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Einleitung

1 Einleitung

Kakao und Schokolade sind &ulRerst beliebte Konsuoote. lhre Herstellung basiert
auf Rohkakao, den fermentierten und anschlieRetrdagmeten Samen des Kakaobaums
Theobroma cacab.. Urspringlich aus dem Amazonasgebiet Stidamerskasimend,
wird Kakao mittlerweile im gesamten Tropengurtel Bede kultiviert.

Die Samen des Kakaobaums zeichnen sich durch iwben Gehalt an phenolischen
Inhaltsstoffen aus, welche etwa 12-18 % der eetfatt Trockenmasse (im Folgenden
abgekdirzt mit ff TM) ausmachen (Kim und Keeney 1984

Die meisten phenolischen Inhaltsstoffe des Kakaesam werden im
Speicherkeimblattgewebe gelagert. Hier finden sioh einem Anteil von etwa
10% -20% die Polyphenolzellen (Jaenicke 1973,egléder und Biehl 1988,
Mdiller 1998). Diese Idioblasten werden fast vohlsli& von einer grofen Vakuole
ausgefullt, deren Inhalt neben Purinalkaloiden {eb%) zu ca. 66,5 % aus phenolischen
Substanzen besteht (Forsyth und Quesnel 1963).

Die genannten cytologischen und histologischen iBeter Speicherung phenolischer
Inhaltsstoffe wurden bisher nur allgemein fir Kad@men dokumentiert. Mogliche
Unterschiede zwischen einzelnen Kakaovarietatensidh auf deren Rohkakao-Qualitat
(s. u.) auswirken kénnten, wurden in bisherigendifentlichungen nicht thematisiert.

Nur Produkte aus gertstetem Rohkakao, den fernmemtiend getrockneten Samen des
Kakaobaums, besitzen das unverwechselbare Kakaaflawelches den Gesamteindruck
von Kakaogeruch und —geschmack umfasst (ForsythQuesbnel 1963). Das spezifische
Flavour eines Rohkakaos entscheidet mafigeblich dimsen qualitative Einstufung als
Edelkakao mit besonders aromatischem, aul3ergewetlenti Flavour oder als
Massenkakao ohne spezifisch hervorgehobene Flavotia-

Die Bitterkeit und Adstringens von Rohkakao lasgthsin erster Linie auf dessen
phenolische Inhaltsstoffe  zurtckfuhren und beessflu die geschmackliche
Wahrnehmung des Kakaoflavours. So korrelieren @&epp et al.1994b einzelne
Flavour-Aspekte mit dem Gehalt an (-)-Epicatecher derkosteten Proben. Einige
Autoren zadhlen die Reaktionsprodukte der phenadiscBubstanzen dartber hinaus zu
den wichtigsten Komponenten des Kakaoflavours (Rodwad Conell 1964). Aufgrund
der komplexen Zusammensetzung des Kakaoflavourszahkeichen, teils fllichtigen
Einzelsubstanzen (Bugan 2007, Stak al.2006a) wird dies allerdings kontrovers
diskutiert.

Phenolische Kakao-Inhaltsstoffe sind auch verarttighr fir den Braunton des
Rohkakaos, der die Farbung des Endprodukts Schidgledgt. Er geht auf komplexe
Kondensationsprodukte zwischen Polyphenolen undefien zurtick, welche sich im
Verlauf der Fermentation und der Trocknung bildsrel{e 2.5). Zusatzlich wird die
Farbung des Rohkakaos auch von der Ausgangsfasd&ealmblattgewebes beeinflusst.
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Einleitung

Diese variiert in Abhéngigkeit vom Anthocyangehain tiefviolett bis gelblich-weil3. So
genannte ,hell brechende® Rohkakaosamen gehen atlfoeyanfreie Kakaosorten
zurtck.

Im Zeitalter des ,Functional Food" ist das antiatide Potential phenolischer
Inhaltsstoffe in den Fokus geriickt. Dieses bas@riallem auf deo-Diphenolstruktur. In
den letzten Jahren wurde eine grol3e Zahl wisseftbchar Studien veroffentlicht,
welche die praventivmedizinische Wirkung der Kaksmyphenole u. a. gegen Infarkt,
Krebsentstehung, Arteriosklerose und entzindlichezésse im menschlichen Koérper
thematisierten (siehe 2.1.6). Gleichzeitig wurdeindkoladenprodukte mit gesteigerter
antioxidativer Wirkung auf den Markt gebracht (z. ocoaVia“-Produkte von Mars
Inc. im Jahr 2004 und bereits 1998 ,Polyphenol 38@M Meiji Seika Kaisha).

Zu den wichtigsten Qualitdtsmerkmalen von Rohkaksdod demnach die darin
enthaltenen Polyphenole und ihre Reaktionsprodukie zéhlen— sei es aufgrund
geschmacklicher, farblicher oder gesundheitsbezrgéuswahlkriterien.

Die Vorstufen des Kakaoflavours bilden sich in dékaosamen erst im Verlauf ihrer
Fermentation und der anschlielenden Trocknungclk&eitig konnen dabei bis zu 95 %
der einzelnen phenolischen Komponenten verloreremgekeils durch Oxidation und
Komplexbildung, teils durch Auswaschung aus demiddittern (Kim und Keeney 1984,
Kealeyet al. 1998, Rohsius 2007). Dadurch kommt es einersaiirrem Rickgang von
Bitterkeit und Adstringens, welche sich im Ubernmafgjativ auf das gewiinschte Flavour
auswirken koénnen (Clappertoat al.1994b), andererseits nimmt jedoch auch das
vorteilhafte, antioxidative Potential des Kakaos genotypspezifische Unterschiede
bezuglich der fur die Rohkakao-Qualitdit so entsbdmilen Veranderungen der
phenolischen Inhaltsstoffe wéahrend der Fermentatiwth der Trocknung wurden bisher
noch kaum untersucht.

Neben der Prozessierung der Kakaosamen nach der gt auch die Beschaffenheit
des unfermentierten Ausgangsmaterials die Qualg&tdaraus herstellbaren Rohkakaos.
So beschreiben Figueiet al. 1997 sowie Clapperton 1992 und Clappertoral. 1994a
und b einen Einfluss des Kakao-Genotyps aus dasad<klavour, wohingegen der
geographischen Herkunft hochstens eine untergemrdBedeutung beigemessen wird
(Figueiraet al.1997). Auch der Reifegrad der verwendeten Kakaesaapielt gemali
Hoskin und Dimick 1994 eine wichtige Rolle fir sefmomapotential. Die gleichen
Autoren erwahnen auch einen mdglichen EinflussAgdraumethodik, den sie jedoch als
eher gering einstufen- mit der zweifelhaften Begtiing, dass dieser Aspekt bisher noch
kaum erforscht wurde.

Insgesamt gibt es nur sehr wenige Publikationer, sich mit der Variabilitdt der
gualitatsrelevanten Eigenschaften frischer Kakaesabefassen. So wurde bisher noch
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Einleitung

kaum untersucht, durch welche Faktoren die erhedtic Unterschiede im Gehalt
phenolischer Inhaltsstoffe unfermentierter Kakacsamerursacht werden. Zudem ist
auch die Dokumentation des Abbaus phenolischer ltbdtaffe des Kakaosamens
wahrend der Fermentation und der Trocknung bistiekenhaft. Frihere Studien zu
diesem Thema befassen sich hauptsachlich mit deppger der Procyanidine (siehe
2.1.4.5). Soweit der Autorin bekannt ist, wurdeend®m noch nie der fermentations- und
trocknungsbedingte Abbau phenolischer Inhaltsstofia Proben des Edel-Kakaotyps
,Criollo* untersucht, dessen Rohkakao sich u. dgiaund seiner geringen Bitterkeit und
Adstringens von den meisten anderen Kakaosortegbkch unterscheidet.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfeiochemischer und
lichtmikroskopischer  Analyseverfahren eine groRe nddmeite verschiedener
Kakaovarietaten unterschiedlicher geographischekuihdt auf ihren spezifischen Gehalt
und die Verteilung vornehmlich der monomeren phienben Inhaltsstoffe untersucht.
Ein Schwerpunkt lag hierbei auf der Untersuchundere unfermentierter Samen,;
zusatzlich erfolgten Studien an reifenden Samen ude Analyse von
Fermentationsstadien verschiedener Varietaten delBa=Typs.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Kenntnietidie intraspezifische Variabilitat der
phenolischen Inhaltsstoffe in Kakaosamen zu erweiteand dabei neue, bisher
unbeachtete Aspekte und Einflussfaktoren zu ersf8bh. Letztere kdnnten auch bei der
Gradierung eines Rohkakaos als Massen- oder Edmkain Bedeutung sein.



Hintergrund

2 Hintergrund

2.1 Phenolische Substanzen: Definition, Biosynthese uniteraturdaten
zu ihren Vorkommen in Kakaosamen

“The superiority of chocolate, both for health amalirishment, will soon give it the same
preference over tea and coffee in America whidtag in Spain.”
Thomas Jeffersofl743-1826)

Phenolische Substanzen bilden eine der grof3ten welfidltigsten Gruppen von

Sekundarstoffen im Pflanzenreich. Letztlich z&hldazu alle Verbindungen, die
mindestens eine Hydroxylgruppe besitzen, welcheesn aromatisches Kohlenstoff-
Ringsystem gebunden ist (Waterman und Mole 1994).

Unterschiedlich definiert wird der haufig benutZierminus ,Polyphenole®. Haslam 1998
verwendet diesen Begriff ausschlie3lich fur pflact® Tannine, d. h. fir komplexere
phenolische Substanzen mit einer relativen Molmasse mindestens 500. Damit
gehorten nur oligo- und polymere phenolische Vatbilgen zu den Polyphenolen. Da
dies jedoch nicht dem gangigen Gebrauch diesesifisgrentspricht, wird in der

vorliegenden Arbeit der Ausdruck ,Polyphenole* a@fundlage der Definition von

Waterman und Mole 1994 verwendet. Demnach handedtoh dabei um Substanzen mit
mehr als einer Hydroxylgruppe an einem aromatiscRergsystem (Abb. 1). Haufig

finden sich mehrere aromatische Ringsysteme imeiM®lekul, wie etwa in der weitaus
grofdten Gruppe innerhalb der pflanzlichen Polyplerden Flavonoiden (siehe 2.1.3).

R

R

Abb. 1: Grundsatzliches Merkmal der Polyphenole: mindestens 2 OH-Gruppen an einem
Aromaten (R: 3 2 OH-Gruppen)

Die Uberwiegende Mehrheit aller phenolischen Suizea basiert auf einem oder
mehreren der folgenden Bausteine:
Erythrose-4-phosphat (Abb. 2 a), ein Metabolit adsm Kohlenhydratstoff-
wechsel;
Phosphoenolpyruvat (Abb. 2 b), ein energiereiche$iechselzwischenprodukt
der Glycolyse;
Acetyl-Coenzym A (Abb. 2 c¢), ein ,aktivierter* Egsiaurerest;
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alternativ zu letzterem Malonyl-CoA (Abb. 2 d), ddgrch Carboxylierung aus
Acetyl-CoA entsteht und auch ein wichtiges Zwisgiredukt des Fettsdure-
Stoffwechsels darstellt.

O._H
OH Ox 0" Q- o
H —QO—P—0- H,C——SCoA SCoA
° I il ST
CH,0PO, >  § 0 O HO 0
a) b) c) d)

Abb. 2: Die Grundbausteine der phenolischen Inhaltsstoffe
a) Erythrose-4 —Phosphat; b) Phosphoenolpyruvat; c) Acetyl-CoA; d) Malonyl-CoA

Im Folgenden werden Gruppen phenolischer Verbindangsowie phenolische
Einzelsubstanzen vorgestellt, welche durch frih&edffentlichungen als Inhaltsstoffe
von Kakaosamen beschrieben wurden.

2.1.1 Phenolische Substanzen, die Uber den Acetat/Malonr&Yeg gebildet
werden kénnen

Vornehmlich in Mikroorganismen wird eine Minderhetumeist niedermolekularer

phenolischer Verbindungen auf Basis des aktiviefEssigsaure-Restes Acetyl-CoA
sowie von Malonyl-CoA synthetisiert (Abb. 2 ¢ unil Diese Substanzen kondensieren
im Verlauf der Synthese zu Kohlenstoff-Ketten, ialehen jedes zweite Kohlenstoffatom
einer Carbonylgruppe (=Ketogruppe) entspricht, \aéisisie als Ketidketten bezeichnet
werden (Abb. 3). Molekiile, die ausschliel3lich aoklsen Ketidketten aufgebaut sind,
werden daher zu den Polyketiden gezahlt. Diesep@&gehoéren nicht nur phenolische
Substanzen an.

2 HSCTSCO-A - = HacTCTSCO'A 4+ HSCoA
O ®) I_|2O

Abb. 3: Kondensierung von Acetyl-CoA (nach Waterman und Mole 1994)

In héheren Pflanzen leiten sich die hier aufgefinphenolischen Verbindungen oftmals
auch von Hydroxyzimtsauren ab, so dass ihnen d&m3kaureweg zugrunde liegt (Hel3
1988, siehe 2.1.2). Im Folgenden wird jedoch aumfdich ihre Ableitung vom
Acetat/Malonat-Weg erlautert.
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2.1.1.1  Phloroglucin
Das sehr einfach aufgebaute Phloroglucin wird ddexin Ringschluss einer Triketid-
Kette gebildet (Abb. 4):

OH

N
P o) O HO OH

Phloroglucin

Abb. 4: Synthese von Phloroglucin (schematisiert, nach Waterman und Mole 1994)

Phloroglucin wird durch Kenyhercz und Kissinger 897 Kakaosamen beschrieben.

2.1.1.2 Benzoesauren
Vertreter aus der Gruppe der Benzoesauren werdennagesamt 4 Acetat-Einheiten
aufgebaut. Abb. 5 zeigt ihre Synthese am Beismrl®rsellinséure.

CH CH

COOH COOH

-H,0

O HO OH

Abb. 5: Synthese der zu den Benzoesauren gehérenden Orsellinsaure (nach Waterman und
Mole 1994)

Folgende Benzoesauren werden in der Literatur &snglische Inhaltsstoffe von
Kakaosamen beschrieben:
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a) Protocatechuséaure

Quesnel 1965; Kenyhercz und Kissinger 1978 O OH
C7HeO4

154.122

H

b) 4-Hydroxybenzoeséaure O
Quesnel 1965

C7HeO3

138.122i

c) Syringasaure O
Quesnel 1965

CoH1005

198.175 OH

d) Vanillinséaure

Quesnel 1965; Kenyhercz und Kissinger 1978
C3H304
168.1488

2.1.1.3 Phenylessigsauren

Abb. 6 stellt die Synthese der Phenylessigsdurenedner Acetyl-CoA-Einheit und 3
Malonyl-CoA-Einheiten am Beispiel von 3,5-Dihydrephenylessigsaure dar.

(@)
H,C—77—SCoA + 3x \%CH:SCOA T WSCOA
o ‘o O O O o

o) -3 CO,
0. oH ScoA HO SCoA  HO o}
+ H* +H,0
o -H,O 0] -H-CoA 0]
0] OH OH
3,5-Dihydroxy-
phenylessigsaure

Abb. 6: Synthese der zu den Phenylessigsduren gehérenden 3,5-Dihydroxy-phenylessigséaure
(nach Li et al. 2001)
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Als phenolische Inhaltsstoffe von Kakaosamen find&h in der Literatur folgende
Vertreter aus der Gruppe der Phenylessigsauren:

a) Phenylessigsaure

Quesnel 1965

CsHgO>

136.15 HO

b) 4-Hydroxy-phenylessigsaure

Quesnel 1965

CgHgO3

152.1494 HO

OH

c) 2-Hydroxy-phenylessigsaure

Quesnel 1965; Kenyhercz und Kissinger 1978
CgHgO3

152.1494 HO

Lr

OH

2.1.2 Phenolische Substanzen, denen der Shikimisaure-Weggrunde liegt

Der Shikimisaure-Weg ist insgesamt weitaus kompleads der in 2.1.1 vorgestellte
Acetat/Malonat-Weg. Er basiert auf den Grundbaostei Erythrose-4-phosphat und
Phosphoenolpyruvat (Abb. 2 a und b), aus welchexnar Reihe chemischer Reaktionen
die Shikimisaure gebildet wird. Diese zeichnet stithrch ein @C;-Grundgerist aus.
Nach der Umwandlung der Shikimisaure in Chorismafolgt in weiteren
Reaktionsschritten die Synthese der aromatischemdsauren L-Tryptophan, L-Tyrosin
und L-Phenylalanin (Abb. 7).
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O._H
OH OVO— (‘)_
OH | O*‘F"*O-
CH,OPO, ,- CH, O

Erythros«-4 —Phosphat 4 Phoséhoenolpyrl

l

CO, -
HO' " “OH
_OH
Cool Shikima
OJLCOO-
OH
- Chorisma
COO COH
/ \4 i
Prephen: Anthranilsaur
CO,H
| NH,
N
H
COO -
L-Tryptophai
NH, NH,
OH
L-Tyrosin L-Phenylalanin

Abb. 7: Der Shikimisaure-Weg

Das durch ein €C3; —Gerlst charakterisierte L-Phenylalanin bildet Aissgangssubstanz
in der Biosynthese aller Phenylpropanoide und ik@geprodukte. Seine Umwandlung
zu trans-Zimtsaure stellt eine der wichtigsten Verknupfumge&vischen dem pflanzlichen
Primar- und Sekundarstoffwechsel dar. Diese wirdchiudas Enzym Phenylalanin-
Ammonium-Lyase (PAL) katalysiert (Abb. 8).
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. . } O SCoA
COO COO COO
= = =
NH2
(PAL) C4H 4CL
" NH4+ (C4H) (4CL)
OH OH

L-Phenylalanin trans-Zimtsaure 4-Cumarsaure 4-Cumaroyl-CoA

Abb. 8: Erste Schritte des Phenylpropanoid-Metabolismus.
(PAL): Phenylalanin-Ammonium-Lyase; (C4H): Cinnamat-4-Hydroxylase;
(4CL): 4-Cumarat-CoA-Ligase

2.1.2.1 Hydroxyzimtsauren

Innerhalb des Phenylpropanoid-Metabolismus entstdh€umarsaure durch die
Hydroxylierung von Zimtsaure, welche durch das HEnz¥innamat-4-Hydroxylase
katalysiert wird. Durch sequenzielle Hydroxylieruagd Methoxylierung leiten sich von
4-Cumarsaure alle anderen Hydroxyzimtsauren ab .(8pbb4-Cumarsaure bildet nach
ihrer enzymatischen Umwandlung in 4-Cumaroyl-CoAchaueine der beiden
Ausgangssubstanzen der Flavonoid-Bioysnthese (8iehel6).

COOH COOH COOH COOH COOH
= = = = =
—> —> —> —>
OH OMe HO OMe MeO OMe
OH OH OH OH OH
4-Cumarsaure Kaffeesaure Ferulasaure 5-Hydroxy-Ferulaséure Sinapinsaure

Abb. 9: Biosynthese der Hydroxyzimtsauren

Als phenolische Inhaltsstoffe von Kakaosamen werdeter Literatur folgende Vertreter
aus der Gruppe der freien Hydroxyzimtsauren besbén:

p-Cumarsaure; §303; 164,16

(Quesnel 1965; Kenyhercz und Kissinger 1978; Abb. 9

Kaffeesaure; 6gHgO,4; 180,16

(Rohan 1958; Jalal und Collin 1977; Kenyhercz umsslger 1978; Abb. 9)

Ferulasaure; gH1004; 194,19

(Quesnel 1965; Kenyhercz und Kissinger 1978; Abb. 9

10
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2.1.2.2 Chlorogensaure, Neochlorogensaure

Zu den Chlorogensauren werden alle Verbindungersawein Hydroxyzimtsduren und
Chinasaure gezahlt, welche ebenfalls auf dem Siskume-Zyklus basiert.

Chlorogensauren finden sich in den vegetativen watherativen Organen vieler
Pflanzenfamilien. So stellen sie einen groRen Armter phenolischen Inhaltsstoffe von
Kaffeebohnen (Clifford 1999).

Verbindungen zwischen Kaffee- und Chinasédure wudigich Rohan 1958, Rohan und
Connell 1964 sowie durch Jalal und Collin 1977 iakKoextrakten identifiziert. Dabei
handelt es sich einerseits um , klassische” Chlanegare (5-Caffeoyl-chinaséure;
Abb. 10), andererseits um Neochlorogensaure (3eGgiffichinaséure), die ausschliellich
von Rohan 1958 sowie Rohan und Connell 1964 bedwemiwird (Abb. 10).

Unter den Veroffentlichungen jingeren Datums bagta@usschlie3lich Wollgast 2005
das Vorhandensein von Chlorogensaure in ExtrakisrKakaosamen.

OH
0 .OH
" / Y@
0
N /
HO © on ©
/ OH OH OH
- 'OH
HO
OH OH

a) b)

Abb. 10: Chlorogensauren (C;6H1504), die in Kakaoextrakten identifiziert wurden.
a) Chlorogensaure; b) Neochlorogensaure

2.1.2.3 Phlorentinsaure
Phloretinsaure (§H:005; 166,17) kommt laut Quesnel 1965 im Keimblattgewe&be
Kakaosamen vor. Sie unterscheidet sich von den dxydimtsauren durch die fehlende
Doppelbindung in der Kohlenstoffkette ihres Sawstae (Abb. 11).

H

OH

Abb. 11: Phloretinséaure

11
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2.1.2.4 Aesculetin

Aesculetin gehért zur Gruppe der Cumarine, welchechd o-Hydroxylierung aus

Hydroxyzimtsduren gebildet werden. Nach Satb 19@éitetl sich Aesculetin aus
Kaffeesaure ab (Abb. 12). Im unversehrten pflah#ic Gewebe liegt die Substanz
zumeist als Glycosid Aesculin vor und entsteht @mstZuge von Verletzungen und
Welkeprozessen. Die Substanz wurde von Quesnel ihd&kaosamen beschrieben.

N COO-~ 3 COoO0O-~ ™ COO-~ | CO00o-~ o5 \
O
Phenolase +H O HZO
OH OH
trans- cis- 3,4,6-Trihydroxy-  Aesculetin
Kaffeesaure Kaffeesaure cis-zimtsaure

Abb. 12: Bildung des Cumarins Aesculetin (nach Satd 1967)

2.1.2.5 Die Hydroxyzimtsaureamide (Hydroxycinnamic acid amdes, HCAA)

Neben den Proanthocyanidinen und den Flavonolgigeos(siehe 2.1.3) bilden Ester,
Glycoside und Amide der verschiedenen Hydroxyziomsé die grofte Gruppe
phenolischer Inhaltsstoffe im Pflanzenreich. Inteard.inie handelt es sich hierbei um
Verbindungen mit p-Cumarsdure, Kaffeesaure, Fedulegs und Sinapinsaure
(Haslam 1998).

Die im Folgenden mit HCAA abgekiirzte Gruppe der ygzimtsaureamide lasst sich
in basische und neutrale Amide untergliedern. BagisAmide besitzen eine primére
Aminfunktion und sind wasserl6slich. Sie beinhaltgpischerweise aliphatische Di- und
Polyamine wie Putrescin, Cadaverin, Spermidin uper®in (Facchinet al.2002).

Die schlecht ionisierbaren neutralen Amide sinddsinth in Wasser und enthalten
Uberwiegend aromatische Amine wie Octopamin, Tryjmbaoder Tyramin (Facchiret
al. 2002).

Wahrend an Amine gekoppelte Hydroxyzimtsauren kereimfassend in vielen
Pflanzenfamilien beschrieben wurden, gibt es bisheoch sehr wenige
Veroffentlichungen tber Verbindungen zwischen Hygmimtsduren und Aminosauren.
Diese werden von den meisten bisher untersuchteenAaffenbar gar nicht oder im
Vergleich zu anderen HCAA in unbedeutenden Mengsildet.

Verbindungen zwischen Hydroxyzimtsauren und Aminiosa wurden z. B. aus Samen
der GattungCoffealL. isoliert. Bis zu 14 % der Trockenmasse von Kditdeen bestehen
aus Verbindungen mit Kaffeesdure und anderen Zimgsd bei denen es sich
Uberwiegend um Chinasaure-Derivate handelt (Farah Donangelo 2006). Daneben

12



Hintergrund

enthalten insbesondere die in Angola angebawWenobustal.-Sorten verschiedene
HCA-Aminosaureverbindungen, die sich quantitativisohen 0,4 und 6,7 g Kg
Trockenmasse bewegen (Clifford und Knight 2004)bé&ahandelt es sich vor allen
Dingen um Kaffeesaure, aber auch Cumar- und Fetutaswelche mit den Aminoséuren
Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin verkntpft sind

Von den Hydroxyzimtsaure-Aminosaure-Amiden wurdar3erdem die so genannten
Clovamide beschrieben, welche zum erstenmal vorhiKawaet al. 1974 ausTrifolium
pratensel. isoliert wurden. Bei diesen HCAA handelt eshsiam Verbindungen
zwischen Kaffee- oder Cumarséure mit den aromatisohminosaurerL.-DOPA oder
Tyrosin (Abb. 13 a und b). IA. cacaoL. wurden HCAA erstmals von Sanbonei

al. 1998 beschrieben, welche die Substanzen ClovamimagscaffeoytL-DOPA) und
Dideoxyclovamid N-trans-p-cumaroyiL-tyrosin) aus Kakaomasse isolierten (Abb. 13 a).
Alemanno et al. 2003 identifizierten auf3er diesen beiden Substanzech das
MonodeoxyclovamidN-trans-caffeoytL-tyrosin in Zellkulturen, in frischen Samen sowie
in Kalluskulturen vonT. cacaoL. (Abb. 13 a). Wollgast 2005 isolierte insgesamt 4
Clovamide aus prozessiertem Kakaosamen, neben dewoB genannten Substanzen das
Monodeoxyclovamid Nrans-cumaroytL-Dopa (Abb. 13 a).

OH
O  COOH Q )COVOH

R1 N R1 N N COOH

|‘\| R2 \

H

H R2
HO
a) b)
R1,2 = OH: CaffeoytL-DOPA, Clovamid, 58,58 + 1,12 R1, 2 = OH:(+)-N-(E)-Caffeoyl-L-aspartat, 428,43 + 10,11
R1 = OH, R2 = H: Caffeoy}L-tyrosin, 19,07 + 0,54 R1 = H, R2 = OH: (+)-N-(E)-Cumaroyl-L-aspartat, 120,42+ 1,18
R1 = H, R2 = OH: p-CumaroykL-DOPA, 9,04 £ 0,23 R1 = OCH;, R2=0H: (+)-N-(E)-Feruloyl-L-aspartat, 18,80 + 0,91
R1, 2 = H: p-Cumaroy}L-tyrosin, Dideoxyclovamid, R1, 2 = H:(+)-N-(E)-Cinnamoyl-L-aspartat, 2,26 + 0,51

55,37 £ 0,62
R1 = OCH;, R2 = H: p-Cumaroyl-L-tyrosin, 1,11 +0,04
@] COOH
O COOH
R N
I‘\I COOH |
H

H HO

HO \
N
/

c) d) H
R = OH: (-)-N-(E)-Caffeoyl-L-glutamat, 5,55 + 0,32 R = OH: (+)-N-(E)-Caffeoyl-L-tryptophan, 0,45 +0,06
R = H: (-)-N-(E)-Cumaroyl-L-glutamat, 3,28 + 0,91 R = H: (+)-N-(E)-Cumaroyl-L-tryptophan, 0,39 + 0,1

Abb. 13: Molekilstrukturen aller bisher in T. cacao L. nhachgewiesenen Zimtsdureamide mit den
durch Stark et al. 2006b in gerdsteten Kakaopulver gefundenen Mengen [mg kg™]

Die bisher umfangreichste Beschreibung der HCAA Busacaol. findet sich in den

Veroffentlichungen von Starket al. 2005, Starket al.2006b, sowie Stark und

Hofmann 2005. Insgesamt 13 verschiedene Molekulesedi Gruppe werden in

fermentierten und gerdsteten Kakaopulver nachgewiesyd auch quantifiziert. Neben

13
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den 4 oben beschriebenen Clovamiden handelt es dablei um Verbindungen der
Hydroxyzimtsauren Kaffeesdure, Cumarsaure, Zim&saund Ferulasdure mit den
Aminosaure-Resten Aspartat, Glutamat, sowie um &puweier Verbindungen mit
Tryptophan (Abb. 13).

(+)-N-(E)-CaffeoytL-aspartat (Kaffeesaure-aspartat; ca. 430 mg Kakaopulver) und
(+)-N-(E)-CumaroyiL-aspartat (ca.120 mg Ry sind unter den von Start al.2006b
qguantifizierten HCAA die mengenmallig wichtigstenbSanzen. Die bereits zuvor
beschriebenen Clovamide werden mit vergleichswaeselich geringeren Gehalten von
bis etwa 58 mg k§gefunden. Von allen weiteren HCAA wurden nur Mengen unter
6 mg kg' nachgewiesen. Sie spielen somit eine untergeardiette (Abb. 13).

Bestéatigt werden die Arbeiten der Arbeitsgruppe rhimfin @ (Institut  far
Lebensmittelchemie, Universitat Minster) durch Eiglikation von Tomas-Barberat
al. 2007, welche einige der genannten Verbindungen Kalsopulver isoliert haben,
darunter Kaffeesaure-aspartat als die Substandeniwveitaus hochsten Quantitéat.

Bisher ist die Biosynthese von HCAA besonders dutiih am Beispiel der Tyramin-
Amide untersucht worden, welche im Pflanzenreicit werbreitet sind. Katalysiert durch
das Enzym Tyramin-Hydroxycinnamoyltransferase THo®miknt es dabei zu einer
Kondensation von dem aus der Aminosdure Tyrosirelafigten Tyramin mit einem
Hydroxyzimtsdure-CoA-Ester (Abb. 14). Bei letzterbandelt es sich um wichtige
Zwischenprodukte der Phenylpropanoidsynthese (8pb.Sie dienen auch als
Ausgangssubstanzen fur alle anderen bisher im #Hftaeich beschriebenen

Biosynthesen von HCAA (Facchist al.2002).
O S
~N o~ @) m
NH CoA N OH

2

=
THT =
+ —
OH R R
OH OH
Tyramin Hydroxyzimtsdure-CoA Hydroxyzimtséaure-Tyram in

Abb. 14: Biosynthese von Hydroxyzimtsaure-Tyramin.
THT: Tyramin-Hydroxycinnamoyltransferase

Die Bildung von HCAA in der Pflanze wird mit einglanzen Reihe physiologischer
Prozesse, wie etwa der Bliteninduktion und —bilduey sexuellen Differenzierung, der
Knollenbildung, der Zellteilung und -differenzieginin Zusammenhang gebracht.
Abgeleitet wird die Bedeutung der HCAA zumeist v@ner Zu- oder Abnahme in der

14
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Konzentration dieser Substanzen in den jeweilsrenthiten Pflanzenteilen (Faccheti
al. 2002).

Bonneavuet al. 1994 beschreiben den Gehalt von HCAA in Embryo BEndosperm von
Reissamen und deren Abbau wahrend der Keimung.figien diese Substanzen in
wesentlich héheren Konzentrationen in Reissamenhotiem Keimungspotential als in
solchen mit niedrigem Keimungspotential. Aus ihrgntersuchungen schliel3en die
Autoren, dass die Stoffgruppe als Speicher fur Aamaienen kdnnte, welche bei der
Keimung fur die Zellteilung und -streckung zur Megting gestellt werden. Nach
Facchiniet al.2002 ist jedoch die Bedeutung der HCAA als Spemliestanzen durch
die bisher durchgeflihrten wissenschaftlichen Agrekeineswegs bewiesen, da nicht alle
zum Thema veroffentlichen Studien einen Zusammeantzavischen den Mengen freier
und konjugierter Amine belegen. Auch ihre Funktidrei allen anderen oben
beschriebenen Wachstums- und Entwicklungsprozessed kontrovers diskutiert
(Facchiniet al. 2002).

Durch zahlreiche Studien belegt ist hingegen dlduBig von HCAA als Teil des aktiven
Abwehrmechanismus von Pflanzen gegen Pathogenalsndeaktion auf mechanische
Verletzungen oder andere Stress auslésende FaKtemeaohiniet al. 2002).

Am Beispiel derSolanaceaeist die Polymerisation der HCAA in den Zellwanden
besonders ausfiihrlich untersucht worden. Die Zeldeawerden dadurch gefestigt und
ihre Verdaulichkeit wird reduziert. So finden siefCAA beispielsweise als kovalent
gebundene Komponenten im nattrlichen und im nachekeing gebildeten Periderm
von Kartoffeln (Negrelet al. 1996). HCAA gelten auch als mdgliche Bestandtdiis
polyaromatischen Teils von Suberin (Bernagtal. 1995).

Tebayashiet al.2000 weisen eine Anreicherung der auch &usacaol. isolierten
Clovamide (s. 0.) in Wurzeln vofrifolium pratenselL. nach, denen Jasmonséure
zugefuhrt wurde. Jasmonsaure gilt als Signalsteffadlanzlichen Stressreaktion, da sich
ihre Konzentration in pflanzlichen Geweben nachwhikung auf3erer Einflisse wie
mechanischer Verletzung und der Infektion mit Pgémen erhdht (Creelman and
Mullet 1997). Auch Alemannet al. 2003 gehen von einer stressinduzierten Synthese de
von ihnen aus Kakao isolierten HCAA (s. 0.) aus.

Neben den Pathogenen und Herbivoren erhéhen ucl.dée Stressfaktoren Ozon und
UV-Licht den HCAA-Gehalt im Pflanzengewebe.

Uber die biologische Funktion von HCAA ist bisheenig bekannt. Sie besitzen eine
maogliche Bedeutung als Wachstumsinhibitoren, salseStoffe mit antibiotischer oder

antiviraler Wirkung (Facchiniet al.2002). Da von Stark und Hofmann 2005 eine
Adstringens der Kakao-HCAA nachgewiesen wurde (§. kann davon ausgegangen
werden, dass diese Stoffe auch als Repellents gbgreverzehr der Samen durch einige
der natirlichen Verbreiter der Frichte (z. B. Afterd Nagetiere) dienen.
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In den letzten Jahren wurden gehauft Studien wvemdfEnt, die sich mit der
physiologischen und der mdglichen gesundheitsfowdkar Wirkung von Vertretern aus
der Gruppe der Clovamide (Abb. 13 a) auseinandassetSopheak und Lewis 2002
weisen eine hohe antioxidative Aktivitat und Radfdagerwirkung dieser Substanzen
nach. Zu ahnlichen Ergebnissen kommen auch LeyBamttam 2003, die betonen, dass
die von ihnen untersuchten Clovamide starkere Rufdikger sind als die in der
Nahrungsmittel- und Kosmetikindustrie  haufig verdeten Antioxidantien
Ascorbinséure und-Tocopherol. Auch Spasow al. 2006 untersuchen die antioxidative
Aktivitat von HCA-Aminosaureverbindungen, sehenrabech weiteren Klarungsbedarf
bezuglich der Abhangigkeit des antioxidativen Poésvon der Molekdilstruktur.

Durch Park 2005a und b sowie Park und Schoene 2@0d8en Clovamidverbindungen
nach oraler Aufnahme im Blutplasma von Mausen newigsen.

Park 2005b belegt die Funktion zweier Clovamidvwediingen alsb-Adrenozeptor-
Agonisten, einer Stoffgruppe, die bei der symptascaen Behandlung von Herz- und
Lungenerkrankungen zum Einsatz kommt:Adrenozeptoren sind eine Gruppe
phylogenetisch verwandter Rezeptoren, die insbegendurch das Hormon Adrenalin
aktiviert werden und u. a. eine wichtige physiotmfie Rolle bei der Herzstimulation, der
Bronchialerweiterung und bei der Thermogenese apielPark und Schoene 2006
beschreiben die Wirksamkeit von Clovamiden beilMerderung der Verklumpung von
Blutplattchen im Organismus, welche ihrerseits ze@n dMitverursachern von
Arteriosklerose,Angina pectoris Herzmuskelerkrankungen und Schlaganféllen gezahlt
werden.

Park 2005a und b sowie Park und Schoene 2006 gelaon aus, dass die
gesundheitsfordernden Effekte des Konsums von Kakaokten (siehe 2.1.6) auch auf
den HCAA-Gehalt in Kakaoextrakten zurtickzufihren is

Wahrend die physiologische Wirksamkeit der Clovamgbmit bereits in mehreren
aktuellen Studien thematisiert wurde, stehen dhalldntersuchungen im Zusammenhang
mit den anderen in Kakao gefundenen HCAA noch &tark und Hofmann 2005
untersuchten diese Substanzen in Hinblick aufanoenarelevanten EigenschaftenDie
HCAA von Kakao zeigen demnach eine adstringieréMii&kung, deren Auspragung in
erster Linie vom Aminosaure-Rest abhéngt. Verbimggun mit den aliphatischen
Aminosauren Asparaginsaure und Glutaminsaure zefehnsich zusatzlich noch durch
ihren sauren Geschmack aus.

2.1.3 Die Gruppe der Flavonoide

Unter den pflanzlichen, phenolischen Sekundéarstoffieminieren die Flavonoide in
Vielfalt und Verbreitung (Haslam 1998). Die gemeim® Basis aller Substanzen aus
dieser Gruppe bildet das 2-Phenyl-chroman, eine aWRingen ,A" ,B“ und ,C“
aufgebaute ¢-Struktur (Abb.15).
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Abb. 15: 2-Phenyl-chroman mit dem firr die meisten Flavonoide typischen Hydroxylierungs-
Grundmuster

Abb. 15 zeigt eine Hydroxylierung des 2-Phenyl-chams an den Positionen 5, 7 und 4'.
Diese 3 Hydroxygruppen sind charakteristisch fi@ whieisten Flavonoide und liegen in
der Biosynthese dieser Stoffgruppe begrindet.

Die Substanzen 4-Cumaroyl-CoA (aus dem Shikimis&deg, Abb. 7) und Malonyl-
CoA (aus dem Acetat/Malonat-Weg, Abb. 2 d) dieneralilen Pflanzenspezies als die
beiden Substrate der Chalkonsynthase, welche dadlisSelenzym des
Flavonoidstoffwechsels ist. Abb. 16 zeigt die Sws#h von Naringenin-Chalcon aus
diesen beiden Substanzen, sowie dessen Umwanai@ringenin.

Das Chalcon stellt das zentrales@wischenprodukt fur die Synthese aller Flavonoide
dar.

Da eine weitere Hydroxylierung bzw. Methoxylierudgs Rings B wahrscheinlich erst
nach Formierung der¢CsCs-Struktur erfolgt, leitet sich die Herkunft der sehiedenen
Klassen von Flavonoiden, mit wenigen Ausnahmen, dem Flavanon Naringenin ab
(Haslam 1998).
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OH
| e
CoAS + M
| o} SCoA
O

4-Coumaryl-CoA 3 Malonyl-CoA

Chalcon Synthase

OH OH
HO O OH O HO O ©/
Chalcon-FIavanon-\Q/wj

OH O Isomerase OH O

Naringenin-Chalcon Naringenin
+3 CO, + 4 HSCoA

Abb. 16: Die Bildung der Schliisselsubstanzen der Flavonoid-Biosynthese

Die einzelnen Flavonoide differenzieren sich durch

1. den Grad der Hydroxylierung, speziell am Ring,,,.B

2. Methylierung von freien Hydroxylgruppen,

3. O-Acylierung,

4. O- und C-Glycosylierung,

5. O- und C-Isoprenylierung des 2-Phenyl-chromann@gerusts.

Die Klassifizierung der Flavonoide basiert auf ktawellen Unterschieden am
heterozyklischen C-Ring. Abb. 17 zeigt die versdhieen Klassen der Flavonoide und
deren metabolische Beziehung zueinander. Wahreed clemische Ableitung der
einzelnen Klassen voneinander bereits gut dokumntist, gibt es noch
Forschungsbedarf bezuglich einiger der an den Rewt beteiligten Enzyme
(Haslam 1998).

Mit Ausnahme der Flavan-3-ole werden Flavonoidestesis in glycosylierter Form im
pflanzlichen Gewebe gespeichert. Fur die KlasseAmehocyane ist die Glycosylierung
sogar ein obligatorisches Merkmal (Abb. 17).
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Isoflavone
OH O

Flavone

R
R
/
o OH O Flavanone HO

OH O OH O

Dihydroflavonole R Flavonole R

Py
@)
Py Py

HO O HO
C R C
OH OH
OH OH OH
Flavan-3,4-Diole, Leucocyanidine Flavan-3-ole
R

Anthocyane Proanthocyanidine

Abb. 17: Die Klassen der Flavonoide und ihre metabolische Ableitung voneinander
(nach Haslam 1998)
Ring A ist mit der fir viele Flavonoide typischen Hydroxylierung an Position 5 und 7
dargestellt. Als Beispiel fir die Proanthocyanidine wird ein Dimer mit einer [4 8]
Verknupfung aufgefuhrt.
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2.1.3.1 Die Proanthocyanidine (Kondensierte Tannine)

Zu den Proanthocyanidinen werden alle Stoffe gézdld aus mindestens 2 Flavan-3-ol-
Bausteinen aufgebaut sind. Meistens sind diesereinteeiten tber die Positionen 4 und
8 miteinander verbunden. Daneben treten jedoch audere Verknipfungsmuster auf
(z. B. zwischen den Positionen 4 und 6).

Je nach Hydroxylierungsgrad der B-Ringe werden Wnoiciine (Abb. 18, R = H) und

Prodelphinidine (Abb. 18, R = OH) voneinander diffeziert. Selten kommen auch
Untereinheiten mit abweichender Hydroxylierung, \etsva die Propelargonidine, vor.

Weit verbreitet sind auf3erdem Proanthocyanidireads Untereinheiten mit voneinander
abweichenden Hydroxylierungsmustern bestehen.

Molekile mit bis zu 6 Flavan-3-ol Untereinheitendsiwasserlgslich und werden zu den
oligomeren Proanthocyanidinen gezahlt. Die langéden Polymere sind unldslich in

Wasser. Sie werden untergliedert in Stoffe, digvéssrigem Methanol I6slich sind, und
Substanzen, die sich nicht aus Pflanzenmateriahleieren lassen. Diese vollkommen
unlésliche Fraktion macht in einigen daraufhin wswehten Leguminosen sogar den
grofdten Anteil der in der Pflanze enthaltenen Pituaryanidine aus (Bate-Smith 1973a).

Losliche polymere Proanthocyanidine kénnen aus #iis 40 Flavan-3-ol-Einheiten

bestehen, der Durchschnitt liegt bei etwa 6 bisdl2her Bausteine.

Da sowohl die Anzahl der Flavan-3-ol Untereinhedéshauch deren Hydroxylierung und
Verknupfungsmuster variieren, gibt es Proanthodiari in nahezu unendlich vielen

Variationen. Da im Pflanzenreich jedoch das steswroere Paar (+)-Catechin und
(-)-Epicatechin unter den Flavan-3-olen am weitesterbreitet ist, sind die aus

Catechinbausteinen gebildeten Procyanidine am dmtefi- mal3geblich jene, deren
Bausteine Uber die Positionen 4 und 8 verknipft.sin

Je nach Position der Verknupfung und Flavan-3-oudBsinen gibt es eine aus
Buchstaben und Ziffern aufgebaute Nomenklatur decyanidine. Folgende 4 Dimere

sind unter dem im Pflanzenreich verbreiteten Proiciimen am weitesten verbreitet:

Procyanidin B-1; Epicatechinp4 8]-Catechin;
Procyanidin B-2; Epicatechinip4 8]-Epicatechin;
Procyanidin B-3; Catechin p4 8]-Catechin;
Procyanidin B-4; Catechin p4 8]-Epicatechin.

Wesentliche Schritte der Proanthocyanidin-Biosys¢h&nd noch ungeklart. So ist bisher
noch nicht bekannt, ob diese unter enzymatischenttrdtbe steht (Haslam 1998). Nach
aktueller Theorie entstehen die ProanthocyanidiseNabenprodukte der Prozesse, aus
welchen ihre Bausteine, die monomeren Flavan-3k@e/orgehen. Ein dimeres Uber die
Positionen 4 und 8 verknupftes Proanthocyanidindwdemnach aus jeweils einem
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Flavan-3-ol und einem Chinonmethid synthetisiedtztere entstehen unter Abspaltung
von HO aus den Flavan-3,4-Diolen und gelten als Prékensder Flavan-3-ole.

Durch Verknupfung mit weiteren Chinonmethiden basih nach der hier vorgestellten
Theorie oligomere und polymere Proanthocyaniding Merknipfungen an den
Positionen 4 und 8 (seltener an den Positionerdd6iiiauf (Abb. 18).

OH OH

Chinonmethid R Flavan-3-ol

[Chinonmethid], ———

HO

oligomere und polymere
Proanthocyanidine

Abb. 18: Die Biosynthese der Proanthocyanidine (nach Haslam 1998)
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2.1.4 Literaturangaben zu den mono-, oligo- und polymererflavonoiden in
Samen vonT. cacaoL.

Die Arbeit von Forsyth 1952a gehdrt zu den erstamdffentlichungen, welche einen
umfassenden Uberblick Gber den Gehalt phenolisSudastanzen und hier speziell der
Flavonoide im Keimblattgewebe frischer Kakaosamemmitteln sollen. Viele Aspekte

der Pionierarbeit, welche der genannte Autor maser und weiteren in den folgenden
Jahren veroffentlichten Studien geleistet hat, wardpéater mit Hilfe weitaus modernerer
Analyseverfahren bestatigt.

2.1.4.1Die monomeren Flavan-3-ole (Catechine) in Kakaosame

Vertreter der Flavonoide dominieren auch unter pleaenolischen Substanzen in Samen
von T. cacaolL. Dies liegt vor allen Dingen an dem grol3en Antlgl Flavan-3-ole oder
auch Catechine am Gesamt-Polyphenolgehalflvaracaaol..

Unter den l6slichen phenolischen EinzelsubstanaeKeimblattgewebe voiii. cacaol.
dominiert das monomere Flavan-3-ol (-)-Epicatecibb. 19). Hier wurde dieses
Flavonoid erstmals durch Adast al. 1931 identifiziert und findet sich zusammen mit
den aus ihm gebildeten Oligo- und Polymeren (si2le4.5) offenbar in den Samen
samtlicher Arten der GatturigheobromalL. (Griffiths 1960).

