ausgeschlossen werden. Die beobachteten Un-
terschiede kdnnen also auf die unterschiedlichen Hefespezies, aber auch auf die jeweiligen
Einzelstimme innerhalb einer Spezies zurtickgeflihrt werden, da das Genom eines jeden

Stammes einzigartig ist und dadurch einen Einfluss auf das Aromaprofil hat (Pires et al.,
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2014). Dies wurde ebenfalls von Meersman et al. (2016) festgestellt, die verschiedene S.
cerevisiae-Hybride mit unterschiedlichen Fahigkeiten zur Esterbildung in Kakaofermentatio-
nen analysierten. Auch Steensels et al. (2014), die 301 Saccharomyces spp. beziiglich des
Potentials zur Bildung unterschiedlicher Aromakomponenten wahrend der Fermentation von
Bierwirze untersuchten, zeigten Unterschiede innerhalb der jeweiligen Spezies auf.

Da im Rahmen dieser Arbeit Einfachbestimmungen durchgefihrt wurden, kénnen keine
strukturpriifenden Statistikmethoden angewendet werden. Aus diesem Grund kdnnen keine
Aussagen darlUber getroffen werden, ob sich die Konzentrationen der volatilen Komponenten

zwischen den einzelnen Hefestdmmen signifikant unterscheiden.

5.2 Volatile Komponenten der Realmatrix-Proben

Die GC-MS-Analyse der Kakaopulpe-Proben unterschiedlicher Herkunft zeigt deutliche Unter-
schiede bezlglich der volatilen Komponenten. Die meisten Hauptkomponenten (vgl. Kapitel
4.2.1) sind in der peruanischen Pulpe enthalten (22 Hauptkomponenten), gefolgt von der
Pulpe aus Nicaragua (14 Hauptkomponenten). Die wenigsten volatilen Komponenten und
die geringsten Konzentrationen kénnen in den analysierten Proben der Kakaofriichte aus
Vietham beobachtet werden (10 Hauptkomponenten).

Auffallig in der peruanischen Pulpe sind die hohen Konzentrationen an Ethanol (8,96 x 10°
+2,09 x 10%/g Probe), Ethyl acetate (3,6 x 107 +1,93 x 10°/g Probe) und diversen Esterverbin-
dungen, wie 3-Methyl-1-butanol acetate (6,89 x 10° +6,32 x 10%/g Probe), Hexanoic acid ethyl
ester (8,32 x 10° +9,55 x 10%/g Probe), Octanoic acid ethyl ester (9,00 x 10° +3,42 x 10%/g
Probe) und Decanoic acid ethyl ester (2,39 x 10° +3,70 x 10*/g Probe), die auf eine bereits
eingesetzte Fermentation wahrend des Transportes hindeuten. Acetic acid kann nicht nachge-
wiesen werden, die Fermentation scheint daher in der Anfangsphase zu sein, in der die Pulpe
vor allem von Hefen und Milchsaurebakterien besiedelt wird. Cordsen (2018) konnte aus
der hier analysierten, peruanischen Pulpe Hefestdmme der Spezies Pichia manshurica und
Torulaspora delbrueckii isolieren. Das ist interessant, denn es kénnen Parallelen bezlglich
der volatilen Komponenten in der Pulpe und den KPSM-Fermentationen von T. delbrueckii
und Pichia spp. beobachtet werden. Diese Stdmme bilden in KPSM Ethyl acetate, 3-Methyl-
1-butanol und 3-Methyl-1-butanol acetate in gré3eren Mengen sowie einige Ethylester. Es
kdénnen einige Substanzen identifiziert werden, die in den fermentierten KPSM-Proben nicht

enthalten waren, wie zum Beispiel 2-Pentanone, 2-Pentanol acetate, 2-Pentanol, B-Terpinyl
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acetate, 2-Heptanol acetate, 2-Heptanol, 3,7-Dimethyl-3-octanol (Tetrahydrolinalool) und
Citronellyl formate.

Auch in der Pulpe aus Nicaragua kdnnen bereits Ethanol (3,56 x 10° +8,23 x 10%/g Probe)
und Ethyl acetate (1,01 x 10° +5,62 x 10%/g Probe) nachgewiesen werden, allerdings in et-
was geringerer Konzentration. Octanoic acid ethyl ester (6,33 x 10° +1,64 x 10°/g Probe) ist
der einzige Ethylester unter den Hauptkomponenten. Das deutet ebenfalls auf eine bereits
eingesetzte Fermentation wahrend des Transportes hin, méglicherweise etwas weniger fort-
geschritten im Vergleich zu der peruanischen Pulpe. Cordsen (2018) konnte aus dieser Pulpe
mehrere Hefestdmme von Hanseniaspora spp., Meyerozyma sp., Schizosaccharomyces pom-
be und Trichosporon asahii isolieren. Einige der in der Pulpe enthaltenen Hauptkomponenten
konnten nicht in den KPSM-Fermentationen nachgewiesen werden, wie beispielsweise 2-
Pentanone, 2-Pentanol acetate, Carvomenthe, 2-Heptanone, 2-Heptanol acetate und 2-Hep-
tanol. Dies weist darauf hin, dass diese Stoffe vom Genotyp der jeweiligen Kakaopflanze
abhangig sein kénnten.

Hegmann (2015), die die Aromakomponenten von frischen Kakaopulpen unterschiedlicher
Kakaogenotypen analysierte, konnte einige der genannten Substanzen in den von ihr ana-
lysierten Pulpen identifizieren. Die Komponenten mit den hdchsten Gehalten (Peakflachen
zwischen 7,9 x 10° und 1,0 x 10°) waren 2-Pentanol acetate und 2-Heptanol acetate (Heg-
mann, 2015). Diese beiden Substanzen sowie 2-Pentanone, 2-Pentanol, 2-Heptanol und 2-
Heptanone wurden von Kadow et al. (2013) unter anderem als Markersubstanzen fir fine
flavor“-Kakao diskutiert, da sie dem Kakao siBliche und fruchtige Noten verleihen kénnen.
Besondere Bedeutung kam den Stoffen 2-Heptanol, 2-Heptanol acetate und 2-Heptanone zu,
da diese in einer Kontrollprobe (Pulpe eines Konsumkakaos) in sehr geringen Mengen ent-
halten waren (Kadow et al., 2013). Die Autoren konnten durch die Analyse der Kakaopulpen
unterschiedlicher Genotypen zeigen, dass bereits einige dieser Feinaromakomponenten in
den Pulpen vorlagen und der Genotyp einen groBen Einfluss auf die Zusammensetzung des
Aromaprofils hatte. Sie vermuteten, dass diese Komponenten bereits wahrend der Reifung
aus der Pulpe in die Kotyledonen migrierten und dort aufgrund ihrer Fettléslichkeit in den
Speicherfetten angereichert wurden (Kadow et al., 2013).

Von den vietnamesischen Kakaofriichten wurde ein Homogenisat aus Pulpe und Samen
analysiert. Da die Friichte im Labor unter sterilen Bedingungen geéffnet wurden, kann eine
Besiedelung mit Mikroorganismen vor der Analyse ausgeschlossen werden. In geringen

Mengen liegen 3-Methyl-1-butanol (Peakflache 1,04 x 10°%/g Probe) und Phenylethyl Alcohol

99
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(Peakflache 5,14 x 10°/g Probe) in den vietnamesischen Kakaofriichten vor. Letzterer konnte
auch von Pino et al. (2010) und Chetschik et al. (2018) in Kakaopulpe nachgewiesen werden.
Hauptsachlich sind 2-Pentanol (Peakflache 2,60 x 107/g Probe) und 2-Pentanone (Peakflache
2,98 x 10°%/g Probe) in den vietnamesischen Friichten enthalten. Diese beiden Substanzen
konnten von Kadow et al. (2013) vor allem in den Kotyledonen von Kakaosamen identifiziert
werden. Da in der vorliegenden Arbeit ein Homogenistat aus Pulpe und Samen analysiert
wurde, kdnnte dies die hohen Konzentrationen der beiden Stoffe erklaren.

Die GC-O-Analyse der Pulpen aus Peru und Nicaragua bestatigt, dass einige der bereits
genannten Substanzen sensorisch wahrgenommen werden kénnen. Die Aromaprofile der
Pulpen sind gepréagt von siBlichen, fruchtigen, blumigen sowie leicht griinen, grasigen und
fermentierten Noten. Interessant ist, dass sowohl die von Kadow et al. (2013) beschriebenen
Feinaromakomponenten, aber auch die von den Hefen gebildeten Substanzen, wie Ethylester
und Acetate-Ester, in den meisten Proben detektiert werden kdnnen. Dies kbnnte ein Hinweis
darauf sein, dass auch die Hefen das Potential besitzen, das Aromaprofil von Kakao zu

beeinflussen.

5.3 Volatile Komponenten des Rohkakaos

Die identifizierten Hauptkomponenten beider Rohkakao-Proben zum Zeitpunkt t7o unterschei-
den sich kaum. In den fermentierten Kakaosamen der Spontanfermentation PQ 18a sind
Ethanol und 2-Acetoxy-3-butanone (Acetoin acetate) als Hauptkomponenten (vgl. Kapitel
4.3.1) nachweisbar, in denen der inokulierten Fermentation PQ 18b nicht. In PQ 18b hingegen
liegen 2-Pentanol und Benzaldehyde als Hauptkomponenten vor. In vergleichbaren Studien
zur Analyse von volatilen Komponenten in Rohkakao konnten einige gleiche Substanzen
nachgewiesen werden. Unter anderem wurden Alkohole wie 2-Pentanol, 3-Methyl-1-butanol,
2,3-Butanediol und 2-Phenylethyl Alcohol haufig in diesen Arbeiten identifiziert, ebenso
Ester wie 2-Pentanol acetate, 3-Methyl-1-butanol acetate, 2,3-Butanediol diacetate und 2-
Phenylethyl acetate. Auch Acetoin, Tetramethylpyrazine und 3-Methylbutanoic acid wurden
haufig detektiert (Ascrizzi et al., 2017; Rodriguez-Campos et al., 2012; Batista et al., 2016;
Ramos et al., 2014).