Der Anteil von (-)-Epicatechin am entfetteten Trengewicht frischer Kakaosamen
schwankt in Abhéngigkeit von der untersuchten Kakabe. So finden z. B. Kim und
Keeney 1984 in 8 verschiedenen Genotypen Mengeschen 43270 und 21890 mg
Epicatechin kg ff TM; Tomas-Barberamet al.2007 quantifizieren 25650 mg kdf TM,
und in den von Gottet al.2006 untersuchten Kakaoproben liegt der Anteil 1300
bzw. 5700 mg kg ff TM. Weitere Literaturdaten liefen wieder andevéerte, die
Uberwiegend innerhalb des genannten Bereichesliege

Wahrend Kim und Keeney 1984 die praktische Bedeutder von ihnen gefundenen
Unterschiede im (-)-Epicatechingehalt verschiedafakaoklone in Frage stellen, halt
Clappertonret al. 1994b den spezifischen Gehalt an (-)-Epicatectsther Kakaosamen
fur genetisch determiniert. Der Autor diskutiere dedeutung des Ausgangsgehaltes an
(-)-Epicatechin in frischen Kakaosamen als entstdred fur die Qualitat des nach
Abschluss der Kakaoverarbeitung entstehenden Havdm Gegensatz dazu findet
Griffiths 1960 keine klonspezifischen Unterschi@desehalt und Zusammensetzung der
phenolischen Inhaltsstoffe.

Der Zusammenhang des (-)-Epicatechingehaltes mg@@graphischen Herkunft frischer
Kakaosamen wurde bisher noch kaum untersucht. Eajteiraet al.1997 spielt die
geographische Herkunft jedoch nur fur die Harte ekaofetts, aber nicht fir dessen
Flavour (und somit fir dessen Catechingehalt) Bioke.
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Zusammen mit seinem diastereocisomeren GegenstliBlpicatechin ist das (+)-Catechin
(Abb. 19) der am weitsten verbreitete Vertreter des Gruppe der Flavan-3-ole im
Pflanzenreich (Haslam 1998). Im Vergleich zum (pjdatechin ist der Gehalt dieser
Verbindung im Keimblattgewebe reifer Kakaosamerogdeutlich geringer. So finden
Tomas-Barberaet al.2007 646 mg (+)-Catechin Rgf TM, wahrend Gottiet al. 2006
Gehalte von 450 bzw. 140 mg kdgf TM an dieser Substanz quantifizieren. Auch
beziglich des Gehaltes an (+)-Catechin gibt es tsastarke, probenspezifische
Unterschiede, zu deren Ursachen jedoch bisher |I&umtien vorliegen.

Das diastereoisomere Paar (+)-Gallocatechin un&pijallocatechin (Abb. 19) kommt
laut Haslam 1998 vor allen Dingen in entwicklungsdechtlich alteren Pflanzenfamilien
wie etwa derConiferaevor. Dennoch gibt es auch Publikationen, welcheriNachweis
dieser Inhaltsstoffe iii. cacaoL. dokumentieren.

Forsyth 1952a identifizierte erstmals Spuren voig&focatechin und Gallocatechin (mit
jeweils unbekannter optischer Rotation) in einentrékt frischer Kakaosamen. Derselbe
Autor identifizierte die beiden von ihm gefundenBubstanzen einige Jahre spater als
(+)-Gallocatechin und (-)-Epigallocatechin (Fors$®b5). Beide Flavan-3-ole werden
auch von Rohan 1958 und Griffiths 1960 im Keimlgjattebe der von ihnen untersuchten
Kakaoextrakte gefunden.

Unter den Publikationen jingeren Datums, welché st der Analytik phenolischer
Inhaltsstoffe vonT. cacaolL. auseinandersetzen, werden nur von Wollgast 2005 die
Flavan-3-ole (+)-Gallocatechin und (-)-Epigallocdtien erneut nachgewiesen. Der Autor
findet dabei geringste Mengen beider Substanzelch&eum ein Vielfaches unter dem
Gehalt an den beiden anderen Catechinen (s. ggnjeund welche er daher auch nicht
guantitativ auswertet.

Sanchez-Rabanedat al.2003 konnen trotz gezielter Suche nach diesen ebeid
Substanzen nicht einmal Spuren von (+)-Gallocateahd (-)-Epigallocatechin in Samen
vonT. cacaoL. nachweisen.

2.1.4.2 Die Anthocyane in Kakaosamen
Griffiths 1960, der die Samen verschiedener Arten @attungTheobromaauf ihren

Gehalt phenolischer Inhaltsstoffe untersuchtgées nur in Samen vorl. cacao L.
Anthocyane nach. Diese werden in unterschiedlicheonzentration in die
Polyphenolzellen der Keimblatter eingelagert, deFgmbung dadurch von Tiefviolett
Uber Rosa bis zum Gelblich-Weil3 (frei von Anthocy@nvariiert.

Im Durchschnitt machen Anthocyane nur etwa 4 % ¥#br und Quesnel 1963,
Bitsch 2002) bzw. 4,5 % (Baigrie 1994) des Polyplhgetwaltes von Kakaosamen aus.
Der weitaus gro3te Anteil wird dabei von Cyanidin-B-galactosid und Cyanidin-3-
L-arabinosid gebildet (Abb. 19). Diese beiden Sulzgmnwurden in Kakaosamen
erstmals durch Forsyth und Quesnel 1957 identitizieweitere Cyanidine, ein Rutinosid
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sowie ein mit einer Pentose verknipftes Cyanidimden unlangst durch Cakirer 2003 in
Kakaosamen nachgewiesen. Die beiden Substanzejedmch offenbar nur in geringsten
Spuren vorhanden und spielen somit fir den Gesdmaligeophenolischer Kakao-
Inhaltsstoffe keine Rolle.

2.1.4.3 Die Flavonole in Kakaosamen

Die bisher veroffentlichten Nachweise von Vertretaus der Gruppe der Flavonole in
Samen vonT. cacaol. beschranken sich auf Quercetin und einige sefgrcoside
(Abb. 19).

Diese Substanzen werden erstmals von Rohan unde@d®64 dokumentiert, welche
Quercetin sowie Quercetingdglucosid aus den Keimblattern véncacaolL. isolierten.
Neben freiem Quercetin und seinem Glucosid wurdemvischen noch Quercetine
galactosid, Quercetin-8-arabinosid und QuercetingGlucuronid aus Kakaosamen
isoliert. Tab.1 ordnet diesen Substanzen die jeyem Verotffentlichungen zu, in
welchen sie als Inhaltsstoff von Kakaosamen dokuieetnwerden:

Tab. 1: Veroffentlichte Nachweise von Quercetin und seinen Glycosiden in Kakaosamen
Substanz Publikation
Quercetin-3o0-glucosid a-f, h,j
Quercetin-3o-galactosid b, f-i
Quercetin-3o-arabinosid c, d, f-]
Quercetin-3o-glucuronid edg
Quercetin aced,j

a: Rohan und Connell 1964; b: Jalal und Collin 1977; c: Sanbongi et al. 1998; d: Hammerstone et
al. 1999; e: Lamuela-Raventos et al. 2001; f: Sanchez-Rabaneda et al. 2003; g: Wollgast 2005;
h: Stark et al. 2005; i: Leco Corporation 2006; j: Tomas-Barberan et al. 2007

Seltener als Veroffentlichungen zum qualitativenciNaeis von Quercetin und seinen
Glycosiden in Kakaosamen sind Publikationen, inetletler Gehalt an diesen Substanzen
auch quantitativ ermittelt wurde. Lamuela-Ravengisal.2001 finden 230 mg Ky
Quercetin-3o-glucosid  (Isoquercitrin), 50 mg Kg Quercetin-3-glucuronid und
20 mg kg' Quercetin in Kakao, wobei nicht spezifiziert winh sich die Mengenangaben
auf einen Extrakt frischer oder fermentierter Samah oder ohne Einbeziehung des
Fettgehaltes beziehen.

Tomas-Barberamt al.2007 finden in frischen Kakaosamen 90 m@ KgM Quercetin,
300 mg kg TM Quercetin-arabinosid, sowie 250 mg*k§M eines Quercetin-hexosids,
bei dem es sich nach Angaben der Autoren moglickisemum ein Glucosid handelt. Die
in Kakaosamen vorhandenen Mengen an Quercetin eindrs Glycosiden sind demnach
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sehr gering und machen nach Wollgast 2005 gemeiesameinen Anteil von 2-5 % am
Gesamt-Polyphenolgehalt fermentierter Kakaosamen au

Wollgast 2005 stellt eine Zunahme des freien Qum€e im Verlauf der
Weiterverarbeitung von Rohkakao fest und geht daews, dass dies auf eine
Deglycosylierung der vorhandenen Quercetin-glycmsiafolge der Prozessierung
zurlickzufuihren ist. Dies deutet darauf hin, dasssieb bei dem in Kakaosamen
nachgewiesenen, freien Quercetin moglicherweisadgatzlich um ein Artefakt handelt,
dass in unbehandelten frischen Kakaosamen nickbwant.

2.1.4.4Weitere Monomere aus der Gruppe der Flavonoide in EKkaosamen
Neben den oben aufgefihrten phenolischen Inhaftsstdinden sich in Kakaosamen

einige weitere Substanzen aus der Gruppe der maeontdavonoide, deren Existenz
durch einige Veroffentlichungen der letzten JahreHiife modernster Analyseverfahren
nachgewiesen wurde. Obwohl diese Flavonoide in jdemiligen Publikationen nicht
guantifiziert werden, ist anzunehmen, dass dieseim$puren im Kotyledonargewebe
vorhanden sind und bezogen auf den Gesamtgehalbleher Inhaltsstoffe von Kakao
keine Rolle spielen.

Sanchez-Rabaneds al.2003 isolierten per LC/ESI/MS- Verfahren aus einErirakt
frischer Kakaosamen die Flavone Apigenin, Vitexisgvitexin sowie Luteolin und
dessen Glycoside Luteoling~glucosid, Isoorientin und Orientin. Daneben idenifen
die Autoren das Flavanon Naringenin und seiro-glucosid. Letztgenannte Substanz
wird ebenso wie Luteolin-6-glucosid auch von Starkt al.2005 nachgewiesen. Die
Autoren identifizieren im Kakaoextrakt aufRerdem dgnin-8-C-glucosid sowie
Apigenin-6-C-glucosid.

Die Substanzen Isovitexin, Vitexin und-ofglucoside von Apigenin, Luteolin and
Chrysoeriol wurden bereits von Jalal und Collin2193us Blattern vonr. cacaaol.
isoliert, wo sie offenbar in gré3eren Mengen vorkoen als in den Kakaosamen.
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Flavan -3-ole

(-)-Epicatechin
L-Epicatechin

ClSHl406; 290,27

(-)-Epigallocatechin

Ci5H1407; 306,3

(+)-Catechin
Cianidanol; D-Catechin;

ClSHl406; 290,27

(+)-Gallocatechin

C45H1407; 306,3

Flavonole

R=0OH: Quercetin
Ci5H1007; 302,24

R=Galactose: Quercetin-3-galactosid,
C21H20012; 464,39

Hyperin

R=Glucose: Quercetin-3-glucosid,
C21H20012; 464,39

Isoquercitrin

Anthocyane

R=Galactose:
Cyanidin-3-beta-D-galactosid
Cz]_Hz]_Oll; 484,84

R=Arabinose:
Cyanidin-3-alpha-L-arabinosid
C2oH19010; 454,82

Abb. 19:
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In Samen von T. cacao L. beschriebene, monomere Flavonoide mit Molekulargewicht in
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2.1.4.9Die Proanthocyanidine in Kakaosamen

Aufgrund  der  mutmalllichen  erndhrungsphysiologische®edeutung  der
Proanthocyanidine (siehe 2.1.6) bildet die Analgieser Substanzen aus Kakaosamen
einen Forschungsschwerpunkt von Mars Inc. (Hadkstts New Jersey, USA). Seit
Hammerstoneet al. 1999 und Adamsomt al. 1999 werden regelmaRdig Arbeiten Uber
diese Stoffgruppe veroéffentlicht. Zuletzt publizear Kelm et al.2006 ein neues
Verfahren zur Auftrennung der einzelnen Oligomere.

Aufgrund der Dominanz von (-)-Epicatechin unter délavan-3-olen (siehe 2.1.4.1)
handelt es sich bei den Proanthocyanidinen in Kskaen  hauptsachlich um
Procyanidine (siehe 2.1.3.1). Nach Portal. 1991 sowie Wollgast 2005 ist das Dimer
B-2 das mengenmalig wichtigste Procyanidin in Kakawen (s. 0.), gefolgt von dem
Trimer Procyanidin C-1 (3 B¢ 8] verknipfte Epicatechin-Einheiten) und dem Dimer
B-5 (2 [4 6] verknlUpfte Epicatechin-Einheiten). Daneben komraech dimere und
trimere Procyanidine des A-Typs vor, die mit Aradsa oder Galactose verknupft sind
(Porteret al.1991, Wollgast 2005).

Lambert et al.2003 finden mit 20800 bis 80500 mg “kgTrockenmasse sehr
unterschiedliche  Procyanidingehalte in  frischen &G@damen verschiedener
geographischer und genetischer Herkunft. Adanetai. 1999 finden in Rohkakaomasse
Gehalte von 6600 bis 15500 mgkgn Procyanidinen (Di- bis Decamere). Nach ihren
Ergebnissen liegt der Gehalt aller Procyanidinemusen ungefahr 3mal héher als jener
der monomeren Flavan-3-ole, wobei der prozentualiihder einzelnen Oligomere am
Gesamt-Procyanidingehalt mit zunehmender GroRenabhi Der von Adamsoret

al. 1999 ermittelte Gehalt an dimeren Procyanidinegtlibei etwa 80 % bis 90 % des
Gehaltes an monomeren Flavan-3-olen ((+)-Catechéh(t)-Epicatechin). Ein ahnliches
Mengenverhaltnis zwischen (-)-Epicatechin und Pandayin B-2 ermitteln auch Tomas-
Barberanet al.2007. Dieses Mengenverhaltnis zwischen monomelavah-3-olen und
Procyanidinen in Rohkakaomasse wird durch Kealegl. 1998, Couneet al.2004 und
Wollgast 2005 nicht bestatigt. Ubereinstimmend &efri auch diese Autoren eine
Abnahme der Menge an Oligomeren in Abhangigkeit Woer GrolRe, jedoch liegt ihr
Gesamtgehalt nur bei héchstens 2/3 des Gehaltemcmomeren Flavan-3-olen. Der
Gehalt an dimeren Procyanidinen betragt dabei mwa elie Hélfte des Gehaltes an
monomeren Flavan-3-olen.
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2.1.5 Die biologische Funktion der Flavonoide in Kakaosarmn

Als mengenmallig dominierende Gruppe phenolischéaltsstoffe in Samen von
T. cacaolL. sind es vor allen Dingen die mono-, oligo- uralymeren Catechine, deren
spezifische Eigenschaften auf ihre biologische Eonkschliel3en lassen sollten. Eine
entscheidende Bedeutung dirfte dabei ihrer WirkalsgRepellents gegen Herbivoren
zukommen. Diese wurde in Bezug auf pflanzliche Ta@nerstmals durch Bate-
Smith 1973b postuliert. Dabei bezieht sich der Autar allen Dingen auf die Eigenschaft
der Tannine, mit Proteinen zu kondensieren. Dadwioth einerseits deren Verflugbarkeit
im verzehrten Gewebe herabgesetzt, andererseitsnk@s zu einer Inaktivierung von
Verdauungsenzymen im Koérper des Pradatoren.

Nach Starket al.2005 sowie Hanseet al.1998 tragen die mono- und oligomeren
Flavan-3-ole in Kakaosamen maf3geblich zum bitt€ééeschmack und zur Adstringens
(und somit zur Repellent-Wirkung) von Kakao beindrhalb der Gruppe zeichnen sich
die monomeren Flavan-3-ole durch einen eher bitteGeschmack aus, wahrend
polymere Flavan-3-ole eher adstringierend als b#bed. Hierbei sind vor allen Dingen
die loslichen Komponenten aus der Gruppe der palgmeFlavan-3-ole fur die
Adstringens verantwortlich (Bonvehi und Coll 1997).

Im Falle von Kakaosamen liegt es nahe, von einekfon der mono- und oligomeren
Catechine als Repellents auszugehen, denn Kakansamelen in ihrer natirlichen
Umgebung vor allen Dingen durch Affen, Nager undg®loverbreitet, welche die sil3e
Fruchtpulpa verzehren. Mit Sicherheit wirden di€sge auch die nahrstoffreichen und
nur von einer dinnen Testa umgebenen Samen alsNgEguelle nutzen, wenn diese
nicht durch ihren hohen Gehalt an Procyanidinecly#zt waren.

Zusatzlich gibt es Hinweise auf die Bedeutung phscoer Kakao-Inhaltsstoffe in der
Abwehr von Pilzkrankheiten. Brownles al. 1990 und 1992 sowie Andebrhanal. 1995
wiesen nach, dass Kakao-Procyanidine das Wachstam Rilzes Moniliophthora
perniciosa (ehem.Crinipellis perniciosd hemmen, der die so genannte “Hexenbesen-
Krankheit* auslost. Ndoumoat al. 1995 isolierten hohere Gehalte an Flavonoiden aus
Fruchtwénden und Samen von Kakao-Klonen, welche gmif3ere Resistenz gegen die
so genannte ,Black Pod Disease“ aufwiesen. Diesgkri@nkheit wird durch mehrere
Arten der Gattundg?hytophthoraverursacht. Nach Blaha und Letode 1987 erh6hédn sic
die Konzentrationen phenolischer Inhaltsstoffe ém éFruchtwanden von Kakao nach der
Infektion mit Phytophthora Dabei scheint sich die Fungizid-Wirkung der Patgine
mit steigendem Polymerisierungsgrad zu verstarkeut Scalbert 1991 basieren die
antimikrobiellen Eigenschaften der Tannine auf defapazitat, organische Substanzen
zu binden. Diese erhdht sich mit steigendem Moligdwicht der Procyanidine.
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2.1.6 Die Bedeutung der Kakao-Flavonoide aus verarbeiturggechnischer
und ernahrungswissenschatftlicher Sicht

Die Adstringens der mono- bis polymeren Procyamidiauf welcher ihre biologische
Funktion innerhalb des Kakaosamens wahrscheinlagiert (s. 0.), spielt auch fur die
Qualitat des Kakaoflavours eine Rolle. Zumeist weirksich hier stark ausgepragte
Bitterkeit und Adstringens eher negativ auf das iy@sehte Aroma aus (Clapperten
al. 1994a und b). Eine Ausnahme scheinen hierbei dieZockerresten verknipften
Kakao-Anthocyane zu bilden, welche offenbar keinesgepragten bitteren oder
adstringierenden Eigenschaften besitzen (persa@nlich Mitteilung von
Prof. Dr. T. Hofmann, Lebensmittelchemisches lastityniversitat Minster, 2006).

Zu den allgemein positiv bewerteten Eigenschaftear #Hakao-Flavonoide gehort
hingegen ihre antioxidative Aktivitat. Letztere @inach Rice-Evanst al.1997 durch
folgende Attribute determiniert:

Das Reduktionspotential, d. h. die Fahigkeit dedeigls, H-lonen abzugeben
bzw. Elektronen aufzunehmen,

Die Stabilitdt des resultierenden, aus dem AntiaRgl hervorgegangenen
Radikals,

Das Potential, Chelatkomplexe mit Ubergangsmetaiiehilden.

Die antioxidative Aktivitat der Flavonoide basierauf ihrem hydroxylierten
Phenylchroman-Ringsystem (Abb. 15), innerhalb desseh ein ungepaartes Elektron
besonders energiearm delokalisieren und somitlisiebeén lasst.

In den letzten Jahren wurden zahlreiche vitro Verfahren zur Messung des
antioxidativen Potentials einer Substanz entwicldtsonders haufig angewandt wird der
TEAC -Test (= Trolox® Equivalent Antioxidative Capy), welcher in seinem
Grundprinzip von Milleret al. 1993 entwickelt wurde. Auf Basis dieses Verfahrieasn
eine Hierarchie der antioxidativen Aktivitat einzet Flavonoide aufgestellt werden, die
sich durch Unterschiede ihres molekularen Aufbausz@ichnen. So tragen nach Rice-
Evanset al. 1997 folgende strukturellen Details offenbar maddfkigh zur Steigerung der
antioxidativen Aktivitat bei:

Das Vorhandensein einef3", 4"-dihydroxy-Substitution am Ring B,

Der Besitz einer meta- 5,7-dihydroxy-Gruppe am Ring

Die Kombination einer 2,3-Doppelbindung mit eineiKdtogruppe und einer
3-Hydroxygruppe am Ring C.
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Frihe Untersuchungen zur antioxidativen AktivitdinvKakaoextrakten setzen einen
Schwerpunkt auf ihre Eigenschaft, verderbliche lisséoffe in Nahrungsmitteln wie etwa
Butterfett (Mueller 1954) oder Sonnenblumenél (Zaéelgr und Sandmeier 1981) zu
stabilisieren. Zu einer deutlichen Verlagerung eseSchwerpunktes kam es in den spaten
90er Jahren, nachdem die Kakao- und Schokoladestinelwlen Begriff des ,,Functional
Food“ auch auf ihre Produktpalette Ubertragen ha®either erscheinen jedes Jahr
Dutzende von Publikationen, welche sich mit derdbrangsphysiologisch positiven
Wirksamkeit von Kakao-Polyphenolen (und hier magkelden Flavan-3-olen und den
daraus abgeleiteten Procyanidinen) auseinandernsdtzeerster Linie basierend auf der
antioxidativen Kapazitat dieser Substanzen werddmen u. a. folgende
gesundheitsrelevante Eigenschaften zugeschrieben:

Positive Beeinflussung des Herz-KreislaufsystemsclduVerhinderung von

Arteriosklerose, LDL-Oxidation und Aktivierung vadBlutplattchen sowie durch

Dilatation der Arterien etc. (Reiet al.2000, Karimet al.2000, Osakabest

al. 2002, Macet al. 2003, Engleet al. 2004, Sie%t al. 2005, Perré 2005, Heis$

al. 2005, Schroetegt al. 2006 u. a.),

Antimutagene Eigenschaften und Verhinderung vorbkeeatstehung (Jourdagt

al. 2006, Kennyet al. 2004, Yamagishet al. 2000 u. a.),

Modulation des menschlichen Immunsystems (Rangtoal.2005a und b,

Sanbonget al. 1997 u. a.),

Schutz von Zellmembranen u. a. durch den Erhadtriktuiditat und Schutz vor

Oxidation (Verstraetest al. 2004 und 2005).
Eine ausfuhrliche Darstellung aller bisher publiga Aspekte der mdglichen
gesundheitsrelevanten Bedeutung von Kakao-Polypéenwirde den Rahmen der
vorliegenden Arbeit sprengen. Ubersichtsartikeld®sem Themenbereich wurden u. a.
von Wollgast und Anklam 2000a, Borcheet al.2000, Engler und Engler 2004,
Lamuela-Raventds 2005, Wollgast 2005 sowie von Rirg. 2006 veroffentlicht.

Die ernahrungsphysiologisch positive Wirkung degaaKonsums wird neben den darin
enthaltenen monomeren Flavonoiden auch den mendggméicht Uberwiegenden,
oligo- und polymeren Procyanidinen zugeschriebeiehés 2.1.4.5). Eine mdogliche
Beeinflussung des Stoffwechsels durch phenoliscist@nzen hangt jedoch stark ab von
deren Bioverfugbarkeit, d. h. von deren Aufnahmed@m systemischen Kreislauf, und
hier speziell den Blutkreislauf. Tatsachlich wiideeResorption physiologisch wirksamer
Mengen monomerer Flavonoide im Magen-Darm-Traktkuwahlreichan vivo Studien
belegt. So finden Holet al.2002 zum Zeitpunkt von 2 h nach der Aufnahme eines
Kakaoextraktes  durchschnittlich 5,92 umbdl | (-)-Epicatechin  im  Blutplasma
menschlicher Probanden. Von den oligo- und polymd?eocyanidinen sind nach dem
Konsum von Kakaoextrakten jedoch allenfalls Dimerwmd auch diese nur in
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vergleichsweise geringen Mengen im nanomolareni@&eiien Blut nachweisbar (Hokt

al. 2002, Baba et al.2002). Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass die
ernahrungsphysiologische Relevanz oligo- und poigme@rocyanidine aus Kakao eher
gering ist, da die Wirkung dieser Substanzen auffjrtehlender Resorption auf den
Gastro-Intestinaltrakt beschrankt bleibt.

Fraglich ist bis heute, ob Procyanidine wahrenerifRassage durch den Magen-Darm-
Trakt z. T. in ihre (-)-Epicatechin-Monomere aufgaiéen werden, welche anschlieRend
resorbiert werden kdnnten. Fir diese Moglichkericsp eine Studie von Zhet al. 2002,

in welcher oligomere Procyanidine mit Hilfe kinstler Verdauungsséfte degradiert
werden. Laut einerin vivo Untersuchung von Riost al.2002 bleiben Kakao-
Procyanidine im menschlichen Verdauungssystem fedtabil.
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2.2 Die Biologie, Variabilitat und Verbreitung von T.axao L.

2.2.1 Die biologischen Merkmale des Kakaobaums

Der Kakaobaumrheobroma cacab. gehdrt zur Familie deMalvaceae(Alverson et

al. 1999). Er bildet eine von 22 Arten seiner Gattudg im tropischen Sud- und
Mittelamerika beheimatet ist (Cuatrecasas 1964).sséhblie3lich die Samen von
T. cacaoL. werden zur kommerziellen Herstellung von Kakao- uBdhokoladen-
produkten verwendet. Sie verleihen der Art eine3grékonomische Bedeutung, sodass
sie mittlerweile im gesamten Tropengurtel der Eategebaut wird, teilweise sogar
aul3erhalb des Bereiches zwischen 20° ndrdliche20fgtdlicher Breite.

T. cacaoL. ist ein kleiner, sympodial wachsender Baum, deKiuftur selten héher als
4-8 m wird (Abb. 20 b, Lieberei und Reisdorff 200Wrspringlich stammt er aus dem
Unterwuchs des amazonischen Regenwaldes. Angepassie dort vorherrschenden
klimatischen Bedingungen ist der Kakaobaum abhawgig hoher Luftfeuchtigkeit und
konstant warmen Temperaturen, die im Idealfall megischen 20°C und 30°C liegen
(Cuatrecasas 1964). Er bendtigt eine jahrliche &lmzhlagsmenge von 2.000-8.000 mm
und gedeiht nur bei ausreichender Beschattung.eSmsitiirlichen Standorte finden sich
meist auf relativ fruchtbaren und neutralen Boédenden Niederungen tropischer
Urwaldflisse.

Ab einem Alter von 3-6 Jahren erfolgt die physiidohe Reife eines Kakaobaums
(Saunderset al.2004). Nun kénnen sich das ganze Jahr Uber etwa drol3e Bliten in
kleinen Polstern an Stamm (Kauliflorie) und an dg#rkeren Seitenasten (Ramiflorie)
des Baumes bilden.

Aus den oberstandigen, mit 5 Fruchtfachern undre@maalen Plazenta versehenen
Fruchtknoten (Abb. 20 a) wachsen nach erfolgrei®@estaubung innerhalb von etwa 5
bis 6 Monaten etwa 20 bis 30 cm lange, zumeist-@rajliche Trockenbeeren heran
(Lieberei und Reisdorff; Abb. 20 b). Ihr Exo- undebbkarp ist fest und faserig, wahrend
das Endokarp und die Scheidewénde im Verlauf déieRe& einem sif3-aromatischen,
gelblichen Mus verschleimen, das die Testa deregrdRamen fest umschliel3t (Abb. 21,
Roth 1977). Diese Fruchtpulpa wird an den natlelicBtandorten des Kakaobaumes von
Saugetieren (Affen und diverse Nager) und groRRegelfd konsumiert. Diese brechen
daftr das Perikarp der im reifen Zustand am Baumblegdenden Kakaofriichte auf
(Cuatrecasas 1964; dos Santisal.1992). Die langlich-ovalen Samen werden dabei
nicht verzehrt.
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a)

Abb. 20: T. cacao L.; Wuchsform, Bluten und Frichte.

a) Blutenknospe langs (Quelle: Cuatrecasas 1964);

b) Kakaobaum (Criollo): sympodiale Wuchsform mit Friichten am Stamm und an den Seitenasten
(Foto von Alexis Zambrano, INIA Mérida)

Abb. 21: Frucht von T. cacao L., gedffnet

2.2.1.1Die Embryogenese vorT. cacaol.
Die frihe Entwicklung der befruchteten SamenanilageT. cacaol. wird ausfihrlich in
Cheesman 1927 beschrieben. Demzufolge beginnt 8twage nach der Befruchtung
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zunachst die Entwicklung des Endosperms. Diesestistdiber einen Zeitraum von etwa
50 Tagen ausschlief3lich nuklear. Erst anschliefkenunt es im Bereich der Mikropyle
zur Ausbildung erster Zellwande. Von diesem Zeikiuam wachst das Endosperm sehr
rasch, wobei das zuvor gut ausgepragte Perispdrmeb@abgebaut wird.

Die Zygote teilt sich laut Cheesman 1927 erst uiilgef40 bis 50 Tagen nach der
Befruchtung zum ersten Mal. Der Autor findet etwé Bage nach der Befruchtung (in
einer Frucht von ca. 10 cm Lange) einen zu dieseitpdnkt kugelféormigen Embryo mit
einen Durchmesser von etwa 0,2 mm (Abb. 22 a).ddiesreicht anschliel3end das flr
dikotyle Embryos typische herzférmige Stadium (ABB.b) und bildet zumindest in der
somatischen Embryogenese ein Haustorium aus (Dot$Sand Machado 1989). Der
junge Embryo wachst laut Cheesman 1927 noch bia &80 Tage nach der Befruchtung
sehr langsam, sodass er zu diesem Zeitpunkt egeffalmr 3,5 mm lang ist. Neben einer
Embryonalachse mit Spross- und Wurzelpol zeigt en 2 bereits gut entwickelte
Kotyledonen mit ausgepréagten Blattadern (Abb. 22 c)

Y i 4 P,
) / g
\_/ \\ =
0,5 mm 0,5 mm
a) b)

Abb. 22: Friihe Embryonalstadien von T. cacao L. nach Cheesman 1927
a), b): aus einer ca. 90 Tage alten Frucht, c) etwa 120 Tage nach der Befruchtung

Anschlie3end folgt eine Phase sehr schnellen Waktsstwelches ein 130 bis 150 Tage
alter Embryo nahezu abgeschlossen hat (Cheesmdi). 198ben einer Streckung der
Embryonalachse auf etwa 7 mm wachsen dabei var Bllegen die Speicherkeimblatter
heran. Dabei erreichen sie rasch die von den Integten vorgegebenen raumlichen
Begrenzungen und beginnen sich wahrend ihres &etgeen Wachstums immer starker
zu furchen und zu falten (Abb. 24). Im reifen Sanféltlen die Keimblatter fast den
gesamten zur Verfigung stehenden Raum innerhaltsderenschale aus wéhrend das
Endosperm weitestgehend degeneriert (Sossou Daatgdi2002).

2.2.1.2 Der Aufbau des reifen Kakaosamens

Reife Kakaosamen sind bis zu 40 mm lang und 22 meait. bhre ledrige Testa ist etwa
350 bis 400 um dick und geht aus 2 IntegumentemongAbb. 23). Dabei besteht der
Bereich des inneren Integuments aus wenigen, gstes&dmmengedrickten Zelllagen und
schlie3t nach aufRen mit einer leicht lignifiziertédklereidenschicht ab, deren
Durchmesser bei knapp 10 um liegt (Anderssoal.eR006, Muller 1998). Das aus dem
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aulReren Integument gebildete Gewebe ist dickerstigudker ausdifferenziert. Es enthéalt
neben einem Leitbindelsystem auch grofRe, mit Sohgefillte Raume, welche eine
enorme Quellbarkeit besitzen (Abb. 23). In der gegsa Testa vorT. cacaolL. verteilt

finden sich auch Polyphenolspeicherzellen (Andersst al. 2006, Muller 1998,
Cheesman 1927).

Abb. 23: Semidiinnschnitt durch die Testa von T. cacao L. (Praparation siehe 3.14.4)
rosa Balken: anhaftende Pulpa; hellblauer Balken: &uReres Integument;
dunkelblauer Balken: inneres Integument; S: Schleimzellen; LBE: Leitbliindelelement

b) c)

Abb. 24: T. cacao L., Embryo und Samen.
a) Seitenansicht (links) und Querschnitt (rechts) (Quelle: Cuatrecasas 1964);
b) Querschnitt durch reifen Forastero-Samen; c) Forastero-Samen mit Testa und
anhaftender Pulpa (links), sowie ohne Testa (rechts)
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Zwischen Testa und Embryo des reifen KakaosamedsRste des Endosperms in Form
einer zarten Zellschicht zu finden, die auch al8bgshautchen* bezeichnet wird. Das

Silberhdutchen umhillt den gro3en Embryo bis invdia den Keimblattern gebildeten

Furchen hinein (Muller 1998, Cheesman 1927).

Uber 90 % des Embryos werden von den beiden fligjeoh Speicherkeimblattern
gebildet (Duncan und Todd 1972). Diese sind mehrfacich gefaltet und stark gefurcht
bzw. ruminiert (Abb. 24).

Die von einem Netz aus Leitblindelelementen und d&niikumstrangen durchzogenen
Kotyledonen vonT. cacaolL. dienen in erster Linie der Einlagerung von Speistudfen,
welche bei der Keimung als Energiereserven zurienmig stehen. Das Speichergewebe
besteht zu etwa 90 % aus polyedrischen, naheziarmsettischen Speicherzellen (Sz). lhr
Durchmesser betragt im Durchschnitt etwa 20-25 Ri®.SZ sind nahezu vollstandig von
den eingelagerten Reservestoffen ausgefillt. Ca%6des Zellinhalts wird von
Lipidvakuolen eingenommen, etwa 25 % von Proteineéd und etwa 5% von
starkehaltigen Plastiden (Muller 1998).

Das Speichergewebe enthalt einem Anteil von etw&b1@ioblasten, die grol3e Mengen
phenolischer Substanzen speichern und daher algph@wiolzellen (PZ) bezeichnet
werden. Von den SZ unterscheiden sie sich durclke groRe Vakuole, die nach
Jaenicke 1973 im Durchschnitt 79 % des Gesamtzalmmlausfullt. In diese Vakuole
werden polyphenolische Substanzen, aber auch digndialoide Theobromin,
Theophyllin und Coffein eingelagert (Jaenicke 1973as restliche Zelllumen enthalt
neben Zellkern und -plasma noch etwa 9 % Lipidvadwalnd starkehaltige Plastiden.
Die Form der PZ schwankt von isodiametrisch bisksfmosenchymatisch, wobei die
Lange der Zellen ein Vielfaches ihrer Breite betragann. Auch die isodiametrischen PZ
sind in der Regel groRRer als die sie umgebendeAeiPn und besitzen Durchmesser von
30-35 um (Mdiller 1998).

Die Epidermis des Speicherkotyledonargewebes hesteh 20-40 um langen Zellen.
Auch die Epidermiszellen enthalten Reservestoffat M % Lipidvakuolen, 39 %
Proteinvakuolen und 5 % starkehaltigen PlastidedastAnteil an Reservestoffen jedoch
erheblich geringer als bei den SZ (Jaenicke 19Y@&yeinzelt bildet die Epidermis
mehrzellige, meist keulenférmige Trichome aus. Bi&g®nnen bis etwa 100 um lang
werden. In den Vakuolen der Trichomzellen sind $arwen eingelagert, deren
Farbeeigenschaften sie als phenolische Inhaltestaghnzeichnen (Mller 1998). Nach
dos Santos und Machado 1989 wachsen diese Trichafmder gesamten Oberflache der
Kotyledonen, sind jedoch haufiger auf der adaxiétejder Achse zugewandten®) Seite.

Die langlich-runde Embryonalachse ist etwa 7 mng land setzt sich aus einem Epikotyl
mit sparlich entwickelter Plumula, einem Hypokosgdwie einem Wurzelmeristem mit
Wurzelkappe zusammen (Duncan und Todd 1972).
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Kakaosamen sind recalcitrant; nach der Reife lag$t ihre Keimfahigkeit auch unter
optimalen Lagerungsbedingungen (bei 16 °C in dauclir unter Vermeidung von

Flussigkeitsverlust) nur fur maximal 2-3 Monate atén (Li und Sun 1999). Die

Anpassung der Kakaosamen an tropisches Klima zoft auch an ihrer fehlenden
Kaltetoleranz: Die Samen sterben schon nach kuteierab, wenn sie Temperaturen von
unter 10 °C ausgesetzt werden (Cuatrecasas 1964).

Im Gegensatz zu verschiedenen andditeeobromaArten keimen die Samen von Kakao
epigaisch, wobei die Speicherkeimblatter aufklapp&m nach einigen Wochen
abzusterben und zu Boden zu fallen. Das ErgrinerKdenblétter in diesem Zeitraum

zeigt, dass sie sich neben ihrer Funktion als Reswoffspeicher auch an der
Photosynthese beteiligen (Abb. 25).

Abb. 25: Samlinge von T. cacao L., ca. 8 Wochen alt

2.2.2 Die Variabilitat von T. cacaoL.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden die natlesiden Begriffe zur
intraspezifischen Differenzierung folgendermalemveadet:

Gruppe: Sammelbegriff fur traditionell miteinander in Belzung gebrachte Kakao-
Typen (s. u.), hier fur den Begriff ,Forastero” wemdet (siehe 2.2.3.2)

Typ: Traditioneller Sammelbegriff zur Bezeichnung egzinoder mehrerer
miteinander in Beziehung gebrachter Kakao-Populatio(siehe 2.2.3.1
bis 2.2.3.3)

Population: Individuen der gleichen Art, die aufgrund ihrent&iehungsprozesse
miteinander verbunden sind, da sie (urspringlich)s aderselben
Fortpflanzungsgemeinschaft und aus demselben, idichen Areal
stammen

Varietat: Individuen aus derselben Population, welche iéhalphanotypische und
physiologische Eigenschaften besitzen
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Sorte: kultivierte Varietéat

Klon: Gruppe von Individuen mit demselben, definierteran@yp, d. h. mit
demselben Satz von Genen

Das Mannigfaltigkeitszentrum vom. cacaolL. liegt in Amazonien, einem Gebiet mit
einer Flache von mehr als 6 Millionen knEs ist von einem Netz aus Flusssystemen
durchzogen. Allein in den Hauptfluss Amazonas miancke 10.000 Flusse, von denen 17
Flisse langer als der Rhein sind. Entlang dieseschieedenen Flusssysteme breiteten sich
isoliert voneinander Kakaopopulationen aus, dieh sgenetisch entsprechend stark
voneinander unterscheiden (Bartley 2005).

Neben der Entstehung genetischer Variabilitat disoherte Kakaopopulationen, welche
sich im Zuge der Ausbreitung entlang der amazoeisdrliisse gebildet haben, gab es
bereits in prakolumbischer Zeit Kulturformen deskias mit genetischen Merkmalen,
die von den wilden Populationen abwichen (siehe32l2 Inzwischen sind durch die
Verbreitung des Kakaobaumes im gesamten TropengleteErde sowie durch gezielte
Zuchtprogramme viele weitere Populationen und Katitten entstanden.

Sowohl die naturlichen als auch die kultivierterp&ationen voril. cacaoL. variieren in
Farbe und Form der jungen Blatter und der Blut&enso in der Wuchsform der Baume,
welche fur den Plantagenanbau eine bedeutende Rukét. In den modernen Kakao-
Zuchtprogrammen stehen vor allen Dingen die Kraitgtesistenz und die Produktivitat
der Kakaobaume im Fokus. Im geringeren Mal3e getdarsben auch um Eigenschaften,
die in direktem Zusammenhang mit der Rohkakao-@tadtehen.

Von erheblicher Bedeutung fur die Produktivitat esinKakaobaums ist seine Selbst-
Kompatibilitdt, d. h. in welchem Mal} die Bestaubwsegner Bliten durch den eigenen
Pollen bzw. durch Pollen aus der gleichen Populatidolgen kann. Selbst-kompatible
Klone und Populationen tragen in der Regel deuther Friichte als selbst-inkompatible
(Bartley 2005). Die bei Kakao weit verbreitete S¢lmkompatibilitat wird durch
mehrere Allele gleichzeitig hervorgerufen, die sich ihrer Dominanz voneinander
unterscheiden. Der Mechanismus bewirkt, dass kBekuchtung von Eizellen durch
Pollen mdglich ist, welche dasselbe Allel trages. &istieren jedoch auch neutrale
Allele, die keinen Inkompatibilitditsmechanismugdang setzen, auch wenn sie in Pollen
und Eizelle identisch vorliegen. Je nachdem, olKaikaoklon homo- oder heterozygoter
Trager der jeweiligen Allele ist, fuhrt eine Selesttaubung zu einer 25, 50 oder
100%igen Befruchtung oder diese findet gar nichtt.sE&ne vollstdndige Erforschung
dieses komplizierten Mechanismus steht noch augl€g£005).

Weltweit fuhrt eine groB3e Zahl meist durch Pilzkifenen verursachter Kakao-
Krankheiten mit unterschiedlicher lokaler Bedeutanghohen Ernteverlusten. Besonders
hervorzuheben sind hier die durciMoniliophthora perniciosa hervorgerufene
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.-Hexenbesen-Krankheit* und die vaRhytophthora palmivoraausgeloste ,Black Pod
Disease“. Diese und andere Kakao-Krankheiten sowgrschiedene Pflanzenparasiten
gefahrden die Rentabilitat des Kakaoanbaus in @mni@ebieten erheblich. Seit etwa der
Mitte des vergangenen Jahrhunderts widmen sich éc@kightprogramme daher vor allen
Dingen der Produktion von besonders resistenteriei&en. Dabei spielen einzelne
Kakaopopulationen aus dem Gebiet des oberen Amalawia eine wichtige Rolle, die
sich durch eine besonders hohe Krankheitsresisteszeichnen (siehe 2.2.3.4).

Neben ihrer Anzahl spielt auch die Grol3e der Kakebite eine wichtige Rolle fur die
Produktivitat eines Kakaobaums. Diese variierteén dinge zwischen 6 und 35 cm, bei 5
bis 12 cm Breite. Die Frichte enthalten zwischeruda@ 60 Samen (Cuatrecasas 1964).
Die Fruchtgrol3e ist dabei jedoch weniger stark gecte determiniert als z. B. die Grole
der Kakaosamen (s. u.).

Die mechanischen Eigenschaften der Fruchtwand sdtemaje nach Varietat zwischen
dick, hart und holzig bzw. dinn, weich und ledia(tley 2005). Ihre Oberflache variiert
zwischen glatt und glanzend (wie bei der Criollgp®lation Porcelana, siehe 2.2.4.4)
sowie rau und warzig (wie etwa bei den auch algygrn” bezeichneten Pentagonum-
Sorten, siehe 2.2.4.4).

Eine grol3e Vielfalt besteht auch in der Form dekdtdriichte. Hier gibt es alle Varianten
zwischen entweder langgestreckt, zugespitzt undgedurcht oder nahezu rund. Die
Fruchtform stellt unter anderem fir die PopulatongAmelonado® (span.
melonenférmig, siehe 2.2.4.1) und ,Pentagonum“h@i.2.4.4) das namensgebende
Attribut dar.

Die GroRRe und Form der Kakaofriichte beeinflusst@i@Re und Form ihrer Samen, da
diese nur den Raum ausfillen kdénnen, der ihnenemFducht zur Verfigung steht.
Jedoch enthalten in Form und Grdl3e identische Eelebrschiedener Varietaten nicht
immer gleich grof3e Samen. So finden sich nach &af005 in Frichten der
ecuadorianischen ,Nacional“-Population deutlich fgie Samen als in vergleichbaren
Frichten anderer Kakaopopulationen.

Kakaosamen sind je nach Varietat, Fruchtform unkalisation in der Frucht ellipsoid,
ei- oder mandelférmig, sowie mehr oder weniger gei@alig abgeflacht. Mal3geblich
abhangig vom Genotyp der Mutterpflanze, schwanks d&amen-Trockengewicht
zwischen 0,7 g und bis zu 2 g, wobei die Ausbildulegnerer Samen dominant vererbt
wird (Bartley 2005).

Neben der Form und Grol3e der Kakaosamen variiareim die Eigenschaften der Testa,
die je nach Genotyp unterschiedlich dick sein kafur. méglichen Bedeutung dieses
Aspekts fur die Aromaentwicklung wahrend der Kalkawfentation wurden bisher nur
wenige Studien veroffentlicht (u. a. Lambert undké&n 2000, Rohsius 2007, Andersson
etal. 2006).
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Von herausragender Bedeutung fur die Rohkakao-Rtmotusind die Eigenschaften der
frischen Speicherkeimbléatter, denn sie liefern ddéteaktionsraum und die
Ausgangssubstanzen fir die Entstehung des Kakaaarom

Der histologische Aufbau des Speicherkeimblattg@sebnd dessen klonspezifische
Variabilitdt wurde in der vorliegenden Arbeit ebenstersucht wie deren individuelle
Polyphenolgehalte, welchen der Kakao seine Adstrisgund einen grof3en Teil seiner
Bitterkeit verdankt (siehe 2.1.5). Anwesenheit, &ebnd Verteilung der Anthocyane im
Keimblattgewebe ruft die violette Farbung der fnise Kakaosamen hervor. Samen,
welche frei von Anthocyanen sind, weisen eine getblveiRe Farbung auf. Daneben gibt
es Kakaosamen in der gesamten Bandbreite an Amigelouvon zartrosa bis tiefviolett,
darunter auch solche, deren sameninterne Anthooyaekitration uneinheitlich ist,
sodass sie gesprenkelt bzw. marmoriert sind.