Die Fermentationsverlaufe von PQ 18a und PQ 18b unterscheiden sich bezlglich einiger
Substanzen. Bei der Spontanfermentation steigt der Gehalt von Ethyl acetate stetig an. In

der inokulierten Fermentation wird Ethyl acetate in hohen Konzentrationen in den ersten 48 h
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gebildet und in den letzten 24 stark abgebaut. Fir Ethanol kann in PQ 18a eine Abnahme in
den ersten 24 h und eine Zunahme nach 48 h beobachtet werden. In PQ 18b wird Ethanol
vermehrt in den ersten 24 h gebildet und gegen Ende der Fermentation abgebaut. 3-Methyl-
1-butanol und Phenylethyl Alcohol werden in der Spontanfermentation in groBem MafB3e in
den ersten 24 h gebildet, in der inokulierten Fermentation wird 3-Methyl-1-butanol zun&chst
abgebaut und nach 24h gebildet. Die Konzentration von Phenylethyl Alcohol andert sich in
PQ 18b kaum, von 2,3-Butanediol steigt sie dagegen stetig an. 2,3-Butanediol wird in der
Spontanfermentation Gberwiegend in den ersten 24 h gebildet. Der Gehalt an Acetic acid
steigt in der Spontanfermentation erst nach 48 h stark an, in PQ 18b bereits in den ersten
24 h und wieder in den letzten 24 h.

Bei der inokulierten Fermentation wird im Vergleich zu der Spontanfermentation in den ersten
24 h deutlich mehr Ethanol gebildet (Peakflachen von 2,91 x 10° bzw. 1,18 x 10%/g Probe).
Zudem kann ein starker Anstieg der Konzentration von Acetic acid in den ersten 24 h beob-
achtet werden (PQ 18b: Zunahme Peakflache um 3,01 x 107/g Probe; PQ 18a: Zunahme um
9,28 x 10%/g Probe). Maglicherweise haben Essigsiurebakterien bereits zu diesem Zeitpunkt
einen Teil des Ethanols in einer exothermen Reaktion zu Acetic acid umgesetzt. Dies kénnte
den starken Anstieg der Konzentration von Ethyl acetate erklaren (Zunahme Peakflache
um 2,73 x 10°%/g Probe), das von Hefen enzymatisch aus Ethanol und Acetic acid gebildet
werden kann (Pires et al., 2014). Gesetzt dem Fall, dass sich die zugegebene Reinzuchthefe
Saccharomyces cerevisiae Zymaflore® x5 zu Beginn der Fermentation gegeniiber den natiir-
lich vorliegenden Hefestdmmen durchsetzen konnte, deutet das daraufhin, dass diese Hefe
schnell gro3e Mengen Ethanol produziert und damit zu einer schnellen Ansauerung und
einem schnelleren Temperaturanstieg der Fermentationsmasse beitragt. Biehl et al. (1985)
stellten die Hypothese auf, dass eine langsamere Ansduerung und ein damit verbundener
moderater Temperaturanstieg aufgrund einer zielgerichteteren Proteolyse in den Kakaosa-
men zu einem hdheren Aromapotential des Rohkakaos fihren. Dies konnte ebenfalls von
Meersman et al. (2016) bei dem Einsatz unterschiedlicher Starterkulturen festgestellt werden.
Zudem kann beobachtet werden, dass die Bildung der héheren Alkohole, wie 3-Methyl-1-
butanol und Phenylethyl Alcohol, mit der Bildung der jeweiligen Ester einhergeht. In der
Spontanfermentation werden diese Substanzen in erh6htem MafB3e in den ersten 24 h ge-
bildet, in der inokulierten Fermentation ist dagegen nur ein moderater Anstieg erkennbar.
2,3-Butanediol, welches mit Attributen wie fruchtig und sahnig beschrieben wird (TheGood-

ScentsCompany, 0.J.), liegt in beiden Fermentationen vor. Einige LAB-Spezies sind in der
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Lage, Citronensaure tber Pyruvat und Acetoin zu 2,3-Butanediol umzusetzen (Mayo et al.,
2010). Die Bildung von 2,3-Butanediol konnten Lefeber et al. (2011) flr alle analysierten,
kakaospezifischen Lactobacillus fermentum-Stamme, die in KPSM-LAB fermentiert wurden,
beobachten. Dies kénnte den parallelen Anstieg von Acetoin und 2,3-Butanediol in den
Fermentationsverldufen beider Fermentationen (PQ 18a und PQ 18b) erklaren. 2,3-Butanedi-
ol kann in den in dieser Arbeit analysierten KPSM-Fermentationen durch unterschiedliche
Hefespezies nicht nachgewiesen werden und scheint kein Produkt des Sekundérstoffwech-
sels dieser Spezies zu sein. In der vorliegenden Arbeit kann Tetramethylpyrazine in beiden
fermentierten Kakaosamen unter den Hauptkomponenten nachgewiesen werden. Pyrazine
sind generell Produkte der Maillard-Reaktion und werden hauptsachlich wahrend der Réstung
gebildet. Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass Pyrazine von Bacillus subtilis wahrend der
Kakaofermentation gebildet werden kénnen. Zak et al. (1972) konnten nachweisen, dass
der Gehalt an Tetramethylpyrazine im Fermentationsverlauf zweier Spontanfermentationen
zunahm, ebenso wie die Zellzahl von B. subtilis. In einem in-vitro-Versuch konnten sie be-
statigen, dass ein aus einer Kakaofermentation isolierter B. subtilis-Stamm in einem Pulpe-
Simulationsmedium Tetramethylpyrazine bildete (Zak et al., 1972).

Zymaflore® x5 zeigte in KPSM ein gutes Wachstum, bildete Ethanol in hoher Konzentration
(Cordsen, 2018) und auch einige volatile Acetate- und Ethylester. Ethylester kbnnen in der
inokulierten Fermentation allerdings nicht nachgewiesen werden. Diesbeziiglich unterschei-
den sich die beiden Fermentationen (PQ 18a und PQ 18b) nicht. Meersman et al. (2016)
konnten zeigen, dass der Einsatz von S. cerevisiae-Hybriden als Starterkulturen, die eine
gute Hitzetoleranz und vermehrte Bildung von Acetate-Estern aufwiesen, zu einem hohen
Gehalt an Acetate-Estern und einem reproduzierbaren Aromaprofil fihrten. Die Unterschiede
an ,Fruchtigkeit” der hergestellten Schokoladen konnten von einem trainierten Panel wahrge-
nommen werden (Meersman et al., 2016).

Im Rahmen dieser Arbeit kann nicht bestimmt werden, ob sich die zugesetzte Reinzuchthefe
gegen die heimischen Mikroorganismen durchsetzen konnte und einen signifikanten Einfluss
auf die Fermentation hatte. Hierfir missten die zu den jeweiligen Probenahmezeitpunkten
vorliegenden Mikroorganismen identifiziert werden. Die Fermentationsverlaufe deuten aber
an, dass die beiden Fermentationen unterschiedlich verlaufen sind. Interessant wére zu
prufen, ob Unterschiede bezlglich des Aromaprofils in aus dem Rohkakao hergestellten

Schokoladen erkennbar waren.
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6 Zusammenfassung

Die HS-SPME-GC-MS-Analyse der KPSM-Fermentationen unterschiedlicher aus Kakao-
fermentationen isolierter Hefestdmme zeigte Unterschiede in der Zusammensetzung der
volatilen Komponenten sowohl in Anzahl wie auch in Konzentration. Hauptfermentationspro-
dukte waren Ethanol, 3-Methyl-1-butanol sowie einige Acetate- und Ethylester, wie 3-Methyl-
1-butanol acetate, Ethyl acetate und Octanoic acid ethyl ester. Zudem konnten kurz- und
mittelkettige Fettsduren in geringeren Konzentrationen nachgewiesen werden. Aldehyde und
Ketone spielten eher eine untergeordnete Rolle. Eine Signifikanzprifung der Unterschiede
zwischen den unterschiedlichen Hefestammen war aufgrund der Einfachbestimmung im
Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.

Far eine Vielzahl der Stdmme konnte vor allem in den ersten 48 h Stunden eine Bildung von
Alkoholen, Estern und S&uren und eine leichte Abnahme bzw. geringe Anderung der Kon-
zentrationen in den letzten 24 h, der insgesamt 72 h andauernden Fermentation, beobachtet
werden. Dies deutet daraufhin, dass die Hefestimme in der Lage waren, die gebildeten
Alkohole und S&uren zu den entsprechenden Esterverbindungen umzusetzen. Besonders
die géarstarkeren Hefespezies bildeten vermehrt sekundare Stoffwechselprodukte, speziell
Esterverbindungen und vor allem die Saccharomyces-Stdmme waren diesbezuglich anderen
Hefespezies Uberlegen. Es wurde aber auch deutlich, dass nicht nur die Spezies, sondern
auch der jeweilige Hefestamm einen Einfluss darauf hat, was der Vergleich der indonesischen
S. cerevisiae-Stamme aus Gruppe 1 und 2 zeigt.

Die Reinzuchthefen zur Weinherstellung konnten in KPSM kultiviert werden und bildeten
sekundare Stoffwechselprodukte, die ebenfalls von den Hefestdmmen aus Kakofermentatio-
nen gebildet wurden. Auch hier waren die géarstarkeren Saccharomyces-Stamme den Nicht-
Saccharomyceten Uberlegen, vor allem im Hinblick auf die gebildeten Esterverbindungen.
Die Analyse einiger Hefe-Proben mittels GC-O konnte die Aromarelevanz bestimmter Sub-
stanzen fir das spatere Kakaoaroma bestétigen. Es wurden besonders viele Ester wahr-

genommen, da diese eine niedrige Geruchsschwelle aufweisen sowie einige Alkohole. Die
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Ester wurden meist mit, flir das Kakaoaroma, positiven Attributen wie fruchtig und blumig
beschrieben, 3-Methyl-1-butanol, welches in allen Proben detektiert wurde, mit Begriffen wie
suBlich, Kakao und Schokolade.

Mittels agglomerativem, hierarchischem Clustering war eine Gruppierung der Hefen in vier
Gruppen méglich. Die Gruppeneinteilung bestétigte die vorherigen Beobachtungen beziiglich
der Bildung aromaaktiver Substanzen durch die Hefen. Es konnte vor allem eine Trennung
von Saccharomyceten und Nicht-Saccharomycten beobachtet werden. Die ersteren zeich-
neten sich durch fruchtige und blumige Aromakomponenten aus und kénnten dahingehend
einen Einfluss auf das Aromaprofil haben.

Ein Vergleich mit den volatilen Komponenten von Kakaopulpen unterschiedlicher Herkunft
zeigte, dass einige aromaaktive Substanzen vorlagen, wie 2-Heptanone, 2-Heptanol und 2-
Heptanol acetate, die nicht in den KPSM-Fermentationen nachgewiesen werden konnten.
Allerdings wurden in der peruanischen Pulpe, bei welcher die Fermentation wéhrend des
Transportes vorangeschritten war, einige Sekundarstoffwechselprodukte von Hefen identifi-
ziert. Diese konnten mittels GC-O sensorisch wahrgenommen werden, was die Relevanz der
Hefen im Einfluss auf das Kakaoaromaprofil verdeutlichte.