Die genetischen Grundlagen des Anthocyangehalt&skao wurden bereits in mehreren
Studien untersucht. Diese haben gezeigt, dass direrkomplexes Zusammenspiel
verschiedener Faktoren zugrunde liegt.

Genotypen mit ,weil3en“, anthocyanfreien Samen kdénrigédger des Anthocyan-
Inhibitorgens sein (Bartley 2005). Die homozygotéidenz dieses Gens bewirkt die
Abwesenheit von Anthocyanen in allen Pflanzenteileie z. B. auch der Fruchtwand,
die in diesem Fall grin ist. Das mutierte Allel istzessiv und fuhrt daher in
heterozygoten Individuen erst nach Selbstbestaulzunigilweise weillen Samen. Auch
Individuen, die fir das Gen homozygot sind, weisemchmal eine leichte Fruchtfarbung
und leicht gefarbte Keimbléatter auf. Die Durchsegskraft des Allels ist demnach
maoglicherweise nicht vollkommen.

Unter den Genotypen aus der Amazonasregion komsitAdlal recht haufig vor und
findet sich auch in zentralamerikanischen Poputaio Ein bekannter Trager des
Anthocyan-Inhibitorgens im homozygoten Status etkllon ,Catongo*” (siehe 2.2.4.1).
Innerhalb vieler Criollos (siehe 2.2.3.1) mit weild¢eimblattern fehlt laut Bartley 2005
die genetische Grundlage fir die Anthocyansynthes&eimblattgewebe. Die weil3e
Keimblattfarbe wird daher nicht durch das Anthocyimibitorgen verursacht.
Gesprenkelte und marmorierte Samen sind innerha&b @riollo-Typs und seiner
Hybriden weit verbreitet. Hier wird die KeimblattBung partiell beeinflusst durch das
Gen, welches die Farbe der (in diesem Fall rotengtioberflache bestimmt und durch
die vereinigten Faktoren, welche den Zusammenhandrarbe neu austreibender Blatter
mit der Keimblattfarbe herstellen.

In Fallen, in denen nur ein einfacher Effekt vagtieder tUber die Pigmentierung bzw.
Farblosigkeit der Keimbléatter entscheidet, ist drRigmentierung gegeniber der
Farblosigkeit dominant. Unklar ist, wie eindeutig Pigmentierung genetisch festgelegt
ist; denn innerhalb vieler Friichte kommt es zu Baslbufungen (Bartley 2005).
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2.2.3 Die Klassifizierung und Verbreitung von T. cacaoL.

Der Versuch, eine Klassifizierung fur die enormeelfélt der Art T.cacaoL. zu
entwickeln, wurde bereits durch Morris 1882 untennten. Er untergliedert die Art in
die Gruppen ,Criollo* (span. kreolisch) und ,Forast‘ (span. fremd, auswartig). Diese
beiden Begriffe verwendet auch Cheesman 1944, W®ecacaol. unter diesen
Bezeichnungen in 2 morphogeographische GruppereihufCuatrecasas 1964 schlagt
eine Trennung der Art in die beiden Subspediesacaossp.cacaound T. cacaossp.
sphaerocarpunvor, die den beiden oben genannten Gruppen entsgec

Unter der Bezeichnung ,Trinitario“ wird ein drittdfakao-Typ von den beiden oben
genannten differenziert (s. u.).

Cuatrecasas 1964 bezeichnet seine Gliederung ddr. Bacaol. als ,provisorisch® und
notiert: ,A correct classification of all forms Wwibnly be possible after careful and
extensive genetic research.” (Cuatrecasas 1964).

In den letzten Jahren wurde ausgiebig an einer ddietlzur Klassifizierung von Kakao
auf Basis seiner genetischen Variabilitat gearbéiten besonderer Bedeutung ist hierbei
eine in Saunderst al. 2004 beschriebene Kooperation der Kakao-GenbankJ&OA
(United States Department of Agriculture) in PueRa@o mit den Genbanken und
Forschungsabteilungen der CATIE (Centro Agronomicopical de Investigacion y
Ensefianza) in Costa Rica und der CRU (Cocoa Rdsehnit) in Trinidad und Tobago.
Dabei wurde ein Verfahren zur Erstellung eines tiscleen Fingerprintings aller
international zur Verfigung stehenden Kakao-Klotdrede entwickelt. Zur genetischen
Identifizierung der Kakaoklone wurden 15 SSR-Prinaisgewahlt, welche von den
untersuchten Sequenzen die hdchste Reproduzierbarice Konsistenz innerhalb eines
Kakao-Genotyps aufweisen und zugleich eine eindeutDifferenzierung von
abweichenden Genotypen ermdglichen. Diese 15 Primagen zum internationalen
molekularen Standard fur das DNA-Fingerprinting vbncacaolL. bei (Saunderset
al. 2004). Auf dieser Grundlage wird in Kirze ein migionales Codifizierungssystem
fur die ArtT. cacaol. zur Verfligung stehen.

Neben dem oben beschriebenen Projekt widmen sigter&eForschungsarbeiten der
genetischen Entschliisselung vdncacaol. (Motamayor et al.2002, Motamayoret
al. 2003 u. a.). Die bisherigen Ergebnisse stellene wion Cuatrecasas 1964
prognostiziert, wichtige Aspekte der traditionellelassifizierung der Art in Frage (s. u.).
Bisher gibt es jedoch zu einer Gruppierung derTArtacaolL in ,Forasteros*, ,Criollos”
und ,Trinitarios“ noch keine nutzbaren Alternativeand viele der im Rahmen der
vorliegenden Arbeit beprobten Klone wurden auch hnagcht molekulargenetisch
untersucht. Daher wurden die im Rahmen der vontidge Arbeit untersuchten Proben
bei der Auswertung entsprechend der traditionell&ssifizierung untergliedert, zumal
diese bezogen auf die traditionell angebauten Kadgaalationen eine solide genetische
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Grundlage besitzt: Studien von Motamayatr al.2002, Motamayoret al.2003 u. a.

belegen, dass die Typ-interne genetische Variabilfeweils deutlich unter der
Variabilitdt innerhalb der Art insgesamt liegt.

Eine ausfuhrliche Definition der innerhalb der vwegenden Arbeit genutzten
Nomenklatur zur Gruppierung der untersuchten Kakamgn findet sich in den folgenen
Kapiteln.

Agquator

Abb. 26: stark vereinfachtes Schema der prékolumbischen Verbreitung von T. cacao L.
(nach Bartley 2005 und Parra 2000)

grin: Criollo

braun : LAF

hellblau : UAF

dunkelblau: UAF-Varietat ,Nacional“ westlich der Anden

rot: mutmalliches Diversitatszentrum von T. cacao L.

2.2.3.1  Der Criollo-Typ

Zur Zeit der Entdeckung Amerikas war der Criollokida in Mittelamerika und im
Hinterland der Nordkuste Stidamerikas verbreitet,ewtieute, wild oder kultiviert, von
Mexiko bis Venezuela vorkommt (Abb. 26, griiner Bemg Bereits in prakolumbischer
Zeit wurde Criollo-Kakao durch die im Gebiet ansgeas Indianervolker angebaut und
spielte in den Hochkulturen der Azteken und der daine bedeutende Rolle. So leitet
sich der Begriff ,Schokolade” von dem aztekischeartXocoatl” (,Bitter-Wasser*) ab.
Die Maya verwendeten Rohkakaobohnen als GeldminzBas anregende
Schokoladengetrank kam u. a. bei kultischen Ritualer Anwendung (Wolters 1999),
woran der lateinische Nam@&heobroma (Getrank der Gotter) noch heute erinnert.
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Die Grundform einer Criollo-Frucht ist langlich, wz&y, schief zugespitzt und tief

gefurcht (Wolters 1999). Die grofRen, rundlichen 8arsind entweder farblos oder zeigen
ein blasses Violett (Moreno 2000). Neben Populamonmit diesen ,typischen”

Fruchtformen gibt es noch solche, deren Frichte dmsem Schema abweichen.
Besondere Bedeutung kommt dabei den PopulationercglRna“ und ,Pentagona“ zu,
die im Abschnitt 2.2.4.4 genauer beschrieben werden

In dem gegenwartigen Trend zur Herstellung besandedler und sortenreiner
Schokoladenprodukte spielen die Kakaos vom TypllGreane auf3erst wichtige Rolle.
Rohkakao aus Criollo-Samen besitzt einen im Vethlezum Forastero hdheren
Coffeingehalt und ein feineres Flavour, das auchmiger bitter ist als jenes von
Forastero-Kakao (Wolters 1999). Criollo-Kakao widhher zu den hochwertigsten
Edelkakaos gezahlt.

Der geringe Ertrag sowie die hohe Anfélligkeit frankheiten beeintrachtigen die
Kultivierung von Criollo-Kakao (Montamayor 2000)elBst in Venezuela, dem heute
wichtigsten Anbauland fur diesen Typ, sind die Bede durch die Einfihrung
widerstandsfahigerer und ertragreicherer, aberitatial minderwertigerer Kakaosorten
aus den meisten Regionen verdrangt worden (Mor666)2 Laut Motamayor 2000,
Motamayoret al.2002, Motamayor und Lanaud 2002 handelt es sichwiesiigen der
verbliebenen Populationen um ,echte“ oder ,ancie@tiollos®, die genetisch
ausschlieRlich auf den prakolumbischen Kultursotbasieren. Dies sind zumeist alte
Baume auf abgelegenen Farmen des Verbreitungsgelsievie wild wachsende
Individuen im Bereich alter Indianer-Kulturstattene etwa im Lacandona-Regenwald
von Chiapas, Mexiko. Selbst bei den auf internatien Genbanken konservierten
Criollo-Klonen handelt es sich offenbar tUberwiegamd ,moderne” Criollos, welche
aufgrund der Einkreuzung von Forastero-Genen nictghr von traditionell als
»Trinitarios” bezeichneten Populationen zu diffexemen sind (Motamayaet al.2002).

Der Anteil von Criollo-Kakao an der Welt-Rohkakaog@uktion liegt, auch wenn nicht
nur sortenreine Varietdten zugrunde gelegt werdéej deutlich unter 5 %.
Maoglicherweise wird authentischer Criollo-Kakao thmupt nicht mehr auf dem freien
Markt gehandelt (Rohsius 2007).

Motamayoret al. 2002 widersprechen der Hypothese von Cuatrec&&s hach welcher
es sich bei Criollo-Kakao um eine Subspezies hande sich unabhangig von den
sudamerikanischen Populationen in Zentralamerikaviekelt hat (s. 0.). Nach den in
dieser Veroffentlichung vorgestellten Ergebnissams &RFLP- and Mikrosatelliten-
Analytik ist echter Criollo-Kakao enger verwandttreinigen Forastero-Populationen aus
Kolumbien und Ecuador als diese mit Forastero-Radjmrien anderer Herkunft (s. u.).
Die in neueren Studien nachgewiesene geringe gehetiVariabilitdt des Criollo-Typs
lasst darauf schlieBen, dass sich alle echtenl@sioon einer kleinen urspriinglichen
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Population ableiten lassen (Motamagtral.2000, Motamayoret al.2002, Motamayor
und Lanaud 2002).

Die genannten Autoren gehen davon aus, dass edaiaten authentischen Criollos um
durch menschliche Zuchtauswahl gepragte Populatidramdelt. Das milde Aroma der
Kakaosamen, deren kurzen Fermentationszeiten urdkrerer Koffeingehalt (anregende
Wirkung), sowie die Selbst-Kompatibilitat der Bauriin®herer Ertrag) passen zu dieser
Theorie.

Motamayoret al. 2002 halten es fir mdglich, dass die urspriinglldaekunft des Criollo-
Kakaos in West-Venezuela am Ful3e der Anden zu susheder Herkunft der innerhalb
der vorliegenden Arbeit verwendeten Criollo-Prol{siehe 2.2.4.4). Historische Daten
beweisen die Verbreitung von Kakao in VenezueladerEroberung des Gebietes durch
die Spanier, wo er auch schon in prakolumbischetr afegebaut wurde (Motamayet

al. 2002, Bartley 2005). Durch Wanderbewegungen unadeldeziehungen indianischer
Kulturen kénnte der Criollo-Kakao von hier aus nZemtralamerika gelangt sein.

Nach der ethnologisch ausgerichteten PublikatiamWwlters 1999 |asst sich der heutige
Criollo-Kakao von Kultursorten aus West-Ecuadoreébh, die in prakolumbischer Zeit
von den dort ansassigen Indianervélkern nach Mittekika eingefiihrt wurden. Durch
ihre Wanderbewegungen und Handelsbeziehungen ndilkliife von Kistenschifffahrt,
sind auch diverse andere Kulturpflanzen nach Zkmrarika gelangt (Wolters 1999).
Trotz Abweichungen im Detail stimmen alle Autorele sich in jingster Zeit mit der
Herkunft des Criollo-Kakaos auseinander setztenndiberein, dass es sich dabei um
eine indianische Kulturform handelt, welche sicim \Forastero-Kakao ableiten lasst und
durch den Menschen nach Zentralamerika gelangt ist.

2.2.3.2 Die Gruppe der Forasteros

Das urspringliche Verbreitungsgebiet der unter d&ezeichnung ,Forastero”
zusammengefassten Kakaopopulationen liegt in desigen Gebiet von Amazonien und
Guayana und schliel3t das Mannigfaltigkeitszentruen Art mit ein (Abb. 26, roter
Bereich).

Schon in prédkolumbischer Zeit nutzten die im Veltoreggsgebiet lebenden
Indianerkulturen den Forastero-Kakao, jedoch hagbigch als Produzenten einer sifl3en
Fruchtpulpa, welche frisch konsumiert oder zu atiisithen Getranken vergoren wurde.
Die Frichte wurden zu diesem Zweck von mehr odetiges wild wachsenden Baumen
im Urwald gesammelt. Eine indigene Selektion degastero-Kakaos hinsichtlich
gualitativer Eigenschaften der Samen fand dahénAalters 1999 nicht statt, abgesehen
vielleicht von der ,Nacional“-Population in Ecuadgrt u.).

Die Forastero-Kakaos wird untergliedert in ,Uppem#&zon Forastero“ (UAF) und
.Lower Amazon Forastero” (LAF), entsprechend denggaphischen Ursprungsgebieten
am oberen oder unteren Abschnitt des Amazonasgdbgsts (Abb. 26, blauer und
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brauner Bereich). Der letztgenannte Typ schlie@ibogd noch weitere Populationen
entlang des Orinoco und aus der Region Guayan@intamayoret al. 2000).

Nach Motamayoret al.2002 gibt es keine genetische Grundlage flr dieagete
Untergliederung des Forastero-Kakaos. Angesichts Gl&R3e der mit den Begriffen
,upper Amazon“ and ,Lower Amazon“ umgrenzten Gebiend ihrer Zergliederung in
tausende von Flusssystemen, die von separaten pgapalationen besiedelt werden, ist
dies nicht verwunderlich.

Sowohl innerhalb der UAFs als auch der LAFs gibee® grofRe genetische Variabilitat
(Motamayoret al.2003). Einige UAF-Populationen stehen laut Motaonagt al. 2003
dem Criollo-Kakao genetisch naher als anderen Rtipuken aus der Forastero-Gruppe.
Daher kann Forastero-Kakao nicht als eigene Uritem@mn Criollo-Kakao abgegrenzt
werden, wie von Cuatrecasas 1964 vorgeschlagen.

Mit dem kommerziellen Anbau von Forastero-Kakao deurim 17. Jahrhundert in
Ecuador begonnen. Hier wurde westlich der Andeentfér bereits in prakolumbischer
Zeit eine spater als ,Nacional“ bezeichnete Vatiktdtiviert, die sich durch ein bis heute
beriihmtes, blumiges Flavour auszeichnet (Abb. aékelblauer Bereich).

Laut der meisten Beschreibungen zeichnet sich dmiddal-Typ durch relativ grol3e,
grine Fruchte mit sich leicht verjingender Basks deren relativ dicke Fruchtwand eine
raue Oberflache besitzt (Bartley 2005). Die Samed grof3er und besitzen ein helleres
Violett als jene von ahnlich aussehenden Frichteler@r Varietaten.

Nach Bartley 2005 weist die niedrige genetischaalditat des ecuadorianischen
Nacional - Kakaos darauf hin, dass die Populatioh sicht spontan in der Kistenzone
Ecuadors verbreitet hat. Das Material, von dem sleh ,Nacional“-Kakao ableitet,
stammt nach seinen Angaben wahrscheinlich aus delmeGdes Oberlaufs des Flusses
Marafion am FulRe der Anden. Damit handelt es sich taditioneller Klassifizierung
um Upper Amazon Forasteros.

RAPD -, RFLP - und Mikrosatelliten - Studien zeigegine deutliche genetische
Abweichung des Nacional - Kakaos von anderen algadteros klassifizierten
Populationen (Lerceteawet al.1997, Motamayor et al.2002, Motamayor und
Lanaud 2002). Nach Motamayet al.2002 sowie Motamayor und Lanaud 2002 stehen
die ecuadorianischen Nacional-Kakaos den urspreimgh Criollo-Varietaten genetisch
naher als den anderen sidamerikanischen Foras@rese Befunde unterstiitzen die
Hypothese von Wolters 1999, nach welcher der Kakawbdurch die Indianerkulturen
West-Ecuadors auf dem Seewege nach Mittelamenige&ihrt wurde.

Der Anbau des ,Nacional“-Kakaos blieb hingegen eaijehend auf sein Herkunftsland
Ecuador beschréankt. Erst 1937 fuhrte F. J. Pouter siem Sammelbegriff ,Refractario”
Kakaomaterial aus Peru und Ecuador nach TrinidadBartley 2001). Dieses heterogene
Material, das wahrscheinlich auch Einkreuzungen lecional“-Populationen enthélt,
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wurde von Pound vor allen Dingen hinsichtlich seinResistenz gegeniber
Moniliophthora perniciosaelektiert.

1746 begann ein einzelner Geschéaftsmann mit denarbn Kakao in Bahia/ Brasilien.
Er verwendete dabei eine aus Para eingefuhrte LAfetat (Wood 1991). Deren Friichte
sind rundlich bis ellipsoid, ziemlich glatt und nschwach gefurcht. Die Samen haben
dunkelviolette Keimblatter (Wolters 1999). Foraster welche die hier beschriebene,
Fruchtform besitzen, werden auch als Amelonadaa(spnelonenformig“) bezeichnet.
Der in Bahia kultivierte Amelonado-Kakao wurde schbald in andere Gebiete
exportiert. Nach Motamayoet al.2003 leitet sich von ihm der Forastero-Anteil im
Erbgut aller traditionellen Trinitarios (s. u.) adit grof3er Wahrscheinlich bildet er auch
die genetische Herkunft des als ,West African Ameldo“ bekannten LAF-Typs, der bis
heute auf den westafrikanischen Kakaoplantagenmemisiehe 2.2.4.1).

Die genetische Variabilitat der in Bahia angebaerelonados ist, ahnlich wie jene des
Nacional-Kakaos aus Ecuador, laut Motamastoal. 2003 sehr gering.

Gegenwartig liefert die Forastero-Gruppe insgesagtwa 85 % der weltweiten
Kakaoproduktion. Abgesehen von Ausnahmen wie denmdarianischen Nacional-
Kakao (s. 0.) handelt es sich dabei um Massenkakao.

2.2.3.3 Der Trinitario-Typ

Die Trinitarios besitzen Merkmale sowohl der Cusll als auch der Forasteros.
Morphologisch gleichen ihre Frichte haufig starkeje der Criollos. Die Keimblatter
ihrer Samen zeigen die unterschiedlichsten Farlraranon weil? bis dunkelviolett.
Trinitarios liefern, ahnlich wie die Criollos, eimé&Rohkakao von zumeist hoher Flavour-
Qualitat. Vergleichbar mit den Eigenschaften deraBteros sind ihre im Allgemeinen
recht hohen Ertrdge, welche auch durch ihre im Merlg zum Criollo-Kakao hoéhere
Krankheitsresistenz gewahrleistet werden.

Nach Cuatrecasas 1964 stammen die Vorlaufer destafio-Typs aus dem Orinoco-
Delta Venezuelas, wo sie durch Kreuzungen zwiséfmgasteros und Criollos entstanden.
Individuen dieses Typs wurden in Trinidad eingefiihthr genetisches Material
vermischte sich mit jenem der dort vorhandenen IGri®opulationen, welche im Laufe
der Zeit durch Anpflanzungen des neuen Kakaotymeter wurden. Von Trinidad
gelangte er zurick nach Venezuela und erhielt gdeime heute géangige Bezeichnung
»Trinitario”.

Basierend auf RFLP- und Mikrosatelliten-Studienwastfen Motamayoset al. 2003 ein
davon abweichendes Szenario. Inhm zufolge leitét der Forastero-Anteil im Erbgut der
Trinitario-Varietaten von dem in Bahia kultiviertédimelonado-Kakao (siehe 2.2.3.2) ab.
Demnach gelangte dieser LAF-Typ im 18. Jahrhundaerth Trinidad, Venezuela,
Mittelamerika und auf die karibischen Inseln. Zurybrdisierung mit den dort
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kultivierten Criollos, deren genetische Variabiligbenfalls sehr gering ist (s. 0.), kénnte
es im gesamten Gebiet gekommen sein. Daher musérsi@rungsort der Trinitarios nicht
auf Trinidad beschrénkt sein.

Nach Motamayoet al. 2003 unterscheiden sich die vielen auf den intevnalen Kakao-
Genbanken gehaltenen Trinitarios hauptsachlichemm dnteil von Allelen, welche mit
den urspringlichen Criollo- bzw. mit den Amelondeltern geteilt werden. Viele der hier
konservierten Klone unterscheiden sich somit geadlktikaum voneinander, und ihre
Anzahl kbnnte demnach drastisch reduziert werden.

Nach Bartley 2005 wird der Begriff ,Trinitario” aef fur die traditionellen Populationen
oben beschriebenen Ursprungs auch fur Kakaomateriderer, z. T. auch schlicht
unbekannter genetischer Herkunft verwendet. Scefinrgich darunter auch Populationen
mit genetischen Anteilen von Upper Amazon Forasteaos den Sammlungen, die ab
1938 von F. J. Pound u. a. durchgefihrt wurdenu.fs.In der hier vorliegenden Arbeit
werden diese aus neueren Ziichtungen stammenderog&aien von den traditionellen
Trinitarios abgegrenzt.

Bereits ab 1825 begannen die ertragreichen und rstatelsfahigen Trinitarios die
Criollos von den Kakaoplantagen Lateinamerikas andh die Nacional-Kakaos aus
Ecuador (s. 0.) zu verdréangen. Die Angaben zu deteilAder Trinitarios an der Gesamt-
Kakaoproduktion schwanken zwischen 10 % und 15 %esdich auch in Abh&ngigkeit
von der Definition des Begriffs , Trinitario®. Bei @tem nicht alle Trinitario-Rohkakaos
werden zu den Edelkakaos gerechnet. So zahlt bs@ise der rotgetdnte Trinitario-
Rohkakao aus Kamerun nicht dazu (ICCO 2007b).

2.2.3.4 _,Moderne" Kakaosorten

Kakao-Krankheiten wie etwa der durch den PiMoniliophthora perniciosa
hervorgerufene ,Hexenbesen“ fihren zu hohen Ermesten im kommerziellen
Kakaoanbau. Schon in der ersten Hélfte des vordgdmhunderts versuchte man dieses
Problem durch Selektion und Zichtung krankheitstester Sorten in den Griff zu
bekommen. Im Rahmen solcher Bemihungen wurden detekeitung von F. J. Pound
zwischen 1937 und 1942 von Trinidad aus mehreree@i¥pnen in das Gebiet des oberen
Amazonaslaufes durchgefuhrt, um resistentes Kak@srabhaus den dort vorhandenen
Wildbestanden zu sammeln (ICG, T 2007). Seithedenil UAF-Forasteros einen
wichtigen Bestandteil von Zuchtprogrammen fur resitkere und ertragreichere
Kakaosorten. Ab 1950 wurden kommerzielle Kakaogilargen weltweit durch Material
aus solchen Zichtungen ergéanzt. Diese lassen siohtigch teils ausschlief3lich von
UAF-Populationen ableiten, teils handelt es sich Kimrmuzungen dieses Materials mit
traditionellen Kultursorten, z. B. aus dem Trinibaf yp.

a7



Hintergrund

Bis heute bestehen immer noch etwa 70 % des komefiesimgebauten Kakaos aus den
traditionellen LAF-, Criollo- und Trinitariokulturemit ihrer relativ geringen genetischen
Variabilitat (Motamayoeet al. 2003).

2.2.4 Die Klassifizierung der im Rahmen der vorliegenderArbeit
untersuchten Kakaoproben

Im Folgenden werden die innerhalb der vorliegenddpeit untersuchten Kakao-Klone
beschrieben und einem der oben vorgestellten Typgeordnet.

Trotz der weitestgehend kunstlichen und teilweidigsen Klassifizierung von Kakao in
Criollos, Forasteros und Trinitarios gibt es stafkgumente daflr, dieses traditionelle
System auch fur die Vergleichsstudien der in deriegenden Arbeit untersuchten
Kakaoproben zu verwenden. So bilden die Criolloistaten zwar nach
Motamayor 2000, Motamayoet al.2002 sowie Motamayor und Lanaud 2002 keine
eigene Unterart, doch sie stehen in enger genetigdéziehung zueinander und besitzen
spezifische Eigenschaften, welche sie als Typ vb@naanderen Kakao-Varietéaten
unterscheiden. Beides gilt erwiesenermafl3en auchdéir Nacional-Typ und fur die
traditionellen Trinitarios.

Der LAF-Typ besitzt zwar keine genetische Defimtigedoch haben die 2 in der
vorliegenden Arbeit untersuchten LAF-Klone habeneai gemeinsamen genetischen
Ursprung: Sie leiten sich beide von traditionellanlitursorten aus Bahia in Brasilien ab
(siehe 2.2.4.1).

Bei den analysierten UAF-Klonen ist die genetisdherwandtschaft vermutlich am
geringsten. Immerhin handelt es sich jedoch benalroben um Material aus Peru, und
teilweise lasst sich dieses auch von den gleiclopul@tionen ableiten (siehe 2.2.4.2).

Die Kerndaten der in der vorliegenden Arbeit unierden Kakaoklone sind in den
Tabellen 2 (Forasteros) und 3 (Criollos und Trimits) zusammengefasst. Anschlie3end
erfolgt fur jeden Klon eine ausfihrliche Beschreigu ihrer in der Literatur
dokumentierten, fur die durchgefiihrte Arbeit releesm Eigenschaften.
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Tab. 2: Eigenschaften der
untersuchten Forastero-Klone
(LAF, UAF und Nacional)
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Tab. 3: Eigenschaften der

untersuchten Criollos und Trinitarios
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2.2.4.1 Proben der Lower Amazon Forasteros (LAF)

Amelonado (Anhang; Abb. 86)

Der Begriff “Amelonado” beschreibt eine spezifisdh@ichtform (span. melonenférmig).
Es handelt sich dabei um breite, kurze Friichte,ntd@chmal stumpf, manchmal spitz
zulaufen. Im Bereich des Stielansatzes kann diehfrilaschenhalsformig verengt sein.
Die Fruchtschale ist glatt und weist zehn Furchén a

Ohne zusatzliche Informationen - z. B. Uber die Kdeft - reicht der Begriff
~Amelonado“ nicht zur Bezeichnung einer VarietatsauDafur wird er jedoch
international auf vielen Genbanken falschlichereeisrwendet.

Das in der vorliegenden Studie verwendete AmelosMddterial aus Ghana gehort zur
Population der der West African Amelonados (WAA)e MHerkunft des Amelonado-
Klons aus Trinidad leitet sich nach Angaben vonfPRr. D. Butler (CRU, UWI)
ebenfalls von WAA-Material ab.

Diese selbstkompatible und sehr homogene Variesitdt die typische Fruchtform und
ist die traditionell angebaute und noch immer wetehaufigste Kakaopopulation
Westafrikas.

Zur genetischen Herkunft des WAA gibt es unterstiithe Angaben. Bartley 2005 sieht
die Herkunft des Ursprungsmaterials als vollig wh&e an. Edwin und Masters 2005
gehen davon aus, dass das Ausgangsmaterial fivWdek von Kakaopopulationen aus
Guinea stammt, von wo es 1878 durch einen Handipoitiert wurde. Die genetischen
Studien von Motamayor 2003 lassen jedoch daradiefdn, dass das Ursprungsmaterial
fur den WAA letztlich von den oben beschriebenenFtRopulationen abstammt, die
traditionell in Bahia/Brasilien angebaut wurden.cAwWDr. R. Lockwood schlief3t sich als
international anerkannter Experte fur westafrikelmés Kakaosorten dieser genetischen
Ableitung des WAA an (persotnliche Mitteilung, 2006)

Catongo (Anhang; Abb. 88)

Catongo ist ein stark homozygoter, selbstkompatildéon des LAF-Typs (Lower
Amazon Forastero). Er wurde 1939 in der Nahe vamclUica, Bahia, Brasilien gefunden
(Crouzillatet al. 1996).

Catongo ist ein homozygoter Trager des Anthocydubltor-Gens, einer spontanen
Mutation, die zur Abwesenheit von Anthocyanen iheral Organen des jeweiligen
Genotyps fiuhrt (Bartley 2005, s. 0.). Daher bestatongo weil3e Bliten, aus denen nach
Selbstbestaubung Friichte mit 100 % weil3en Samemrgetven. Seine Frichte sind im
reifen Zustand gelb, im unreifen grin.
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2.2.4.2 Beprobte Genotypen der Upper Amazon Forasteros (UAF

NA 33 (Anhang; Abb. 94)

Die Population NA wurde nach dem peruanischen AN&say benannt, in dessen Ebene
ihr Ausgangsmaterial 1937 gesammelt wurde. Es Hasdd folglich um Kakao des
UAF- Typs (ICGD 2007). Die einzelnen Genotypen,chel von Baumen aus der Nanay-
Region abstammen, zeigen eine grol3e Variabilitatiglech ihrer Fruchtformen und —
farben (Bartley 2005). Die meisten Vertreter dempation besitzen relativ kleine,
tiefviolette Samen. Dieses Merkmal besitzt auch3@A

Die Frichte von NA 33 sind im reifen Zustand gelur Kompatibilitdt gibt es
unterschiedliche Angaben (ICGD 2007).

Individuen des Klons NA 33 zeigen eine relativ hdkesistenz gegen Krankheiten wie
etwa Moniliophthora perniciosa Clapperton 1992 und Clappert@ al.1994a und b
beschreiben das hohe Aromapotential von Rohkakaelcher aus NA 33-Samen
produziert wurde.

NA 33-Individuen finden sich in vielen internatidea Genbanken, weswegen der Klon
fur die Vergleichsuntersuchungen der vorliegenddmea von besonderem Wert ist.

SCA 6 (Anhang; Abb. 96)

Als Herkunft der Population SCA (Scavina) wird d&reich des peruanischen Flusses
Ucayali angegeben (ICGD 2007). Die verhaltnismad®égnen Frichte des Klons SCA 6
sind im reifen Zustand gelb.

SCA 6 produziert sehr kleine, tiefviolette Same@GD 2007). Clapperton 1992 und
Clappertonet al. 1994b beschreiben seinen Rohkakao als Trager guresntwickelten
Flavours. Dieses wird von Bartley 2005 als ,blumagfarakterisiert. Der Autor beschreibt
die Pulpa von Vertretern der ,Scavina“-Populatits\esonders siuf3 und fruchtig.

Der zu den UAF gehdrende Klon besitzt eine hohaskaw gegen den Befall durch den
Pilz Moniliophthora perniciosgBartley 2005). Wie alle Genotypen der SCA-Popafat
ist er jedoch selbst-inkompatibel, was sich negati¥ seinen Ertrag auswirkt. Da das
Merkmal durch mindestens 2 unabhangige Allele ewjenit wird, vererbt es sich auch an
die Nachkommen des Klons. Auch das ebenfalls uneselite Merkmal seiner kleinen
Samen scheint sich dominant zu vererben (Bartl®pR0OMoOglicherweise liegt in der
geringen Samengro3e die Ursache fur die im Veigleie anderen Kakaosorten sehr
kurze Entwicklungsperiode der Scavina-Friichte (e1@@ Tage). Scavina-Samen weisen
laut Bartley 2005 zudem einen hoheren Flussigkeltalj auf als die Samen anderer
Populationen und zeigen darum einen héheren Gesviehtist durch Trocknung. Trotz
dieser Defizite spielt SCA 6 eine wichtige Rollevielen Zichtungsprogrammen.
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T63/967, T79/501 und T85/799 (Anhang; Abb. 97 - AbI®9)

Die genetische Basis aller 3 genannten Klone bijgemianische UAFs (Adu-Ampomah
et al. 1988 und 1996, N'Goraet al. 1994), die als Bestandteil der Sammlungen von F. J
Pound nach Trinidad gelangten und 1944 von dofslana eingefuhrt wurden (Dr. R.
Lockwood, personliche Mitteilung 2006). Alle 3 Klensind u. a. mit der oben
beschriebenen UAF-Population ,Nanay“ verwandt (R. Lockwood, personliche
Mitteilung 2006).

Die genannten Klone spielen eine wichtige Rolleden modernen westafrikanischen
Zichtungsprogrammen (Prof. Dr. Adu-Ampomah, peistiel Mitteilung 2001). Sie
wurden in Ghana gezichtet (Dr. R. Lockwood, peisbalMitteilung 2006). Aus diesem
Land stammt auch das in der vorliegenden Arbegnsnichte Material.

Die Frichte der hier untersuchten Klone besitzda aine im reifen Zustand gelbe
Fruchtwand und zeigen die typische Amelonado-Farinme jedoch mit dem traditionell
angebauten West African Amelonados (s. 0.) verwandtein.

Laut der ICGD 2007 sind die Klone mit der BezeiamgpT [POS] Trager des Anthocyan-
Inhibitor-Gens (siehe ,Catongo®). Das Fehlen weil@amen in den Frichten der
selbstkompatiblen Klone lasst darauf schlieRens disses Allel — wenn Uberhaupt- im
heterozygoten Zustand vorliegt.

2.2.4.3 Beprobte Klone des UAF-Typs ,Nacional*

EET 59, EET 95, EET 390 (Anhang; Abb. 89 -Abb. 91)

Die Klone der Population "EET" sind nach der ecumihischen Kakao-Genbank
Estacion Experimental Tropical Pichilingue benannt.

Als genetische Herkunft des Klons EET 59 gibt di&GD 2007 2 Individuen des
Nacional-Typs (s. 0.) an, womit es sich um einaner@ Nacional-Klon handelt, der zu
den UAFs zahilt.

Die Klone EET 95 und EET 390 stammen einerseits mdividuen des Nacional-Typs
ab, tragen andererseits aber auch das genetisdeeidliaines Typs, der als ,Venezolano
Amarillo* bezeichnet wird (ICGD 2007). Unter dieseBegriff werden verschiedene
Kakaopopulationen zusammengefasst, die aus andéniraulandern nach Ecuador
eingefuhrt wurden. Laut Lerceteai al.1997 sowie Bartley 2001 ist ihre genetische
Herkunft unklar. Wahrscheinlich handelt es sich wme groRe Bandbreite von
Populationen, die sich zum gré3ten Teil von Trimite und anderen Genotypen aus
Trinidad ableiten lassen.

Der Klon EET 390 stammt auf3erdem auch noch vonldafm SCA 12 ab (ICGD 2007).
Die Zuordnung zu einer der klassischen Gruppendtemra Trinitario und Criollo fallt
dadurch bei EET 390 und EET 95 besonders schwegrdud ihrer Abstammung von
den Nacional-Kakaos wurden sie jedoch in der vgeiglen Arbeit diesem Typ
zugeordnet.
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Nach Auskunft von Dr. P. Bucheli (ehemals Forsclsabgeilung Nestlé France) besitzt
der Klon EET 95 das besondere Flavour des unteBedeeichnung ,Arriba“ gehandelten
ecuadorianischen Nacional-Kakaos.

2.2.4.4 Beprobte Varietaten der Criollos

Im Gegensatz zu dem Grof3teil der Forastero- unaitério-Proben handelt es sich bei
den in der vorliegenden Studie untersuchten Cgolicht um Klone internationaler
Genbanken, sondern um Individuen, die bestimmteallGiVarietaten zugeordnet sind.
Laut Auskunft von Alexis Zambrano ,INIA Mérida“ hdelt es sich um echte,
unverfalschte Criollos. Sehr wahrscheinlich entspes sie auch den Mal3stdben von
Motamayoret al.2000, Motamayoret al.2002, Motamayor und Lanaud 2002 fir
unverfalschte oder ,ancient” Criollos.

Porcelana (Anhang; Abb. 103)

Hierbei handelt es sich um eine ziemlich homogersietat, die sich von anderen
Criollos charakteristisch abgrenzt. lhre Frichtedgiberwiegend zylindrisch und d&hneln
der Amelonado-Form. Sie enden in einer kurzen,ki@dmigen Spitze, wie es fir Criollos
typisch ist. Die Fruchte sind rot, griin und matfivgefarbt; inre Schale ist glatt und dinn
und nur schwach gefurcht. Die Samen besitzen we@er hellrosa Keimblatter.
Porcelana hat laut Moreno 2000 die beste Flavowti@u aller Kakaos Venezuelas und
wird folglich als Edelkakao gehandelt. Er ist jedocecht anfallig fur diverse
Krankheiten, die oft zu hohen Ernteverlusten fihren

Guasare (Anhang; Abb. 102 a)

Bei dieser Criollo-Varietdt handelt es sich nach tAfeayoret al.2000 um einen
genetisch reinen, unverfalschten Criollo. Sie stamam einer kleinen Plantage an den
Ufersaumen des gleichnamigen Flusses in den Austéufes Perija-Gebirges im Staat
Zulia im &uRRersten Westen von Venezuela.

Die Baume zeichnen sich durch kraftigen Wuchs urctitd Kronen aus. Sie beginnen
frihzeitig mit der Bildung von Bluten und dem Frtedsatz. Ihre spitz zulaufenden
Frichte besitzen eine runzelige, dinne, griine Bu&std mit ausgepragten Furchen. Die
Frichte enthalten zwischen 25 und 30 Samen. Deeemidatter sind durchgehend weil3.
Guasare spielt in den Zuchtprogrammen Venezuelagenetischen Verbesserung der
Criollos eine wichtige Rolle, da er im Vergleich Rorcelana® anpassungsfahiger ist. Er
wird daher in letzter Zeit auch in anderen Regionges Landes angesiedelt
(Moreno 2000).

Criollo Mérida (Anhang; Abb. 101)
In Venezuelas Bundesstaaten Mérida und Tachiralebam Ful3e der Anden gelegen,
wurden Individuen dieser Criollo-Population beraitsprakolumbischer Zeit kultiviert.
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Sie ist weniger homogen als die Populationen ,Hanz und ,Guasare“. Die
langgestreckten Frichte von Criollo Mérida endenuiterschiedlich geformten, oft
gekrimmten Spitzen. Die Fruchtwande sind untersdible dick, jedoch nie besonders
hart. Die Farbe der Frichte zeigt alle Farbnuangam weinrot bis griin, wobei die
dominierende Fruchtfarbe regional variiert. Dieden Samen sind mittelgrol3 bis grof3
und weil3 bzw. schwach gefarbt. ,Criollo Mérida“ dimls Edelkakao gehandelt, ist
jedoch stark vom Aussterben bedroht (Moreno 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden Individuen zwelarschiedener Varietaten in San
Juan de Lagunillas und in Zea untersucht (sieh@R.4

Die Criollo-Varietat ,Zea" wird alternativ auch ,Bavides” genannt, nach dem Namen
der Familie, auf deren Grundbesitz sie entdecktdeutm Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden Proben eines 100 Jahre alten Induviasl untersucht, der als nationale
Referenzpflanze fir den Typ ,Zea“ dient.

Pentagona (Anhang; Abb. 102 b und c)

Neben Criollo und Forastero wurde auch die PopmraiPentagona“ zeitweilig als ein
eigenstandiger Typ eingestuft, spater aber wieden dCriollos zugeordnet
(Cuatrecasas 1964).

Der Name ,Pentagona“ leitet sich von den 5 ausggerédRippen ab, welche Frichte
dieses Typs besitzen und die das Ergebnis eineorrysweils zweier benachbarter
Rippen darstellen. Pentagona-Friichte besitzen daherinnerhalb der Art einzigartige,
funfkantige Form.

Die Samen &hneln der Form nach den Ubrigen Criolkmsnmen jedoch in den
unterschiedlichsten Farbschattierungen bis zum BlurKett vor. Die Fruchtwand ist
dinn und sehr runzelig. Sie erinnert an Reptiliemhavas der Kakao-Population in
Zentralamerika die Bezeichnung ,Lagarto® (span. ddeihse”) eingebracht hat.
Motamayoret al. 2002 sehen die dinne Fruchtwand als Indiz dafiidass es sich bei
Pentagona um eine frih domestizierte Kakao-Kultarfbandelt. Durch dieses Merkmal
wird das Verhaltnis von Samengewicht zum Fruchtgbtverhoht und das Offnen der
Frichte zur Entnahme der Samen wird erleichtert.

Die Farbe der Frichte ist rot oder zeigt Schattigemm mit einem geringeren Anteil an
Grunténen. Rohkakao des Typs ,Pentagona® wird aldeld&akao gehandelt
(Moreno 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden Pentagona-Popriah untersucht, deren
urspringliche Herkunft am FuR3e der Anden in deregaalanischen Staaten Tachira und
Mérida liegt. Das Material stammt von 2 Varietatewoie aufgrund ihrer
Fruchtwandfarbung als ,Pentagona verde“ sowie ,&gma rojo” bezeichnet werden.
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2.2.45 Untersuchte Trinitario-Varietaten

ICS 95 (Imperial College SelectionsAnhang; Abb. 92)

Die ICS-Klone wurden im Rahmen eines grol3 angetegtechtungsprogramms ab 1930
auf Trinidad und Tobago zusammengestellt. Auswékliken waren dabei u. a. die
beobachtete Resistenz gegen Krankheiten Maniliophthora perniciosa Bis heute
spielen die ICS-Klone in den fur die internationak@kaowirtschaft betriebenen
Zuchtprogrammen von Trinidad und Tobago eine wgehRolle.

ICS 95 gehdrt zu den Klonen, die eine hohe ResisgegenMoniliophthora perniciosa
aufweisen. Clapperton 1992 bescheinigt ihm ein epttvickeltes Flavour bei geringer
Adstringens. In einer spateren Vertffentlichung dgsichen Autors werden seine
Flavour-Eigenschaften allerdings als ,variabel“gastuft Clappertoet al. 1994b).

ICS 95 wird international auf vielen Genbanken ikugtt, wodurch es maoglich war, fur
die vorliegende Arbeit Proben aus verschiedenekdisgebieten zu vergleichen.

BR 25, KKM 22, PBC 123, UIT 1

Die hier vorgestellten Klone wurden in Malaysia @eztet. Sie erzielen unter den in
Sabah existierenden Umweltbedingungen besondess drage (personliche Mitteilung
von Mitarbeitern der ARS Quoin Hill, 2000).

BR (Balung River, Anhang; Abb. 87)

Die BR-Klone entstammen dem Auswahlprogramm deis¢farngsstation am Balung
River bei Tawau auf Borneo in Malaysia. Ihre geswte Herkunft ist unbekannt und
konnte auch durch kurzlich durchgefiihrte molekwdargische Untersuchungen nicht
geklart werden (Dr. R. Lockwood, persénliche Mitiag 2006). Dr. R. Lockwood nimmt
an, dass es sich um ein Uberbleibsel aus der frighaitivierung von Kakao in Sabah
handelt - und somit vermutlich um Trinitarios. Auchch Clappertoet al. 1994b sowie
Pang Thau Yin 2004 handelt es sich um reine TriogaDer Klon wurde daher innerhalb
der vorliegenden Arbeit diesem Typ zugeordnet.

KKM (Klon Koko Mardi (Malaysian Agricultural Develo pment and Research
Institute, Anhang; Abb. 93)

Als Eltern des Klons KKM 22 gibt die ICGD 2007 di€lone UAWA 18 (ein
malaysischer Klon ungeklarter Herkunft) und T.S./4B5352 an. Unter letzterer
Bezeichnung wird in der ICGD 2007 jedoch kein Klgefiihrt. Nach personlicher
Mitteilung von Mitarbeitern der ARS Quoin Hill, 200handelt es sich um einen
Trinitario, und er wird daher in der vorliegenderbgit - unter Vorbehalt - als Trinitario
eingruppiert.
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PBC (Prang Besar Clone, Anhang; Abb. 95):

Wie bereits der Name verréat, stammen alle PBC-Khme der Prang Besar Station im
Staat Selangor auf der malaysischen Halbinsel. Aughgenetische Herkunft ist unklar.
Nach Clappertoret al. 1994b handelt es sich vermutlich um Trinitarioeswegen der in
der vorliegenden Arbeit untersuchte Klon diesem Zygeordnet wurde.

Der Klon PBC 123 zeichnet sich durch seine hoheisRa® gegen die Pilzkrankheit
,vascular Streak Dieback” (VSD)YJncobasidium theobrompaus, welche neben dem
Cocoa Pod Borer Gonopomorpha cramerellazu den hochsten Ernteverlusten im
kommerziellen Kakaoanbau Malaysias fuhrt (Lamin @adedi 1994). Pfropfungen alter
Kakaobestande mit PBC 123 gehorten zum ZeitpunkPdebensammlung im Jahr 2000
zu den wichtigsten MalR3nahmen zur Steigerung deades auf den Kakaoplantagen bei
Tawau.