Die Inokulation einer Kakaofermentation mit der Reinzuchthefe ,Zymaflore® x5* (Saccha-
romyces cerevisiae) fihrte zu keiner Veranderung im Hinblick auf die Zusammensetzung
der volatilen Komponenten im Vergleich zu der Spontanfermentation. Es konnte beobachtet
werden, dass in der inokulierten Fermentation der Ethanol- und Acetic acid-Gehalt stark in
den ersten 24 h zunahm. Nach Biehl et al. (1985) geht mit einer schnelleren Ansduerung ein
schnellerer Temperaturanstieg einher und resultiert in Rohkakao mit geringerem Aromapo-
tential. Zudem konnte in der inokulierten Fermentation keine vermehrte Bildung von Estern
und héheren Alkoholen beobachtet werden. Falls sich die Reinzuchthefe ,Zymaflore® x5* in
der Fermentationsmasse gegen die natlrlich vorliegenden Hefestimme durchsetzen konnte,

scheint sie im Hinblick auf die Aromabeeinflussung fiir eine Starterkultur weniger geeignet.
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7 Ausblick

Um die Ergebnisse statistisch abzusichern und die Unterschiede bezuglich der Gehalte an
volatilen Komponenten der einzelnen Hefestdmme auf Signifikanz Gberprifen zu kénnen,
empfiehlt es sich mindestens eine Doppelbestimmung durchzufihren. Des Weiteren wére
der Vergleich der Ergebnisse aus den KPSM-Fermentationen mit den Ergebnissen aus
Fermentation der Hefestamme auf realen Kakaosamen interessant. Dadurch kénnte Uberprift
werden, ob das verwendete KPSM geeignet ist reale Fermentationen nachzustellen und ob
die Hefen in Realmatrices, die gleichen volatilen Komponenten bilden kénnen. Hefestdmme
mit Aromapotential kdnnten dann fir Starterkulturen ausgewahlt und im LabormafBstab
weiteren Fermentationsversuchen unterzogen werden. Auch die Veranderungen der volatilen
Komponenten wahrend der weiteren Verarbeitungsschritte von Rohkakao zu Schokolade,
wie Réstung und Conchieren, und der Verbleib der Substanzen im Endprodukt ,Schokolade*

sollten in weiteren Versuchen analysiert werden.

105



Literaturverzeichnis

Afoakwa, E. O. (2012) Chocolate and Cocoa, Flavor and Quality. In Kirk-Othmer Encyclopedia
of Chemical Technology, Seiten 1-19. John Wiley & Sons, Inc., Hoboken, NJ, USA. doi:

10.1002/0471238961.chocafoa.a01

Afoakwa, E. O., Paterson, A., Fowler, M., Ryan, A. (2008) Flavor formation and character
in cocoa and chocolate: A critical review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition,

48(9):840—857. d0i:10.1080/10408390701719272

Afoakwa, E. O., Paterson, A., Fowler, M., Ryan, A. (2009) Matrix effects on flavour volatiles
release in dark chocolates varying in particle size distribution and fat content using GC-
mass spectrometry and GC-olfactometry. Food Chemistry, 113(1):208-215. do0i:10.1016/j.
foodchem.2008.07.088

Ames, J. M., Elmore, J. S. (1992) Aroma components of yeast extracts. Flavour and Fragrance

Journal, 7(2):89—-103. doi:10.1002/{fj.2730070208

Ames, J. M., Leod, G. M. (1985) Volatile Components of a Yeast Extract Composition. Journal

of Food Science, 50(1):125-131. doi:10.1111/j.1365-2621.1985.tb13292.x

Ascrizzi, R., Flamini, G., Tessieri, C., Pistelli, L. (2017) From the raw seed to chocolate: Volatile
profile of Blanco de Criollo in different phases of the processing chain. Microchemical

Journal, 133:474—-479. doi:10.1016/j.microc.2017.04.024

Backhaus, K., Erichson, B., Plinke, W., Weiber, R. (2016) Multivariate Analysemethoden - Eine

anwendungsorientierte Einflhrung - Varianzanalyse, Band 14. doi:10.1007/3-540-29932-7

Batista, N. N., Ramos, C. L., Dias, D. R., Pinheiro, A. C. M., Schwan, R. F. (2016) The impact
of yeast starter cultures on the microbial communities and volatile compounds in cocoa
fermentation and the resulting sensory attributes of chocolate. Journal of Food Science

and Technology, 53(2):1101-1110. do0i:10.1007/s13197-015-2132-5

106



LITERATURVERZEICHNIS

Belitz, H. Z., Grosch, W., Schlieberle, P. (2009) Aroma Compounds. In Food Chemistry, Seiten
340-402. Springer Berlin Heidelberg, Berlin, Heidelberg. doi:10.1007/978-3-540-69934-7_6

Biehl, B., Brunner, E., Passern, D., Quesnel, V. C., Adomako, D. (1985) Acidification, proteoly-
sis and flavour potential in fermenting cocoa beans. Journal of the Science of Food and

Agriculture, 36(7):583-598. d0i:10.1002/jsfa.2740360710

Bonvehi, J. S. (2005) Investigation of aromatic compounds in roasted cocoa powder. Euro-

pean Food Research and Technology, 221(1-2):19-29. d0i:10.1007/s00217-005-1147-y

Chambers IV, E., Koppel, K. (2013) Associations of volatile compounds with sensory aroma

and flavor: The complex nature of flavor. 18(5):4887—4905. doi:10.3390/molecules18054887

Chetschik, 1., Kneubtihl, M., Chatelain, K., Schliter, A., Bernath, K., Hihn, T. (2018) Investiga-
tions on the Aroma of Cocoa Pulp (Theobroma cacao L.) and Its Influence on the Odor of
Fermented Cocoa Beans. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 66(10):2467-2472.

doi:10.1021/acs.jafc.6b05008

Comuzzo, P, Tat, L., Tonizzo, A., Battistutta, F. (2006) Yeast derivatives (extracts and autoly-
sates) in winemaking: Release of volatile compounds and effects on wine aroma volatility.