UIT (Unidentified Introduced Trinitario, Anhang; Ab b. 100)

Schon der Name des Klons UIT 1 verrdt seine ungekl&erkunft (s. o0.). Die
ICGD 2007 gibt an, dass es sich bei allen UIT-Ggmenn um Kreuzungen von ICS-
Klonen aus Trinidad handelt (s. 0.) und beruft sielfiir auf eine personliche Mitteilung
von B. G. D. Bartley. Nach Clappertat al. 1994a weist UIT 1 grol3e morphologische
Ahnlichkeiten zu den Friichten von Criollos aus NKagma auf, die wiederum in
genetischer Beziehung zu den ICS-Klonen stehen.naemhandelt es sich bei diesem
Klon um einen ,echten” Trinitario.
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2.3 Die Auswirkung von Standortfaktoren auf den Polyphelgehalt

In dem Gehalt und in der Zusammensetzung der piseheh Komponenten einer
pflanzlichen Spezies gibt es standortspezifischeetdnhiede. Von Faustinet al. 2003,
Hakkinen 2000, Hakkinen und Torrénen 2000, Goldletral. 1998 sowie von McDonald
et al.1998 werden Zusammenhdnge zwischen der geographidderkunft und dem
Gehalt an phenolischen Inhaltsstoffen beschriebéng dabei einen Schwerpunkt auf
spezifische Merkmale der jeweiligen Standorte zyehe Haufiger wird die Bedeutung
einzelner abiotischer und biotischer Faktoren fén dPolyphenolgehalt einer Pflanze
untersucht. Im Folgenden werden jene Standortfakta@ufgefuhrt, welche in diesem
Zusammenhang am wichtigsten sind:

1. Licht

Bei steigender Lichtintensitat werden in Blattererstarkt phenolische Komponenten
gebildet (Rousseawet al.2004, Schmitz-Hoerner und Weissenbtck 2003, Ketb
al. 2001, Moleet al. 1988).

2. Temperatur

Einen mdglichen Einfluss der Temperatur auf died@&ilg pflanzlicher Polyphenole
diskutieren u. a. Toaet al. 2006, Yacet al. 2005, Nacif de Abreet al. 2005, sowie Zhou
und Yu (2004). Demnach wirken sich Temperaturveséimagen offenbar unterschiedlich
auf den Gehalt verschiedener phenolischer Substaams. So ging in einigen der
beschriebenen Versuchspflanzen nach einer Tenpesainderung der Gehalt einiger
phenolischer Inhaltsstoffe zurtick, wéhrend gleidigeler Gehalt anderer phenolischer
Substanzen zunahm.

3. Feuchtigkeit
Bei Wasserstress weisen Cohetnal. 1994 und Nacif de Abreat al.2005 in den von
ihnen untersuchten Pflanzen eine Akkumulation phecteer Inhaltsstoffe nach.

4. Nahrstoffgehalt des Substrats

Durch Erh6hung der N&ahrstoffversorgung eines pfiehen Gewebes kommt es in den
Untersuchungen von Lux-Endricat al.2000, Mondyet al.1967 sowie Estiartest
al. 1994 zu einer Abnahme des Gehaltes an phenolistifeitsstoffen. Wilkenset
al. 1996 finden den héchsten Polyphenolgehalt in dsafchittlich versorgten Pflanzen.

5. CO,-Gehalt in der Luft

Die Erhohung des zur Verfiugung stehenden-G@halts fihrt in den von Peltonen
al. 2005 und Daveyet al.2004 untersuchten Pflanzenarten zu einer Anraiciger
phenolischer Inhaltsstoffe.
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6. Herbivoren und mechanische Verletzung

Als direkte Reaktion auf den Angriff durch Fral3f#@noder auf sonstige mechanische
Verletzung werden phenolische Inhaltsstafeenovosynthetisiert (Tebayasket al. 2000,
Leitneret al. 2005).

7. Pathogene

Auch zur aktiven Pathogenabwehr findet eine Neuwipdd von Polyphenolen in den
befallenen Gewebeabschnitten der Pflanze statti{Sée al.2001, Nicholson und
Hammerschmidt 1992).

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Moglatwickelt, welche Vorhersagen
fur die Verteilung der zur Verfigung stehenden Besn auf den pflanzlichen Primar-
bzw. Sekundarstoffwechsel, sowie flir deren Beessimg durch die Umwelt
ermdoglichen sollen. Darunter ist die von Bryahtl. 1983 entwickelte ,Carbon/Nutrient
Balance”-Hypothese (CNB) wahrscheinlich am altested am bekanntesten. Gemal der
CNB fixieren Pflanzen bei Nahrstoff-Unterversorgumghr Kohlenstoff als sie fur ihr
Wachstum verwenden konnen (Stickstoff als limitneler Faktor). Der Uberschissige
Kohlenstoff wird fir die Biosynthese kohlenstofftigér Sekundéarstoffe verwendet.
Demnach produziert eine Pflanze auf nahrstoffarrBéden u. a. mehr phenolische
Verbindungen als bei optimaler N&hrstoffversorgung.

In der Praxis werden die Vorhersagen der ,Carbotridht Balance’-Hypothese nicht
immer bestatigt, sodass Kritiker daftir pladierea,z verwerfen (Hamiltoret al. 2001,
Koricheva 2002).

Die “Growth-Differentiation Balance Hypothesis” (&P wurde von Hermst al. 1992
entwickelt. Sie setzt einen Fokus auf die Abwehima@ismen einer Pflanze gegen
Fral3feinde und Pathogene bzw. auf die Standortiakialurch welche diese beeinflusst
werden. lhr zufolge kommt es z. B. durch die Dirggwmoen moderat mit Nahrstoffen
unterversorgten Pflanzen zu einem Rickgang ihréafBean phenolischen Inhaltsstoffen
und zu einer Steigerung ihres Wachstums. Im Geggensau fuhrt jedoch die Dingung
von stark unterversorgten Pflanzen zu einer Erhghilmer Gehalte an sekundaren
Inhaltsstoffen, sofern sich dadurch auch die Phyottbeserate erhoht.

Ein Nachteil der GDB ist, dass sich ihre Gultigksahwer tUberprifen lasst (Stamp 2004).

Das von Jones und Hartley 1999 entwickelte “Pro@mpetition Model” (PCM) dient
der Vorhersage der Verteilung des Gesamt-Polyplgehaltes und seiner Konzentration
in Blattern hoherer Landpflanzen. Es geht von eienkurrenz des Protein- und
Polyphenol-Stoffwechsels um die Ausgangssubstaenyalanin aus. Beeinflusst wird
die Allokation des zur Verfligung stehenden Pheaylals von der spezifischen
Entwicklungsphase, in welcher sich die Pflanze rukdt, aber auch durch die in den
Punkten 1-7 oben aufgelisteten Umweltfaktoren.
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Neben den hier kurz umrissenen Modellen wurden ér gflanzentkologischen

Forschung noch weitere Hypothesen entwickelt, weelcHie Produktion und

Akkumulation sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe inhAbgigkeit von externen Faktoren
nachvollziehbar und vorhersagbar machen sollenngeglaufig bergen alle diese Modelle
das Problem, dass sie entweder nicht alle Detailkomplexen Interaktion einer Pflanze
mit ihrer Umwelt beriicksichtigen oder dass sie eelbu komplex sind, um noch
Uberprifbar zu sein.

Fur die Herkunftsgebiete der in der vorliegenderbeltr untersuchten Kakaoproben
wurden moglichst viele Standortfaktoren ermittelglche nach den hier vorgestellten
Modellen einen Einfluss auf die Regulierung desaqlichen Sekundarstoffwechsels
nehmen konnten. Diese Daten werden im folgendenit&lapusammen mit weiteren
Hintergrundsinformationen zu den einzelnen Herlagebieten aufgefuhrt. Aufgrund der
gro3en Vielfalt potentiell bedeutsamer Standortedt sowie der Tatsache, dass diese
fur die hier untersuchten Proben nur lickenhaftabek sind, kann die vorliegende Arbeit
dabei nicht den Anspruch einer 6kophysiologischemgiéichsstudie erfullen. Dennoch
wurde eine potentielle Relevanz der einzelnen hatesn Standortfaktoren fir die
ermittelten qualitativen und quantitativen Polypblgehalte der untersuchten Proben
jeweils Uberprift.
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2.4 Die Herkunft der untersuchten Proben

Die im Rahmen der vorliegenden Studie untersucKegtaoproben wurden im Zeitraum
zwischen Oktober 2000 und Oktober 2004 aus den unédtandern Ecuador, Ghana,
Malaysia, England, Trinidad und Venezuela bezogen.

Neben einer kurzen Darstellung der wichtigsten Dater Geschichte und Okonomie des
Kakaoanbaus in den einzelnen Landern liefert di&sgstel eine Aufstellung wichtiger
Standortfaktoren, die zum Vergleich der Anbaubedglnggn der einzelnen Proben genutzt
wurden. Hierfur wurden Daten zu Klima und Bodenbesenheit sowie zu
agronomischen Merkmalen wie Diingung, BeschattugBewasserung recherchiert.

Die genannten Daten konnten nicht von allen Staedan gleicher Ausfuhrlichkeit und
Verlasslichkeit ermittelt werden. Soweit vorhandeerden sie, Land fir Land, im
Folgenden aufgefuhrt.

2.4.1 Ecuador
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Abb. 27: Ecuador mit Herkunftsgebiet der Kakaoproben bei Quevedo (rot markiert)

Nach Bartley 2005 liegt im Grenzgebiet von Ecuadores der Ursprungszentren der
Diversitat der ArtT. cacaolL. Es handelt sich um ein Gebiet am 6stlichen Fer3Ashden,

in welchem zahlreiche Flisse entspringen (Abbr@e@r Bereich).

In der westlich der Anden gelegenen Kistenzone darsawurde bereits im siebzehnten
Jahrhundert mit dem kommerziellen Anbau von Kakegadnnen. Bis zum Ende des 19.
Jahrhunderts wurden ausschlief3lich Individuen aagglaie von einer einzigen Varietat
mit geringer genetischer Variabilitat abstammteak#&osorten mit diesem Hintergrund
zeichnen sich durch ein charakteristisches, blumkgavour aus.
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Ab dem neunzehnten Jahrhundert gelangten u. a.Vanszuela und Trinidad neue
Varietaten nach Ecuador. Von diesem Zeitpunkt ardem die klassischen Kakaosorten
Ecuadors unter der Bezeichnung ,Nacional* gehan@sttley 2005). In Kapitel 2.2.3.2

wird diese Varietat, welche aufgrund ihrer Herkudn UAFs zugeordnet werden kann,
genauer beschrieben.

Allgemein wird davon ausgegangen, dass der Nacibyalim genannten Gebiet schon
viele Jahrhunderte vor der Ankunft der Europaesteite. Uber seine Bedeutung fiir die
dort ansassigen Indianer-Hochkulturen der Valdiyiags00-1600 v. Chr.), Machalillas

(1600-1200 v. Chr.) und Chorreras (1200-500 v. Chsowie der nachfolgenden,

regionalen Indianerkulturen ist wenig bekannt. Nadlolters 1999 gibt es jedoch

vereinzelte archdologische Funde und Aufzeichnunges der frihen Kolonialzeit,

welche auf die indigene Nutzung des Kakaobaumsein Klistenzone West-Ecuadors
hinweisen.

Auf geschatzten 263.000 ha wurde in der Saison /1998 in Ecuador Kakao angebaut
(The Federation of Cocoa Commerce Ltd. 2007). Mit £15.000t Rohkakao in der
Saison 2005/2006 ist Ecuador nach Brasilien der itgnifte Kakaoproduzent
Sudamerikas. Damit kam ein Weltmarktanteil von%,2an der Rohkakaoproduktion aus
Ecuador (ICCO 2007a). Durch den hohen Anteil vorcidlzal-Kakao an der Gesamt-
Rohkakaoproduktion ist Ecuador der grof3te ProduzemtEdelkakao weltweit.

Eine auch in heutiger Zeit noch Ubliche Handelslobreing fiir Edelkakao aus Ecuador
ist “Arriba“ (span. ,oberhalb von®). Traditionell ivd sie verwendet fir Kakao des Typs
Nacional aus dem Gebiet ndrdlich (also oberhall) Kelturen um die Kistenstadt
Guayaquil. Das blumige Flavour der Nacional-Vatietard auch als Arriba-Flavour
bezeichnet.

In den letzten Jahrzehnten stagnierte die durclitsiettn produzierte Rohkakaomenge in
Ecuador um den oben genannten Wert, wobei sie nnEdléNifio-Jahren 1982 und 1997
deutlich darunter lag. Weitere Problemfaktoren dewadorianischen Kakaowirtschaft
stellen die PilzkrankheiteMoniliophthora perniciosaund Moniliopthora roreri dar.
Zudem gibt es Mangel in der Auswahl geeigneter ldakeen und in der Kooperation
zwischen Forschungsinstitutionen und Kakao-Farmern.

Das gestiegene Interesse der Schokoladenindustridea Arriba-Edelkakaos gab den
Ansto3 fir mehrere nationale und internationale jeRte zur Starkung der
ecuadorianischen Kakaowirtschaft. Das derzeit gréd&gann im September 2003 unter
der Leitung der USDA (United States Department dfiéulture). Es hat zum Ziel, die
jahrliche Rohkakaoproduktion bis 2008 auf mindeste©h40.000t zu steigern
(USDA 2007).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuctKekaoproben stammen von einer
ehemals zu Nestlé gehtérenden Farm, auf der sieh@imbank kommerziell verwendeter
Kakaoklone befindet, welche vor etwa 10 Jahren darf Farm angelegt wurde. Die
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Plantage liegt in der Umgebung von Quevedo und tsiomklassischen Anbaugebiet des
YArriba“-Kakaos (Abb. 27). Die Stadt mit etwa 150® Einwohnern ist ein wichtiges
kommerzielles Zentrum der zum Hinterland der Phkkifste gehdrenden Provinz Los
Rios. Etwa 90 % des Gebietes werden landwirtsétiafglenutzt, u. a. fir den Anbau von
Kakao.

Die in Tab. 6 aufgefihrten Daten zur beprobtenri2ilmg und zu dem dort herrschenden
Klima stammen von ihrem jetzigen Besitzer Milton valez, einem ehemaligen
Mitarbeiter von Nestlé. Auf der Plantage gibt esnkeSchattenbaume. Gekoppelt mit
einer starken Bodendiingung werden auf diese Weise Brtrage erzielt.

Kontaktpersonen fir die Probenbeschaffung und Datearhebung aus Ecuador:

Peter Bucheli, ehem. Centre de Recherche NestlE, AGenue Gustave Eiffel, Notre-
Dame D’O¢, liP. 9716, 37097 Tours Cedex 2, Frajatet Nestlé R&D Center Shanghai
Ltd., No. 13 Qiao Nan, Cao An Road, Jia Ding DdtriShanghai 201812, People’s
Republic of China,

Milton Alvarez, Nestlé Agronomia, Via Interoceanic@astilla postal 17-11-6053, Quito-
Cumbaya, Ecuador.

2.4.2 Venezuela
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Abb. 28: Venezuela mit Detailansichten der 3 Proben-Herkunftsgebiete (rot markiert);

roter Rahmen: Bundesstaat Zulia mit der Gemeinde Coldn; blauer Rahmen: Bundesstaat
Mérida mit den Gemeinden Zea und San Juan de Lagunillas

Schon lange vor der Ankunft der spanischen Erobenerde Kakao in Venezuela
kultiviert (Herndndez 1968). Bereits um 1600 pradue das Land fiir den Export nach
Europa und wurde um 1700 zum weltweit grof3ten Kpkaduzenten (Capriles de
Reyes 2000). Bei den angebauten Sorten handedieleam traditionellen, echten Criollo
(siehe 2.2.3.1) mit hoher Flavour-Qualitat.
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Erst durch den Aufbau der venezolanischen Olindustr den 40er Jahren des vorigen
Jahrhunderts kam es zu einem Einbruch in der ralgBan Kakaowirtschaft. Die
Einkreuzung minderwertigerer Kakaosorten und diestlEgung von Fixpreisen fir
Rohkakao sowie die Ausbreitung diverser durch Pikzerursachte Krankheiten
(Moniliophthora perniciosa, Ceratocystis fimbriata, Moniliopthorareri) fuhrten zu
einem Rickgang von Rohkakaoqualitat und -produki@epriles de Reyes 2000).

Trotz diverser Anstrengungen seitens der Regierungd der betroffenen
Landbevolkerung wie zum Beispiel der Vereinigung #@kao-Plantagenbesitzer, der
Grindung von Pflanzenschutzeinrichtungen und Kakachtstationen hat die
Kakaowirtschaft Venezuelas ihre friihere Bedeutuadhbute nicht wiedererlangt.

Die Kakao-Plantagenwirtschaft Venezuelas sichettéhaelas Einkommen von 25.000
Familien und umfasst eine Anbauflache von 70.0000& durchschnittliche Ertrag ist
mit 240 kg Rohkakao Fasehr niedrig, sodass insgesamt nur etwa 16.00(héFon
Rohkakao pro Jahr produziert werden. Die hochwenmtigCriollo-Sorten wurden
weitestgehend durch qualitativ minderwertigere,rabtlere Forastero- und Trinitario-
Sorten verdrangt. Nur im bergigen Westen des Lamgslen Criollos noch vereinzelt
kultiviert. Der Anteil Venezuelas am weltweit praierten Edelkakao liegt bei ungefahr
10 % (Capriles de Reyes 2000).

Da in den letzten Jahren das Interesse der Kakastimnel an der Verarbeitung von
Edelkakaosorten gestiegen ist, gibt es auch in X(ela Projekte zum Erhalt und zur Re-
Etablierung der alten, genetisch unverfalschteroll@riSorten. Unter anderem werden
dafir Genbanken und Sorten-Zuchtstationen angdéeatjeser Einrichtungen lieferten das
fur die vorliegende Studie untersuchte Material umerden im Folgenden genauer
beschrieben. Die verwendeten Daten basieren, safeit anders angegeben, auf
Material und personlichen Angaben von Alexis ZambrdNIA-Mérida, s. u.).

2.4.2.1 Versuchsfeld bei der Ortschaft Zea

Dieses Versuchsfeld ist zugleich der Fundort deaufaangebauten Varietat der ,,Criollo
Mérida“-Population auf einer kleinbduerlich bewitiafteten Plantage. Eines der
Individuen ist bereits etwa 100 Jahre alt und dedatnationale Referenzpflanze (siehe
2.2.4.4).

Das Gelande liegt im bergigen Abschnitt des Burtdaesss Mérida (Abb. 28) in Zea,
einer kleinen Gemeinde mit etwa 10.000 EinwohnEsngehért zum Schwemmland eines
Flusstales.

Der gut drénierte, dunkelbraune Boden enthdalt abreTiefe von 25 cm grol3ere Steine
und Granitfragmente, die zusammen mit dem ohnetihandenen Kies einen Anteil von
Uber 30 % ausmachen. Die Tiefe des Bodens ist sageiting, was seine
landwirtschaftliche Nutzbarkeit einschréankt.

Die Beflanzung und Bewirtschaftung des Versuchsghid entspricht dem
Mischkultursystem einer kleinbauerlichen Subsistarizchaft. Die Pflanzdichte der
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Kakaobaume ist gering. Neben Ciriollo-Kakao und eirHybriden werden auch
Maracuja Passiflora edulis Sims. var. flavicarpa P. quadrangulariy Kaffee
(Coffea arabicd..), Bananen Nlusa paradisiacalL. var. sapientumu. a.), Avocado
(Persea americandlill.), Orange Citrus sinensigL.] Osbeck) und Maniok Mlanihot
esculentaCrantz) angebaut. Dauerhaften Schatten fir dieala&ume liefert neben den
erwahnten Nutzpflanzerythrina poeppigiangWalp). Cook, eine Leguminose mit dem
lokalen Namen ,Bucare Ceibo“, die zu den Korallamban gehért. Vertreter dieser
Gattung sind beliebte Schattenbdaume fur Kaffee- Kiaklhoplantagen und werden auch
auf der Genbank in Trinidad eingesetzt (siehe 2.4.6

Das Auftreten diverser Pilzkrankheiten (,Bitter Rolhervorgerufen durctGlomerella
cingulata [Stoneman] Spauld. u. H. Schrenk, aul3erdéeratocistis fimbriataEll. u.
Halst.) wurde beobachtet. Ameisen und Termiten oledn das Gelande. Samtliche
Kakaobaume sind von parasitar lebenden EpiphyteddungPhthirusa(Lorantaceag
bewachsen.

Zur Bewasserung des Gelandes reichen die natimlidiederschlage aus.

2.4.2.2 Versuchsstationen San Juan de Lagunillas und Chama
Die beiden im Folgenden vorgestellten Versuchsstanh besitzen strukturell identische

Pflanzsysteme. Die Kakaobaume sind in Abstdnden ¥om ~ 3 m gepflanzt, was
hochgerechnet einen Bestand von 1111 Kakaobaunodmapergibt (siehe Tab. 4).

Die jungen Pflanzsysteme stehen zunéchst im Schatbe Bananenstauden, welche
zumeist entfernt werden, sobald die fir permanentchatten angepflanzten
KorallenbaumekK. poeppigianas. 0.) eine ausreichende Hohe erreicht habereiigen
Standorten bleiben die Bananenstauden als zus@&ichattenspender erhalten.

Der Pflanzabstand zwischen den Bananenstaudergb8tra”~ 3 m, wahrenderythrina

in einem Pflanzabstand von 15'm5 m gepflanzt wird (siehe Tab. 4).

Auch die Duiungung erfolgt, trotz unterschiedlicherod@ntypen, auf beiden
Versuchsgelanden gleich (siehe Tab. 6).
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Tab. 4: Pflanzschema der Criollo-Genbanken in Chama und in San Juan de Lagunillas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 19 11 12 13 14 15 16 7

. temporarer Schatten, : permanenter Schatten, T. c.: Kakaobaum

Trager der Genbank in Chama/ Zulia sind CORPOZU[@Arporacién del Zulia) und
FONAIAP (Fondo Nacional de Investigaciones Agrome@s)-Zulia. Die Genbank
wurde 1984 gegrundet und dient vor allen Dingen Kenservierung von Porcelana—
Populationen (siehe 2.2.4.4), untergliedert in ®&@ten mit grinen, roten und ,weil3en”
Frichten.

Das Versuchsgelande befindet sich in der Gemeind&nC des venezolanischen
Bundesstaats Zulia im Stidwesten des Sees Maracaibo.

Die Plantage 3233 frgroR und liegt in einer Flussebene, die geleggntiberschwemmt
wird. Die Boéden enthalten Schlamm- und Kiesablaggem. Die Schwemmstoffe
stammen aus der Sierra Nevada, deren Gesteinvzikanischen Ursprungs ist und sich
aus Glimmer, Gneis, Magnesiumsilikat, Granit, Marmmd Quarz zusammensetzt.
Klassifiziert werden die sandigen, lehmigen undskjen Bdden als Tropopsamments,
Tropaquepts, Tropofluvents und Troporthents. Dutighniedrigen Konzentrationen von
Magnesium, Schwefel (iberwiegend in Form von Sylfatd Eisen wird eine zusétzliche
Dungung erforderlich. Stickstoff liegt in Form vadvitrat und Ammonium in jeweils
niedrigen Konzentrationen vor. Die Gesamt-Stickstehge soll jedoch ausreichend fur
das Gedeihen der Plantage sein

Die natirliche Vegetation des Anbaugebiets bestebttropischem Regenwald, der heute
jedoch zugunsten landwirtschaftlich genutzter FédicfAnbau von Kakao, Zitrusfriichten,
Breiapfel etc.) zu einem grof3en Teil abgeholzt wurd

Die hochste Strahlungsintensitdt wird von Juli bbktober gemessen. Die mit
durchschnittlich 4,7 km "h recht hohen Windgeschwindigkeiten beeintrachtigie
Etablierung von windempfindlichen Pflanzen wie eBananenstauden.
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Trager fur das Versuchsgelande bei San Juan denlliaguin Mérida sind FONAIAP-
Mérida (s. 0.) sowie Plan Coordinado GobernaciorMéeida. Hier etablierte das INIA
(Instituto Nacional de Investigaciones Agricolad dstado Mérida) vor mehr als 10
Jahren eine Genbank fur Criollo-Kakao. Die 66 aagédn Criollo-Klone dienen
Forschungszwecken ebenso wie der Bereitstellungtgehen Materials fur andere
Institutionen. Bei einem Teil der Pflanzung handatsich um eine Varietat der Criollo-
Population Guasare (siehe 2.2.4.4) mit 500 Indierdudie im Alter von 3 bis 4 Jahren
hierher verpflanzt wurden und sich generativ vermmeeh

Das Versuchsgelande liegt im Bereich des unteramfelsades Flusses Chama in den
venezuelanischen Anden. Es tragt den Namen desteachorfes San Juan de Lagunillas
in der Gemeinde Sucre im Bundesstaat Mérida. Esdigrein semiarides Klima, da sich
die vom See Maracaibo aufsteigenden feuchten Lglera bereits vor Erreichen des
Flusstales an Berghdngen abregnen. Auch in dagebhnlich regenreicheren Zeit von
Juli bis Dezember mussen die Plantagen daher zicbdbewassert werden.

Tektonische Verwerfungen mit Geféllen von teilweigeer 30 % pragen die Region um
die Ortschaft San Juan de Lagunillas. Auch das &Akersuchsgelande wurde in
Hanglage errichtet. Dadurch weist das Geldndeleiokte Erosionsanfalligkeit auf.

Der Boden des Versuchsgelandes ist ein typischerbGeid mit toniger Textur. Auch
durch seinen Anteil an organischem Material besitdr eine hohe
Feuchtigkeitsrickhaltekapazitat, die bei den gennbliederschlagen in der Region von
Vorteil ist. AulRerdem Dbesitzt der Boden eine motkerabis hohe
Kationenaustauschkapazitat. Trotz standiger Bew@sgegibt es keine Anzeichen fir
eine Bodenversalzung oder fir eine Stérung derabikillen Aktivitat im Boden.

Die zusatzliche Dingung des Bodens ist erfordeiiafgrund des niedrigen Gehalts an
Sulfat und an den Spurenelementen Calcium, Magmedtisen und Mangan.

Kontaktpersonen fur die Probenbeschaffung und Datearhebung aus Venezuela:

Alexis Zambrano und Dr. Gladys Ramos, INIA Méridénsfituto Nacional de
Investigaciones Agricolas del estado Mérida)
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2.4.3 Ghana
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Abb. 29: Ghana mit Herkunftsgebiet der Kakaoproben bei New Tafo (rot markiert)

Die ersten westafrikanischen Kakaoplantagen wurden 1822 auf Sdo Tomé und
Principe angelegt (Bartley 2005). Das hierfiur verdete Kakaomaterial stammte aus
dem Amazonasgebiet. Es handelte sich somit umi&tdses Forastero-Populationen.

Uber die ersten Versuche, Kakao in Ghana zu etabliegibt es unterschiedliche
Angaben. Mit groRer Wahrscheinlichkeit wurde dig2ydianze nicht vor 1850 in Ghana
eingefuhrt, wobei das Samenmaterial wahrscheiniiom S&o Tomé und Principe
stammte (Bartley 2005).

Ab 1900 erreichten neue Kakaopflanzen mit unteestituher genetischer und
geographischer Herkunft das Land. Darunter warevoBbForasteros als auch Criollos,
die von Trinidad und aus den ,Royal Botanic Garden£ngland stammten. Im Laufe
der folgenden Jahre setzte sich eine selbstkom@aiimelonado-Varietat durch, welche
unter der Bezeichnung West African Amelonado (WA&kannt wurde (siehe 2.2.4.1).
Uber 70 % der internationalen Kakaoernte kommt heute der Region Westafrika,
wobei Ghana einen Anteil von 20,6 % liefert. Es idamit der zweitgréfite
Kakaoproduzent nach der Elfenbeinkiste, und Kag@adas wichtigste Exportprodukt des
Landes. Die jahrliche Kakaoproduktion des Landes ita der Saison 2005/2006 bei
741.000 Tonnen (ICCO 2007a).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Prosiammen von der Genbank des CRIG
(Cocoa Research Institute Ghana) bei New Tafo (2Bp.

Die kleine Stadt aus der Provinz ,Eastern hatzZ8a000 Einwohner und liegt auf 220 m
0. NN im Einflussbereich des etwa 116 km langers$és Densu.
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Die natirliche Vegetation besteht aus feuchtent) séilweise saisonal entlaubendem
Wald, der allerdings zum grof3ten Teil beeinflusstdurch menschliche Aktivitaten wie
Land- und Holzwirtschaft sowie dem  Abbau  von Boddidszen
(GhanabDistricts.com 2007).

Die in Tab. 6 zusammengefassten Daten zu Klima Anbaubedingungen auf der
Genbank des CRIG basieren auf personlichen Mitigéa von Stephen Yaw Opoku
(CRIG, s. u.) und Dr. Rob Lockwood (s. u.) sowié Angaben aus Anim-Kwapong und
Frimpong 2005.

Zu den auf ihren Genbanken vorhandenen Boden komeweCRIG keine Daten zur
Verfugung stellen, da entsprechende Untersuchuniisn zur Fertigstellung der
vorliegenden Studie nicht abgeschlossen warenolengedoch Unterschiede zwischen
den einzelnen Parzellen bestehen. Die im Folgead&gefihrten Angaben zu Boden und
Topographie stammen von einer durch Adu 1990 é#esteBodenkarte des Gebiets.
Demnach haben sich die Boden um New Tafo tber Grard ahnlichem Felsgestein
entwickelt. Es handelt sich um gut entwickelte nigé&e rote Tonerden mit fein sandiger
Struktur, die aus grob gekdrntem Diorit entstandemd. Dieses magmatische Gestein
ahnelt dem Granit, enthalt aber weniger Quarz.

Nach Adu 1990 gehoren die Boden um New Tafo zuntebeKulturland der Region
(Klasse 2 in der von ihm verwendeten Klassifizigrmon 2 (good) bis 5 (poor)), obwohl
die Kornung des Bodens lokal sehr grob ist, sodass T. sogar steinig und hart ist. In
den niedrigeren Hanglagen finden sich jedoch @#&fden mit geringem Kiesanteil.
Obwohl die Béden saisonabhangig an der Oberflaok#aknen kdnnen, haben sie eine
ziemlich hohe Feuchtigkeitsretentionskapazitat. %@nnen leicht von Wurzeln
durchdrungen werden. Die Bdden eignen sich dadtiicteine grol3e Bandbreite von
land- und forstwirtschaftlichen Kulturen.

Begunstigt durch die Wellentopografie des Landesitben die Béden eine maRige bis
starke Erosionsanfalligkeit. Sie eignen sich danach Adu 1990 kaum fir eine intensive
Kultivierung mit mechanischen Geraten, sondern tsighlich fur einen manuellen
Anbau.

Kontaktpersonen fir die Probenbeschaffung und Datearhebung aus Ghana:

Prof. Dr. Yah Y. Adu-Ampomah, Ghana Cocoa Boar@.mBox 933 Accra, Ghana
Stephen Yaw Opoku, Cocoa Research Institute of &(@RI1G), PO Box 8, New Tafo,
Ghana

Dr. Rob Lockwood, 30 St Martin’s Drive, Eynsfordaiiford, Kent DA4 OEZ, UK
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2.4.4 Malaysia
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Abb. 30: Malaysia mit Herkunftsgebiet der Kakaoproben bei Tawau (rot markiert)

Bereits um 1670 wurde Kakao in Sudostasien einggfiio er zunachst auf den
Philippinen kultiviert wurde. Es handelte sich dahen Populationen, die von
mittelamerikanischen Criollos abstammten (Bartl692).

Nach Bartley 2005 wurde Kakao wahrscheinlich sckion 1777 auf der malaysischen
Halbinsel eingefiihrt, gewann aber erst in der @weidalfte des 20. Jahrhunderts eine
Bedeutung als Handelsgut. In den spaten 40er Jabuwete eine Bestandsaufnahme der
Kakaovorkommen auf der Halbinsel durchgefiihrt. 8igab, dass fast alle der dort
verbreiteten Populationen zum Criollo-Typ zahltélach offizieller Darstellung kamen
Teile dieses Kakaomaterials aus Ceylon, jedocht zieig Vorkommen weilRer Mutanten,
dass ein Teil der Bd&ume von Populationen aus javanst.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pros&ammen aus dem Gebiet um die
Stadt Tawau im malaysischen Staat Sabah auf det Bsrneo (Abb. 30). Den hier
vorhandenen vulkanischen Béden bescheinigte PmofEDE. Cheeseman in einer 1948
durchgefuhrten Studie eine besondere Eignung fi@ Kultivierung von Kakao
(Gustafsson 2002).

1950 wurden 5.000 Samlinge der Population WestcAfriAmelonado von Ghana nach
Sabah importiert, wo sie in Tuaran und auf dem @&ei Quoin Hill/ Tawau kultiviert
wurden (personliche Mitteilung von Mitarbeitern d@uoin Hill Research Station, 2000).
1956 wurde in der Stadt Tawau an der Ostkiste &a&ao-Forschungsstation
eingerichtet und eine erste Kakaoplantage zu komieiem Zwecken angelegt.

Aufgrund von Anpassungsschwierigkeiten des afrigeimen Kakaos wurden bald lokale
Zuchtungsprogramme gestartet, wobei auch neue UReKmit viel versprechenden
Resistenzeigenschaften verwendet wurden, welchedeorGenbank aus Reading (siehe
2.4.5) stammten. Ziel war die Produktion eines Makakaos von ahnlicher Qualitat wie
jener aus Westafrika (personliche Mitteilung vontavibeitern der Quoin Hill Research
Station, 2000).
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In den spaten 70er Jahren kam es zu einem Aufsahdes Kakaoanbaus in Sabah, der
einerseits von FordermalRnahmen der malaysischererddeg, andererseits von den in
dieser Zeit sehr hohen Weltmarktpreisen fur Roh&akaetragen wurde
(Gustafsson 2002). Zu ihrem Hohepunkt im Jahr 18§%lie Kakaoanbauflache in Sabah
bei 205.260 ha (Malaysian Cocoa Board 2004).

In den 90er Jahren kam es zu einem Niedergang dkaddnbaus in Sabah und im Rest
von Malaysia. Dieser wurde einerseits ausgelosthduten Verfall des Rohkakao-
Weltmarktpreises, andererseits durch steigendeuRtisthskosten. Letztere wurden zu
einem erheblichen Teil verursacht durch das Audtretes Parasiten ,Cocoa Pod Borer*
Conopomorpha cramerell&nellen Lepidoptera, Gracillariidag der sich in den 80er
Jahren auf Sabah zu etablieren begann (Gustaf€8®).2Die Raupen der winzigen
Motte ernahren sich von der Pulpa und der Plazebtalurch kommt es zu einer
vorzeitigen und ungleichmafligen Reifung und deduBily kalléser Strukturen in der
Pulpa, durch welche die Samen in Klumpen zusamreeekl. Wenn die Plazenta
betroffen ist, verkimmern die betroffenen SamenMhdaysia ist der Cocoa Pod Borer
der wichtigste limitierende Faktor der Ilokalen Kageoduktion (Lambert und
Porter 2007).

Neben dem Cocoa Pod Borer fuhrt auch die PilzkrankW®ascular Streak Dieback
(Oncobasidium Theobrompauf Borneo zu erheblichen Ernteverlusten, sodass der
Kakaoanbau im Gebiet kaum noch lohnt. Als Konsegudaraus wurde 1996 die Cocoa
Research Station bei Tawau in eine ,Agriculturak&ech Station“ umgewandelt, die
neben Zucht- und Forschungsprogrammen fur divensiera tropische Kulturpflanzen
einen Hauptschwerpunkt auf den Anbau von Olpalrigaefs guineensidacqg.) setzt.

Zum Zeitpunkt der Probenahme im Oktober 2000 lag@esamt-Kakaoanbauflache von
Sabah bei nur noch 51810 ha und ist seither naumadideutlich zurtickgegangen auf
geschatzte 21.600 ha in 2005 (Malaysian Cocoa Ba@édl). Das Anbaugebiet zeigte
einen starken Befall mit ,Cocoa Pod Borer“, wovarcta die gesammelten Kakaoproben
betroffen waren.

Entsprechend ihrer nunmehr untergeordneten, waftathen Bedeutung befanden sich
Genbanken bei Tawau und Tuaran in Sabah zum Zéitpler Probennahme im Jahr
2000 in einem ungepflegten Zustand. Die meistenvigiden international verfligbarer
Klone waren abgestorben. Daher wurden hauptsactietrrichte verschiedener Klone
aus den nationalen Zuchtprogrammen gesammelt,nde¥ den gegebenen Bedingungen
offenbar besser gediehen (siehe Tab. 7).

Alle malaysischen Kakaoproben stammen von der K#&kaabank des Malaysian Cocoa
Boards, Quoin Hill Research Station, bei Tawau. @6 m hohe Erhebung Quoin Hill ist
Teil eines Gebietes, der auf der Bodenkarte , Tawae. Soils of Sabah” (The Director of
National Mapping, Malaysia 1974) als ,zergliedertelteau mit flacher oder sanft
gewellter Oberflache* charakterisiert wird. Die @dlage des Bodens bildet basisches
magmatisches Gestein.
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Als Schattenbaum dient unter ander@&tricidia sepium (,mother of cocoa“, ,mata-
raton“), ein mittelgroRer Baum aus der Familie Heguminosaedessen urspriingliche
Heimat Zentralamerika ist. Bei Etablierung eineuer Plantage werden zunéchst 32
Schattenbdume pro Hektar gepflanzt. Nach einem Jatar die Zahl um die Halfte
reduziert, nach 3 bis 4 Jahren werden noch einrf@&b %entfernt, sodass am Ende 8
Schattenbdume pro Hektar tbrig bleiben.

Alle weiteren in Tab. 6 aufgefihrten Angaben zumsnk beruhen auf persdnlichen
Mitteilungen von Mitarbeitern der Forschungsstation

Die Daten zum Klima der 06stlichen Kistengebiete aBabwurden vom Malaysian
Meteorological Service geliefert. Allgemein zeichms sich das ganze Jahr tGber durch
hohe Niederschlagsmengen aus, wobei der grof3tel Avdierend der Monsunzeit von
Dezember bis Marz féllt. Im Januar kommt es zu raildaximum an Niederschlagen,
wahrend der April der trockenste Monat ist.

Kontaktperson fur die Probenbeschaffung und Datendrebung aus Malaysia:

Dr. Lee Ming Tong, Malaysian Cocoa Board, Beg Bedil211, 88999, Kota Kinabalu,
Sabah MALAYSIA

Dr. Rob Lockwood, 30 St Martin’s Drive, Eynsfordaiford, Kent DA4 OEZ, UK

2.4.5 Reading bei London, Gro3britannien
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Abb. 31:  GrolRbritannien mit Standort der beprobten Gewéchshauskulturen bei Reading (rot
markiert), sowie Ansicht einer solchen Anlage (rechts)

Die “School of Plant Sciences” der Universitat WReading hat sich seit den frihen 80er
Jahren mit ihrer Kakao-Forschungsabteilung eingrmationalen Ruf erworben. Auf den
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Gebieten Molekularbiologie, Physiologie, Pathologelin vitro-Kulturtechnik an Kakao
wird hier Pionierarbeit geleistet. 1985 Ubernahm Bakultat die Verantwortung fur die
Kakao-Quarantane von den “Royal Botanic GardensKbwv.

Die “School of Plant Sciences” betreibt die gro@tesschliel3lich fir Kakao genutzte
Gewachshausanlage Europas. Insgesamt verfiigt sie 11600 i Gewéachshausflache
und umfasst 7 separate Einheiten. In den langgésére als ,tunnels® bezeichneten
Gewéchshauskammern (Abb. 31) stehen etwa 350 vedstie Klone zur Verfligung;
100 weitere Klone befinden sich in einem gesonde@earantéanebereich.

Die klimatischen Bedingungen in den Gewachshausarden elektronisch gesteuert.
Sinkt die Temperatur unter 22 °C, wird ein Heizeystaktiviert. Ab Temperaturen von
30 °C schalten sich Ventilatoren ein, jedoch steigen heil3en Sommertagen die
Temperaturen gelegentlich tiber diesen Wert. DiecBeing erfolgt ausschlief3lich durch
die natirliche Sonneneinstrahlung, die etwa 80 % ald3erhalb der Gewachshauser
erreichten Wertes entspricht. Die relative Luftfietigkeit in den Gewachshauskammern
schwankt stark von Tag zu Tag und liegt zwischemdestens 25 % und héchstens 85 %.
Die Kakaobaume werden in einem Hydrokultursysterhaien und stehen in einem
Gemisch aus Sand, Kies und Vermiculit (1:2:2). @eden 7mal taglich fir 5 min mit
einer modifizierten Long-Ashton-Nahrlosung beriésgDr. Andrew Daymond,
personliche Mitteilung 2006).

Die Gewéachshausanlage der Universitat Readingti&fakaomaterial fir nationale und
internationale Forschungs- und Zuchtprojekte undéieleistet dabei als einzige der
gro3en Kakao-Genbanken die Lieferung von MatetiwleoSchadlinge und Krankheiten.
Die Klonsammlung wird standig erganzt durch neuksiaterial, wobei dieses in erster
Linie aufgrund von Resistenzeigenschaften ausgewaid.

Eine besondere Bedeutung fur die Identifizierung ¥@akaoklonen und ihre weltweite
Lokalisierung auf den internationalen Genbankennmindie von der Universitat von
Reading veroffentlichte ,International Cocoa Geragoh Database” (ICGD 2007) ein, die
auch fur die Durchfihrung der vorliegenden Studieujzt wurde (siehe 3.1).

Kontaktpersonen fur die Probenbeschaffung:

Prof. Dr. Paul Hadley, Caroline Ford, Dr. AndrewybDend

The International Cocoa Germplasm Database, Sasfdelant Sciences, The University
of Reading, P.O. Box 221, Whiteknights, Reading 6F88S, UK
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2.4.6 Trinidad
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Abb. 32: Trinidad und Tobago mit Herkunftsgebiet der Kakaoproben bei Port of Spain
(rot markiert)

Abb. 33: Pflanzung der International Cocoa Genebank der UWI auf Trinidad und Tobago

Der 5.128 km groRe karibische Zwei-Insel-Staat Trinidad und &g liegt nordéstlich
von Venezuela auf 11° N und 61° W zwischen derdksechen See und dem Nordatlantik
(Abb. 32).

Im Jahr 1525 wurde Kakao von den Spaniern nachidewhgebracht. Moéglicherweise
handelte es sich dabei um Criollo-Varietaten auseZeela (Bartley 2005).

Nachdem sich Anfang des 18. Jahrhunderts der kometler Anbau von Kakao auf der
Insel zu entwickeln begann, kam es 1727 durch Keastrophe unbekannter Art (ein
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Wirbelsturm oder eine Pflanzenkrankheit) zu eineheblichen Reduktion der
Kakaobestande und brachte die Kakaoproduktion dékre hinweg zum Erliegen. Um
1757 wurde Saatgut einer Forastero-Varietat nachidad eingefuhrt. Im Laufe der
folgenden Jahrzehnte entstand eine grof3e Vielakohiedener Kakao-Varietdten durch
Hybridisierung der alten Criollo-Bestédnde mit desureingefiihrten, widerstands- und
anpassungsfahigeren sowie ertragreicheren Popugatio

Im Zusammenhang mit dem Beginn der Schokoladengtmfudurch die Firma Cadbury
erlebte die Kakaowirtschaft von Trinidad und Tobagoden Jahren 1866-1920 einen
starken Aufschwung. Bis zum Jahr 1917 wuchs dieadaknbauflache der britischen
Kolonie auf 90.000 ha (Bekele 2007).

Krankheiten, schlechte Weltmarktpreise und ineffite Produktionssysteme fihrten in
der Folge zu einem Rickgang der Kakaoproduktionranfdad und Tobago.

Heute stellt Kakao nach Zucker das wichtigste landehaftliche Erzeugnis Trinidads
dar (FAO 1996). Allerdings werden nur noch etwa%,4les Bruttosozialproduktes auf
dem Agrarsektor erwirtschaftet. (U. S. Departmdrgtate 2007).

Auf etwa 16.355 ha des Landes wird Kakao angebBat.in diesem Wert jedoch
Mischkulturen mit Bananen und Zitrusfrichten eirgdsssen sind, betragt die
tatsachlich fir den Kakaoanbau genutzte Flachesohatzungsweise 8.000-10.000 ha.
Dabei handelt es sich Uberwiegend um Edelkakao Twanitario-Sorten, der sorgfaltig
prozessiert wird und auf dem Weltmarkt vergleichseéohe Preise erzielt.

Die durchschnittliche Ernte pro Hektar liegt beit @ kg Rohkakao, kénnte aber mit
Hilfe optimierter Anbaumethoden und leistungsfahégeSorten erheblich gesteigert
werden (The Government of Trinidad and Tobago/ Btmi of Agriculture, Land and
Marine Ressources 2007).

Die Kakaoproduktion auf dem Inselstaat sank- afiszatlichen Fordermalinahmen zum
Trotz- in den 90er Jahren um 55 % auf heute werad®r2.000 t/Jahr. Eine wichtige
Ursache daflr war die wichtige Kakaokrankheit Blaekd Disease, welche durch
Phytophthora spetervorgerufen wird (Bryce 2005). Von allen aufridad verbreiteten
Pflanzenkrankheiten verursacht die Black Pod Dised® hdchsten 6konomischen
EinbulRen (FAO 1996).

Trotz dieser problematischen Aspekte des Kakaoanlzaigt eine kirzlich erstellte
Studie, dass die Kultivierung dieser Nutzpflanz€&inidad und Tobago auch zukiinftig
wirtschaftlich und gegeniber anderen Agrarproduktemkurrenzfahig sein wird,
besonders wenn das vorhandene Optimierungspoteetiaitzt wird (The Government of
Trinidad and Tobago/ Ministry of Agriculture, Laatid Marine Ressources 2007).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Prolzers Trinidad stammen von der
Internationalen Kakao-Genbank der CRU (Cocoa Rebkelnit), einer Abteilung der
Universitat der karibischen ,West Indies” in der H¢dder Hauptstadt Port of Spain
(Abb. 33).
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Mit Gber 2.500 gepflanzten Baumen handelt es siohdie weltweit grof3te Sammlung
genetischen Materials von Kakao neben jener vonaiga.

Die Genbank wurde 1982 auf einer ehemaligen Kakaxd@de bei Centeno etabliert. Sie
enthdlt das Material verschiedener friherer Samgdonanderer Standorte. Darunter
befinden sich ausgewahlte Individuen aus nation8lestanden sowie Sammlungen aus
dem Gebiet der Kakao-Mannigfaltigkeitszentren.