Food Chemistry, 99(2):217-230. doi:10.1016/j.foodchem.2005.06.049

Cordsen, L. M. (2018) Isolierung, Charakterisierung und Untersuchungen zu Wachstum und

Priméarstoffwechsel von Mikroorganismen aus Kakaofermentationen. Diplomarbeit

Crafack, M., Keul, H., Eskildsen, C. E., Petersen, M. A., Saerens, S., Blennow, A., Skovmand-
Larsen, M., Swiegers, J. H., Petersen, G. B., Heimdal, H., Nielsen, D. S. (2014) Impact of
starter cultures and fermentation techniques on the volatile aroma and sensory profile of

chocolate. Food Research International, 63:306—316. doi:10.1016/j.foodres.2014.04.032

Crafack, M., Mikkelsen, M. B., Saerens, S., Knudsen, M., Blennow, A., Lowor, S., Takrama,
J., Swiegers, J. H., Petersen, G. B., Heimdal, H., Nielsen, D. S. (2013) Influencing cocoa
flavour using Pichia kluyveri and Kluyveromyces marxianus in a defined mixed starter
culture for cocoa fermentation. International Journal of Food Microbiology, 167(1):103—116.

doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2013.06.024

De Vuyst, L., Weckx, S. (2016) The cocoa bean fermentation process: from ecosystem
analysis to starter culture development. Journal of Applied Microbiology, 121(1):5-17.
doi:10.1111/jam.13045

107



LITERATURVERZEICHNIS

Delahunty, C. M., Eyres, G., Dufour, J. P. (2006) Gas chromatography-olfactometry. Journal
of Separation Science, 29(14):2107-2125. doi:10.1002/jssc.200500509

Delfini, C., Gaia, P.,, Bardi, L., Mariscalco, G. (1991) Production of benzaldehyde, benzyl
alcohol and benzoic acid by yeasts and Botrytis cinerea isolated from grape musts and
wines. Vitis, 30(4):253—-263

Fahrurrozi (2015) Microbiological and Biochemical Investigations of Cocoa Bean Fermentati-

on. Dissertation

Frommann, L. J. (2017) Untersuchungen zu Wachstum und Produkibildung bei Hefen aus

Kakaofermentationen. Masterarbeit

Gottzein, A.-K. (2012) Methodenentwicklung und Qualitatssicherung bei forensisch- toxikolo-

gischen Ubersichtsanalysen unter Anwendung statistischer Versuchsplanung. Dissertation

Gross, J. H. (2013) Einleitung. In Massenspekirometrie, Seiten 1-22. Springer Berlin Heidel-
berg, Berlin, Heidelberg. doi:10.1007/978-3-8274-2981-0_1

Harris, D. C., Werner, T., Werner, G. (2014) Lehrbuch der Quantitativen Analyse. Springer
Spektrum. doi:10.1007/978-3-642-37788-4_24

Hegmann, E. C. (2015) Qualitatsbedingende Eigenschaften neuer Kakao-Genotypen und
deren Verhalten im Nachernteverfahren — eine Analyse neuer Kakao-Selektionen aus

Costa Rica. Dissertation

Ho, V. T. T., Zhao, J., Fleet, G. (2014) Yeasts are essential for cocoa bean fermentation.

International Journal of Food Microbiology, 174:72—87. doi:10.1016/j.ijffoodmicro.2013.12.014

ICCO (International Cocoa Organization) (2013) Growing Cocoa. URL https://www.

icco.org/about-cocoa/growing-cocoa.html. Abgerufen am: 07.03.2018

ICCO (International Cocoa Organization) (2017) Fine or Flavour cocoa. URL https:
//www.icco.org/about-cocoa/fine-or-flavour-cocoa.html. Abgerufen

am: 07.03.2018

Kadow, D., Bohlmann, J., Phillips, W., Lieberei, R. (2013) Identification of main fine or flavour
components in two genotypes of the cocoa tree (Theobroma cacao L.). Journal of Applied

Botany and Food Quality, 86:90-98. do0i:10.5073/JABFQ.2013.086.013

108


https://www.icco.org/about-cocoa/growing-cocoa.html
https://www.icco.org/about-cocoa/growing-cocoa.html
https://www.icco.org/about-cocoa/fine-or-flavour-cocoa.html
https://www.icco.org/about-cocoa/fine-or-flavour-cocoa.html

LITERATURVERZEICHNIS

Kataoka, H., Lord, H. L., Pawliszyn, J. (2000) Applications of solid - phase microextraction in
food analysis. Journal of Chromatography A, 880(1-2):35-62. d0i:10.1016/S0021-9673(00)
00309-5

Koné, M. K., Guéhi, S. T., Durand, N., Ban-Koffi, L., Berthiot, L., Tachon, A. F., Brou, K.,
Boulanger, R., Montet, D. (2016) Contribution of predominant yeasts to the occurrence
of aroma compounds during cocoa bean fermentation. Food Research International,