Die Genbank ist 33 ha grof3, wobei die mit Kakao&lmepflanzte Flache etwa 20 ha
ausmacht. An seiner Nordseite wird das Geladndehdden Fluss Caroni begrenzt. Ein
komplexes Be- und Entwasserungssystem regelt diehfauchtung des Bodens, sodass
die Kakaobdume auch wahrend der Trockenzeit vorua¥amis Juni nicht unter
Trockenstress geraten. Der Boden gehért zur CunBpide, einer feinen, sandigen
Tonerde aus der Klasse der ,Gleyic Cambisols®, \tha Bodenwasser beeinflusst ist.
Nach Stanfieldet al.1993 handelt es sich um einen Boden, der nur maitken
Einschrankungen landwirtschaftlich genutzt werdanrk Er neigt zu Nassestau wahrend
der Regenzeit und starker Trockenheit wahrend deckEnzeit. Sein Nahrstoffgehalt ist
nur durchschnittlich.

Das Klonmaterial wird auf die Stimpfe der ursprioiggdn Plantagenbaume gepfropft,
wobei ein Klon durch bis zu 16 Individuen reprasamtwvird. Die jungen Baume wachsen
zunachst im Schatten von Bananenstauden herann ddstanden von 4 m gepflanzt
werden. Spater spendet der Korallenbatmythrina sp. dauerhaften Schatten. Die
Leguminose, welche trivial auch als ,bois immortetier ,mother of cocoa“ bezeichnet
wird, produziert farbenprachtige Bliten und — &atimlwie Glyricidia (siehe 2.4.4) -
giftige Samen. Die Pflanzabstande Enythrina sp.betragen laut Iwaret al. 2003 6 m.
Hochgerechnet ergibt dies eine Zahl von 278 Sahiaétemen pro Hektar. Obwohl ihre
tatsachliche Anzahl schon aufgrund des Flachendantkir Bewdasserungs- und
Wegesysteme deutlich darunter liegt, ist der Bektaon Schattenbdumen auf der
Genbank im Vergleich sehr hoch (siehe Tab. 6).

Die Pflanzabstdnde zwischen den Kakaobdumen betig§en (lwarcet al. 2003). Diese
Zahl entspricht rein rechnerisch ca. 3.090 Kakaoi®i ha, doch die tatsachliche Zahl
liegt auch hier deutlich darunter. Um den Aufwanei der Unkrautvernichtung zu
minimieren, wird eine geschlossene Kronendecke en Eflanzung angestrebt. Die
altesten Kakaobaume erreichen eine Hohe von bims 2Brof. Dr. D. Butler, personliche
Mitteilung 2001).

Ahnlich wie im Rest des Landes fiihrt auch auf denl@&nk der CRU die ,Black Pod
Disease’Phytophthora megakaryau den hochsten Ernteverlusten.

Die Kakaobdume der Genbank werden nur gedingt, vileren Frichte oder anderes
Material fur spezifische Forschungsprojekte berndtigrden. Dabei werden dem Boden
um den jeweiligen Baum 450 g Standarddiinger zugdgighe Tab. 6), und es erfolgt
eine Fungizidbehandlung mit Kupferlésung sowie Bieseitigung von Frichten, die
einen Befall mit Black Pod Disease aufweisen. Imliggenden Fall haben die Klone
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Amelonado, ICS 95 und SCA 6 vor der Probennahme eirtsprechende Behandlung
erfahren (siehe Tabelle 6).

Ein Hauptziel der Kakao-Genbank von Trinidad ise dbelektion und der Erhalt
agronomisch wunschenswerter Eigenschaften wie dasiskenz gegen wichtige
Krankheiten.

Im Jahr der Probennahme 2001 kam es zu einer arheblVerzégerung des Einsetzens
der Regenzeit, sodass in diesem Jahr im Bereiclsdrbank nur insgesamt 1484,1 mm
Niederschlag/ ma* fielen (siehe Tab. 6). Durchschnittlich fallendar Region 2392 mm
Niederschlag/ ma’. Die Diirre im Jahr 2001 war die groRte seit 30relalund schlug
sich auch deutlich in der Rohkakao-Produktion d@sdes nieder (Tab. 5).

Tab. 5: Gesamt-Produktion von Rohkakao auf Trinidad und Tobago 1998-2002

Jahr Rohkakao-Produktion [t]
1998 1270

1999 1160

2000 1593

2001 649

2002 1721

Quelle: The Government of Trinidad and Tobago/ Ministry of Agriculture, Land and Marine
Ressources 2007

Auf der Genbank der CRU wurde mittels des vorhaademrainagesystems die
ausreichende Bewasserung des Gelandes sicherggstielth waren die Kakaobaume in
diesem Zeitraum sicher auch Trockenstress ausgesetz

Kontaktpersonen fur die Probenbeschaffung

Prof. Dr. David Butler, Dr. Darin Sukha

CRU (Cocoa Research Unit) The University of the Wedies, St. Augustine Campus,
St. Augustine, Trinidad W.I.
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Tab. 6: Zusammenfassung der
wichtigsten Standortfaktoren
der beprobten Plantagen
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2.5 Die Verarbeitung frischer Kakaosamen zu Rohkakaottaeis
Fermentation und Trocknung
Der Begriff ,Fermentation” (lat. fermentum, ,Sausig”) dient als Sammelbezeichnung
fur jegliche Art der Umsetzung von biologischen Btfatlien mit Hilfe von Bakterien-,
Pilz- oder Zellkulturen, oder aber durch Zusatz Enwzymen (Fermenten). Wurde der
Begriff urspringlich nur fir anaerob ablaufende ldgtsche Reaktionen verwendet,
schliel3t er heute auch aerobe Vorgange wie z.eBEdsigsauregarung mit ein.
Die unmittelbar nach der Ernte durchgefuhrte Fetaten frischer Kakaosamen und
deren anschlielende Trocknung dienen vordergrimdieg Haltbarmachung von
Kakaosamen bis zu ihrer industriellen Weitervertdwiog. Beide Verfahren zusammen
bilden jedoch vor allen Dingen die Grundlage fiimdAblauf jener Prozesse im
Kakaosamen, welche die Voraussetzung fir die Hnistgg des charakteristischen
Kakaoaromas darstellen. Erst durch eine optimalclthefihrte Fermentation und
Trocknung kann sich das genetisch determiniertevokigootential des frischen
Kakaosamens vollstandig entfalten.

Vor dem Beginn der Kakaofermentation werden die &aaus den Friichten entnommen
und - je nach Anbaugebiet - entweder in Kisten dd@rbe verbracht oder einfach zu
grolen Haufen aufgeschittet, welche in der Reget thitesdcken und/oder
Bananenblattern abgedeckt werden (Abb. 34 a-c). dglegentliches Umwalzen der
fermentierenden Kakaosamen fordert dabei derenchytgillige Versorgung mit
Sauerstoff und Warme (Wollgast und Anklam 2000b).

Je nach Reifegrad der Kakaosamen und vor allenebiragpuch in Abhangigkeit vom
Kakaotyp variiert die bendtigte Fermentationszaeg bur optimalen Ausprdgung der
Vorstufen des Kakaoaromas. Wahrend der Prozesdelenentation fir die meisten
Kakaosorten nach 5-6 Tagen abgebrochen werden katnen die Samen des Criollo-
Typs und auch der Nacional-Population schon nacka eB Tagen ihr volles
Aromapotential erreicht (Rohsius 2007).

Der Abbruch der Kakaofermentation erfolgt durch @recknung der Samen. Zu diesem
Zweck werden die Samen in der Regel in einer din8ehicht auf einer ebenen,
trockenen Unterlage ausgebreitet und dem Sonnerlidgesetzt (Abb. 34 e). Oft werden
hierbei spezielle Trockenh&user genutzt, derenSatfenen fixierte Dachkonstruktionen
bei Regen Uber die trocknenden Kakaosamen geschadrelen konnen (Abb. 34 d).
Neben der Sonnentrocknung werden die fermentiefigkaosamen verbreitet auch in
Ofen getrocknet. Gerade in regenreichen Periodehindert dies den Befall durch
Schimmelpilze aufgrund einer zu langsamen TrocknimgAnlagen mit offenem Feuer
besteht jedoch die Gefahr, dass die Samen den Bewah als Off-Flavour annehmen.
Auch kénnen die oft sehr hohen Temperaturen dent@feknung qualitatsrelevante
biochemische Prozesse im Kakaosamen verringern\ewindern (siehe 2.5.1).
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Die Trocknung von Kakaosamen kann, je nach angeetend Verfahren und
Witterungsbedingungen, mehrere Tage dauern. Siel \@ibgebrochen, sobald der
Wassergehalt des Rohkakaos auf 5-7% zuriickgegangen (Wollgast und

Anklam 2000b). Wassergehalte Uber 8 % erhdhen di¢ahGeeines Befalls mit

Schimmelpilzen (Kim und Keeney 1984).

Der fertig getrocknete Rohkakao wird anschliel3eonl Fremdkorpern etc. gereinigt und
zur Lagerung sowie zum Weitertransport oftmalsigalSacke tberfihrt (Abb. 34 f).

Abb. 34:  Kakaofermentation und —trocknung auf Trinidad

a) Fermentationskisten; b) Abdeckung der in den Kisten fermentierenden Kakaosamen mit
Bananenblattern und dariiber gelegten Jutesacken; c) Kakaosamen kurz nach dem Beginn der
Fermentation; d) Trockenh&auser mit verschiebbaren Dé&chern; e€) in der Sonne trocknende
Kakaosamen; f) fertiger Rohkakao

80



Hintergrund

2.5.1 Biochemische Prozesse wahrend der Fermentation urtter Trocknung
sowie deren Auswirkung auf die phenolischen Inhaltoffe

Das Kakaoaroma, welches sich durch die Rostungaen Fermentation und Trocknung
als ,Rohkakao” bezeichneten Samen entwickelt, seih aus einer grof3en Vielfalt
unterschiedlicher Komponenten zusammen, deren dfsg und optimale
Mengenverhaltnisse bis heute noch nicht abschleReriorscht sind. Von diesen
sameninternen Komponenten werden im Folgenden koriieh die phenolischen
Ausgangssubstanzen und deren Veranderungen imWeatkxr Fermentation und der
Trocknung betrachtet.

In den ersten 2 Tagen der Kakaofermentation konardueeinem anaeroben Abbau der
Fruchtpulpa hauptséchlich durch Hefepilze, welcle darin enthaltenen Zucker in
Ethanol umwandeln, wobei auch die in der Pulpa atghe Zitronensaure teilweise
metabolisiert wird. Zudem setzen einige Hefestanmektinasen frei, welche letztlich zu
einem Kollabieren der Pulpazellen und dem AbflieBers Inhaltes fuhren (Schwaat
al. 1995). Dadurch entstehen Licken zwischen den feierenden Kakaosamen, in
welche Luft eindringt. Diese Veranderungen im Fertagonsmedium fordern die
Etablierung von Milch- und vor allen Dingen Essigsbakterien. Letztere stellen etwa
ab den dritten Tag die dominierenden Populationah hauen in erster Linie den zuvor
durch die Hefen produzierten Ethanol zu EssigsabreDies fiihrt zu einem Anstieg der
Temperatur im Fermentationsmedium auf einen Wertetava 50°C.

Neben den hohen Temperaturen fuhrt das EindringarBgsigsaure zu einem Absterben
der Kakaosamen (Schwahal. 1995). Dabei kommt es zu einer Auflosung der Zalen
Feinstruktur des Keimblattgewebes (Biedtl al. 1977, Biehl 1973, Britoet al.2001)
sowie zu einem Anschwellen des Volumens des Kakaesa durch
Flassigkeitsaufnahme (Hoskin und Dimick 1994, Ftrsynd Quesnel 1963).

Im Zuge der Dekompartimentierung des Keimblattgeagebm den 3. Fermentationstag
herum treten die phenolischen Komponenten aus il®peicherzellen aus (Bieldt
al. 1977, Biehl 1973, Britoet al.2001). Zeitgleich nimmt die Konzentration der im
Samengewebe nachweisbaren phenolischen Substanmstisch ab (Kim und
Keeney 1984, Bonvehi und Coll 1997). Diese Verlustabilisieren sich nach 5-6
Fermentationstagen (Bonvehi und Coll 1997).

Nach Kim und Keeney 1984 gehen bis zu diesem Zektp80-95 % des mengenmalig
dominierenden Monomers (-)-Epicatechin verlorenalkg et al. 1998 findet hingegen
einen deutlich geringeren Riickgang der monomereny@nidine, deren hauptsachlicher
Bestandteil das (-)-Epicatechin ist, auf knapp 4@és Ausgangsmaterials. Derselbe
Autor stellt einen Rickgang der Procyanidine auwfae86 % wahrend der Fermentation
fest.

Rohsius 2007 dokumentiert nach 5 Tagen einer fetaienséhnlichen Inkubation und
anschlieBender Luft-Trocknung von Kakaosamen eiRéokgang des (-)-Epicatechin-
Gehaltes auf ca. 11 % des Ausgangsgehaltes. Unigdsc im prozentualen Abbau
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phenolischer Inhaltsstoffe wéhrend der Fermentatiurden auch von Lambertt
al. 2003 gefunden, welche dies als Resultat genotyjfsgier Variation deuten.

Der Verlust der phenolischen Inhaltsstoffe im Veflder Fermentation wird einerseits
hervorgerufen durch das Auswaschen dieser Substa@zes dem Samengewebe
(Forsyth 1952b, Forsyth & Quesnel 1963); andererys#nd die Polyphenole nach ihrem
Austritt aus den Vakuolen an einer Vielzahl biocisminer Reaktionen beteiligt.

So kommt es zu einer Hydrolyse der Anthocyane zihdgyanidinen durch sameninterne
Glycosidasen. Dadurch geht die von den Anthocyaregarsachte, violette Farbung des
Keimblattgewebes allmahlich verloren. Nach 4 Tagemnmentation kénnen gewdhnlich
nur noch etwa 7 % des ursprunglichen Anthocyangehaltachgewiesen werden
(Wollgast und Anklam 2000b). Der Anthocyangehaltrdviauch als Index fur den
Fermentationsgrad einer Kakaoprobe verwendet (Pettil986, Wollgast und
Anklam 2000b, Hanseet al. 1998).

Die freien Anthocyanidine sowie die mengenmaRig ideerenden Flavan-3-ole werden
wéahrend der Fermentation zu Chinonen oxidiert. ®idsochreaktiven Molekile
komplexieren anschlieend mit Aminosduren und kvete oder polymerisieren mit
anderen Flavonoiden zu hochmolekularen und weitgghialoslichen Tanninen. (Hansen
et al.1998, Bonvehi und Coll 1997, Wollgast und Ankla@9@b). Die Bindung der
niedermolekularen phenolischen Kakaoinhaltsstoftértf zu einer Abnahme von
Adstringens und bitterem Geschmack, da diese iteretsinie durch die l6slichen
Komponenten aus der Gruppe der Flavan-3-ole heevofgn werden (Hansen
et al. 1998).

Uber Wasserstoffbriickenbindungen komplexieren diehpolymeren Tannine mit den
Kakao-Speicherproteinen. Daraus resultieren brawasserunlésliche Pigmente, welche
dem Rohkakao seine charakteristische Farbe venefhiansenet al. 1998, Porteret
al. 1991). Diese braunen Pigmente werden laut ForsythQuesnel 1963 ab dem 4. Tag
der Fermentation gebildet, wenn erstmals Sauerstafth die Testa dringt. Bis dahin
verlaufen demnach alle Reaktionen in den Keimbidttemter anaeroben Bedingungen.
Die Oxidation, Polymerisierung und Komplexbildungyr gghenolischen Inhaltsstoffe setzt
sich auch wahrend der Trocknung fort (Bonvehi urmll £997, Hanseret al.1998,
Hoskin und Dimick 1994). Folglich ist in den luftgeckneten Kakaoproben, deren
Trocknung in der Regel Uber einen langeren Zeitrarfolgt (s. 0.), der Gehalt an
Polyphenolen zumeist niedriger als in ofengetrotémé&roben (Almeidat al. 1998).

Bis heute sind die Mechanismen, welche fir den Abbad die Komplexbildung der

phenolischen Inhaltsstoffe des Kakaosamens wahréeid Fermentation und der

Trocknung verantwortlich sind, nicht vollstandidogscht. So ist auch die Bedeutung der
enzymatisch katalysierten Oxidation der PolyphenoleVerlauf der Fermentation und

Trocknung umstritten.
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Allgemein gehen die meisten Autoren von einem Zusanspiel enzymatischer sowie
nicht-enzymatischer Oxidationsprozesse aus (u. ansehet al.1998, Bonvehi und
Coll 1997). Bei den beiden in diesem Zusammenhaleyanten Enzymgruppen handelt
es sich um die sameninternen Polyphenoloxidase@)B&wie um die Peroxidasen.

Die PPO aus Kakao bendtigen als SubswdaDiphenole und weisen eine hohe
Hitzestabilitat auf. Bezuglich ihres pH-Optimumaden sich Angaben von 6,8 bzw. 5,4
(Hanseret al. 1998).

Hansenet al. 1998 weisen einen drastischen Rickgang der sateamem PPO-Aktivitat
bereits zu Beginn der Kakao-Fermentation nach. saech einem Fermentationstag
finden die Autoren nur noch 50 % Restaktivitat, ndem 2. Tag sind nur noch 6 % der
ursprunglichen Aktivitat vorhanden. Einen &hnlictarken Rickgang in der PPO-
Aktivitat finden auch Villeneuveet al.1985 mit 15% am 3. bzw. 5% am 5.
Fermentationstag.

Wahrend der Trocknung geht die Aktivitat der Kali®O nochmals zurick auf einen
Wert von 2 % der urspriinglichen Aktivitat (Hanssral. 1998).

Trotz des raschen Abbaus der PPO-Aktivitat im Mdrider Fermentation gehen Hansen
et al. 1998 von einer tragenden Bedeutung dieses Enziyimdié Oxidationsreaktionen
der phenolischen Inhaltsstoffe aus, wéhrend Villeeeet al. 1985 aus den von ihnen
erbrachten, vergleichbaren Ergebnissen schlielss die Bedeutung der PPO fiur diese
Prozesse zu vernachlassigen sei.

Zu einem ahnlichen Schluss kommen Villeneuse al. 1985 auch bezuglich der
Peroxidasen, welche als Gruppen genotypspezifisteeenzyme im Kakaosamen
enthalten sind. Diese Enzymgruppe bendtigt im Gsgzreu den PPO keinen Sauerstoff,
sondern HO, als Co-Substrat. lhre Aktivitdt wird nach Villensuet al.1985 bereits
innerhalb der ersten beiden Fermentationstage aufkaum detektierbares Niveau
abgebaut.

Zu einem abweichenden Ergebnis beziglich der Ektung der Peroxidase-Aktivitat im
Kakaosamen im Verlauf der Fermentation kommen Sakhand Ardila 1999. Demnach
steigt die Peroxidase-Aktivitat im Verlauf der Femation sogar und ist auch nach
abgeschlossener Trocknung noch nachweisbar. HolgfichlieBen Sakharov und
Ardila 1999 eine Beteilung von Peroxidasen an dedd&ion der phenolischen
Inhaltsstoffe im Kakaosamen im Verlauf ihrer Fertagion und Trocknung nicht aus.
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3 Material und Methoden

3.1 Die untersuchten Kakaoproben

Fur die vorliegende Arbeit wurden vor allen Dingaife, unfermentierte Kakaosamen
untersucht. Daneben wurden jedoch auch einige Rrolerschiedener definierter
Reifegrade sowie fermentiertes Material analysi®ie Kapitel 2.2 und 2.4 liefern
ausfuhrliche Informationen zur genetischen wie pa@ographischen Herkunft aller
verwendeten Kakaoproben. Im Anhang befinden sidtieBider beprobten Kakaofrichte
und z. T. auch ihrer Baume.

3.1.1 Reife Samen definierter Klone und Anbaugebiete

Die Zusammenstellung der Proben reifer Kakaosamdalgee anhand folgender

Auswahlkriterien:
Grundsatzlich sollte nur Material von genetisch ideften Klonen oder
Varietaten verwendet werden.
Die genetische Variabilitdt der Kakao-Klone und Hetiten sollte mdglichst grof3
sein. Daflr erfolgte eine Auswahl von Proben alena® grol3en Kakao-Gruppen
der Forasteros, Trinitarios und Criollos. Zusatzheurden Literaturdaten (soweit
vorhanden) tber Merkmale wie Samenfarbe, FlavodrRiesistenz verwendet.
Die ausgewahlten Klone sollten in mdglichst vietdsr beprobten Anbaugebiete
zur Verfigung stehen, um im direkten Vergleich gimsch ahnlichen Materials
den Einfluss der Anbaubedingungen untersuchen aneki
Der Klon bzw. die von ihm ableitbaren Sorten sallbedglichst von wirtschaftlich
relevanter Bedeutung sein.

Als wichtige Auswahlhilfe diente die ICGD (ICGD 2D0der Universitdt von Reading
(siehe 2.4.5).

In Tab.7 sind samtliche Kakaoproben, die innerhdis Projektes vergleichend
untersucht wurden, sortiert nach Klonzugehdrigkisithe der Varietat und Provenienz
dargestellt. Die Tabelle ordnet die Proben aul3eriahedie Typen Criollo und Trinitario,
sowie in die Forastero-Typen LAF, UAF und Nacioel.

Die Lieferung der meisten Kakaoproben erfolgte annf frischer, reifer Friichte, die sich
auf den Versuchsfeldern der beprobten HerkiinfigemRegel spontan entwickelt hatten.
Die Frichte aus Ghana stammen von Bliten, die melanado-Pollen handbestaubt
wurden.

Die fur die Analytik ausgewahlten Kakaofriichte wemdunmittelbar nach ihrer Ernte in
den Herkunftslandern kalteisoliert verpackt und pexpressdienst nach Hamburg
geschickt. Zwischen Ernte und Weiterverarbeitung Ri®ben vergingen auf diese Art
und Weise maximal 7 Tage. Die Anzahl der auf di&sse untersuchten Friichte pro
Klon und Herkunft wird in Tab. 7 aufgefuhrt.
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Da es verboten ist, keimfahige Kakaosamen aus \etezu exportieren, erhielten wir
aus diesem Land Samenmaterial, welches im Herlgetiitst entweder luftgetrocknet
(fur die chemische Analytik) oder in 4% Formol gahegt worden war (fur
mikroskopische Studien). Dabei stammten die in Ebreingelegten Samen und die
Proben flr die chemische Analytik beider Herkunfieht von denselben Friichten. Die
Anzahl der insgesamt verwendeten Frichte war zudamfir die Formolpraparate
bekannt.

Laut Elwers 2002 sind die Verluste an quantitatiachweisbaren, phenolischen
Komponenten in Kakaosamen, die bei Temperaturen3BMC getrocknet wurden,
offenbar sehr gering und liegen im Falle von (-)eéagechin bei etwa 10 %. Bezlglich
des Gesamt-Polyphenolgehaltes ist tiberhaupt keokdRing nachweisbar. Lediglich die
Anthocyangehalte gehen laut den Ergebnissen voeri&I2002 um etwa die Halfte der
Ausgangswerte zuriick - jedoch spielen diese in liGr®amen ohnehin keine Rolle
(siehe 2.2.3.1).

Auch die Probenlieferungen aus Ecuador erfolgtechtnin Form frischer Frichte,
sondern einerseits als gefriergetrocknetes, gemaslBulver, andererseits in Form von in
4 % Formol eingelegten Samen. Auch hier stammtenadfeunterschiedliche Weise
vorbehandelten Kakaosamen nicht aus denselben tErijctvohl aber von denselben
Klonen desselben Versuchsfeldes.

Da die Anzahl der Frichte je Klon bzw. Varietéat ldein Proben aus Venezuela und
Ecuador unbekannt ist, sind diese Proben in Tafit @inem ,x"“ gekennzeichnet.
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Tab. 7: Die untersuchten Proben reifer Kakaosamen
Herkunft
Klon/ Sorte Typ r
Ecuador' | Ghana | Malaysia® | England* | Trinidad® | Venezueld
Amelonado LAF 2 3
BR 25 T 3
Catongo LAF 2 3
Criollo C X
,oan Juan®
Criollo ,,Zea“ C X
EET 59 N 1 2
EET 95 N X 2 5 *
EET 390 N 3
Guasare C X
ICS 95 T X 2 2 *
KKM 22 T 3
NA 33 UAF 2 3 2 1
PBC 123 T 3
Pe_ntagona C X
rojo
Pentagona C X
verde
Porcelana C X
SCA 6 UAF 2 5 3
T63/967 UAF 2
T79/501 UAF 2
T85/799 UAF 2
uiT1 T 3

1 ehem. Plantage von Nestlé, Quevedo in Los Rios

2 Genbank der CRIG (Cocoa research Institute Ghana) bei New Tafo

3 Genbank des MCB (Malaysian Cocoa Board), Quoin Hill bei Tawau

4 Genbank der School of Plant Science, University of Reading

5 Genbank der CRU (Cocoa Research Unit), University of the West Indies.

6 Genbanken bzw. Versuchsfelder in Zéa/ Mérida, San Juan de Lagunillas/ Mérida und Chama/
Zulia

r: zusétzlich zu reifen Samen auch verschiedene Reifestadien

f: zusatzlich zu reifen Samen auch verschiedene Fermentationsstadien

C: Criollo; LAF: Lower Amazon Forastero; N: Nacional; T: Trinitario; UAF: Upper Amazon
Forastero

Die genetische Ubereinstimmung identisch gekenhpeier Kakaoproben aus
verschiedenen Anbaugebieten wurde durch einen ¥ehglvon Fruchtformen und
-farben Uberprift. Dieses Verfahren hat sich Ubanrzehnte bewahrt und ist nach
Aussage von Prof. Dr. D. Butler (personliche Mittag 2001) sehr zuverlassig. In der
Regel wurden zwischen den gesammelten, identisétengeeichneten Kakaoproben
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groRe Ahnlichkeiten in Fruchtform, -gréRe und -tafbstgestellt (siehe Fotos der Proben
im Anhang). Molekulargenetische Kriterien wurdenchti berticksichtigt, da zum
Zeitpunkt der Probensammlung noch keine Ergebnemsge dem in Kapitel 2.2.3
vorgestellten Projekt zur Erstellung eines genk@acFingerabdrucks aller ca. 20.000
gekennzeichneten Klone und Varietaten vorlagen.

Samtliche im Verlauf der vorliegenden Arbeit gesastien Kakaoproben wurden mit den

in den Kapiteln 3.6 bis 3.1beschriebenen chemischen Analyseverfahren auf ihren
Polyphenolgehalt untersucht. Die fur die mikroskope Analytik ausgewahlten Proben
werden im Kapitel 3.14 aufgefihrt.

3.1.2 Definierte Reifestadien

Aus Ecuador erhielten wir definierte Reifestadiem\Samen der Kakao-Klone ICS 95
und EET 95. Das entsprechende Material stammte Fxdichten, die sich auf dem
Versuchsfeld bei Quevedo aus handbestaubten Béiitwvickelt hatten. Der Zeitpunkt ab
Bestaubung diente als Bezugspunkt fir das jeweliter der Stadien in Tagen.

Die Proben wurden im Zeitraum von Ende 2000 bis aAgf 2001 geerntet und
anschlie3end zur Analyse nach Hamburg geschickt.

Fur die mikroskopische Untersuchung erhielten wi#i% Formol eingelegte Samen von
folgenden Stadien:

EET 95: 80, 100, 120, 140 und 154 Tage nach da&Blesng.

ICS 95: 80, 100, 120 und 170 Tage nach der Bestiubu

Im Falle des Klons ICS 95 erfolgte zusatzlich nedme Lieferung von 140 Tage alten
Proben, die jedoch wahrend des Transportes besggthviaglide und somit nicht auswertbar
war.

Fur die chemische Analytik erhielten wir gefriemgpeknetes und anschliel3end
gemahlenes Material von folgenden Stadien:

EET 95: 104, 125, 146 und 160 Tage nach der Begtédub

ICS 95: 125, 146 und 175 Tage nach der Bestaubung.

Das jeweils letzte Stadium der verschiedenen Psdyesn entsprach hierbei dem durch
die Probenehmer in Ecuador bestimmten Zeitpunktdecht- und Samenreife. Wie aus
den oben aufgefuhrten Werten ersichtlich wird, bigred Frichte des Klons ICS 95 mehr
Zeit bis zur Reife als jene von EET 95.

Soweit Materialien &hnlicher Stadien der jeweilig€lone zur Verfigung standen,
wurden die mikroskopischen Untersuchungsergebnidsekt mit den Daten der
chemischen Analytik verglichen.

3.1.3 Fermentiertes Material

Aus Venezuela erhielten wir zu allen unfermentigreonnengetrockneten Proben jeweils
sonnengetrocknete Samen derselben Charge, welch482dder 72 h lang fermentiert
wurden (Fermentationsprotokoll siehe 3.4).
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Von den 24, 48 oder 72 h lang fermentierten Kakaesawurden jeweils 3 Samen auf
ihren spezifischen Polyphenolgehalt qualitativ tsueht.

3.2 Erfassung der Standortfaktoren

Die Bedeutung der Standortfaktoren fir den Polyplgghalt einer Pflanze wird im
Kapitel 2.3 erlautert.

Fur eine eigene Analyse der Standortfaktoren aofloprobten Kakao-Versuchsfeldern
waren die Aufenthalte in den HerkunftsgebietenZusammenstellung der Kakaoproben
zu kurz. Fur ihre Aufstellung wurden die Angabenr deweiligen Ilokalen
Kontaktpersonen verwendet, die in Kapitel 2.4 imsémuss an die jeweiligen
Standortbeschreibungen aufgefihrt sind. Wo nocltké&tioder Unklarheiten bestanden,
wurden fehlende Daten per Internet- und Literataclerche erganzt. Alle fir einen
direkten Standortvergleich geeigneten Daten wurdapellarisch zusammengestellt
(Tab. 6).

Eine luckenlose Erfassung aller potentiell releganStandortfaktoren der gesammelten
Kakaoproben war mit den hier erlauterten Verfahmait moglich und hatte auch den
Rahmen der vorliegenden Arbeit gesprengt. Tatsécthiurden fir den Vergleich der
Standorte nur solche Daten bericksichtigt, die sifilr eine tabellarische
Gegenuberstellung eigneten und mit Hilfe derer sitb einzelnen Standorte klar
voneinander abgrenzen lieRen. So wurde nach Erfgsser standortspezifischen Daten
zu Bodentyp und Dingung letztendlich nur verglichaim die untersuchten Kakaoproben
von potentiell mit Nahrstoffen unterversorgten B@&mmstammten oder nicht. Eine
Diskussion der erzielten Untersuchungsergebnisdeareh der in 2.3 vorgestellten,
Okologischen Modelle zur Anreicherung sekundardralisstoffe in Pflanzen konnte
angesichts der unvollstandigen Erfassung der Stemébenfalls nur sehr eingeschrankt
erfolgen.

3.3 Dokumentation und Konservierung der frischen Kakamben
Unmittelbar nach der Lieferung wurden die Fruchtéodrafiert und gewogen, sowie
besondere Merkmale wie Verbraunungen oder Fral3spartwiftlich festgehalten.

Die Frichte wurden anschlieRend gedffnet. Die tetakSamen wurden gezahlt und
gewogen. Pro Frucht wurden 3 Samen fur die mikmposloble Praparation fixiert und
einer zum Keimen ausgelegt (Kontrolle fir den Zndtder Samen). Der Rest der Samen
wurde nach Entfernung der Testa und nach Bestimmdeg Keimblattfarbe in
Flussigstickstoff schockgefroren und anschliel3endSefriertrockner (Christ Alpha 1-6,
Martin Christ GmbH, Osterode) mit TemperaturreguigChrist HED 10, Martin Christ
GmbH, Osterode) und Vakuumpumpe (Duo 5, Pfeiffecien, Asslar) lyophilisiert.
Nach Abschluss der Gefriertrocknung wurden die Kakmen zumeist in einer
Plastiktite zerkleinert, um ein einheitliches Matkfir die Probennahme zu erhalten.
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3.4 Fermentation der untersuchten Criollo-Proben

Die hier beschriebene Fermentation von Criollo-Sameirde an der INIA Mérida in
Venezuela durchgefiuhrt (siehe 2.4.2).

Die Zeitdauer des Fermentationsprozesses betrugg®.Die Samen wurden daflr aus
den Frichten enthommen wund in Fermentationskistent men MalRen
60 cm x 60 cm x 60 cm Uberfuhrt. Die Masse aus Ks&men und anhaftender Pulpa
wurde anschliel3end mit Blattern von Bananenstaatbgedeckt, auf welche noch eine
Lage Sacke aus Sisalgewebe gelegt wurde, um Tetaperduste zu vermeiden.
Wahrend der Fermentation wurden alle 60 min deVyétt sowie die Temperatur des
Fermentationsgemisches an der Oberflache und ifedMi@on 20 cm und 40 cm
gemessen. Nach 24 h bzw. nach 48 h Fermentationsaede die Abdeckung entfernt
und die jeweils im unteren Drittel des Fermentatanrsatzes befindlichen Kakaosamen
ganz nach oben geschichtet. AnschlieRend wurde Adideckung wieder auf die
fermentierenden Samen gelegt.

Nach 72 h wurde der Fermentationsprozess beendetlierKakaosamen zum Trocknen
in einer dinnen Schicht auf einem Trockenhof ausgih. Dabei wurde mit der
Trocknung in den frihen Morgenstunden (ab 8:00 BBegonnen und die Samen wurden
jede h in einheitlicher Weise umgeschichtet. An @esten beiden Tagen werden die
Kakaosamen jeweils 2 h der Sonne ausgesetzt, and3l. Tag fir 3 bzw. 4 h. Ab dem 5.
Tag wurden die Samen Uber den ganzen Tag hinwaeriSonne getrocknet.

Die Zeitdauer der Trocknung war abhangig von dehrerd des Prozesses herrschenden
Wetterbedingungen. Sie wurde beendet, sobald dess¥vgehalt der Kakaosamen auf
7 % bis 8 % abgesunken war.

Im Anschluss an die Trocknung wurden die Kakaosaineisalsdcke Uberfihrt, in
denen sie bis zur weiteren Untersuchung gelagaden

3.5 Chemikalien
Sofern im Text nicht anders angegeben, wurden Gtadimn der Firma Merck in
p. a.-Qualitat verwendet.

3.6 Entfettung der Kakaoproben fir die chemische Anakyt

Je nach Weiterverarbeitung wurden zwischen 1 g2iBd gefriergetrockneter, entfetteter
Kakaoprobe zusammen mit 10 ml n-Hexan und 5 Stglelkuin ein 25 ml -Mahlgefaf3
einer Schwingmuhle (MM 200, Retsch, Haan) gegelmehinnerhalb von 10 min auf eine
Partikelgréfe von ca. 1 um zerkleinert. Durch daxath wurde den Proben schon
wahrend des Mahlvorgangs das meiste Fett entzofen.pulverisierte Kakaoprobe
wurde anschliel3end bis auf einen Rest £dn% entfettet, indem sie mit je 2 x 50 ml
Petrolether in einer Fritte gespult wurde. Das gaveme Pulver wurde im
Vakuumtrockenschrank bei Raumtemperatur und eineaftdiuck von 100 mbar
getrocknet.
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3.7 Gewinnung eines Rohextrakts der phenolischen Intssitoffe

Zur Extraktion von phenolischen Inhaltsstoffen aftschem Samenmaterial von
T. cacaoL. wurden jeweils 0,5 g gefriergetrockneter, kalt etidter Probe in ein 100 m|
fassendes Zentrifugenglas eingewogen und auf Estelfe Unter stdndigem Rihren
wurde jede Probe 3mal mit einem AcetosHGemisch (einmal 80+20, 2mal 60+40 v/v)
extrahiert.

Nach jeder Extraktion wurde das Gemisch 10 min laeg5.000 U miit zentrifugiert
(Laborfuge GL, Heraeus Christ, Osterode). Vor detteth Zentrifugation wurde die
Probe fur 2 min ins Ultraschallbad (Sonorex Sup€rSR0 H, Bandelin, Berlin) gestellt.
Die polyphenolhaltigen Uberstande wurden nach j@@mtrifugation abdekantiert und in
einem 250 ml-Rundkolben gesammelt, der zur Vernmgduon Oxidationsreaktionen
2,5 ml Eisessig enthielt. Das Aceton wurde am Rmtaverdampfer (LABO Rota SE
320, Resona Technics, Gossau) bei 40° C und 80 mb#standig entfernt. Der
Rickstand wurde maqua destin einen 100 ml-Messkolben tberfuhrt.

3.8 Die quantitative Analyse der phenolischen Inhaltefie

Die Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes erfolgt&ahin-Ciocalteu-Phenolreagenz.
Dafur wurde 1 ml des nach 3.6 gewonnenen Roh-Pehplextraktes mit 2,5%iger
Essigsaure auf 1/10 (v/v) verdinnt. Jeweils 1 misdinnten Probenldsung wurde in
einen 10 ml-Messkolben gegeben und mit 0,5 ml FGlmcalteu-Phenolreagenz versetzt.
Unmittelbar nach Zugabe von 2 ml 20 %iger ,8@;-Losung wurde der Ansatz
umgeschattelt und der Messkolben anschlieBend agita dest.aufgefillt. Danach
wurden die Proben 10 min lang bei 70 °C im Wassktbmperiert. Nach dem Abkuhlen
auf Raumtemperatur wurden die Proben bei 730 nm gegen den Reagenzienblindwert
gemessen. Der Polyphenolgehalt wurde in EpicateBfjirivalenten angegeben
(Referenzsubstanz).

3.9 Die phenolischen Standardsubstanzen fir die quaiwa Analytik

Die Entwicklung der fiir die vorliegende Arbeit veamdeten Verfahren zur Analyse der
phenolischen Inhaltsstoffe frischer Kakaosamen Igdo auf Basis einer optimalen
Auftrennung und Wiederfindung der in Jardine 199@fgefiihrten phenolischen
Einzelsubstanzen. Dafur wurden diese als Referéstsozen kauflich erworben oder
durch Spenden entsprechender Institutionen bestdiije

Die tabellarische Zusammenstellung phenolischer pamnten in Kakao aus
Jardine 1999 basiert hauptséchlich auf dem Review Ziegleder und Biehl 1988, der
eine umfassende Ubersicht (ber die bis dahin vemtii€thten Beschreibungen
phenolischer Kakao-Inhaltsstoffe liefert. Diese @l&phenolischer Komponenten dient
bis heute als Basis vieler Publikationen. Jard®@91erganzt sie lediglich durch die
beiden von Sanbongiet al.1998 gefundenen Zimtsaureamide Clovamid und
Deoxyclovamid.
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Tab. 8 listet die phenolischen Inhaltsstoffe audida 1999 auf und enthalt Angaben tber
die Firmen, von denen sie fiur die vorliegende Stwatiworben wurden. Abgesehen von
Clovamid wurden die Substanzen kommerziell erworbBras Clovamid, welches
wéhrend der Durchfiihrung der hier beschriebeneryfikanicht kommerziell gehandelt
wurde, erhielten wir als Spende von Dr. Hans-GeRest, Dr. Thomas Henkel und
Dr. Andreas Beckmann (Bayer HealthCare AG, Wupperta

Die Substanzen (-)-Gallocatechin, Deoxyclovamidpdt#orogenséure und Quercetin-3-
glucosid, sowie alle Substanzen aus der Gruppe’dmnthocyanidine (Oligomere und
Polymere von Catechinen) wurden fur die Probenakiwmg und die folgende
Probenanalytik nicht verwendet, da sich ihre Beuhg zunachst als unmdglich und
spater als nicht mehr notwendig erwies. Eine auBtlftere Beschreibung der

aufgefuhrten Standardsubstanzen erfolgte bereksjnitel 2.1.

Tab. 8: Liste der verwendeten Standardsubstanzen

Phenolische Substanz Gruppenzugehdrigkeit Firma
Aesculetin Hydroxycumarin Aldrich
Catechin Flavonoide, Flavan-3-ole Fluka
Chlorogensaure Hydroxyzimtséureester Aldrich
Clovamid Hydroxyzimtsdureamid, HCAA Bayer Health€&G
3-a-L-Arabinosidyl-cyanidin Flavonoid, Anthocyan Polyphenols AS
3-b-D-Galactosidyl-cyanidin Flavonoid, Anthocyan Polyphenols AS
p-Hydroxyzimtsaure, Hydroxyzimtséure Merck
p-Cumar(in)-saure, 4-Cumar(in)saure

Deoxyclovamid Hydroxyzimtsaureamid, HCAA nicht viegbar
3,4-Dihydroxyzimtsaure, Kaffeesaure Hydroxyzimtsiur Merck
Epicatechin Flavonoid, Flavan-3-ol Sigma
Epigallocatechin Flavonoid, Flavan-3-ol Sigma
Ferulasaure Hydroxyzimtséure Merck
Gallocatechin Flavonoid, Flavan-3-ol nicht verfligbar
p-Hydroxybenzoesaure Hydroxybenzoesaure Merck
o-Hydroxy-phenylessigsaure Phenylessigséaure Merck
p-Hydroxy-phenylessigsaure Phenylessigséaure Merck
Neochlorogensaure Hydroxyzimtséaure, Ester nichiiigbar
Phenylessigsaure Phenylessigsaure Merck
Phloretinsaure ahnlich: Hydroxyzimtsaure Merck
Phloroglucinol, (einfaches) Phenol Aldrich
Benzene-1,3,5-triol

Proanthocyanidine Flavonoid Nicht verfiigbar
Protocatechusaure Hydroxybenzoesaure Aldrich
Quercetin Flavonoid, Flavonol Sigma
Quercetin-3-galactosid Flavonoid, Flavonolglycosid Fluka
Quercetin-3-glucosid Flavonoid, Flavonolglycosid chiiverfigbar
Syringasaure Hydroxybenzoesaure Merck
Vanillinsaure Hydroxybenzoesaure Aldrich

91




Material und Methoden

Zur Identifizierung und Quantifizierung der pheschen Inhaltsstoffe in den
Kakaoproben wurden die oben aufgefihrten phenaiscBubstanzen als externe und
wéahrend der Etablierungsphase auch als interned&tas verwendet. Die dafir
verwendete RP-HPLC-Analytik wird in 3.11 ausfuhnliceschrieben.

3.10 Die Aufreinigung der Polyphenole flr die RP-HPLC-Aalytik

In den Kapiteln 3.10.1 und 3.10.2 werden die beitamfahren zur Extraktion und

Aufreinigung der Anthocyane sowie der Ubrigen Pbgmole aus dem nach Kapitel 3.7
gewonnenen Rohextrakt beschrieben, die zum Begien anhalytischen Arbeit

angewendet wurden. Spater wurden diese beiden iAlguagsverfahren durch die in
Kapitel 3.10.3 beschriebene optimierte Methode tetsenit der alle phenolischen
Inhaltsstoffe gleichzeitig aufgereinigt werden ktem Der zeitliche und materielle
Aufwand fur die Probenvorbereitung wurde dabei liilgutreduziert und die separate
Verarbeitung wesentlich kleinerer Probenvolumimadglicht. Die anschlielRende HPLC-
Analytik (siehe 3.11) sowie die damit erreichte #einung der Peaks und die
Wiederfindungsraten der Einzelsubstanzen bliebéeidamverandert.

3.10.1 Extraktion der phenolischen Substanzen mit Ethylaciat

Mit dieser Methode wurden zunéchst alle Kakao-Podymwle bis auf die Anthocyane
extrahiert. Letztere l6sen sich in Ethylacetat kaum

30 ml des nach 3.7 gewonnenen Rohextraktes wurdemém Scheidetrichter mit 30 ml
Ethylacetat (Carl Roth GmbH und Co., Deutschlandgaschiittelt, in dem sich bis auf
die Anthocyane alle gesuchten phenolischen Subsmatisen. Der Nachweis erfolgte
Uber Wiederfindungstests mit den PhenolstandardshMfacher Wiederholung wurden
die vereinigten Ethylacetatfraktionen mit Natriufigugetrocknet und anschlieend am
Rotationsverdampfer (LABO Rota SE 320 Resma Teehnhlis fast zur Trockne
eingeengt. Die restliche Essigsaure wurde mitabsgeblasen. Der Rickstand wurde in
1 ml Methanol gelost und mit 4 ml 2 %iger Essigsawerdinnt. Der so auf ein
definiertes Volumen gebrachte Extrakt wurde diféktdie HPLC-Analytik verwendet.

3.10.2 Aufreinigen der Anthocyane mit SEP-PAK Vac 6¢c
30 ml des Rohextrakts (siehe 3.7) wurden zun&chsiird bei 12.000 g zentrifugiert

(Laborfuge GL, Heraeus Christ). AnschlieBend wurdhml des Uberstandes am
Rotationsverdampfer auf 10 ml eingeengt und auk et Methanol und 2 %iger

Essigsaure aquilibrierte SEP-PAK Vac 6cc 1.000 mgusche (Waters) aufgetragen.
Nach dem Spulen mit 10 ml 2 %iger Essigsaure wurdenan der Festphase der
Kartusche haftenden Polyphenole in 10 ml Metharglbgy. Der Extrakt wurde am
Rotationsverdampfer (LABO Rota SE 320 Resma Teeshrics zur Trockne eingeengt
und in 2 ml eines Gemisches aus Methanol (20&gua dest (78 %) und Essigsaure
(2 %) viviv aufgenommen. Durch einen 0,45 pum Spnitter (PTFE Multoclear®, Fa.

92



Material und Methoden

CS-Chromatographie Service) wurde die Probe in HiLC-Vial gedrickt, luftdicht
verschlossen und bis zur weiteren Bearbeitung &oigs.

3.10.3 Optimierte Extraktion und Aufreinigung aller phenol ischen
Inhaltsstoffe (,methanolische Mikroextraktion®)

50 mg des entfetteten Kakaopulvers wurden in eintrdagenglas (16 mm x 100 mm)
eingewogen und zusammen mit 3 ml Methanol p. a2@i80 s am ULTRA-TURRAX®
T25-Ruhrer extrahiert. Der ULTRA-TURRAX® wurde ah$ie3end mit 2 ml Methanol
abgespilt und die Lésungen vereinigt. Das Glas autl Minuten lang im Eisbad
gekiihlt, anschlieRend wurde die Probe bei 5000 W'D min zentrifugiert (Laborfuge
GL, Heraeus Christ). Der klare methanolische Ub@bt wurde in einen 50 ml
Spitzkolben dekantiert.