89:910-917. d0i:10.1016/j.foodres.2016.04.010

Lee, A. H., Neilson, A. P,, O'Keefe, S. F,, Ogejo, J. A., Huang, H., Ponder, M., Chu, H. S. S.,
Jin, Q., Pilot, G., Stewart, A. C. (2018) A laboratory-scale model cocoa fermentation using
dried, unfermented beans and artificial pulp can simulate the microbial and chemical
changes of on-farm cocoa fermentation. European Food Research and Technology. doi:

10.1007/s00217-018-3171-8

Lefeber, T., Janssens, M., Camu, N., De Vuyst, L. (2010) Kinetic analysis of strains of lactic
acid bacteria and acetic acid bacteria in cocoa pulp simulation media toward development
of a starter culture for cocoa bean fermentation. Applied and Environmental Microbiology,
76(23):7708-7716. doi:10.1128/ AEM.01206- 10

Lefeber, T., Janssens, M., Moens, F., Gobert, W., De Vuyst, L. (2011) Interesting starter
culture strains for controlled cocoa bean fermentation revealed by simulated cocoa pulp fer-
mentations of cocoa-specific lactic acid bacteria. Applied and Environmental Microbiology,
77(18):6694—6698. doi:10.1128/ AEM.00594-11

Legrum, W. (2011) Riechstoffe, zwischen Gestank und Duft. Vieweg + Teubner

Matissek, R., Steiner, G., Fischer, M. (2014) Instrumentelle Techniken. Seiten 45—155.
doi:10.1007/978-3-642-34829-7_5

Mayo, B., Aleksandrzak - Piekarczyk, T., Fernandez, M., Kowalczyk, M., Alvarez-Martin, P.,
Bardowski, J. (2010) Updates in the Metabolism of Lactic Acid Bacteria. In Mozzi, F.,
Raya R., R., Vignolo M., G., Herausgeber, Biotechnology of Lactic Acid Bacteria: Novel
Applications, Kapitel 1, Seiten 3—-33. Blackwell Publishing

Meersman, E., Steensels, J., Struyf, N., Paulus, T., Saels, V., Mathawan, M., Allegaert, L.,
Vrancken, G., Verstrepen, K. J. (2016) Tuning chocolate flavor through development of
thermotolerant Saccharomyces cerevisiae starter cultures with increased acetate ester

109



LITERATURVERZEICHNIS

production. Applied and Environmental Microbiology, 82(2):732—746. do0i:10.1128/AEM.
02556-15

Miedaner, T. (2018) Schokolade — Speise der Gotter. In Genusspflanzen, Seiten 179-201.
Springer Berlin Heidelberg, Berlin, Heidelberg. doi:10.1007/978-3-662-56602-2_9

Ozturk, G., Young, G. M. (2017) Food Evolution: The Impact of Society and Science on the
Fermentation of Cocoa Beans. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety,

16(3):431-455. doi:10.1111/1541-4337.12264

Pawliszyn, J. (2012) Theory of Solid-Phase Microextraction. In Handbook of Solid Phase

Microextraction, Seiten 13—-59. d0i:10.1016/B978-0-12-416017-0.00002-4

Pettipher, G. L. (1986) Analysis of cocoa pulp and the formulation of a standardised artificial
cocoa pulp medium. Journal of the Science of Food and Agriculture, 37(3):297-309.

doi:10.1002/jsfa.2740370315

Pino, J. A., Ceballos, L., Quijano, C. E. (2010) Headspace volatiles of Theobroma cacao
L. Pulp from Colombia. Journal of Essential Oil Research, 22(2):113—115. doi:10.1080/

10412905.2010.9700276

Pires, E. J., Teixeira, J. A., Branyik, T., Vicente, A. A. (2014) Yeast: The soul of beer’'s aroma
- A review of flavour-active esters and higher alcohols produced by the brewing yeast.

Applied Microbiology and Biotechnology, 98(5):1937-1949. do0i:10.1007/s00253-013-5470-0

Qin, X.-W,, Lai, J.-X,, Tan, L.-H., Hao, C.-Y,, Li, F-P., He, S.-Z., Song, Y.-H. (2017) Characteri-
zation of volatile compounds in Criollo, Forastero, and Trinitario cocoa seeds (Theobroma
cacao L.) in China. International Journal of Food Properties, 20(10):2261-2275. doi:

10.1080/10942912.2016.1236270

Ramos, C. L., Dias, D. R., Miguel, M. G. d. C. P,, Schwan, R. F. (2014) Impact of different
cocoa hybrids (Theobroma cacao L.) and S. cerevisiae UFLA CA11 inoculation on microbial
communities and volatile compounds of cocoa fermentation. Food Research International,

64:908—918. d0i:10.1016/j.foodres.2014.08.033

Resources.schoolscience.co.uk (0.J.) The sense of smell. Analysis of fragran-
ces. URLhttp://resources.schoolscience.co.uk/ICI/16plus/smells/
smellsch3pg2.html. Abgerufen am: 13.04.2018

110


http://resources.schoolscience.co.uk/ICI/16plus/smells/smellsch3pg2.html
http://resources.schoolscience.co.uk/ICI/16plus/smells/smellsch3pg2.html

LITERATURVERZEICHNIS

Rimbach, G., Nagursky, J., Erbersdobler, H. F. (2015) Kaffee, Tee, Kakao. In Lebensmittel-
Warenkunde flr Einsteiger, Seiten 283—-312. d0i:10.1007/978-3-662-46280-5_12

Rodriguez-Campos, J., Escalona-Buendia, H., Orozco-Avila, I., Lugo-Cervantes, E., Jaramillo-
Flores, M. (2011) Dynamics of volatile and non-volatile compounds in cocoa (Theobroma
cacao L.) during fermentation and drying processes using principal components analysis.