Dieser Extraktionsvorgang wurde fur jede Probe némial wiederholt, mit dann jeweils
nur 2mindtiger Kithlphase im Eisbad.

Die vereinigten Methanolextrakte wurden am Rota@ndampfer (LABO Rota SE 320
Resma Technics) bei 40 °C und 100 mbar bis zur Kh@ceingeengt und in 1,5 ml
Methanol (Lichrosolv®) gel6st. AbschlieBend wurdie dProbe durch einen 0,45 um
Spritzenfilter (PTFE Multoclear®, Fa. CS-Chromatgghie Service) in ein HPLC-Vial
Uberfuhrt, luftdicht verschlossen und bis zur weiteBearbeitung bei -20 °C eingefroren.

3.11 HPLC-PDA-Analytik

Zur chromatografischen Trennung und Charakterisgrder phenolischen Substanzen
wurde ein RP-HPLC-Verfahren mit Detektion per Plkatden Array Detector (PDA)
entwickelt.

Die einzelnen Parameter des verwendeten Verfalwerden im Folgenden aufgelistet:

Laufmittel A: Essigsaure , =2 %
Laufmittel B: Acetonitril/ H,O Lichrosolv®/ Eisessig 400+90+10 (v/v/v)
Gradient:
Zeit Flussrate | A B
[min] | [mlmin] | [%] | [%]
0 1,2 90| 10
8 1,2 90| 10
38 11 77 23
50 1 60 | 40
70 1 10| 90
73 1 10| 90
78 1,2 90| 10
93 1,2 90| 10
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Pumpen: HPLC PUMP 64 (Knauer)

Probengeber: AS-4000 (Merck)

On-Line Degasser: Knauer

Gradientensteuerung: HPLC Programmer 50 (Knauer)

Saulentemperatur: 26 °C

Trennsaule: Waters Novapac C18 (30 cm, & 3,9 cm, endcapped)
Detektion: PDA 996 (Waters Millipore)

Injektionsvolumen: 20 pl

Die Detektion der phenolischen Inhaltsstoffe ert®lg einem Spektrum von = 230 bis
540 nm, wobei die Peaks der Anthocyane bei 530jeng der Flavonole bei 371,6 nm
und jene der restlichen Polyphenole bei 280 nm wfimert wurden. Die Quantifizierung
erfolgte mit Hilfe der externen Standardsubstan®entocatechusaure, (+)-Catechin,
(-)-Epicatechin sowie 3-L-Arabinosidyl-cyanidin und 3-D-Galaktosidyl-cyanidin.

Als Programm zur Visualisierung und Auswertung Begebnisse wurde Millennium 3.2
(Waters) verwendet.

3.12 Saure Hydrolyse

Dieses Verfahren wurde zur Ergdnzung der qualegati&knalyse der phenolischen Kakao-
Inhaltsstoffe mittels RP-HPLC-PDA (siehe 3.11) dhgeflhrt.

Mit Hilfe der sauren Hydrolyse werden Ester in ilatereinheiten aufgespalten. Im
Falle von Polyphenolen fuhrt dies u. a. zur Losuag Esterbindungen, zur Auftrennung
von Oligomeren in Monomere und zur Abspaltung vouckérresten. Komplexere

Monomere kdnnen ebenfalls gespalten werden.

Die saure Hydrolyse unterstitzt die Identifizierystgenolischer Inhaltsstoffe, fur welche
keine Referenzsubstanzen vorhanden sind. Sietli@fieh Hinweise darauf, bei welchen
der gefundenen phenolischen Einzelsubstanzen ésnsiglicherweise um Artefakte

handelt.

Fur die vorliegende Arbeit wurden jeweils 30 ml dBsh-Polyphenolextrakts mit
konzentrierter Salzsaure auf 0,1 molbdzw. 1 mol T angesauert und fir etwa 1 h bei
90 °C im Wasserbad erhitzt. AnschlieBend wurden El&rakte nach dem in Kapitel
3.10.1 beschriebenen Verfahren aufgereinigt undjpeHPLC analysiert.

3.13 Identifizierung und Quantifizierung des Hydroxyzirméiureamids
(+)-N-(E)-Caffeoyl-L-aspartat

Die entsprechende Fraktion ,A" aus etwa 20 bis BOHPLC Analyselaufen (siehe 3.11)

wurde gesammelt und am Rotationsverdampfer beiC40hd 80 mbar bis zur Trockne

eingeengt. Der am Kolbenrand abgesetzte Substanmfiirde in 3 ml Methanol p. a.

geldst und in ein 3 ml fassendes Vial UberfuhrtciNgerdampfen des Losungsmittels in
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einem Trockentemperiersystem (Mobiltherm 1, Laborecfinik Barkey) unter
N,-Schutzatmosphéare wurde das Vial luftdicht versstgm und bis zur weiteren Analytik
bei -30 °C gelagert.

Die Fraktion wurde 2002 von Herrn Dr. Schubert (heFinnigan Egelsbach) per
HPLC-MS-Technik am LCQ Deca XP (ThermoFinnigan) @mner 3D-lonenfalle
untersucht. Als Vergleichssubstanz diente Chloregare.

Durch Herrn Dr. Stark (Institut fur Lebensmittelahie, Universitat Miinster) wurde eine
weitere Analyse der Fraktion ,A" durchgefuhrt. Dasrwendete HPLC-PDA-Verfahren
wird beschrieben in Stark und Hofmann 2005 undtsg&tzh demnach aus folgenden
Parametern und Komponenten zusammen:

Laufmittel A: Methanol p. a.

Laufmittel B: Ameisensaure 0,1 % in,B Lichrosolv®; pH 2,5

Gradient:
Zeit [min] | A [%] |B [%]
0 20 80
10 20 80
40 60 40
40,5 100 0
50,5 100 0
HPLC-Gerat: Jasco (Grof3-Umstadt, Deutschland)
Trennsaulen: ,stainless steel“-Saulen (250 mm x 4,6 mm ID)
stationare Phase: ODS-Hypersil, 5 um, RP-18 (ThermoHypersil)
Flie3geschwindigkeit: 0,8 ml/min.
Pumpensystem: PU 1580
In-Line Degasser: DG-1580-53
Niederdruckgradientensystem: LG-1580-02
Detektion: DAD Typ MD 1515

Die Identifizierung der Substanz erfolgte durch d&rgleich ihres Spektrums und der
Retentionszeit mit jenen eines am Institut fur Lredyeittelchemie der Universitat Minster
zur Verfigung stehenden Standards.

Da die entsprechende Reinsubstanz am eigenenutnsiitht zur Verfiigung stand,
erfolgte die Quantifizierung des oben genannten dsmi anhand des
Chlorogensaurestandards (siehe Tab. 8). Nach Aftskton Prof. Dr. T. Hofmann
(personliche Mitteilung 2006) ist dies zulassig gauhd der sehr &hnlichen
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Absorptionseigenschaften beider Substanzen, deadfeéSaurereste an derselben Stelle
gebunden sind (siehe 2.1.2.2). Gleichen Molmengam \Chlorogensdure und
Kaffeesaure-aspartat konnen daher gleiche Peakfanlgeordnet werden.

3.14 Lichtmikroskopische Analytik des reifen und reifeed
Keimblattgewebes von Kakaosamen

3.14.1 Die Auswahl des Kakaomaterials

Die mikroskopische Analytik beschrankt sich auf #iene EET 95, Catongo, NA 33
sowie auf die Criollos Pentagona rojo, Pentagonad&,ePorcelana Blanco, Guasare
sowie auf Criollo Mérida aus San Juan de Lagun{éashe 3.1.1). Diese Auswahl wurde
getroffen, da die zeitintensive lichtmikroskopiscRedparation und Auswertung eine
Analyse aller zur Verfigung stehender Proben unitidghachte.

Der Klon EET 95 dient als Vertreter des Nacionap3ysiehe 3.1.1). Von diesem Klon
waren besonders viele Einzelproben gleicher Hetkumhanden (siehe Tab. 7), sodass
an ihm die Variabilitat struktureller Details inhatb eines Genotyps bei identischen
Standortbedingungen erfasst werden konnte.

Der Klon Catongo dient als Vertreter LAF-Typs. Alomozygoter Trager des
Anthocyan-Inhibitor-Gens produziert der Klon zudeach Selbstbestdubung Samen mit
weilRen Keimblattern. Im Rahmen der Untersuchungdemrsowohl geféarbte als auch
ungefarbte Samen untersucht und miteinander véegiic

Der Klon NAS33 ist ein verbreiteter Vertreter des E)Ayps. Von diesem Klon waren
Proben besonders vieler verschiedener Herkunftetgekorhanden (siehe Tab. 7), sodass
an seinen Proben die Variabilitdt struktureller dilst innerhalb eines Genotyps bei
unterschiedlichen Standortbedingungen erfasst wdtdente.

Gleich mehrere verschiedene Genotypen des CriolfisTwurden untersucht (s. o.).
Dadurch konnte unter anderem die Variabilitat suredler Details innerhalb eines
Kakao-Typs genauer erkannt werden.

Histologische und cytologische Details der Keimiglatwicklung der Polyphenolzellen
wurde an samtlichen der in 3.1.2 aufgefuhrten R&ftien der Klone ICS 95 und EET 95
untersucht.

Je nach der genotypspezifischen Form der Frichtedd die Samen innerhalb ein und
derselben Frucht unterschiedlich gro und schwean. d€akaosamen aus mittleren
Fruchtabschnitten sind in der Regel am gré3tenwamdien fir die lichtmikroskopische
Praparation verwendet.

Pro Frucht wurden mindestens 3 Samen ausgewahit. j&tem dieser Samen wurden
jeweils 3 verschiedene Schnittpraparate angefersgdass je Frucht insgesamt 9
Einzelproben hergestellt wurden. Daflr wurde Kemtglewebe aus den zentralen
Abschnitten der Samen verwendet.
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Tab. 9 fasst die Anzahl der insgesamt pro Klon/&tatiund Typ produzierten Praparate
zusammen.

Tab. 9: Ubersicht tiber die mikroskopischen Praparate
Typ Anzahl der Anzahl der Anzahl der
beprobten Friichte beprobten Samen | Praparate
Criollo 10 29 87
LAF 5 15 47
Nacional 5 15 45
UAF 6 16 48

3.14.2 Einbettung von Keimblattgewebe in LR White Medium Gade O

Das fur mindestens 24 h in 4 % Formol in Leitungseadixierte Kotyledonargewebe
wurde mit einer Rasierklinge in etwa 1 rhgroRRe Blécke geschnitten.

Die Gewebeabschnitte wurden zunéachst in einer Btreihe vollstdndig entwassert.
Dafur wurden die Praparate in Eppendorff-GefaRerfibd und bei Raumtemperatur
2mal fur je 0,5 h in 70 % Ethanol und 2mal fir j& @,in 100 % Ethanol p. a. inkubiert.
AnschlieRend wurden die Gewebebldcke in 100 % LRtsWMiedium Grad® (London
Resin Company) Uberfuhrt. Dieses wurde nach einegelgen frisches Medium
ausgetauscht, in welchem die Praparate Uber NacKilhlschrank inkubiert wurden. Am
nachsten Tag wurden die mit dem noch flissigen Kamz impréagnierten Gewebebldcke
einzeln in 0,36 crhfassende Gelatinekapseln (Pohl-Boskamp) uberflliigse wurden
mit LR White Medium Grad® aufgefiillt und zum Aushérten fiir 24 h bei 60 °C im
Trockenschrank inkubiert. Vor der Weiterverarbeggumurden die Kapseln mit den in
auspolymerisiertem Kunstharz eingebetteten Kakdmpro noch einige Tage bei
Raumtemperatur gelagert.

3.14.3 Erstellen von Semidinnschnitten

Die ausgeharteten, kapselformigen Kunstharzprépamatrden mit einer Rasierklinge
unter dem Binokular ,getrimmt* ( = angespitzt) uadschlie3end in ein Ultramikrotom
(Leica, Ultracut S) eingespannt. Mit Hilfe von @iisangefertigten Glasmessern wurden 2
bis 2,5 um dicke Schnitte hergestellt, welche nmeeDrahtdse auf einen magua dest.
betraufelten Glasobjekttrager Ubertragen wurdem.@gekttrager wurde fur einige h bei
50 °C auf eine Heizplatte gelegt, um die auf demopien schwimmenden
Semidunnschnitte zu glatten und anschlieRend tédstler Glasoberflache antrocknen zu
lassen.
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3.14.4 Farbung und Eindeckung der Schnittpraparate

Die Farbung der Semidunnschnitte durch das KakadmbBlattgewebe erfolgte mit
ToluidinblauO-Féarbung (modifiziert nach Gutmann 1995). Dafur vemrddie auf den
Objekttragern fixierten Semidinnschnitte mit Natrhypochloritltdsung (ca. 13% Cl,
Fluka) vorbehandelt. Die Losung atzt den Schniithean, sodass die Farbpigmente
anschlieBend besser anhaften. Nach etwa 10-30 @ekumurde der Objekttrager mit
aqua destgespult und mit einer Lésung aus 0,05 % (w/v) Tahblau O inaqua dest.
betraufelt. Die Farbel6ésung wurde nach einer Eiksduer von wenigen min méaqua
dest abgespilt und der Objekttrager mit den Praparatéreiner Heizplatte bei 50 °C
getrocknet.

Die Schnittpraparate wurden anschlieend in RotigidHitt (Carl Roth GmbH und Co.,
Deutschland) eingeschlossen und mit einem Deckgdiseersehen. Sie wurden bis zum
Ausharten des Einschlussmittels fur einige Tagédsungsmittelschrank gelagert.
Phenolische Inhaltsstoffe erhalten in den auf didsese behandelten Semidinnschnitten
eine grunlich-schwarze Farbung, Proteine und dightfizierte Zellwande werden blau
gefarbt, wahrend Lipide ungefarbt bleiben.

3.14.5 Lichtmikroskopische Analyse der Semidinnschnitte

Ein Lichtmikroskop vom Typ Olympus BH-2 wurde vemdet. Die Untersuchung der
nach den oben beschriebenen Verfahren angefertif@emidinnschnitte erfolgte
Uberwiegend mit normaler Hellfeldmikroskopie bei Ofdther sowie 200facher
VergroRerung. Eine auf den Fototaufsatz des Milapskfixierte Kamera (ColorView,
Soft Imaging System GmbH) wurde zur Erstellungtdigr Aufnahmen verwendet.

Bei der histologischen Analyse der angefertigte@ipBrate wurde ein Schwerpunkt auf
das Speicherparenchym des Keimblattgewebes galegsen struktureller Aufbau fur
jedes Einzelpraparat erfasst wurde. Daneben wuederh die Epidermis mit ihren
Trichomen, sowie die in das Parenchym eingelagemrébindelelemente untersucht.

Im Rahmen der cytologischen Analytik wurden diechkEn der Parenchymzellen in den
jeweils erstellten, lichtmikroskopischen Aufnahmeées Keimblattgewebes vermessen.
Hierfir wurde bei 200facher Vergro3erung von jedémzelpraparat (s. 0.) zunachst
jeweils ein Abschnitt des Speicherparenchyms fatiognt, der sich durch méglichst viele
intakte Zellen auszeichnete und moglichst keine LB Kambialstrange enthielt. Am
Bildschirm wurden pro Aufnahme jeweils 5 Speichard Polyphenolzellen mit Hilfe des
Mauszeigers ,blind“ und somit zuféllig ausgewahBReren Zellflachen wurden
anschlieend mit Hilfe des Programms analySI§Soft Imaging System GmbH)
berechnet.

Pro Kakaosamen wurden auf diese Weise die Flaeberinsgesamt 15 Speicherzellen
(S2) und 15 Polyphenolzellen (PZ) aus 3 verschieddtraparaten erfasst.
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Die mit Hilfe des oben genannten Bildanalyse-Progns ermittelten Flachen von PZ
und SZ der daraufhin untersuchten Semidlinnschapigpate liefern nach ihrer
statistischen Auswertung einen Richtwert fir dié&x der jeweiligen Zelltypen.

3.14.6 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung der Untersuchungseligebn erfolgte mit Hilfe von
STATISTICA (Version 6, StatSoft, Inc., Tulsa, OKSB).

Neben der Erstellung von Korrelationsmatrizen el die statistische Auswertung
mittels einfaktorieller ANOVA und Scheffé post-hotest mit einem Signifikanzniveau
von p < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse aus der Analyse des Gesamt-Polyphendallyesd reifer,
unfermentierter Kakaosamen
In der Anhangs-Tab. 26 sind die probenspezifisdBgrzelwerte fir den mit Hilfe von
Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz  (siehe 3.8) bestimmteGesamt-Polyphenolgehalt,
berechnet als (-)-Epicatechin-Aquivalent und berogef die entfettete Trockenmasse
[% Epicat/ ff TM] angegeben. Der Polyphenolgehahwankt demnach zwischen 6,93 %
(Probe T15) und 17,96 % (Probe G8).
Per ANOVA mit anschlieBendem Scheffé-Test konnte Fre= 7,10 und p < 0,005 eine
signifikante Abh&ngigkeit des Gesamt-Polyphenolgekavon der Herkunft der Proben
ermittelt werden (siehe Abb. 35). Somit unterscémridich Proben der Herkunftsgebiete
.Malaysia“ und ,Reading" signifikant von jenen aGéana (Tab. 10).
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Abb. 35: ANOVA der Abhangigkeit des Polyphenolgehaltes von der Herkunft
Aktueller Effekt: F = 7,10; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.

Tab. 10:  Scheffé-Test der Abhangigkeit des Polyphenolgehaltes von der Herkunft
Homogene Gruppen; = 0,05; Fehler: MQ(Zwischen) = 5,89, FG = 60

Herkunft | % EC-Aquiv./Probe 1. 2.
Mittel
Malaysia 11,27551 —
Reading 11,90476 p—
Trinidad 13,47694 ko .
Venez./ SJ 15,14400 *hkk Hkkk
Ghana 15,35370 Hkk
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Die Abhangigkeit des ermittelten Gesamt-Polypheeloddtes von der Herkunft der
Kakaoproben wird offenbar mafigeblich durch den @iefaktor ,Dingung“ (siehe
Tab. 6) hervorgerufen. Dieser hat laut den hiercligefiihrten Untersuchungen mit
F=27,67 und p<0,005 einen hochsignifikanten flegs auf den Gesamt-
Polyphenolgehalt (siehe Abb. 36).
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Abb. 36: ANOVA der Abhangigkeit des Polyphenolgehaltes von der Standort-Diingung
Aktueller Effekt: F = 27,67; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.

Fur keinen anderen der ermittelten Standortfaktg¢sgzhe Tab. 6) konnte ein statistisch
signifikanter Einfluss auf den Gesamt-Polyphenoddielier Kakaoproben festgestellt
werden. Auch Kakaovarietat und —typ, sowie die @b.T2 und Tab. 3 dargestellten, durch
Literaturdaten bekannten Werte zur Krankheitsresis{hoch/niedrig) und Kompatibilitat
(ja/nein) besitzen keinen statistisch signifikantdginfluss auf den Gesamt-
Polyphenolgehalt. Ferner ist dieser weder mit edegrin Tab. 25 (Anhang) aufgelisteten
Angaben zu Gewicht und Anzahl der Samen noch mm deuchtgewicht eindeutig
positiv oder negativ korreliert.

Zur Korrelation des Gesamt-Polyphenolgehaltes rait dinzelnen, per RP-HPLC-PDA
in Kakaosamen identifizierten und quantifiziertelmepolischen Einzelsubstanzen siehe
Kapitel 4.2.

4.2 Ergebnisse der RP-HPLC-Analytik reifer, unfermentier
Kakaosamen

4.2.1 Die Charakterisierung und Auftrennung der phenolisthen Standards
Das in 3.11 beschriebene RP-HPLC-Verfahren wuiidelie Auftrennung der in Tab. 8

aufgelisteten Standardsubstanzen entwickelt. Wahrder Etablierung des HPLC-
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Verfahrens wurde ein Gemisch der meisten dieserd@tdsubstanzen hergestellt und der
Gradient so lange modifiziert, bis eine vollstamdi§uftrennung fast aller Peaks erzielt
wurde. Dieser Multistandard enthielt zuséatzlich dRerinalkaloide Theobromin und
Coffein, welche durch das verwendete Aufreinigurgihren (siehe 3.10) nur zu einem
geringen Teil aus den untersuchten Kakaoextraktgferat werden. Er diente nach
Etablierung der Methodik zur Kontrolle des Systewas der Probenanalyse. Abb. 37
zeigt ein typisches Chromatogramm des Multistarslbed 280 nm.
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Abb. 37: Chromatogramm des verwendeten ,Multi-Standards” bei 280 nm
1: Theobromin; 2: Protocatechusaure; 3: Epigallocatechin; 4: (+)-Catechin; 5: p-
Hydroxybenzoesaure; Chlorogenséure; 6: p-Hydroxyphenylessigsaure;
7: Coffein/Aesculetin; 8: Vanillinsaure; 9: Kaffeesaure; 10: Syringaséaure;
11: (-)-Epicatechin; 12: o-Hydroxyphenylessigséaure; 13: Phloretinsaure;
14: p-Cumarsaure; 15: Ferulasaure

In Tab. 11 werden die durchschnittlichen Retentzeiten sowie die Absorptionsmaxima
aller untersuchten phenolischen Standardsubstanmser den Bedingungen des
verwendeten HPLC-Verfahrens aufgefihrt.
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Tab. 11:

Absorptionsmaxima und Retentionszeiten der phenolischen Standardsubstanzen

Phenolische Substanz

Lambda-Max [nm]

Retentionszeit [min]

Aesculetin 297,7/ 345,5 11,15
Catechin 278,7 8,4
Chlorogensaure 326,3 8,8
Clovamid 321,6 23,08
3-a-L-Arabinosidyl-cyanidin 517,1 24,73
3-b-D-Galactosidyl-cyanidin 517,1 19,95
p-Hydroxyzimtsaurep-Cumarsaure 309,6 21,9
3,4-Dihydroxyzimtséaure, Kaffeesaure 234,9/ 322,7 ,582
Epicatechin 278,7 16
Epigallocatechin 278,7 5,6
Ferulasaure 322,7 26,7
p-Hydroxybenzoesaure 255 8,8
o-Hydroxy-phenylessigsaure 234,9/ 322,7 16,59
p-Hydroxy-phenylessigsaure 275,1 10,25
Phenylessigsaure - ca. 23
Phloretinsaure, Dihydrp-Cumarséaure 276,3 18,3
Phloroglucinol - ca. 24
Protocatechusaure 259,7/294,1 5
Quercetin 371,6 52
Quercetin-3-galactosid 256,1/ 353,9 34,03
Quercetin-3-glucosid 256,1/ 353,7 34,30
Syringasaure 275,1 13,95
Vanillinsdure 260,9/ 292,9 11,8

Die kombinierten Daten zu Peakspektren und Retestigiten wurden in der Folge zur
Identifizierung der einzelnen Peaks in den Polyplexirakten der untersuchten

Kakaoproben verwendet.

4.2.2 Die ldentifizierung der phenolischen Einzelsubstanzn unfermentierter,

reifer Kakaoproben

Die Peakverteilung bei = 280 nm ist bei allen untersuchten Polyphenoédktén reifer,

unfermentierter Kakaosamen sehr ahnlich. Abb. 3§t zias Chromatogramm der Probe

R 2 (siehe Tab. 7), welches reprasentativ furwalkersuchten Kakaoproben ist.
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Abb. 38: Chromatogramm der Kakaoprobe R 2 bei =280 nm
A-C: nicht durch Standards identifizierbare Peaks; PCA: Protocatechusaure

Wie Abb. 38 verdeutlicht, besitzen die Proben-Chatogramme bei 280 nm etwa 12-15
signifikante Einzelpeaks. Aul3er phenolischen Irdsadtffen befinden sich darunter auch
die in Kakaosamen vorkommenden Purinalkaloide @ofi@d Theobromin. Diese stéren
jedoch die Analytik kaum, da sie keinen der PolypieStandardpeaks uberlagern. Bei
einigen Probenlaufen kam es jedoch zu einer Ubeesdhing von Coffein mit dem nicht
vollstandig identifizierten Peak ,B“ (Abb. 38, s)u

Durch den Vergleich des Spektrums, der Retentiohszed der Flache mit den
Standardsubstanzen konnten 3 der bei 280 nm srelntlizeaks phenolischen Ursprungs
eindeutig identifiziert und anhand ihrer Peakflacheich quantifiziert werden. Dabei
handelt es sich einerseits um die monomeren Pohgded-)-Epicatechin, (+)-Catechin
(Abb. 19); andererseits um Protocatechuséaure (skehd.2). Letztgenannte Substanz
wurde jedoch nur in etwa einem Viertel der untelnseic Kakaoproben nachgewiesen
(siehe Tab. 26).

Auch die Spektren jener Peaks, welche keiner dewermdeten Standardsubstanzen
entsprachen, wurden untersucht. Mit Ausnahme voh (4bb. 38) weisen alle dieser
Peaks das gleiche Spektrum mit demselben Maximur@48&7 nm auf, welches fur alle
Flavan-3-ol-Standards charakteristisch ist (sieb.T.1) und somit auch die Substanzen
(-)-Epicatechin und (+)-Catechin auszeichnet. Rdfiglhandelt es sich bei diesen
Substanzen offenbar ebenfalls um Catechinderiveitehstwahrscheinlich in erster Linie
um die in 2.1.4.5 beschriebenen Oligomere von pig&techin. 2 dieser Peaks wurden
mit ,B“ und ,C* gekennzeichnet, und ihre Flachennden im Rahmen der laufenden
Analytik mit erfasst (Abb. 38). Da Peak ,B“ jedoah vielen Proben mit dem Coffein-
Peak zusammenfiel, wurde letztendlich nur die Fdaahn ,C* ausgewertet.
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Abb. 39: Absorptionsspektrum von (-)-Epicatechin, (+)-Catechin, den Peaks ,B* und ,C" sowie
aller weiteren in Abb. 38 dargestellten, unidentifizierten Peaks (aul3er ,A")

Im Bereich der Retentionszeit von Protocatechusdneeh ca. 5-6 Minuten, siehe
Tab. 11) tritt in vielen Kakaoproben ein schwackgapragter Peak auf, der ebenfalls ein
Maximum bei 278,7 nm besitzt. Mdglicherweise hanhesl sich hierbei um Spuren des
Flavan-3-ols (-)-Epigallocatechin, deren authehigs®eferenzsubstanz in etwa dieselbe
Retentionszeit wie Protocatechusaure aufweist ésieglb. 11). Diese Substanz ist jedoch
in zu geringen Mengen in den Proben vorhandendads sie mit Hilfe der verwendeten
Methoden anhand ihrer Peakflache sinnvoll quamifizverden konnte.

Zur ldentifizierung und Auswertung des zunachst jAit gekennzeichneten Peaks siehe
Kapitel 4.2.4.

Bei 371,6 nm wurden die untersuchten Polyphendé&er frischer Kakaoproben auf
ihren Gehalt an Flavonolen Uberprft (siehe Abl). ¥&hrend das Flavonol Quercetin in
keiner der untersuchten Kakaoproben gefunden wuedéhalten alle Proben Spuren
zweier Substanzen, die in ihrer Retentionszeit innithrem Spektrum den als Standards
vorhandenen Quercetin-Glycosiden Quercetin-3-gasiatt sowie Quercetin-3-glucosid
entsprechen (siehe Tab. 11). Eine Quantifizieruleged Substanzen erwies sich jedoch
aufgrund der auf3erst geringen Peakflachen als digtthfihrbar. Zusatzlich wurde bei
einer Retentionszeit von ca. 39min ein weiterer akPemit &hnlichem
Absorptionsspektrum detektiert, der keiner der waadenen Standardsubstanzen
entspricht (siehe Abb. 40).
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Abb. 40: Chromatogramm der Kakaoprobe G 8 bei 371,6 nm mit Retentionszeit von Quercetin
1: Quercetin-3-galactosid; 2: Quercetin-3-glucosid;
Pfeil: unbekannte Substanz mit &hnlichem Absorptionsspektrum

Die in den Kakaoextrakten enthaltenen Anthocyanedem bei = 520 nm identifiziert
und quantifiziert. Abgesehen von einigen Proben Klesis Catongo sowie (fast) allen
Criollo-Proben enthalten alle untersuchten, reifiex unfermentierten Kakaoproben die
beiden Anthocyane &-L-Arabinosidyl-cyanidin und ®-D-Galactosidyl-cyanidin
(Abb. 41). Daneben wurden in den bei 520 nm auigbreten Chromatogrammen noch
2 weitere, deutlich kleinere Peaks beobachtet (Akb.Pfeile), fur die jedoch keine
Referenzsubstanzen zur Verfigung standen.
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Abb. 41: Chromatogramm der Kakaoprobe G 11 bei 520 nm
Cya-gal: 3-b-D-Galactosidyl-cyanidin; Cya-ara: 3-a -L-Arabinosidyl-cyanidin;
Pfeile: unidentifizierte Peaks mit &hnlichem Spektrum
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4.2.2.1 Zusammenfassung der qualitativen Polyphenol-Analyk reifer,
unfermentierter Kakaosamen per RP-HPLC-PDA

Durch die in 3.11 beschriebene RP-HPLC-PDA Analytikrden in den untersuchten
Polyphenolextrakten aus Kakaosamen folgende Sutestadentifiziert:

(-)-Epicatechin

(+)-Catechin

(-)-Epigallocatechin (Spuren)

Protocatechusaure (nur in ¥ der untersuchten Pyoben
Quercetin-3-galactosid (Spuren)

Quercetin-3-glucosid (Spuren)
3-b-D-Galactosidyl-cyanidin

3-a -L-Arabinosidyl-cyanidin.

Zusatzlich erméglichte das verwendete RP-HPLC-®8ysdee Isolierung einer zunachst
mit ,A“ gekennzeichneten Substanz, bei welcheriels sm Kaffeesaure-aspartat handelt.
Die Identifizierung und Quantifizierung dieses HCAd im Kapitel 4.2.4 beschrieben.
AulRer den phenolischen Substanzen, welche mit Hiée oben genannten Methoden
oder, im Falle von Kaffeesaure-aspartat, mit zlisfien Verfahren identifiziert wurden
(siehe 3.13), zeigen die Chromatogramme weiter&$Pphenolischen Ursprungs, deren
Absorptionsspektrum sie als Vertreter aus der Grumler Catechine bzw. der
Procyanidine kennzeichnet. Die Flache eines did®eaks (Substanz ,C") wurde
guantitativ ausgewertet und bei den phenolischenzéisubstanzen (siehe 4.2.3.4)
beschrieben.

4.2.3 Die quantitative Auswertung der phenolischen Inhalgstoffe
Aus der Gruppe der im vorangehenden Abschnitt dilfgeen und identifizierten

phenolischen Einzelsubstanzen in reifen, unferregeth Kakaosamen wurden von
(-)-Epicatechin,  (+)-Catechin, B-D-Galaktosidyl-cyanidin, & -L-Arabinosidyl-
cyanidin sowie von Protocatechusaure auch die psgezifischen Gehalte quantitativ
ermittelt. Zusatzlich wurde auch die Peakflache dmht vollstandig identifizierten
Substanz ,,C* aus der Gruppe der Catechin-Verbindoregfasst.

Die Werte aus der HPLC-Analytik beziehen sich inm deeisten Fallen auf Mischproben
des grofldten Teils der Samen der jeweils untersndhékaofriichte. Ausschlief3lich im
Falle der Proben aus Venezuela handelt es sich wssWerte fur einzelne Samen.
Tab. 26 listet die Werte fur die einzelnen untenseis phenolischen Inhaltsstoffe in
mg kg* ff TM sowie (im Falle von ,C*) in der Peakflachérea“ auf.

Per ANOVA mit anschlieBendem Scheffé-Test wurdee emdgliche Abhangigkeit der
Gehalte an den jeweiligen phenolischen Inhaltsstoffvon den verschiedenen

107



Ergebnisse

untersuchten genetischen wie proben- und stangessischen Faktoren untersucht.
Dabei erfolgte die statistische Untersuchung dehalgigkeit von den einzelnen
Faktoren jeweils ohne die Werte folgender Proben:

1. Ausschluss der Klone T63/967, T79/501 sowie T85/d99 der Untersuchung der
Abhangigkeit von der Kakao-Varietat, da von diesamr jeweils 2 Proben
vorhanden waren.

2. Ausschluss aller Proben aus Venezuela/Chama ural &vie der Proben aus
Ecuador aus der Untersuchung eines mdglichen Esdki der Herkunft, da von
diesen Provenienzen jeweils nur maximal 3 Probearsacht wurden.

4.2.3.3 Der Gehalt an (-)-Epicatechin

Die Werte fur (-)-Epicatechin streuen innerhalb detersuchten Proben breit zwischen
dem niedrigsten gemessenen Wert von 11061 rigfkdM (T13) und dem héchstem
von 45116 mg Kg ff TM (T16) (siehe Tab. 26).

Mit dem Gesamt-Polyphenolgehalt der Kakaosamerdest Gehalt an (-)-Epicatechin
tendenziell positiv korreliert (siehe Abb. 42).
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Abb. 42: Kaorrelation zwischen dem Gesamt-Polyphenolgehalt und dem Gehalt an (-)-Epicatechin
x = 2304,4745+2320,1501 * x

Die Regressionsbander geben das 95%ige Prognoseintervall an.

C: Criollo; LF: Lower Amazon Forastero; N: Nacional; T: Trinitario; UF: Upper Amazon
Forastero

Per ANOVA konnten keine signifikanten Unterschiedeischen den untersuchten
Kakao-Varietaten bezlglich ihres Gehaltes an (ig&pchin nachgewiesen werden
(F=1,73; p = 0,07).

Auch von dem jeweiligen Kakaotyp ist der Gehalt(gREpicatechin nicht signifikant
abhangig (F = 0,68; p = 0,61).
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Fur die durch Literaturangaben bekannten, in Taln@ Tab. 3 aufgefiihrten, genetisch
bedingten Eigenschaften Krankheitsresistenz (hamtirig) sowie Selbst-Kompatibilitat
(jJa/nein) konnte ebenfalls kein statistisch sidafiter Einfluss auf den Gehalt des in den
untersuchten Kakaoproben gefundenen (-)-Epicatectashgewiesen werden.

Im Gegensatz zur genetischen Herkunft wurde mit¥78 und p = 0,01 ein statistisch
leicht signifikanter Einfluss der geographischen rkdeft auf den Gehalt an
(-)-Epicatechin der untersuchten Kakaoproben fasédje (Abb. 43).
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Abb. 43: ANOVA der Abhangigkeit des Gehaltes an (-)-Epicatechin von der Herkunft.
Aktueller Effekt: F = 3,78; p = 0,01; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)

Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.
Per Scheffépost hoeTest lieBen sich die Proben der Herkunftsgebi®&eagding” und

,Ghana“ anhand ihrer (-)-Epicatechingehalte statst signifikant voneinander
differenzieren (siehe Tab. 12).

Tab. 12:  Scheffé-Test der Abhangigkeit des (-)-Epicatechin-Gehaltes von der Herkunft.
Homogene Gruppen; = 0,05; Fehler: MQ(Zwischen) = 6037E4; FG = 66

Herkunft ECAT [mg kg™ ff TM] 1. 2.
Mittel
Reading 27280 -

Malaysia 31412 kAR rkk
Venez./ SJ 32279 Kkkk Sokok
Trinidad 32651 hokkk I
Ghana 39130 kokk

Mit F = 15,49 und p < 0,00Brwies sich der Einfluss der Dingung (ja/ nein) den
Gehalt an (-)-Epicatechin der untersuchten Kakamgmals deutlich héher signifikant als
die Herkunft. Proben von Kakaob&umen, welche vomiiggten Standorten stammten,
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wiesen einen niedrigeren Gehalt an (-)-Epicatechif als jene ungedingter Standorte
(siehe Abb. 44).

42000

40000 |
=
= 38000 |
=} -
$ P
‘E 36000 | -
W2 -
- Pl
=) | s
= 34000 =
E ok
‘= 32000 | e
=X e
3 -
30000 |
28000 |
26000 ;
ja nein
Diingung

Abb. 44: ANOVA der Abhangigkeit des Gehaltes an (-)-Epicatechin von der Standort-Dingung
Aktueller Effekt: F = 15,49; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.

Alle weiteren, in Tab. 6 aufgefihrten Standortfaktoder jeweiligen Proben hatten fur
sich betrachtet keinen statistisch signifikantenflass auf den Gehalt an (-)-Epicatechin
der untersuchten Kakaoproben. Weiterhin konnte dseider in Tab. 25 aufgelisteten
probenspezifischen Merkmale (Frucht- und Samende®isowie Zustand bei Lieferung)
in einem statistisch signifikanten Zusammenhangdeih Gehalt an (-)-Epicatechin in
den reifen, unfermentierten Kakaosamen gebrachdewer

4.2.3.4 Die Auswertung der Peakflachen des mutmalfilichen Poyanidins ,C*

Der Gehalt an der Substanz ,C" der untersuchteferrdakaosamen ist leicht positiv
korreliert mit jenem an (-)-Epicatechin und auch oém in Epicatechin-Aquivalenten
angegebenen Gesamt-Polyphenolgehalt (Abb. 45 und 46
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Abb. 45; Kaorrelation zwischen dem Gehalt an (-)-Epicatechin und ,C*
y =17860,7979 + 0,0077 * x
Die Regressionsbénder geben das 95%ige Prognoseintervall an.
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Abb. 46: Korrelation zwischen dem Gesamt-Polyphenolgehalt und ,C*

y =9,3171 + 1,9852E - 6 * x

Die Regressionsbander geben das 95%ige Prognoseintervall an.
Anders als der Gehalt an (-)-Epicatechin sowie @esamt-Polyphenolgehalt ist der
Anteil an ,C* in den untersuchten Proben jedochhnatatistisch signifikant gekoppelt an
die Herkunft (F = 1,71; p = 0,16) und an die Dungdes Standortes (F = 1,85; p = 0,18).
Dennoch konnte auch hier festgestellt werden, dasdpen ungedingter Standorte
tendenziell héhere Gehalte an ,,C* aufwiesen alsteobediingter Standorte (Abb. 47).
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Abb. 47: ANOVA der Abhangigkeit des Gehaltes an ,C" von der Standort-Diingung
Aktueller Effekt: F =1,85; p = 0,18; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.

Per ANOVA mit anschlieendem Scheffé-Test konntechakeine anderen, statistisch
signifikanten Zusammenhange mit den einzelnen Fekteon Standort, genetischen und
probenspezifischen Merkmalen ermittelt werden.

4.2.3.5 Ergebnisse aus der quantitativen Bestimmung der Atocyane
Die Gehalte der beiden untersuchten Anthocyang-L3Arabinosidyl-cyanidin und
3-b-D-Galactosidyl-cyanidin in den Proben frischerfasmentierter Kakaosamen sind

von den untersuchten phenolischen Inhaltsstoffen saéinksten positiv. miteinander
korreliert (Abb. 48).

9000

8000

7000

6000

5000

4000

3000

Cya-Ara [[mg kg fettfreie TM]

2000
1000

0k

-1000 © : : : : - : : : :
500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Cya-Gal [mg kp™' fettfreie TM]

Abb. 48: Korrelation zwischen 3-a-L-Arabinosidyl-cyanidin und 3-b-D-Galactosidyl-cyanidin
y = 405,0283 + 1,7687 * x
Die Regressionsbénder geben das 95%ige Prognoseintervall an.
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Mit den Gehalten an (-)-Epicatechin, sowie ,C* @. sowie mit dem Gesamt-
Polyphenolgehalt der Kakaosamen sind die Anthooghale nur schwach positiv
korreliert. Dieses Ergebnis andert sich auch nialnn solche Proben ausgeschlossen
werden, bei denen das Fehlen von Anthocyanen g@ehetbedingt ist (s. u.).
Korrelationen mit den anderen untersuchten phestadis Inhaltsstoffen (+)-Catechin,
Protocatechusaure, sowie Kaffeesaure-aspartatieestecht.

Im Rahmen der Untersuchung per ANOVA mit anschiigléen Scheffé-Test konnte ein
signifikanter Einfluss der Varietat auf den Gehait Anthocyanen festgestellt werden
(F=6,58; p<0,005 fur 3-L-Arabinosidyl-cyanidin, F =5,04; p <0,005 fiirb3b-
Galactosidyl-cyanidin). Noch deutlicher zeigt sagr genetisch bedingte Einfluss auf den
Anthocyangehalt beim Vergleich der einzelnen Kajgen (F = 20,82; p < 0,005 fir 3-
a-L-Arabinosidyl-cyanidin, F = 13,89, p <0,005 firb3d-Galactosidyl-cyanidin;
Abb. 49 und 50 sowie Tabellen 13 und 14).
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Abb. 49: ANOVA der Abhangigkeit des Gehaltes an 3-b-D-Galactosidyl-cyanidin vom Kakaotyp
Aktueller Effekt: F = 13,89; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.

Tab. 13:  Scheffé-Test der Abhangigkeit des Gehaltes an 3-b-D-Galactosidyl-cyanidin
vom Kakaotyp

Homogene Gruppen; = 0,05; Fehler: MQ(Zwischen) = 5355E2; FG = 67

Typ Cya-Gal [mg kg ff TM] 1. 2.
Mittel
Criollo 37,93 —
Trinitario 1094 kokk
LAF 1644 —
Nacional 1775 -
UAF 1791 -
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Abb. 50: ANOVA der Abhangigkeit des Gehaltes an 3-a-L-Arabinosidyl-cyanidin vom Kakaotyp
Aktueller Effekt: F = 20,82; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.

Tab. 14:  Scheffé-Test der Abhangigkeit des Gehaltes an 3-a-L-Arabinosidyl-cyanidin
vom Kakaotyp
Homogene Gruppen; = 0,05; Fehler: MQ(Zwischen) = 6037E4; FG = 66
Typ Cya-Ara [mg kg™ ff TM] 1. 2. 3.
Mittel
Criollo 0,00 Fkkk
LAF 1916 Fkkk
Trinitario 3141 kkkok -
Nacional 3303 kkkok Kk
UAF 3751 N—

Werden die Varietat ,Catongo“ als homozygoter Trages Anthocyan-Inhibitorgens
(siehe 2.2.4.1) und der ebenfalls anthocyanfreie ,Griollo* aus dem Probenvergleich
ausgeschlossen, konnen bezuglich des Anthocyarigehaper ANOVA mit
anschlieBendem Scheffé-Test keine signifikantgualiiangigen Unterschiede zwischen
den restlichen untersuchten Kakaoproben festgestettien.

Aus der Untersuchung standortspezifischer Faktangrden die anthocyanfreien Proben
der Varietat ,Catongo“ sowie der Typ ,Criollo* awegghlossen.

Per ANOVA mit anschlieBendem Scheffé-Test wurde hauon Falle des
Anthocyangehaltes der untersuchten Kakaoprobegigiifikanter Einfluss der Herkunft
festgestellt. Dabei liegt die Signifikanz diese&tbes mit F=11,43 und p < 0,005 fur®-
D-Galactosidyl-cyanidin sowie F = 8,26 und p < 0,006 3-a-L-Arabinosidyl-cyanidin
sogar noch héher als bei dem Gehalt an (-)-Epibate@bb. 51 und Abb. 52). Dabei
konnten fur beide untersuchten Kakao-AnthocyaneHgigkunft ,,Ghana“ signifikant von
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allen anderen untersuchten Herkunftsgebieten wfiteden werden (Tab. 15 und

Tab. 16).
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Abb. 51: ANOVA der Abhangigkeit des 3-b-D-Galactosidyl-cyanidin-Gehaltes von der Herkunft
Aktueller Effekt: F =11,43; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.

= 0,05; Fehler: MQ(Zwischen) = 1501E3;

Tab. 15:  Scheffé-Test der Abhangigkeit des Gehaltes an 3-b-D-Galactosidyl-cyanidin
von der Herkunft. Homogene Gruppen;
FG =51
Herkunft Cya-Gal [mg kg™ ff TM] 1. 2.
Mittel
Malaysia 1082,47 rhxk
Reading 1246,16 Fkkx
Trinidad 1558,72 ok
Ghana 2480,80 ok
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Abb. 52: ANOVA der Abhangigkeit des 3-a-L-Arabinosidyl-cyanidin-Gehaltes von der Herkunft
Aktueller Effekt: F = 8,26; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.
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Tab. 16:  Scheffé-Test der Abhéngigkeit des 3-a-L-Arabinosidyl-cyanidin-Gehaltes von der
Herkunft. Homogene Gruppen; = 0,05; Fehler: MQ(Zwischen) = 1501E3; FG =51

Herkunft Cya-Ara [mg kg * ff TM] 1. 2.
Mittel
Trinidad 2900,07 ok
Reading 2940,84 Fkkx
Malaysia 3011,08 Fkxk
Ghana 4830,48 kokk

Innerhalb der untersuchten Proben reifer, unferragat Kakaosamen konnte ein
hochsignifikanter Einfluss des Faktors ,Dungung‘a/iiein) auf die ermittelten
Anthocyangehalte festgestellt werden. Auf ungedémdtandorten werden somit mehr
3-a-L-Arabinosidyl-cyanidin (F = 12,40; p < 0,005) sowdeé-D-Galactosidyl-cyanidin
(F =31,14; p < 0,005) in die Kakaosamen eingeltager

[mg kg fettfreie TM]

Abb. 53: Einfluss der Diingung auf den Gehalt an 3-b-D-Galactosidyl-cyanidin

Aktueller Effekt: F = 31,14; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.
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Abb. 54: Einfluss der Diingung auf den Gehalt an 3-a-L-Arabinosidyl-cyanidin
Aktueller Effekt: F = 12,40; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.

Per ANOVA mit anschlieBendem Scheffé-Test konntesné weiteren, statistisch
signifikanten Zusammenhange zwischen den Anthoafaaiten und den Faktoren zu
Standort, genetischen und probenspezifischen Mddmeamittelt werden.