Food Research International, 44(1):250-258. do0i:10.1016/j.foodres.2010.10.028

Rodriguez-Campos, J., Escalona-Buendia, H. B., Contreras-Ramos, S. M., Orozco-Avila,
I., Jaramillo-Flores, E., Lugo-Cervantes, E. (2012) Effect of fermentation time and drying
temperature on volatile compounds in cocoa. Food Chemistry, 132(1):277-288. doi:

10.1016/j.foodchem.2011.10.078

Romano, P., Suzzi, G. (1996) Origin and production of acetoin during wine yeast fermentation.

Applied and Environmental Microbiology, 62(2):309-315

Raffer, R. (2017) Untersuchungen Uber das Wachstum der Hefen in einem Kakaopulpesi-
mulationsmedium und Gber die Veranderung des Mediums wahrend der Fermentation.

Masterarbeit

Schwan, R. F., Wheals, A. E. (2004) The microbiology of cocoa fermentation and its role
in chocolate quality. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 44(4):205-221. doi:

10.1080/10408690490464104

Sevinc, G. (2018) Untersuchungen zum Primar- und Sekundarstoffwechsel unterschiedlicher

Hefen aus Fermentation von Theobroma Cacao L. Diplomarbeit

Sobotta, F. (2017) Precursors of chocolate aroma — flavour profile comparisons of traditionally

fermented cocoa and cocoa beans from fermentation-like incubation by means of HS-

SPME-GC-MS-0O. Masterarbeit

Steensels, J., Meersman, E., Snoek, T., Saels, V., Verstrepen, K. J. (2014) Large-scale
selection and breeding to generate industrial yeasts with superior aroma production.

Applied and Environmental Microbiology, 80(22):6965-6975. doi:10.1128/AEM.02235-14

Stoll, L. (2010) Biochemische Indikatoren fiir Keimung und Fermentation in Samen von Kakao

(Theobroma cacao L .). Dissertation

111



LITERATURVERZEICHNIS

Szymanski, N., Petersen, K. D., Fritsche, J. (2013) Einfluss des Paneltrainings auf die Panel
Performance in der Gaschromatographie-Olfaktometrie von Mayonnaisen. Technischer
Bericht

TheGoodScentsCompany (0.J.) The Good Scents Company Information System. URL http:
//www.thegoodscentscompany.com/index.html. Abgerufen am: 02.01.2019

Tran, P. D., Van de Walle, D., De Clercq, N., De Winne, A., Kadow, D., Lieberei, R., Messens,
K., Tran, D. N., Dewettinck, K., Van Durme, J. (2015) Assessing cocoa aroma quality by
multiple analytical approaches. Food Research International, 77:657—669. doi:10.1016/j.

foodres.2015.09.019

Ugliano, M., Henschke, P. A. (2009) Yeasts and wine flavour. In Wine Chemistry and Bioche-
mistry, Seiten 313-392. Springer New York, New York, NY. d0i:10.1007/978-0-387-74118-5_17

Verstrepen, K. J., Van Laere, S. D., Vanderhaegen, B. M., Derdelinckx, G., Dufour, J. P,
Pretorius, I. S., Winderickx, J., Thevelein, J. M., Delvaux, F. R. (2003) Expression levels of
the yeast alcohol acetyltransferase genes ATF1, Lg-ATF1, and ATF2 control the formation of
a broad range of volatile esters. Applied and Environmental Microbiology, 69(9):5228-5237.
doi:10.1128/AEM.69.9.5228-5237.2003

Zak, D., Ostovar, K., Keeney, P. (1972) Implication of Bacillus subtilis in the synthesis of
tetramethylpyrazine during fermentation of cocoa beans. Journal of food science: an official

publication of the Institute of Food Technologists, 37:967-968

112


http://www.thegoodscentscompany.com/index.html
http://www.thegoodscentscompany.com/index.html

Anhang

113



Anhang 1 Darstellung der Fermentationsverlaufe der S. cerevisiae-Isolate aus Indonesien Gruppe 2
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Anhang 2 Darstellung des Fermentationsverlaufes des S. cerevisiae-Isolats aus Ecuador (IDE-Y096)
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Anhang 3 Darstellung des Fermentationsverlaufes des S. cerevisiae-Isolats aus Trinidad und Tobago (IDT-Y15)
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Anhang 4 Darstellung des Fermentationsverlaufes des H. guilliermondii-lsolats aus Trinidad und Tobago (IDT-

Y1i1)
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Anhang 5 Darstellung des Fermentationsverlaufes der S. cerevisiae-Weinhefen GHM und CY3079
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Aufgrund des grof3en Datenumfanges sind die weiteren Dateien des Anhanges auf der beige-

fugten CD gesammelt. Dies umfasst folgende Ordner:

6. Ergebnisse der GC-MS-Analytik gegliedert nach KPSM, Hefestamme, Kakaopulpe und
Rohkakao

7. Ergebnisse der Sniffing-Analysen gegliedert nach KPSM-Fermentationen und Kakao-

pulpe
8. XLSTAT-Ausgaben der Clusteranalyse

9. Rohdaten GC-MS-Messungen
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