4.2.3.6 Der Gehalt an (+)-Catechin

Innerhalb der untersuchten Proben reifer, unferragat Kakaosamen schwankt der
ermittelte Gehalt an (+)-Catechin sehr stark zwésch und maximal 2254 mg Rdf TM
(Tab. 26). Interessanterweise kommen gerade dieserb Extremwerte bei Proben des
Typs ,Criollo* vor, welche somit gleichzeitig dieaBien mit den niedrigsten wie auch mit
den hochsten Gehalten an (+)-Catechin stellen. ®Gahalt an (+)-Catechin schwankt
jedoch auch innerhalb der anderen untersuchten dfgb@n und der Varietaten sehr
stark. Folglich wurde per ANOVA mit anschlieBendeBtheffé-Test auch keine
signifikante Abh&ngigkeit des (+)-Catechingehaitesn Kakaotyp oder von der Varietat
gefunden. Gleiches gilt auch fir alle standort- ymndbenspezifischen Faktoren (siehe
Tabellen 2, 3 und Tab. 25). Eine Korrelation von-Catechin mit einer der anderen
guantitativ untersuchten phenolischen Substanzemtkoin den untersuchten Proben
ebenfalls nicht festgestellt werden.

4.2.3.7 Der Gehalt an Protocatechusaure

Auch das Auftreten von Protocatechusaure in denersmathten Proben reifer,
unfermentierter Kakaosamen ist mit keiner der asmlequantitativ untersuchten
phenolischen Substanzen bzw. mit dem Gesamt-Paigbdehalt positiv oder negativ
korreliert. Ferner wurden keine statistisch sidaifiten Zusammenhénge mit einem der
anderen in den Tabellen 2, 3 und Tab. 25 aufgediitifaktoren gefunden.
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4.2.4 Analyse der HCAA in frischen, reifen Kakaoproben

Eine Ubersicht der bisher aus Kakao isolierten dygizimtsaureamide (im Folgenden
abgekirzt mit dem fur diese Stoffgruppe haufig d¢etem Kirzel ,HCAA®
(Hydroxycinnamic Acid Amides)) sowie eine ausfutine Beschreibung dieser Gruppe
findet sich in Kapitel 2.1.2.5.

4.2.4.1 Untersuchung von Extrakten frischer Kakaosamen aufClovamid

Fur die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchigg&l HPLC-PDA-Methode stand

von den bisher wissenschaftlich beschriebenen HGAK Kakaosamen als einzige

Referenzsubstanz das Clovamid (CaffedoypOPA) zur Verfigung (siehe Tab. 8).

Unter den in 3.11 beschriebenen Bedingungen wird @dovamid nach einer

Retentionszeit von etwa 23 min eluiert (Abb. 55.vieist ein Absorptionsmaximum von
=321,6 nm auf.

Abb. 55: Chromatogramm der Referenzsubstanz Clovamid (Pfeil) bei 280 nm

In den Chromatogrammen der untersuchten Kakaoprobetheint nach einer
Retentionszeit von etwas mehr als 23 min eben&alisPeak (Abb. 38). Dieser besitzt
jedoch ein Absorptionsmaximum von 279,9 nm. Demnhahdelt es sich bei dieser
Fraktion nicht um Clovamid, sondern wahrscheinlich ein nicht genauer identifiziertes
Catechinderivat (siehe 4.2.2).

Das HCAA Clovamid wurde daher in keiner der fur deeliegende Arbeit untersuchten
Kakaoproben nachgewiesen.

4.2.4.2 Die Identifizierung der Fraktion ,A*
Mit dem in 3.11 beschriebenen HPLC-Verfahren wuedes fast allen untersuchten
Proben frischer, reifer Kakaosamen eine Fraktiaiidg, die mit keiner der in Tab. 8
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aufgelisteten Referenzsubstanzen Ubereinstimmtehierdmit ,A“ gekennzeichnet wird

(siehe Abb. 38).

Die Substanz ,A" wies eine Retentionszeit von ¢&. @in auf. Ihr Spektrum mit einem
Absorptionsmaximum bei etwa 320,4 nm glich jenenr @Referenzstandards von
Chlorogensaure und Clovamid (Abb. 56).

Abb. 56: Spektrum der Substanz ,A" unter den in 3.11 beschriebenen Analysebedingungen

Durch eine von ThermoFinnigan (Egelsbach) durchyeéi HPLC/MS-Analyse
(siehe 3.13) wurden folgende Eigenschaften dertlerakA“ zusatzlich ermittelt:

1. Die isolierte Substanz weist ein Molekulargewichinvca. 295 g mdl auf
(Abb. 57, Fragment 294).

2. Vergleichbar mit Chlorogensédure und Clovamid hande=d sich um eine
Verbindung mit Kaffeesaure (Abb. 57, Fragment 179).

3. Das von der Kaffeesaure abgespaltene FragmentzbesitMolekulargewicht von
ca. 133 g mat (Abb. 57, Fragment 132). Es besitzt das Spaltungsen einer
Substanz, die sowohl einen Aminorest @)Hls auch einen Carboxylrest (CQO
besitzt (Abb. 58). Es handelt sich demnach offeninareine Aminosaure.

Abb. 57: MS-Spaltungsmuster der Substanz ,A"
Fragment 132: von Kaffeesaure abgespaltenes Fragment insgesamt (132+1 g mol™)
Fragment 179: Kaffeesaure (»179+1 g mol™)
Fragment 276: Molekdl insgesamt — H,O (2 295-1-18 g mol™)
Fragment 294: Molekulargewicht des gesamten Fragments (* 295-1 g mol™)
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m/z

Abb. 58:  MS-Spaltungsmuster des von Kaffeesaure abgespaltenen Fragments
Fragment 88: Kopplungsprodukt zweier Carboxylgruppen (* 44 g mol™ X 2)
Fragment 115: gesamtes Fragment - NHz" (*133-1-17 g mol™)
Fragment 132: Fragment insgesamt (132+1 g mol™)

Nachdem der Hydroxyzimtsaure-Rest der untersuchtahktion ,A* durch die Analytik
von ThermoFinnigan eindeutig als Kaffeesaure idiergrt wurde, blieb die Identitat des
daran gebundenen Molekils noch ungeklart. Aufgrded oben zusammengefassten
Eigenschaften dieses Molekiils gab es jedoch dbatktinweise darauf, dass es sich bei
diesem Fragment um Aspartat bzw. Asparaginsaurp)(Aandelte. Aspartat besitzt alle
Eigenschaften, Uber die laut der Analytik von TheFnnigan auch das gesuchte
Fragment verflugte: Wie alle Aminosduren enthalt si®e Amino- sowie eine
Carboxylgruppe. AuRerdem weist sie als einzige Arsdure ein Molekulargewicht von
133,10 g mot auf, welches mit jenem des von der Kaffeesauréwvedng abgespaltenen
Fragments identisch ist.

Die Vermutung, dass es sich bei der Fraktion ,A“ wme Verbindung zwischen
Kaffeesaure und Aspartat handelte, wurde bestéatigh einem Vergleich von Spektrum
und Retentionszeit mit einer am Institut fir Lelbarntelchemie der Universitat Minster
(Arbeitsgruppe Hofmann) vorhandenen Referenzsubsfaie Substanz erwies sich als
identisch mit (+)N-(E)-CaffeoytL-aspartat (Kaffeesaure-aspartat; Abb. 59).
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Abb. 59:  Spektrum, Retentionszeit und molekulare Struktur von (+)-N-(E)-Caffeoyl-L-aspartat
(C15H13NO7, 295,25 g mol™)

Da Kaffeesaure-aspartat bisher als Referenzsubstah kommerziell erwerbbar ist,

wurde ihr quantitativer Gehalt in den untersuchikakaoproben, wie in Kapitel 3.13

beschrieben, auf Basis der Absorptionseigenschaftdar Referenzsubstanz

Chlorogensaure ermittelt (siehe 3.13).

Auf diese Weise wurden in Proben frischer Kakaosan@ehalte dieser Substanz
zwischen 56,25 und 6546 mg kg entfettete Kakao-Trockenmasse ermittelt
(Anhang, Tab. 26).

4.2.4.3 Die statistische Auswertung der Gehalte an Kaffeesée-aspartat

Der Gehalt an Kaffeesaure-aspartat ist weder posdch negativ mit dem Gehalt einer
der anderen, in der vorliegenden Arbeit in Kakaoargiiizierten phenolischen

Substanzen, bzw. mit dem Gesamtgehalt korrelidrénEalls liegen keine Korrelationen
mit den ermittelten Standortfaktoren oder den pnspezifischen Parametern vor. Der
Gehalt an Kaffeesaure-aspartat ist somit weder rapjipdvon der Anzahl und dem

Gewicht der Samen je Frucht noch von dem Fruchig@wirab. 17).
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Tab. 17: Korrelationsmatrix fiir Kaffeesaure-aspartat [mg kg™ ff TM]
Keine der Korrelationen ist signifikant fir p < 0,05

Kaffeesaure-aspartat [mg kg' ff TM]
PCA [mg kg™ ff TM] 0,02
CAT [mg kg™ ff TM] -0,09
ECAT [mg kg™ ff TM] 0,35
CAT +ECAT [mg kg™ ff TM] 0,02
C [Area] 0,24
Cya-Gal [mg kg ff TM] -0,34
Cya-Ara [mg kg™ ff TM] 0,20
EC-Aquiv./Probe [%)] 0,22
alle quant PP [mg kg" ff TM] 0,41
m 4. NN 0,47
Schattenbaume had 0,47
Kakaobaume ha' -0,47
Jahresniederschlag [mm/m] 0,47
Durchschnittstemperatur [°C] 0,47
Relative Luftfeuchtigkeit [%0] -0,47
F Gewicht [g] -0,34
n intakte Samen -0,43
TG 100 Sameft [g] 0,24

Der Gehalt des in den untersuchten Proben frisdfe@kaosamen nachgewiesenen
Kaffeesaure-aspartats ist signifikant abhangig vdam untersuchten Kakaotyp
(F=10,77; p<0,005). Hierbei unterscheiden sdik Proben des Typs ,Criollo”
signifikant von allen anderen untersuchten Kakao@no(Abb. 60).

Abb. 60: ANOVA des Kaffeesaure-aspartat-Gehaltes in Abhéngigkeit vom Kakao-Typ
Aktueller Effekt: F=12,43; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
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Vertikale Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.

Aufgrund des signifikanten Unterschiedes der GCoidlfoben von den anderen
untersuchten Kakaotypen in ihren Gehalten an Kaffers-aspartat wurden die Proben
dieses Typs aus der Untersuchung der Standorttaksursgeschlossen.

Mit F = 12,42und p < 0,005 wurde ein signifikanter Einfluss Herkunft auf den Gehalt
an Kaffeesaure-aspartat in den Kakaoproben ermitibei unterschieden sich die
Gewaéchshauskulturen von Reading signifikant voenathnderen beprobten Standorten
(Abb. 61).

Abb. 61: ANOVA des Kaffeesaure-aspartat-Gehaltes in Abhéngigkeit von der Herkunft der

Kakaoprobe (alle reifen Proben ohne Criollos und Ecuador)

Aktueller Effekt: F = 12,42; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)

Die vertikalen Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.
Aufgrund des sehr signifikanten Unterschiedes zZwascder Reading und den anderen
beprobten Herkiinften wurden die einzelnen untetemctStandortfaktoren auf eine
maogliche Bedeutung fir den HCAA-Gehalt untersucBt wurde ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Kaffeesauestaspind dem Standortfaktor
,Dingung” ermittelt (F = 8,66; p < 0,005). Kakaosamvon gedingtetvzw. gut mit
Stickstoff versorgten Boden wiesen einen hoherenaten dem HCAA auf (Abb. 62).
Auch nach Ausschluss des Standortes Reading awsadistischen Analyse wurden noch
hohere Werte fur Kaffeesédure-aspartat in Probengadiingten Standorten gefunden,
obwohl diese Unterschiede nicht signifikant warer=(2,99; p = 0,09).
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Abb. 62: ANOVA des Kaffeesaure-aspartat-Gehaltes im Kakaosamen in Abhangigkeit von der
Standortdiingung (alle reifen Proben ohne Criollos)
Aktueller Effekt: F = 8,66; p < 0,005; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
Die vertikale Balken kennzeichnen 95%ige Konfidenzintervalle.

Fur alle weiteren Standortfaktoren, die im Rahmen wdorliegenden Arbeit ermittelt
wurden (Jahresniederschlag und -durchschnittsteatyperelative Luftfeuchtigkeit, HOhe
des Standortes (iber NN, Anzahl der Schattenbdumb duwavie Pflanzdichte der
Kakaobaume) wurde kein signifikanter Einfluss aghdGehalt an Kaffeesaure-aspartat
nachgewiesen.

4.3 Die Degradation der Polyphenole durch saure Hydrséymit
0,1 mol/l bzw. 1 mol/l HCI

In den Chromatogrammen des mittels der in 3.12 Hredzenen sauren Hydrolysen
vorbehandelten phenolischen Extrakt aus Kakaosareésn bei einer Wellenlange von
280 nm etliche neue Peaks geringer Flache aufkelieem der in Tab. 8 aufgefiihrten
Standards entsprechen. Gleichzeitig kommt es zulickeen Veranderungen in den
Gehalten der im nicht-hydrolysierten Kakaoextrakbrhandenen phenolischen
Inhaltsstoffe.

Das mengenmal3ig dominierende (-)-Epicatechin gati nler Behandlung mit 0,1 mol/l
HCI auf 80,54 % des urspringlichen Gehaltes zuriiekh der Hydrolyse mit 1 mol/l

HCI sind nur noch 17,74 % des Ausgangsgehaltes mdgm (Abb. 63). Gleichzeitig

steigt der Catechingehalt deutlich an. Er erreitiereits gut das 10-fache des
ursprunglichen Wertes nach der Behandlung mit Oo¥/IrCl; sowie nahezu den 20-

fachen Wert nach der Inkubation mit 1 mol/l HCI| Al63).

Besonders stark geht nach der sauren Hydrolyse Glnalt des mutmallichen
Procyanidins ,C* zurliick. Von dieser phenolischenbSanz sind bereits nach der
Behandlung mit 0,1 mol/l HCI nur noch 4,12 % destiiaglichen Gehaltes vorhanden.
Nach der sauren Hydrolyse mit 1 mol/l HCI senkthsaer Gehalt auf 0,27 % des
Ausgangswertes ab (Abb. 63).
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Auch das Kaffeesaure-aspartat wird durch die sadydrolyse degradiert. Bei der
Inkubation mit 0,1 mol/l HCI ist sein Gehalt jedd@st stabil und liegt anschlie3end noch
bei 98,03 % des Gehaltes aus unbehandeltem Kakakexitach der sauren Hydrolyse
mit 1 mol/l HCI wurden jedoch nur noch 30,19 % despringlichen Gehaltes gemessen
(Abb. 63).

Im Gegensatz dazu steigt der Gehalt an Protocad@ahel nach der sauren Hydrolyse an;
und zwar auf 180,71 % des Ausgangsgehaltes nacBatendlung mit 0,1 mol/l HCI,
sowie auf 280,57 % nach der Inkubation mit 1 mo{lAbb. 63).
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Abb. 63: Veranderung der Gehalte einzelner phenolischer Kakao-Inhaltsstoffe nach saurer
Hydrolyse

4.4 Ergebnisse aus der Analyse der Reifestadien
In den Chromatogrammen der untersuchten Probemnieieén Reifestadien der Klone
ICS 95 und bei EET 95 traten neben den auch iemefamen detektierten Substanzen
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keine weiteren, in der Retentionszeit und/oder imek&rum abweichenden Peaks
phenolischer Inhaltsstoffe auf.

Abb. 64 zeigt die Entwicklung des Gesamtphenolgebalsowie der einzelnen
phenolischen Inhaltsstoffe in Abhangigkeit vom Eklungszeitpunkt (angegeben in
Tagen nach der Bestaubung). Demnach steigen dieteWfr den Gesamt-
Polyphenolgehalt sowie fiir die einzelnen phenoéschmhaltsstoffe beim Klon EET 95
zwischen den Stadium von 104 Tagen nach der Bastgubnd jenem von 146 Tagen
nach der Bestaubung deutlich an, um 160 Tage nacHBédstaubung wieder erheblich
unter diesen Maximalwerten zu liegen. So besitzerudtersuchten Stadien von EET 95
104 Tage nach der Bestaubung mit 4,56 % /ff TM scetma 1/3 des Gesamt-
Polyphenolgehaltes des Stadiums 146 Tage nach esAlbung (gut 13,1 %). Im Falle
von (-)-Epicatechin wurde 104 Tage nach der Bestéglein Gehalt von 7509,24 mgkg
ff TM gemessen. 125 Tage nach der Bestaubung diegiWert mit 6122,12 mg Kygff
TM sogar etwas darunter und steigt dann innerhatb20 Tagen auf 28839,18 mgkff
TM. Die letzte Probe vom Zeitpunkt von 160 Tagecmder Bestdubung enthalt dann
wieder einen geringeren Wert von 18449,31 mg #g M.

Im Falle des Klons ICS 95 ist das alteste Reifestad175 Tagen nach der Bestaubung)
auch jenes mit dem héchsten ermittelten GesamtpRehpolgehalt sowie jenem der
ermittelten phenolischen Einzelsubstanzen (Abb. Bdiffallig ist im Falle der Proben
dieses Klons, dass 125 Tage nach der Bestaubury kemce phenolischen Monomere
per HPLC/MS nachgewiesen werden konnten, sehr vedddr bereits ein geringer
Gesamt-Polyphenolgehalt von 1,71 %.
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Abb. 64: Veranderungen der Werte fur den Gesamt-Polyphenolgehalt und der quantifizierten
phenolischen Einzelsubstanzen im Verlauf der Samenreifung

In Abb. 65 wird die Akkumulation der phenolischenhéaltsstoffe in den reifenden
Kakaosamen in Prozent der jeweils maximal gemesséfate dargestellt. Deutlich wird
hierbei, dass der mit 100 % angesetzte, jeweiligexidalwert aller untersuchten
Inhaltsstoffe bei beiden untersuchten Klonen zumicgen Stadium gehort. Es gibt
deutlich unterschiedliche Entwicklungen in der Adnerung der einzelnen phenolischen
Inhaltsstoffe, doch die Schwankungen in der spschien Entwicklung sind auch
zwischen den beiden untersuchten Klonen sehr stark.
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Entwicklung der Polyphenole von EET 95 in % des
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Abb. 65: Entwicklung der Akkumulation der phenolischen Inhaltsstoffe wahrend der Reifung in
Prozent des jeweils hochsten gemessenen Wertes
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4.5 Qualitative und quantitative Analyse der phenolisat Inhaltsstoffe
von Criollo-Kakaosamen unterschiedlicher Fermentatisstadien

4.5.1 Vorbemerkung zu den untersuchten Proben

Die im Rahmen der Untersuchung verwendeten Probem Eriollo-Kakaosamen
unterschiedlicher Fermentationsstadien (siehe BMi8den nach ihrer Enthahme aus
dem Fermentationsansatz in der Sonne getrocknett Ewers 2002 senkt in
unfermentierten Kakaosamen eine Trocknung an dérkai Temperaturen um die 35°C
den anschlieRend nachweisbaren Gehalt an pheraisSabstanzen im Vergleich zu
gefriergetrockneten Kakaoprobe nicht wesentlichibs kann damit begrindet werden,
dass die PZ frischer Kakaosamen wahrend einer eerdlwocknung bei moderaten
Temperaturen weitgehend intakt bleiben. Im Falla ¥ermentierten Samenproben ist
jedoch das Keimblattgewebe zumindest teilweise itser@gestorben, was mit einer
Zerstorung der cytologischen Strukturen der Keimgpéawebezellen einhergeht
(siehe 2.5). Daher kommt es hier wéhrend der erftbase einer Trocknung bei
Temperaturen oberhalb des Gefrierpunktes und Baeerstoffzufuhr unvermeidbar zu
Oxidationsreaktionen und anschlieRender Komplexbiidder aus den PZ ausgetretenen
phenolischen Inhaltsstoffe.

Bestatigt wird die Verdnderung des Gehaltes andipohin und anderen phenolischen
Inhaltsstoffen eines Fermentationsstadiums im Vérkiner anschlieRenden, aeroben
Trocknung durch die Untersuchungen von Rohsius 200fe Autorin flhrte
Vergleichsuntersuchungen luftgetrockneter und ggjetrockneter Stadien einer
Inkubation von Kakaosamen unter fermentationséheficBedingungen durch. In den
luftgetrockneten Stadien mit vorheriger Inkubatioon 48 h liegt die phenolische
Substanz (-)-Epicatechin mit etwa 51 % des Urspryelgaltes unter dem Wert der
gefriergetrockneten Proben (Rickgang auf ca. 65 $4Jisprungswertes). Auch Almeida
et al.1998 finden eine starkere Minderung des Polyplgaialts in Rohkakao bei
Verlangerung der aeroben Trocknungsphase.

Bei den im Rahmen der vorliegenden Studie untetsuch-ermentationsstadien ist
folglich unklar, welcher Anteil im Gewebe nachweiskr, phenolischer Inhaltsstoffe
tatsachlich wahrend der Fermentation und welchst e&hrend der anschlieRenden
Trocknung verloren gegangen ist.

Bezuglich der in Kapitel 2.5 vorgestellten Litenaxgebnisse zur Verédnderung der
Polyphenolgehalte in fermentierenden Kakaosamelerietumeist Angaben dartber, mit
welchem Verfahren die untersuchten Fermentatiod&stanach der Entnahme aus dem
Fermentationsansatz ~ getrocknet  wurden. Da  flussigestickstoff  und
Gefriertrocknungsanlagen im Umfeld von Kakaoplaatagelten zur Verfligung stehen,
basieren die meisten dieser Literaturergebnissesehbinlich auch auf luftgetrockneten
Proben und sind somit durchaus mit den Ergebnisden vorliegenden Arbeit
vergleichbar.
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Der besondere Wert der hier untersuchten Fermentaiadien liegt darin, dass es sich
dabei um Proben des Ciriollo-Typs handelt, von dem k@sher noch keine
Veroffentlichungen zu dem Abbau phenolischer Irdsatiffe wahrend der Fermentation
gibt. Wahrend in bisherigen Publikationen hauptbéchdie Veranderung phenolischer
Inhaltsstoffe aus der Gruppe der Flavonoide untétswurde, wird in der vorliegenden
Arbeit auch das Kaffeesaure-aspartat als wichtigéegtreter aus der Gruppe der HCAA
in Kakaosamen untersucht.

In Tab.28 (Anhang) sind die vollstandigen Datenleral innerhalb der
Fermentationsversuche analysierten Kakaosamenivienss.

4.5.2 Die Auswertung der Einzelproben

Abb. 66 zeigt den Abbau der 3 quantitativ erfasstgimenolischen Substanzen
(-)-Epicatechin, (+)-Catechin und Kaffeesaure-aspparwahrend der jeweiligen

Fermentationen der verschiedenen untersuchten |@¥alrietdten Guasare, Porcelana
sowie Criollo Mérida aus Zea bzw. San Juan de LilganDa es sich um Criollo-Proben

handelt, wurden in keiner der untersuchten Probeth@cyane nachgewiesen.

Insgesamt kommt es in allen untersuchten Probenverauf der 72 h wé&hrenden

Fermentation zu einem signifikanten Abbau alleewuchten phenolischen Inhaltsstoffe.
Gleichzeitig werden z. T. erhebliche Unterschiedésezhen den Polyphenolgehalten der
jeweils untersuchten Einzelsamen deutlich. Dies¢etdohiede sind im Schnitt groRRer
zwischen den 24, 48 oder 72 h lang fermentierteime®a als zwischen den

unfermentierten Samen ein und desselben Fermematisatzes.
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Abb. 66: Probenspezifische Abnahme phenolischer Inhaltsstoffe wahrend der Fermentation
Diagramme einer Zeile: Abbau von Epicatechin (ECAT), Catechin (CAT) und
Kaffeesaure-aspartat (Caff-Asp) bzw. nur von Catechin (CAT) und Kaffeesaure-aspartat
(Caff-Asp) (Detailvergré3erung)
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Zwischen den Polyphenolgehalten einzelner Samegsettes Stadiums und derselben
Varietat wurden starke Schwankungen festgestellbb(4&6). Auch ahnelt sich der
Verlauf der beiden verschiedenen Fermentationegettean Varietat derselben Herkunft
(Criollo Mérida aus San Juan de Lagunillas, Ferat@nsansatz 1 und 2) nicht starker
als jener der ubrigen untersuchten KakaofermemeatioDaher konnten keine Varietats-
spezifischen Unterschiede zwischen den verschied&eementationsansatzen ermittelt
werden. Im Folgenden wurden daher die durchsciohiéth Werte aller untersuchten
Fermentationsproben ausgewertet.

4.5.3 Die Veranderung der durchschnittlichen Polyphenolgbkalte im Verlauf
der Fermentation und der anschlie3enden Trocknung

Wahrend der Fermentation sinken die Gehalte dentgafiv erfassten phenolischen
Inhaltsstoffe aller untersuchten Criollo-Proben &t fortschreitender Fermentation
werden somit fast durchgehend niedrigere Durchsisigghalte an den einzelnen
phenolischen Inhaltsstoffen ermittelt. Dabei gilst gro3e Unterschiede zwischen den
Polyphenolgehalten der untersuchten Einzelprobebb(A7). Die Unterschiede sind
jedoch nicht gréRer als zwischen den Samen eindesdelben Fermentationsansatzes
und/oder derselben Varietat (siehe Abb. 66).

133



Ergebnisse

45000

40000 T

35000

4
30000 \

25000

20000 y

15000 \

10000 \
‘\ _ —e— Caff-Asp
5000 ==

1 \* —a— CAT

o+ ®=— ® & & | 4 ECAT

[mg/kg TM entf.]

Zait Thl a)

6000

5000

4000

4\ _
3000

2000

1000 T\;_’_;_\. —e— Caff-Asp
0 T T t T #— CAT

[mg/kg TM entf.]

0 24 48
72
b)
3000000
2500000
2000000 N
€ 1500000
< N
1000000 \
500000 — N
0 ‘ ‘ ‘ f —e—C
0 24 48 72
Zeit [h]
c)
Abb. 67: Durchschnittlicher Abbau phenolischer Inhaltsstoffe in den untersuchten Criollo-
Fermentationen

a) Abbau von Epicatechin (ECAT), Catechin (CAT) und Kaffeesaure-aspartat (Caff-Asp)
b) Abbau von Catechin (CAT) und Kaffeesaure-aspartat (Caff-Asp) (Detail aus a))
¢) Abbau des mutmalfilichen Procyanidins ,Substanz C* (Auswertung der Peakflachen)
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Abb. 68 zeigt den Gehalt der quantifizierten phestblen Inhaltsstoffe und des
mutmallichen Procyanidins ,,C* (siehe 4.2.2) derzeinen Fermentationsstadien in
Prozent des Ausgangswertes unfermentierter Pr@dberigrmentiert).

moh
W 24h
O 48h
O 72h

Ecat Cat Caff-Asp

120

100 |
| L
C

Abb. 68: Durchschnittlicher Restgehalt phenolischer Inhaltsstoffe in Prozent des
Ursprungsgehaltes nach 0, 24, 48 und 72 h Fermentationszeit

Der Abbau von (-)-Epicatechin und ,C* verlauft ierd untersuchten Proben im Schnitt
sehr &hnlich. Von den Substanzen sind in 24 h l@ngentierten und anschlieRend
getrockneten Proben noch 59 % (,C*) bzw. 58 % ((-)eBfechin) des Gehaltes
unfermentierter Samen vorhanden. Nach 48 h Ferm@mtaund nachfolgender
Trocknung sind die Gehalte von ,C* und (-)-Epicdtiec auf 25 % bzw. 24 % des
ursprunglichen Gehaltes zuriickgegangen. Im 72 dp fammentierten, fertigen Rohkakao
finden sich durchschnittliche Restgehalte von 8,6,@6) bzw. 8 % ((-)-Epicatechin) des
Ausgangsgehaltes in den Kakaoproben. Folglich gehen den untersuchten
Fermentationen von Criollo-Samen durchschnittlidhd® bis 92 % des (-)-Epicatechins
und des nicht vollstéandig identifizierten Cateclindates ,C* verloren.

Auch der (+)-Catechingehalt der untersuchten Probenmt mit fortschreitender
Fermentation ab. Die Minderung dieser Substanz nijedoch nicht denselben Verlauf
wie jene des (-)-Epicatchins sowie des mutmallidhetyanidins ,,C“. Tatsachlich liegt
der durchschnittiche Gehalt an Catechin nach 4Bdimentation mit 15 % des
Ausgangsgehaltes sogar hoher als der Messwert 24ch (8,6 %) (siehe Abb. 68).
Insgesamt kommt es jedoch zu einem sehr starkeralAbles Catechins wahrend der
Fermentation, sodass der gemessene Restgehalhapp KL % deutlich unter jenen der
anderen untersuchten phenolischen Substanzen liegt.

Von dem HCAA Kaffeesaure-aspartat wurde nach 2£&itmEntation mit anschlielender
Trocknung mit durchschnittlich 60,03 % des Gehaltedfermentierter Samen ein
ahnlicher Rickgang gemessen wie fur das in den ¢&simen enthaltene (-)-Epicatechin
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sowie das mutmalfiliche Procyanidin ,C* (s. 0.). end48 h lang fermentierten Proben
finden sich noch 39 % des Ausgangsgehaltes an rdiegbstanz; in mit 72 h voll
fermentierten Proben sind nach der Trocknung no&)053% des Gehaltes an
Kaffeesdure-aspartat frischer Criollo-Kakaosamemhaoden. Damit ist von allen
untersuchten phenolischen Inhaltsstoffen der Abbam Kaffeesdure-aspartat am
geringsten.
In den untersuchten, voll fermentierten Rohkakabenovon Criollo-Samen finden sich
somit im Durchschnitt

1220 mg Kaffeesaure-aspartatig TM,

7,2 mg (+)-Catechin kyff TM,

2615 mg (-)-Epicatechin Kgff TM.
Wahrend der ermittelte Restgehalt an (+)-Catecbmitsim Vergleich zu den anderen
Substanzen sehr gering ist, liegt der durchschutigl Gehalt des Kaffeesaure-aspartats in
den untersuchten Rohkakaoproben bei knapp dereHddfs durchschnittlichen Gehaltes
an (-)-Epicatechin. Der Unterschied zwischen didssden Substanzen hat sich somit im
Vergleich zu den unfermentierten Criollo-Kakaopnopen welchen das (-)-Epicatechin
noch fast die zehnfache Menge des Kaffeesauretatpaufweist, stark verringert.
Innerhalb der untersuchten Einzelproben finden smieinzelt sogar solche, in welchen
der Gehalt an Kaffeesaure-aspartat tber jenem-g&piCatechins liegt (siehe Tab. 28).
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4.6 Histologische und cytologische Aspekte der Speicimgr von
Polyphenolen in Keimblattern von T. cacdo

In den bisher vertffentlichen Studien zum histadoben Aufbau des Keimblattgewebes
vonT. cacaoL. wird die Verteilung der darin eingelagerten pbieschen Inhaltsstoffe gar
nicht oder nur am Rande erwahnt. Untersuchungen miknoskopischen Vergleich
verschiedener Kakaotypen wurden bisher ebenfali$h mocht durchgefihrt. Derartige
Studien sind jedoch fir die Deutung der samenieterrProzesse wahrend der
Fermentation durchaus wichtig.

Das vorliegende Kapitel widmet sich nicht nur ddremm genannten Themenbereichen
sondern umfasst auch cytologische Studien einzeRefestadien vonT. cacaol.,
welche bisher noch nicht analysiert wurden.

4.6.1 Vorbemerkungen zur Qualitat der untersuchten Préapamate

Die in 3.3 beschriebene Praparationstechnik wurdeeits im Vorfeld entwickelt
(Muller 1998) und hat sich als ein zuverlassigesrfateen fur eine artefaktarme
Praparation von Kakaosamen fiir die lichtmikroskdpésAnalytik bewéhrt. In vielen der
fur die vorliegende Arbeit angefertigten Semidummsite zeigten sich jedoch Mangel im
Erhaltungsgrad der cytologischen Feinstruktur. $etufig sind davon die Vakuolen der
Polyphenolzellen betroffen. Diese grof3en, zentraléakuolen sind in vielen der
untersuchten Praparate gestaucht oder ganz aufPrdgaraten herausgefallen. Dieses
Artefakt wird durch den Prozess des Schneidens aknoMm hervorgerufen und kann
auch in optimal prapariertem Keimblattgewebe kauermieden werden. Da die
Polyphenolzellen jedoch auch mit gestauchten odeausgefallenen Vakuolen noch sehr
gut als solche zu identifizieren sind, spielte Erhaltungsgrad fur die Auswertung kaum
eine Rolle.

In anderen Praparaten sind fast alle cytologiscBamkturen durch Artefaktbildung
zerstort. Davon sind z. B. viele Praparate desliGfioyps betroffen. Da diese bereits
fixiert aus Venezuela verschickt wurden (siehe 13,1sind die Ursachen hierfur nicht
bekannt. Denkbar sind eine falsche Konzentrations deixiermediums oder
Verzogerungen bei der Uberfiihrung der Samen in elbeses Medium. Hierfir spricht,
dass die fixierten Samen deutliche Spuren von \&eirtwng aufweisen, welche nach der
Fixierung in diesem Malie nicht auftreten sollteers Abb. 78). Vielleicht wurden die
Praparate auch durch zu niedrige Temperaturen wéldes Fluges geschadigt.

Auch einige Samen anderer Herkunftsgebiete, dieFakchmaterial in den Friichten
verschickt wurden und deren Fixierung erst in Harglerfolgte, zeigten eine deutliche
Artefaktbildung. Dies betrifft nahezu ausschlieBlicdie Proben aus Trinidad.
Moglicherweise ist gerade diese Probensendung wdhibrer Uberfilhrung nach
Deutschland sehr niedrigen Temperaturen ausgegetzesen, was eventuell zu einem
Absterben des Samengewebes gefuhrt hat. Ein lididiése These stellt die sehr geringe
Keimungsrate dar, welche bei Samen aus dieserrligfefestgestellt wurde.
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Neben eindeutig beschéadigtem Keimblattgewebe wees Sjpeicherparenchym einiger
Semidunnschnitte auch Abschnitte auf, in denerpdiparierten Speicherzellen eine von
bisherigen Beschreibungen abweichende cytologiSthektur besal3en. Da aufgrund der
oben beschriebenen Unklarheiten zum ErhaltungsdesdProben nicht ausgeschlossen
werden kann, dass es sich dabei um Artefakte hawadeiden diese im Folgenden weder
ausfuhrlich dokumentiert noch diskutiert.

Fur die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeg&iUntersuchung der Zellgréf3en,
des histologischen Aufbaus sowie der Struktur datbliiindelelemente konnte auch stark
geschadigtes Material verwendet werden, da dieg#g#llen und -wande von der oben
beschriebenen Artefaktbildung nicht betroffen waren

Die in diesem Kapitel dargestellten Abbildungengeai Uberwiegend Gewebe, das
weitgehend frei von Artefakten ist.

4.6.2 Ergebnisse aus der mikroskopischen Analyse der Restadien

Die mikroskopische Untersuchungen der Entwicklungn vKeimblattgewebe von
T. cacaoL. bis zur Reife wurde anhand von definierten S#advon Samen der Klone
ICS 95 und EET 95 ab einem Alter von 80 Tagen ndeh Bestaubung durchgefihrt
(siehe 3.1.2). Abb. 69 a zeigt einen 80 Tage dhierryo des Klons EET 95. Neben der
noch fast kugelformigen Embryonalachse sind eiresbetiden Keimblatter und seine
Aderung deutlich zu erkennen. Wahrend der Embrgd @ne Gesamtlange von knapp
2 mm aufweist, hat die Samenhille zu diesem Zekplnereits eine Lange von ca.
1,75 cm erreicht. Der von den Integumenten umhiR&kem wird zum gréf3ten Teil von
Endosperm gefllt, welches im Zentrum des Saméissify ist und in den Randbereichen
gallertartige Zellverbande bildet.

Der in Abb. 69 a dargestellte Embryo ist im Vergteizu jenen anderer Samen des
gleichen Klons und Reifestadiums besonders weiviekelt. In den Proben von ICS 95
wurden fur diesen Zeitpunkt der Entwicklung nochi geine makroskopisch sichtbaren
Embryonen gefunden. Die Samen dieses Klons sind&f@ nach der Bestaubung mit
weniger als 1 cm Lange auch noch deutlich kleitefeme von EET 95.
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Abb. 69: Reifestadien von Kakaosamen der Klone EET 95 sowie ICS 95
a) EET 95, Samen langs, 80 Tage nach der Bestaubung. Pu: Pulpa, Te: Testa,
En: Endosperm; b) EET 95, Samen quer, 100 Tage nach der Bestdubung; c) EET 95,
Samen langs, 100 Tage nach der Bestaubung; d) ICS 95, oberes Keimblattgewebe,
100 Tage nach der Bestaubung

Abb. 69 b zeigt einen in mehrere Scheiben querhygtenen Samen des Klons EET 95,
welcher 100 Tage der Bestaubung aus der Fruchoemten wurde. Die beiden linken

Samenscheiben zeigen auch die zentral gelegene ggaehnittene Embryonalachse. In
allen 4 Schnittpraparaten sind die sich entwickemdstellenweise eng aneinander
liegenden und noch vollkommen farblosen Speichgt&édbnen zu sehen. Sie haben
bereits begonnen sich zu falten. Abb. 69 c zeigeriSamen desselben Klons und
Reifestadiums im Langsschnitt. Das Endosperm idemuntersuchten Proben nicht mehr
flissig, sondern umgibt den wachsenden Embryo alkertprtige Masse (Abb. 69 b

und c).

Embryonen des Klons ICS 95 waren 100 Tage naclBdstdubung unterschiedlich weit

entwickelt. Wahrend einige Proben makroskopiscihtmion den in Samen von EET 95

gefundenen Embryonen unterscheidbar waren, fandénasich solche, in welchen die
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Embryonen inklusive ihrer Keimblatter erst eine gérvon wenigen mm erreicht hatten
und in welchen noch fliissiges Endosperm vorhandan(ehne Abb.). Abb. 69 d zeigt
den freipraparierten Teil Keimblattes des Klons I@S eines 100 Tage altem
Reifestadiums. Das Gewebe ist weitgehend farblas won einer deutlich sichtbaren
Aderung durchzogen, genau wie bei Keimblattern E&T 95 gleichen Stadiums.

Die 120 Tage alten Proben sowohl des Klons EETI®awch des Klons ICS 95 waren in
GroRRe, Form und Farbung makroskopisch nicht vonwadistandig ausgereiften Samen
der beiden Klone unterscheidbar und entsprechen itsoten in Abb. 69
zusammengestellten Bildern.

Bei den 80 Tage alten Proben beider untersuchtdmdidone waren die Embryonen
noch zu klein, um lichtmikroskopische Semidinnsttpriiparate ihrer Keimblatter

anzufertigen. Somit beginnt die histologische umtblogische Untersuchung erst mit
dem 100 Tage alten Stadium.

Abb. 70 a zeigt eine Aufnahme von Keimblattgewebe Hlons EET 95 im genannten
Stadium, Abb. 70 b zeigt dasselbe Stadium bei IG5 Beide Aufnahmen sind

reprasentativ. fir das optische Erscheinungsbild désimblattgewebes dieses
Entwicklungsstadiums nach der in 3.14 beschriebdi@mmikroskopischen Praparation.

In Abb. 70 a links sowie in b oben abgebildet estgils ein Teil der Keimblattepidermis.

Diese erscheint in beiden Praparaten weitgehemdbfaund ist hauptsachlich von grof3en
Zellvakuolen mit kontrastlosem Inhalt ausgefillei® Vergleich von Abb. 70 a und b

fallen die unterschiedlichen Zelldurchmesser daedé&jmen auf. Dieses Phdnomen wird
auch bei den Epidermen reifer Kotyledonen und auuterhalb desselben Klons
gefunden. Die Kleinen, stark kontrastierten, graren Einschliissen in einigen
Epidermiszellen &hneln stark den starkehaltigen stllen der SZ des

Keimblattparenchyms.
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Abb. 70: Reifestadien von Keimblattgewebe der Klone EET 95 sowie ICS 95, 100-120 Tage
nach der Bestaubung
a) EET 95, 100 Tage nach der Bestaubung; b) ICS 95, 100 Tage nach der Bestaubung;
c) EET 95, 120 Tage nach der Bestaubung; d) ICS 95, 120 Tage nach der Bestaubung

Das unterhalb der Keimblattepidermis beginnendeh sintwickelnde Speichergewebe
wird 100 Tage nach der Bestaubung dominiert voneBelderen Inhalt unter den
verwendeten Praparationsbedingungen fast vollsgandpefarbt bleibt, und die somit
nahezu leer erscheinen. Ahnlich wie die Epidernfisaefinden sich auch hier groRe
Zellvakuolen sowie vereinzelt starkehaltige PlastidBei diesen Zellen handelt es sich
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um die zukinftigen Speicherzellen (im Folgenden B8t abgekirzt), in welche im
Verlauf der Reifung Fett, Proteine und Starke dimggrt werden.

In beiden Klonen des Stadiums von 100 Tagen naclBdstaubung (Abb. 70 a und b)
finden sich im Keimblattgewebe neben diesen weggdhfarblosen SZ auch solche
Zellen, die einen ringférmigen, grunlich gefarbteinschluss enthalten. Bei diesen Zellen
handelt es sich um friihe Stadien der spateren Rehgizellen (im Folgenden abgekurzt
mit PZ). Grun gefarbt sind die phenolischen Sulzgandie sich zunéchst im Bereich des
Tonoplasten konzentrieren, wodurch ihre Anordnundsichnittbild ringférmig erscheint.
PZ mit sich fullenden Vakuolen finden sich 100 Tageh der Bestaubung auch in den
Leitbindelelementen (im Folgenden abgekirzt mit )B&er jungen Keimblatter
(Abb. 70 a, rechts oben im Bild).

Wahrend die Cytologie des Keimblattgewebes von Alfba und b in der gegebenen
Darstellung weitgehend identisch erscheint, gibeiegn Unterschied auf histologischer
Ebene. Das in Abb. 70 a dargestellte Parenchymgevisboffenbar durch eine eher
ungeordnet ablaufende Zellteilung entstanden. Detauf der neu gebildeten Zellwande
steht in keinem bestimmten Winkel zur Anordnung Machbarzellen und der Epidermis.
In Abb. 70 b deutet sich hingegen die Ausbildunigeeformiger Zellstrukturen an; die
neuen Zellwande werden dabei parallel zur Epidergebildet und die Zellreihen
schieben sich offenbar von auf3en (kleine, ungdatwretellen) nach innen (gréf3te und
somit alteste Zellen der Reihenstrukturen) vor.

Abb. 70 ¢ und d zeigen Ausschnitte aus jeweils Ta@e (nach der Bestaubung) altem
Keimblattparenchym von EET 95 und ICS 95. Obwold 8amen zu diesem Zeitpunkt
der Entwicklung makroskopisch nicht von vollstandigsgereiften Kakaosamen zu
unterscheiden sind (siehe oben), gibt es auf cgistber Ebene noch grof3e Unterschiede.
Diese betreffen vor allen Dingen die SZ, deren linbasonders in Abb. 70 ¢ noch sehr
schwach kontrastiert ist. Obwohl der Samen zu dieBeitpunkt bereits seine endgiltige
GroRRe erreicht hat, ist die Einlagerung der Spesth#e in die SZ somit noch nicht
beendet. So dominieren in Abb. 70 ¢ weiterhin grd®atrastlos gefiillte Vakuolen den
Inhalt der SZ. Neben den bereits in Abb. 70 a uretkennbaren Starkekoérnern finden
sich in einigen Zellen von Abb. 70 c¢ auch schonigeinLipidvakuolen. Das darin
eingelagerte Fett wird durch die verwendete Tohbtiu O-Farbung (siehe 3.14.4) nicht
angefarbt und liegt in den Zellen in unkontraséierGlobuli von ca. 2-3 um Durchmesser
vor. Tiefblau kontrastierte Speicherproteine simddem in Abb. 70 c dargestellten
Gewebe noch gar nicht sichtbar. Im Gegensatz demlidie Zellen des in Abb. 70 d
abgebildeten Speicherparenchyms des Klons ICS 9asetweiter entwickelt; ihre
Lipidvakuolen sind zahlreicher und blau gefarbtedshe zeigen die Einlagerung von
Speicherproteinen in die Zentralvakuolen an.
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Abb. 71: Reifestadien von Keimblattgewebe der Klone EET 95 sowie ICS 95, 140-175 Tage
nach der Bestaubung
a) EET 95, 140 Tage nach der Bestaubung, mit AusschnittsvergréRerung; b) EET 95,
165 Tage nach der Bestaubung; c) ICS 95, 175 Tage nach der Bestaubung

Sowohl in Abb. 70 ¢ als auch in Abb. 70 d sind Wikuolen der im Speichergewebe
verteilten PZ bereits zu einem grof3en Teil mit mhtiechen Substanzen gefiillt. Neben
den grunlich gefarbten Polyphenolen enthalten cakudlen der PZ noch kreisférmige,
kontrastlose Strukturen, die auch in reifen Keirttplrenchym gelegentlich zu finden
sind (siehe Abb. 71 b, Abb. 79 c). Besonders in .Attbc wird deutlich, dass 120 Tage
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nach der Bestaubung die Einlagerung phenolischiest8nzen in das Gewebe wesentlich
weiter fortgeschritten ist als die Einlagerung 8peicherstoffe Fett und Protein.

4.6.3 Die cytologischen Merkmale des reifen Keimblattparechyms von
T. cacaoL.

Abb. 71 a zeigt einen Ausschnitt aus dem Keimbéattghe des Klons EET 95 140 Tage
nach der Bestaubung. Obwohl die Mitarbeiter ausaBou (siehe 2.4.1), welche die
Proben zur Verfigung stellten, von einem etwasespit Zeitpunkt fur die Reife von
Samen des Klons EET 95 ausgehen, wiesen samtlidtreskopischen Praparate dieses
Stadiums  alle  cytologischen  Merkmale eines voldigin ausgereiften
Speicherparenchyms auf. Abb. 71 b zeigt zum Verglaeifes Keimblattparenchym-
gewebe eines Samens von EET 165 Tage nach demuBestii welches sich cytologisch
nicht merklich von dem jingeren Stadium untersatteidllenfalls die Proteinvakuolen
sind im Schnitt ein wenig gréRer und weniger staohtrastiert, was maoglicherweise ein
Zeichen beginnender Keimung darstellt. Abb. 71igtzdas Keimblattparenchym eines
175 Tage alten Samens des Klons ICS 95. Auch diessst bei der gegebenen
Praparation keine cytologischen Unterschiede zu. Klka auf.

Wie bereits in 2.2.1.2 aufgefuhrt, enthalten diew@enlichen Speicherzellen des
Keimblattgewebes Fett, Speicherproteine und Starkeeparaten Kompartimenten. Der
grofdte Teil des Inhalts der meisten SZ wird von dah der verwendeten Methodik
farblos erscheinenden Lipidvakuolen eingenommes,jeliveils einen Durchmesser von
2-3 um besitzen. Die blau gefarbte, aus der Zesstkalole hervorgegangene
Proteinvakuole wird von dicht gepackten Lipidvalerolin eine Zwangsform gepresst.
Einzelne dieser Proteinvakuolen enthalten Einssleliison moglicherweise kristalliner
Natur (Abb. 71 a, hellviolett gefarbt).

In vielen der untersuchten Semidinnschnittpraparve¢gsen die ersten Reihen der
unmittelbar unterhalb der Epidermis gelegenen Ramngnzellen eine von den tiefer
gelegenen Speicherzellen abweichende Struktur Rief:Proteinvakuolen sind gréRer,
aber schwacher kontrastiert, der Anteil an Lipidwakn ist insgesamt geringer (siehe
Abb. 71 a). Eine ahnliche cytologische Struktur déh sich auch in solchen
Speicherzellen, die in enger Nachbarschaft zu datblindelelementen angesiedelt sind
(Abb. 80 e).

Die Vakuolen der im Speicherparenchym verteiltaifen PZ sind fast vollstandig von
den dunkelgrin kontrastierten phenolischen Inhaltiesy ausgeflllt. Vereinzelt sind
darin auch runde, kontrastlose Bereiche zu findelne jenen der reifenden
Polyphenolvakuolen 120 Tage alter Samen von ICBbEET 95 ahneln (Abb. 71 b,
Abb. 79 c).

Vereinzelt finden sich im reifen Keimblattparenchyanch PZ, die zusatzlich zu der
gro3en Zentralvakuole noch eine oder mehrere ki€elaiolen enthalten, die ebenfalls
von phenolischen Substanzen ausgefillt sind (e 71 c).
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Neben phenolischen Inhaltsstoffen lagern die PZhanoch Starke und Fett in
Kompartimente ein, die mit jenen der SZ identisald s(Abb. 71 a). Der Anteil an
Lipidvakuolen ist dabei jedoch deutlich geringes j@ner in den SZ.

4.6.3.1 Die typspezifischen Flachen der Polyphenol- und Sherzellen

Abb. 72 vermittelt einen Uberblick Uber die durdmsittichen Zellflachen des
Speichergewebes der einzelnen untersuchten Kakaaprdeutlich wird hierbei, dass
die Flachen der PZ im Durchschnitt erheblich gréfed als jene der SZ. Dabei ist die
Schwankungsbreite zwischen den Einzelwerten degi@@dséatzlich etwas hoéher als bei
den SZ.

1400
1200 %
1000 T

800 -

B PZ Flache [um?]
600 - B SZ Flache [un?]

400

200 |

0

Catongo EET 95 NA 33 Criollo
(LAF) (Nacional) (VAF)

Abb. 72: Mittelwerte der Flachen von PZ und SZ des Keimblattgewebes der Kakao-Typen LAF,
Nacional, UAF und Criollo

Auffallig ist, dass die Standardabweichungen von dierchschnittlichen Zellflachen sich
zwischen den aufgefuhrten Kakaotypen nicht wesdntinterscheiden. So ist diese beim
Typ Criollo, dessen Wert sich aus den Einzelmessangon mehreren verschiedenen
Criollo-Varietaten zusammensetzt, sogar ein wemignger als jene des Nacional-Typs,
dessen Proben von nur einem Klon einer einzigerkiidtr stammen (siehe Anhang;
Tab. 27). Auch die Schwankungen innerhalb des UApsTsind etwas kleiner, obwohl
das Material hier zwar von demselben Klon, jedogs & verschiedenen Anbaugebieten
stammt. Die Bedeutung der Herkunft sowie des sigehién Genotyps scheinen demnach
fur die jeweiligen Grof3en der Zellflachen keinengiiggante Rolle zu spielen.

Deutlich wird hingegen, dass die Zellflachen denolBy-Proben im Durchschnitt
erheblich groR3er sind als jene der anderen untetsnd{akaotypen

Abb. 73 zeigt einen typspezifischen Mittelwertsverch der Flachen der untersuchten PZ
(@ und SZ (b), welche mit Hilfe des in 3.14.5 Wesbenen Verfahrens berechnet
wurden. Deutlich setzt sich in beiden Féllen deip Triollo* von den 3 anderen
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untersuchten Kakaotypen (Nacional, LAF und UAF) Bie durchschnittlichen Flachen
der PZ schwanken innerhalb einer Messprobe weskrdléarker als jene der SZ.

Abb. 73: Mittelwertvergleich der typspezifischen Flachen der PZ und SZ des Keimblattgewebes
von T. cacao L.

Eine zur statistischen Absicherung dieses Ergebsissurchgefiihrte ANOVA mit
anschlieBendem Scheffé-Test ergab einen signiékatdinterschied des Typs Criollo von
den anderen Kakaotypen beziglich der Flache undt st Grol3e seiner PZ und auch
seiner SZ, wahrend zwischen Typen ,UAF*, ,LAF* updacional“ keine signifikanten
Unterschiede nachgewiesen wurden (Tabellen 181)is 2

Tab. 18: Univariate Signifikanztests fur X PZ Flache [um?2]
Sigmabeschrankte Parametrisierung, Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)

SQ Freiheitsgrad MQ F p
Konstante 48653232 1 48653232 966,43 < 0,005
Typ 3780766 3 1260255 25,03 < 0,005
Fehler 3473694 69 50343

Tab. 19: Scheffé Test; Var.: X PZ Flache [um?]
Homogene Gruppen; = 0,05; Fehler: MQ(Zwischen) = 50343; FG = 69

Typ PZ Flache [um32], Mittel 1. 2
UAF 645,49 ok
LAF 694,58 ok
Nacional 848,73 ok
Criollo 1177,19 ok
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Tab. 20: Univariate Signifikanztests fur X SZ Flache [um?]
Sigmabeschrankte Parametrisierung; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)

SQ Freiheitsgrad MQ F p
Konstante 15037892 1 15037892 2808,14 < 0,005
Typ 560327 3 186776 34,88 < 0,005
Fehler 369503 69 5355

Tab.21:  Scheffé Test; Var.: X SZ Flache [um?]
Homogene Gruppen, = 0,05; Fehler: MQ(Zwischen) = 45304; FG = 69

Typ SZ Flache [um?], Mittel 1. 2
UAF 407,89 ok
LAF 408,37 ko
Nacional 453,99 ok
Criollo 601,08 ok

Die typspezifischen Unterschiede in der Grol3e déachHen der beiden verschiedenen
Zelltypen werden auch durch das Streudiagramm digdlflachen in Abb. 74
verdeutlicht. Die Criollo-Proben befinden sich hiast vollstandig im oberen Bereich des
Diagramms. Zudem belegt das Diagramm eine sigmfik@sitive Korrelation zwischen
den Flachen der SZ und jenen der PZ.

Abb. 74 Streudiagramm der samenspezifischen PZ- sowie der SZ-Flachen mit Zuordnung der
Einzelwerte zu den Kakaotypen Criollo (C), UAF (UF), LAF (LF) und Nacional (N)

In den untersuchten Proben der einzelnen Kakaotipemmen die statistisch erfassten
SZ auf Zellflachen von 37,9 % bis 83,5 % der Flacken PZ (Anhang; Tab. 27).
Innerhalb dieser relativ grof3en Spannweite wurdarMittelwertvergleich typspezifische
Unterschiede festgestellt (Abb. 75).
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Abb. 75: Mittelwertvergleich der typspezifischen, prozentualen Flachenverhéltnisse der SZ zu
den jeweiligen PZ

Per ANOVA mit anschlieBenden Scheffé-Test wurde it 5,44 und p < 0,006in
signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligdachenverhéltnissen (SZ zu PZ) der
Typen Criollo und UAF nachgewiesen (Tabellen 22 28y

Tab. 22: Univariate Signifikanztests fiir Flachenverhaltnis SZ zu PZ [%]
Sigmabeschrankte Parametrisierung; Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)

SQ Freiheitsgrad MQ F p
Konstante 236196,6 1 2361966 2005,088 < 0,005
Typ 1924,0 3 641,3 5,444 < 0,005
Fehler 8128,1 69 117,8
Tab. 23: Scheffé Test; Var.: prozentuales Flachenverhaltnis SP zu PP.

Homogene Gruppen; = 0,05; Fehler: MQ(Zwischen) = 117,80; FG = 69

Typ Flachenverhéltnis Sz 1. 2.
zu PZ [%]; Mittel
Criollo 52,37 Kokkok
Nacional 56,20 *hkk -
LAF 60’24 *kkk *kkk
UAF 65,72 Fekkk
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Die untersuchten UAF-Proben weisen demnach eingmfiant kleineren Unterschied

zwischen den Zellflachen ihrer PZ und SZ auf atejeom Criollo-Typ.

Mit dem ebenfalls typabhéngigen Trockengewicht id@kaosamen sind die Flachen der
SZ bzw. der PZ leicht positiv korreliert (siehe ABG und 77). So besitzen die
untersuchten Samen des UAF-Typs im Durchschnitklgiesten Samen und stellen auch
die Proben mit dem kleinsten Zellflachen. Gleictigeizeichnen sich viele der

untersuchten Criollo-Samen nicht nur durch groRkflZehen, sondern auch durch ein
hohes Samengewicht aus. Nicht alle Proben mit hoBamen-Trockengewicht besitzen
jedoch auch grol3e Zellflachen. Dies belegen z.i8.Rtoben des Nacional-Typs, unter
welchen sich die Samen mit dem hdchsten Trockerpgwaber nicht jene mit den

grol3ten Zellflachen befinden. Zudem besitzen dielldrSamen der Varietét ,Porcelana
blanco” von allen untersuchten Proben das niedrigisbckengewicht (siehe Abb. 76 und
77; eingekreist) und zeichnen sich dennoch durgnmifdiant groRere Speicher- und
Polyphenolzellen als die untersuchten Proben von3BIAInd Catongo aus. Demnach
besitzt die Grofle der Kakaosamen hochstens eintargeonrdneten Einfluss auf die
GroRRe der Zellen des Speicherparenchyms.

O

Abb. 76: Streudiagramm der fruchtspezifischen PZ-Flachen und der jeweiligen
100-Bohnengewichte mit Zuordnung der Einzelwerte zu den Kakaotypen Criollo (C),
UAF (UF), LAF (LF) und Nacional (N). Schwarz umkreister Wert: Porcelana
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O

Abb. 77: Streudiagramm der fruchtspezifischen SZ-Flachen und der jeweiligen
100-Bohnengewichte mit Zuordnung der Einzelwerte zu den Kakaotypen Criollo (C),
UAF (UF), LAF (LF) und Nacional (N). Schwarz umkreister Wert: Porcelana

Ein Abgleich der ermittelten Zellflachen mit weier in den Tabellen 2 und 3
zusammengefassten Eigenschaften des jeweiligen t@ensowie der spezifischen,
untersuchten Probe (Anhang, Tab. 25) erwies s&miaht sinnvoll, da diese Daten nicht
von allen untersuchten mikroskopischen Proben bekaaren.

Aufgrund zu geringer Datenmengen wurde auch voemeiVergleich der Zellflachen

hinsichtlich der bekannten Daten zu den Standdudfak (Tab. 6) verzichtet.

4.6.4 Der histologische Aufbau des reifen KeimblattgewelsevonT. cacaoL.
Abb. 78 zeigt die Langsschnitte durch das Keimbéattebe zweier fixierter Kakaosamen.
Auf Bild a ist ein urspringlich weil3 gefarbter QlieSamen der Population ,Criollo
Mérida“ zu sehen, b zeigt einen hellvioletten Sardes Klons EET 95 des ,Nacional“-
Typs. Besonders in dem zuletzt genannten Prapiachidge Polyphenolzellen bereits bei
dieser vergleichsweise geringen Vergro3erung gst vablett gefarbte, gleichmalig
verteilte Einsprengsel im Keimblattgewebe zu erleennGut erkennbar ist in beiden
abgebildeten Langsschnitten die starke Faltundkdeédedonargewebes.

Das Gewebe beider Samen weist in Folge von Oxidstiand Vergerbungsreaktionen
deutliche Verbraunungen auf. Im Falle des Criollorens (Abb. 78 a) sind davon
besonders die Epidermis der Kotyledonen sowie digreBhe um die in das
Keimblattgewebe eingelagerten Leitbliindelelementeofien. Bei dem Samen des Klons
EET 95 beschrankt sich die Verbraunung hauptsdchli¢ die Embryonalachse.

Abb. 78 c zeigt einen zentralen Querschnitt durab Heimblattgewebe eines fixierten
Samens von EET 95. Erneut weist das Praparat voniedh in den Bereichen der
Epidermis und der Leitbundelelemente VerbraunuraggnAuch im Querschnitt wird die
starke Faltung der beiden Keimblatter deutlich.
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Abb. 78: Keimblattgewebe von T. cacao L., langs (a, b) und quer (c) geschnitten
E: Embryonalachse, PZ: Polyphenolzellen, LBE: Leitbiindelelement

Ebenfalls sind die Polyphenolzellen im Speicherdgewverkennbar. Neben einer durch
diese Idioblasten hervorgerufenen, gleichmaiigeerielung des Parenchyms weist der
abgebildete Samen-Querschnitt auch reihenférmige@mimete Polyphenolzellen auf.
Diese sind vornehmlich auf der adaxialen Seite teibar unterhalb der
Keimblattepidermis positioniert. Im in Abb. 78 crdastellten Ausschnitt, welcher die
auReren Randbereiche der Kotyledonen zeigt, siot auf der abaxialen Seite Reihen
von Polyphenolzellen zu erkennen, die jedoch werstggk ausgepragt sind.

Abbildung 80 a zeigt die mikroskopische Aufnahmenv@nem Vibratomschnitt durch
einen solchen Randbereich des Keimblattgewebed voacaoL. Besonders im unteren,
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rechten Abschnitt kdnnen die oben beschriebenearakteristischen Reihenbildungen
von Polyphenolzellen beobachtet werden. Diese beginunmittelbar unterhalb der
Epidermis und bestehen aus bis zu 10 Einzelzetbng Abbildung). Abb. 79 d zeigt,
dass auch die umgebenden Speicherzellen in paxaidufenden Reihen angeordnet
sind. Im gesamten Parenchym unterhalb der mehr weéeiger zentral eingelagerten
Leitbindelelemente (LBE) herrscht diese aus gleifRigen Zellreihen aufgebaute
Struktur des Keimblattgewebes vor. Auf der andeSeite der Leitblindelelemente weist
das Keimblattparenchym keine derartige Reihenatrukuf. Im oberen Abschnitt des
Bildausschnitts ist eine reihenférmige Anordnung \@peicher- und Polyphenolzellen
zwar noch erkennbar; im Abschnitt rechts unten tfeble jedoch ganz. Die
Polyphenolzellen sind gleichmallig im Parenchymgeweérteilt; teils einzeln, meist
jedoch in Clustern, welche im Flachenschnitt augligchnittlich 3, teilweise auch bis zu
7 Polyphenolzellen bestehen.

Abb. 79 b zeigt das Foto eines Semidiinnschnitteshddas Speichergewebe eines
Kakao-Keimblattes, dessen Zellinhalte durch Artdddlung (s.0.) nicht erhalten
geblieben sind (s. 0.). Deutlich wird jedoch dashl€e jeglicher reihenférmiger
Anordnung von Parenchymzellen im gesamten fotogntain Ausschnitt, der mehrere
Keimblattfalten und LBE aufweist (siehe Beschrifjen).

In Abb. 79 e und f werden Ausschnitte mit unstruieid angeordneten Parenchymzellen
dem Ausschnitt mit einer typischen Reihenstrukegentbergestellt.

Die Auswertung aller untersuchten Semidinnscheiftarate ergab, dass reihenférmige
Strukturen von Parenchymzellen immer unmittelbateunder Keimblattepidermis
beginnen und sich von dort aus maximal bis zu dentral in das Parenchym
eingelagerten LBE erstrecken.

Aus geordneten Zellreihen aufgebautes Parenchynimewarde nur in 53 der insgesamt
219 untersuchten Semidinnschnitte gefunden, wasnefnteil von 24 % entspricht
(siehe Anhang; Tab. 27). Eine unstrukturierte Anorth der Parenchymzellen Gberwiegt
demnach bei weitem.

In 43 % der Praparate mit aus Zellreihen aufgebal®anenchymgewebe konnte dieses
anhand der Ausrichtung der Leitblindelelemente ddaxialen Keimblatt-Seite
zugeordnet werden, welche der Blatt-Oberseite eotgp Bei den Ubrigen 57 % der
Praparate konnte die Ausrichtung der Reihenstraekturaufgrund fehlender
Leitbindelelemente nicht ermittelt werden. In kemeder Praparate mit streng
reihenformig angeordnetem Parenchymgewebe konrgsesli eindeutig der abaxialen
Seite zugeordnet werden. Lose strukturiertes Spagelwebe fand sich hingegen sowohl
auf eindeutig abaxialer (= ,der Achse abgewandter®) auf adaxialer Seite.

Unabhangig vom strukturellen Aufbau des Parenchyusden darin weder grol3ere
Interzellularen noch mazeriertes Gewebe beobachtet.
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Abb. 79:  Keimblattparenchym von T. cacao L.
a: Vibratomschnitt, ungefarbt; b-f: Semidinnschnitte, gefarbt mit Toluidinblau O
a: auBerer Randbereich, z. T. mit Zellreihen; b: Parenchym ohne Zellreihen;
c: Parenchym mit PP-Zellreihe aus dem Randbereich eines LBE, d, e: PP-Zellreihen
adaxial, e, f: Cluster von PZ unterhalb der Epidermis (e) und in tieferen Lagen des

Parenchyms (f)
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4.6.4.1Die Struktur der Leitblindelelemente
Die Keimblatter vonT. cacaoL. besitzen ein Netz aus Blattadern, die sich inptaund

Nebenadern differenzieren (Verzweigungen siehe A&DBWH. und g). Haupt- und
Nebenadern unterscheiden sich dabei durch untediaihie Durchmesser voneinander
(Abb. 80 d und e). Die gut ausdifferenzierten Tpamggefal3e liegen ziemlich zentral in
das Speicherparenchym der Kotyledonen eingelagbti. (80 b und c).

Die Struktur der Leitbundelelemente entspricht démDikotyledonen typischen, offen
kollateralen Typ mit adaxialem Xylem, abaxialem d&mh sowie einer dazwischen
liegenden Schicht diunnwandiger Kambiumzellen (Atbd). Die Zellen der
Bindelscheide sind nicht lignifiziert. Das Xylemsiiet lignifizierte, schraubenférmige
Wandverdickungen (SchraubengefaRe, Abb. 80f). D[heinstruktur der stark
prosenchymatischen Siebelemente des Phloems kamitteder hier verwendeten,
lichtmikroskopischen Technik nicht genauer besdimie werden (Abb.80d und g).
Vereinzelt wurden die fur diese Strukturen typistkeeleitzellen gefunden.

Die in direkter Nachbarschaft zu den LBE gelege8pricherparenchymzellen besitzen
oftmals eine &hnliche cytologische Struktur, diehain Zellreinen unmittelbar unterhalb
der Keimblattepidermis beobachtet wurde (siehe3).6ie haben im Vergleich zu den
anderen SZ vergroRerte, aber schwacher kontrastierbteinvakuolen und einen
flachenmanRig geringeren Anteil an Lipidvakuolen BABO e).

Vor allen Dingen im Parenchym des Phloems, abeh algs Xylems sowie in der
Bindelscheide finden sich gehéauft Polyphenolzelldie oft lange Reihen bilden
(Abb. 80 ¢, Abb. 80 d, e und g). Ahnlich wie diengdnlichen Parenchymzellen dieser
Bereiche besitzen auch die hier vorkommenden Pelyplzellen meist eine stark
prosenchymatische Form.

Nach dem Anschneiden frischen KeimblattgewebesTvaracaol. kommt es speziell im
Bereich der Leitblindelelemente zu einer schneli¢arken Verbraunung des Gewebes
(siehe Abb. 78 c).

4.6.4.2Epidermis und Trichome
Die Epidermiszellen der Keimblatter vdn cacaoL. werden zum gréf3ten Teil von einer

Vakuole ausgefillt, deren Inhalt nach der in 3.14.beschriebenen
ToluidinblauO-Farbung vollig kontrastlos erscheint. Im randstgadiCytoplasma finden
sich dunkel gefarbte Granula, bei denen es sidnb#r um Starkekérner handelt. Auch
einige Lipidvakuolen sind erkennbar; daneben Béaeideren Kontrastierung jener der
Proteinvakuolen in den Speicherparenchymzellerpeotg (Abb. 80 b und c). In dem in
Abb. 80 a dargestellten Flachenschnitt der Keindytédlermis sowie der darunter
liegenden Zellschicht sind zudem vereinzelt auchkl®uund Nukleoli in den
Epidermiszellen zu erkennen. In keiner der im Rdchnitt dargestellten, gewdhnlichen
Epidermiszellen konnten Einlagerungen phenoliscBaibstanzen in den Vakuolen
gefunden werden.
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Im oberen Abschnitt von Abb. 80 b wurde die erstdischicht des Speichergewebes
unterhalb der Epidermis angeschnitten (dunkler festierte Zellen). Diese zeichnet sich
durch die bereits zuvor beschriebene, von denrtggéegenen Speicherparenchymzellen
abweichende Struktur aus (geschwollene Proteindakugeringer Fettanteil).

Die in den fur die vorliegende Arbeit erstellterdparaten vorgefundenen Trichome der
Keimblattepidermis vonT. cacaoL. entsprechen der in 2.2.1.2 zusammengefassten
Beschreibung friherer Arbeiten (Abb. 80 a-c). Imderichom auf Abb. 80 ¢ sind dessen
Polyphenolvakuolen besonders gut erhalten geblieDemnen Inhalt wird durch das in
3.14.4 beschriebene Verfahren in gleicher Weisetrkstiert wie jener der in das
Keimblattparenchym eingelagerten Polyphenolzeléon diesen unterscheiden sich die
Trichomzellen dadurch, dass ihre Polyphenolvakuohaist weniger Platz in der Zelle
einnehmen. Bisweilen scheinen die Trichomzellen emud mehrere Kkleine
Polyphenolvakuolen anstelle einer grol3en Zentraighlkzu besitzen (Abb. 80 c).
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Abb. 80: Epidermis und Leitbiindelelemente des Keimblattgewebes von T. cacao L.
Semidunnschnittpraparate, gefarbt mit Toluidinblau O
a: Flachenschnitt durch die Epidermis; b, c¢: Epidermis langs mit Trichom; d, e: LBE
quer; f, g: LBE langs. N: Nukleus mit Nukleolus; PV: Polyphenolvakuole;
S: starkehaltiger Plastid
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5 Diskussion

5.1 Zur biochemischen Untersuchung der phenolischen lalksstoffe
reifer, unfermentierter Kakaosamen

5.1.1 Die qualitative Analytik einfacher phenolischer Vebindungen

Wie in 3.9 beschrieben, wurde die in der vorlietgm Arbeit verwendete RP-HPLC-
PDA-Methode auf Basis der Auftrennung einer Gruppeenolischer Substanzen
entwickelt, die in einem Ubersichtsartikel von Zeser und Biehl 1988 als phenolische
Kakaoinhaltsstoffe aufgelistet wurden (Tab. 8). Darin aufgefiihrten Substanzen bzw.
Substanzgruppen (im Fall der Procyanidine) wurdeanterschiedlichen Literaturquellen
ab 1954 bis zum Erscheinen des genannten Ubemitkéds beschrieben. Viele davon
wurden jeweils nur von einem Autor gefunden. Da s&h zumeist um
Untersuchungsergebnisse aus den 50er und 60er nJamaedelt, wurden die
beschriebenen Substanzen Uberwiegend mit heutdtetera Verfahren, wie etwa der
Papierchromatographie, identifiziert.

Auf Ziegleder und Biehl 1988 berufen sich neberdid@ 1999 bis heute viele weitere
Autoren, welche die phenolischen Inhaltsstoffe 83amen vonTl. cacaolL. beschreiben.
Dabei werden die frih veréffentlichten Nachweisenmblischer Substanzen in der Regel
durch neu aus Kakaosamen isolierte phenolische d<akzaltsstoffe erganzt. Bisher gab
es jedoch keine Veroffentlichung, in welcher diesayamelten Ergebnisse friherer
Arbeiten und einzelner Autoren einmal systematigbbrpruft wurden. Dies wurde nun
erstmals durch die vorliegende Arbeit geleistet.

Obwohl das verwendete HPLC-PDA-Verfahren der Papr@ematographie aus den 50er
Jahren Uberlegen ist und Wiederfindungsraten vo&90 100 % der entsprechenden
Standardsubstanzen erzielte, wurden nur knapp é/3van Jardine 1999 aufgefiihrten
phenolischen Substanzen in den analysierten Kakbeprnachgewiesen (siehe 4.2.2).
Da ein methodisch bedingter Verlust von phenoliachehaltsstoffen wéahrend der
Probenaufbereitung weitgehend ausgeschlossen wkather) stellt sich die Frage, warum
so viele der in der Literatur beschriebenen monemdrPolyphenole nicht gefunden
wurden.

Als eine mogliche Erklarung bietet sich an, dass dbon Ziegleder und Biehl 1988
zusammengetragenen und spater von Jardine 1999 ngfimyig erweiterten
Untersuchungsergebnisse auf Genotypen basiererimd@&pektrum ihrer phenolischen
Inhaltsstoffe von den im Rahmen der vorliegendeibefir analysierten Kakaoproben
abweichen. Da bei der Auswahl dieser Proben aué embglichst grof3e Variabilitat
geachtet wurde, ist dies jedoch hdchst unwahrshktiein
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So verbleiben nur 2 moégliche Erklarungen fir die Wergleich zu den eigenen
Ergebnissen groRRere Vielfalt phenolischer Substamzainfermentierten, reifen Samen
vonT. cacaoL:

1. Bei einigen der aufgefuhrten phenolischen Substanzendelt es sich um

methodisch bedingte Artefakte.

2. Die damaligen Ergebnisse wurden z. T. falsch imeigrt.
Bereits die Originalliteratur, auf welcher die varegleder und Biehl 1988 veroffentlichte
Liste phenolischer Substanzen basiert, enthalt Blissvdarauf, dass es sich bei vielen der
gefundenen Substanzen wahrscheinlich um Artefadbel éit.
Hintergriinde zu den einzelnen Substanzen werddfolgenden genauer beschrieben.

5.1.1.1 Protocatechusaure und Phloroglucinol als mutmalfilice Abbauprodukte
von (+)-Catechin

Ziegleder und Biehl 1988 listen Protocatechusaurel @Phloroglucinol als 2 der
phenolischen Inhaltsstoffe frischer Kakaosamen(@ab. 8). Wéahrend Phloroglucinol in
der durchgefuhrten Untersuchung nicht nachgewieagde, waren in etwa einem Viertel
der frischen Kakaoproben mehr oder weniger geriMgsmgen von Protocatechuséure
vorhanden. Nach den in 3.12 beschriebenen saurdroligen wurden im Vergleich zum
Ausgangsextrakt gesteigerte Mengen von Protocasécine gefunden. All dies legt nahe,
dass es sich bei der isolierten Protocatechusatgicherweise um ein Abbauprodukt
handelt, welches im intakten Samengewebe gar gaihitdet bzw. angereichert wird.
Tatsachlich deuten auch Kenyhercz und KissingeBl®fotocatechusaure als ein
Abbauprodukt in Kakaosamen, welches zusammen mibré&jlucinol aus Catechin
gebildet wird (Abb. 81). Die Autoren finden ebetgabeutlich gréliere Mengen von
Protocatechusaure in fermentierten als in frisdk@keoproben.

tH OH
I%L * O
/ [u]
HO OH

(+)-Catechin Phloroglucinol Protocatechusaure

Abb. 81: Der Abbau von Catechin zu Phloroglucinol und Protocatechusaure nach Kenyhercz und
Kissinger 1978

Die zumeist gar nicht oder nur in Spuren vorhanderaocatechusdure weist somit auf
die Qualitat der eingesetzten Proben und ihrer éugfitung hin, die moglichst frei von
Artefakten sein sollten. Das lichtempfindliche Rbiglucin wurde in der vorliegenden
Arbeit nicht gefunden. Mdglicherweise ist es naeh ith Abb. 81 dargestellten Reaktion
mit sich und anderen phenolischen Substanzen ksretén
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5.1.1.2 Aesculetin als mogliches Artefakt von Kaffeesaure-8rivaten

Ausschlie3lich Quesnel 1965 findet das zu den Cunaarzahlende Aesculetin (Abb. 12),
jedoch nur in Spuren und ausschlie3lich in ferneetgn Kakaosamen. Der Autor
vermutet daher, dass es sich bei dieser SubstanzeiomOxidationsprodukt von
Kaffeesaure (Abb. 12) handelt, das erst wahrendCtleomatographie entstanden ist.

Das Auftreten von Aesculetin in intakten Kakao-Rdignolzellen ist schon deswegen
unwahrscheinlich, da es sich bei den Cumarinen ume &toffgruppe handelt, die
meistens erst nach dem Absterben der Zellen durcblkpbzesse oder durch
Gewebeverletzung entsteht. Dabei geht der Bilduoig €umarinen die enzymatische
Deglycosylierung einer Zimtsaure voraus (Strasbumgeal. 1998), bei der es sich im
Falle von Aesculetin um Aesculin handelt. Der Bilduder Vorlaufersubstanz Aesculin
liegt wiederum Kaffeesaure zugrunde.

In Kakao wurden bisher noch nie Kaffeesadureglyasidchgewiesen. Die strukturelle
Verwandtschaft der Substanz Aesculetin mit Kaffaesdnacht es wahrscheinlich, dass
dieses Cumarin sich als Artefakt der in Kakaosanmhandenen Kaffeesaure-Derivate
(wie etwa dem Kaffeesdure-aspartat) gebildet hae Bicht-enzymatische Umwandlung
von Kaffeesdure in Aesculetin wahrend der Papieroltographie wurde bereits von
Butler und Siegelmann 1959 beschrieben.

5.1.1.3 Weitere mogliche Artefakte aus der Gruppe der Phenséuren und
Phenylessigsauren

Als weitere phenolische Inhaltsstoffe wurden in Haéxtrakten die Substanzem
Hydroxybenzoesaure, o-Hydroxy-phenylessigsaure, p-Hydroxy-phenylessigséaure,
Phenylessigsaure, Syringasaure sowie Vanillinsgafenden (siehe 2.1.1.2 und 2.1.1.3).
Der Nachweis dieser Substanzen in Kakao erfolgsémals durch Quesnel 1965; die
Inhaltsstoffeo-Hydroxy-phenylessigsaure und Vanillinsaure werdefierdem auch von
Kenyhercz und Kissinger 1978 beschrieben. Auffafiigdass Quesnel 1965 alle von ihm
detektierten phenolischen Sauren in fermentiertetkaldproben in gré3eren Mengen
findet als in solchen, die nicht fermentiert sigthige kommen laut den Untersuchungen
des Autors sogar ausschliel3lich in fermentiertelka@avor. Das Auftreten einzelner
aromatischer Sauren und ihrer Derivate wird dahemeits vom Autor als mdogliches
Artefakt diskutiert.

Nach Rioset al.2003 erhdht sich der Gehalt einfacher Phenolsdumemenschlichen
Urin nach dem Konsum von Kakao. Die Autoren finddabei unter anderem
3,4-Dihydroxyphenylessigsaurem-Hydroxyphenylessigsaure, Vanillinsdure and
Hydroxybenzoeséure. Somit handelt es sich um Sobsta welche mit den in Ziegleder
und Biehl 1988 gelisteten Inhaltsstoffen identisoder zumindest strukturell eng
verwandt sind. Rioset al.2003 deuten die von ihnen gefundenen Substanzen al
Abbauprodukte der kakaoeigenen, monomeren und momFlavonoide, welche durch
Mikroorganismen im Gastro-Intestinaltrakt produzigurden.
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Aus den hier aufgefuhrten Literaturangaben lass$t schliel3en, dass es sich bei den oben
aufgefuhrten, angeblichen phenolischen Inhaltsstofffrischer Kakaosamen sehr
wahrscheinlich ebenfalls um Artefakte handelt, diech im Verlauf der analytischen
Aufarbeitung aus den in Kakao enthaltenen monomeféavan-3-olen und den
Procyanidinen gebildet haben.

5.1.1.4 Zum Vorkommen freier und mit Chinaséure veresterter
Hydroxyzimtsauren in Extrakten frischer Kakaosamen

Wie in Kapitel 2.1.2.1 dargestellt, handelt es dief den in der Literatur beschriebenen,
freien Hydroxyzimtsauren in Kakaosamen um KaffeesaGumarsaure und Ferulasaure.
Als strukturell eng verwandte Substanz wurde dur@uesnel 1965 aulRerdem
Phloretinsdure aus Kakaosamen isoliert (siehe Abp.

Keine der hier aufgefihrten Substanzen wurde ddiehverwendete RP-HPLC-PDA-
Methode in Extrakten reifer, unfermentierter Kakamen nachgewiesen, obwohl anhand
von entsprechenden Referenzstandards nach ihnerchgewurde (siehe 3.9). Freie
Hydroxyzimtsduren wurden auch durch keine der eatfien Veroffentlichungen Uber
die phenolischen Kakaoinhaltsstoffe der letzten relakrneut in Kakaoextrakten
nachgewiesen. Hingegen wurden sie als Bestandtele HCAA gekoppelt an
verschiedene Aminosauren isoliert (Stark und Hoim2005, Starlet al. 2006b, Tomas-
Barberdnet al.2007). Rioset al.2003 beschreibt Phloretinsdure und Ferulasdure als
mikrobielle Abbauprodukte kakaoeigener Procyaniditr@eressanterweise halten es
bereits Kenyhercz und Kissinger 1978 fur wahrsdi@indass es sich bei der von ihnen
identifizierten freien Kaffeesdure um ein Abbauprkichandelt.

Erneut scheint es sich demnach bei den in frihkrtenaturdaten beschriebenen, freien
Hydroxyzimtsduren um Artefakte zu handeln.

Zu diskutieren ist abschlieRend die Frage, warurotddie in dieser Arbeit angewendeten
analytischen Methoden keine Chlorogensaure ausdsakaen isoliert wurde.
Verbindungen zwischen Kaffee- und Chinasaure wurdlereits durch Rohan und
Connell 1964 sowie durch Jalal und Collin 1977 iakKoextrakten identifiziert. Nach
Quesnel 1965 finden sich in Kakaoextrakten jedoalr rzu diesem Zeitpunkt
unidentifizierte Moleklle mit Eigenschaften, diem¢m von Chlorogensaure ahnlich sind;
keineswegs handele es sich bei diesen jedoch ditdaam Chlorogenséaure. Dies lasst
vermuten, dass es sich dabei auch um VertreterdausGruppe der Zimtsaureamide
handeln kbénnte, welche erstmals von Sanbengil. 1998 in Kakaoextrakt beschrieben
wurden (siehe 2.1.2.5).

Unter den Vero6ffentlichungen jungeren Datums bagta@usschlie3lich Wollgast 2005
das Vorhandensein von Chlorogensaure in Kakaodgtmaler Autor identifiziert dabei
Spuren dieser Substanz in Kakao-Liquor anhand &feegleichs von Retentionszeit und
CID-MS-MS Spektrum mit einem Referenzstandard. ToMarberaret al. 2007 finden
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hingegen mit vergleichbarer Methodik keine Chlomgjure in Kakaoextrakten, obwohl
auch diese Autoren die Substanz mit Hilfe einemewtischen Referenzsubstanz zu
isolieren und zu identifizieren versuchten. Die éveh untersuchten dabei Extrakte aus
unfermentiertem Samenmaterial, in welchem der Gekah Chlorogenséure im
Vergleich zu dem von Wollgast 2005 untersuchtensméntierten Kakao-Extrakt
eigentlich deutlich hdher sein misste. Zur Verfimhg des Vorhandenseins von
Chlorogensaure in Kakaosamen ist daher ein erneh@hweis dieser Substanz
erforderlich; gerade vor dem Hintergrund der vieteu isolierten Zimtsaureamide mit
z. T. ahnlichem Molekulargewicht. In jedem Fall sttt Chlorogensdure - wenn
Uberhaupt - nur in geringsten Mengen in Kakaosammraukommen, was hinlanglich
erklart, warum sie durch die Untersuchungen inribrlier vorliegenden Arbeit nicht
gefunden wurde.

5.1.2 Zur qualitativen Analytik der Flavonoide

5.1.2.1  Zur Gruppe der Flavan-3-ole

Im Ergebnisteil 4.2.2 wird dargestellt, dass e# $iei den meisten der im Rahmen der
vorliegenden Arbeit isolierten Peaks phenoliscindraltsstoffe inrem Spektrum nach um
mono-, oligo- oder polymere Flavan-3-ole handelthand eines Vergleichs mit den zur
Verfugung stehenden Referenzstandards konnten mserdGruppe die Monomeren
(-)-Epicatechin, (+)-Catechin sowie maoglicherweiSpuren von (-)-Epigallocatechin
identifiziert werden. Bei den ersten beiden derageren Substanzen handelt es sich
gleichzeitig um die beiden in den gréfliten Mengertkemmenden monomeren Catechine
in Samen vonT. cacaoL., wobei (-)-Epicatechin auf3erdem das quantitatightigste
phenolische Monomer von Kakaosamen Uberhaupt ish€s2.1.4.1). Neben diesen
anhand von Referenz-Standards identifizierten Flé8ralen wurde auch die Flache eines
weiteren Peaks dieser Gruppe ausgewertet (Suhgfangiehe 4.2.3.4). Der Peak besitzt
eine vergleichsweise grol3e Flache und ist posiiivden Gehalt an (-)-Epicatechin der
jeweiligen Kakaoproben korreliert. Dies macht eshmaheinlich, dass es sich bei der
Substanz ,C* um eines der prominenten Kakao-Pradyae B2, C1 oder B5 handelt,
welche jeweils aus (-)-Epicatechin-Bausteinen avdgé sind. Eine Verifizierung der
Identitdt des Peaks ,C“ mit Hilfe von (inzwischem ifreien Handel erhéltlichen)
Referenzstandards ware fur weiterfihrende Arbeitemchaus winschenswert. Da
innerhalb der vorliegenden Arbeit jedoch hauptsébhtie monomeren phenolischen
Inhaltsstoffe thematisiert wurden, reicht an dieSelle der Hinweis, dass es sich bei ,,C*
mit aller Wahrscheinlichkeit nicht um (+)-Galloceltén handelt, da diese Substanz, wenn
Uberhaupt, offenbar nur in geringen Spuren in Kakawen vorhanden ist (siehe 2.1.4.1).

5.1.2.2  Zur Substanz Quercetin und ihrer Glycoside
Nach den in den vorliegenden Arbeiten gesammeltegetihissen enthalten reife,

unfermentierte Kakaosamen offenbar kein freies Gatar. Dies bestarkt die in Abschnitt
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2.1.4.3 aufgestellte Hypothese, dass freies QuerteKakaoextrakten grundsatzlich das
Produkt einer Deglycolisierung im Verlauf der Waeirarbeitung frischen
Kakaomaterials ist.

Bei dem dritten, im Chromatogramm bei 371,6 nm ratéhden Peak handelt es sich
vermutlich um eines der neben Quercetin-3-galadgtasid Quercetin-3-glucosid in der
Literatur beschriebenen Quercetin-Glycoside von d¢akwie etwa dem von mehreren
Autoren isolierten Quercetin-@G-arabinosid (siehe 2.1.4.3).

5.1.2.3  Zur Gruppe der Anthocyane

Neben den hinlanglich bekannten Kakao-Anthocyanan-B-Arabinosidyl-cyanidin und
3-b-D-Galactosidyl-cyanidin wiesen die Chromatogrammeuiéersuchten Kakaoproben
bei 520 nm noch 2 weitere, deutlich kleinere Peaks(Abb. 41). Bei diesen Substanzen
kénnte es sich um das von Cakirer 2003 beschrieRemi@osid sowie um das Pentosid
handeln (siehe 2.1.4.2).

5.1.3 Zusammenfassung der qualitativen Analytik phenolisber Monomere
in reifen, unfermentierten Kakaosamen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Vorkasdin der in Ziegleder und Biehl
1988 bzw. in Jardine 1999 tabellarisch aufgefuhpéenolischen Monomere anhand
einer grol3en Bandbreite verschiedener Kakao-Pohgidbetrakte Uberprift. Obwohl ein
entsprechend entwickelter HPLC-Gradient eine ogeémaiftrennung gewébhrleistete und
authentische Standardsubstanzen fiur ihre Identiikazur Verfligung standen, wurden
viele dieser Substanzen nicht gefunden. In dent&lpb.1.1 und 5.1.2 wird erlautert,
dass viele der in der Literatur aufgeflhrten, atigebn phenolischen Kakao-Inhaltsstoffe
mit groRer Wahrscheinlich in reifen, unfermentiart€akaosamen gar nicht oder nur in
geringsten Mengen vorkommen. Somit werden in ddspeechenden Literatur viele
Substanzen beschrieben, bei denen es sich wahrichaim Artefakte handelt, welche
z. B. im Verlauf der Probenaufbereitung entstanglad. Zuséatzlich wurden einige dieser
phenolischen Substanzen mdglicherweise falsch ifdeett. Manche davon sind
aulRerdem offenbar nur in Spuren vorhanden, weloterhalb der Nachweisgrenze des in
der vorliegenden Arbeit verwendeten RP-HPLC-Veralsrlagen.

Tab. 24 fasst die einzelnen Erlauterungen zu dewiligen phenolischen Inhaltsstoffen
zusammen.

Das Vorhandensein der meisten phenolischen Mononmeriéakaosamen, welche in
Jardine 1999 aufgefuihrt, jedoch im Rahmen der egeinden Arbeit nicht gefunden
werden, ist auflerst fraglich. Daher sollten sie ae® bis heute immer wieder
veroffentlichten Auflistungen phenolischer Kakadwhiftsstoffe gestrichen oder nochmals
mit Hilfe modernster Verfahren verifiziert werden.
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Tab. 24: monomere phenolische Substanzen und ihr Vorkommen in frischen Kakaosamen

Phenolische Substanz

bestatigtes Vorkommen i

h

Erklarung fur die Beschreibung der

Kakaosamen Substanz in friiheren Arbeiten
Aesculetin nein mogliches Abbauprodukt von KakaoAAC
(Butler und Siegelmann 1959)
(+)-Catechin ja
Chlorogensaure nein maogliche Fehlidentifikatioresitl CAA
(Quesnel 1965, Stast al. 2005 u.a.)
3-a-L-Arab.-cyanidin ja
3-b-D-Gal.-cyanidin ja
mogliches Abbauprodukt von Kakao-
p-Cumarsaure nein Flavonoiden oder HCAA
(Starket al. 2005 u.a.)
mogliches Abbauprodukt von Kakao —
Kaffeesaure nein Flavonoiden oder HCAA
(Starket al. 2005 u.a.)
(-)-Epicatechin ja
(-)-Epigallocatechin ja (Spuren)
Ferulasaure nein mogliches Abbauprodukt von Kakae-F
vonoiden oder HCAA (Riost al. 2003)
(+)-Gallocatechin nein moglicherweise in Spureredmalb der
Nachweisgrenze vorhanden
Identifiziert wurde Kaffeesaure-aspartat,
HCAA ja weitere HCAA werden beschrieben in Stetk
(Hydroxyzimtsdureamide) al. 2005, Starlet al.2006b, Stark und
Hofmann 2005
p-Hydroxybenzoeséaure nein mogliches Abbauproduktkalkao —
Flavonoiden (Riogt al. 2003)
o-Hydroxy-phenylessigsaure nein mogliches Abbauprodukt von Kakao —
Flavonoiden (Riogt al. 2003)
p-Hydroxy-phenylessigsaure nein mogliches Abbauprodukt von Kakao —
Flavonoiden (Riogt al. 2003)
Neochlorogensaure nein mdgliche Fehlidentifikagomes HCAA
(Quesnel 1965, Stast al. 2005 u.a.)
Phenylessigséaure nein mdgliches Abbauprodukt vd@&a
Flavonoiden (Riogt al.2003)
Phloretinsaure nein mogliches Abbauprodukt von igakka-
vonoiden oder HCAA (Riost al. 2003)
Phloroglucinol nein mogliches Abbauprodukt von Chte
(Kenyhercz und Kissinger 1978)
Protocatechuséaure nein maogliches Abbauprodukt \atedBin
(Kenyhercz und Kissinger 1978)
mogliches Produkt einer Deglycosylierung
Quercetin nein kakaoeigener Quercetin-Glycoside
(Wollgast 2005)
Quercetin-3-galactosid ja (Spuren)
Quercetin-3-glucosid ja (Spuren)
Syringasaure nein mogliches Abbauprodukt von Kakao
Flavonoiden (Riogt al. 2003)
Vanillinsaure nein mogliches Abbauprodukt von Kakao

Flavonoiden (Riogt al. 2003)
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5.1.4 Zur quantitativen Analyse der Flavonoide

Bezuglich des Gesamt-Polyphenolgehaltes und dewaRi8-ole der untersuchten
Kakaoproben belegen die Ergebnisse der vorliegenfidaeit, dass zwischen den
untersuchten Kakaotypen Criollo, UAF, LAF, Nacionabwie Trinitario keine
signifikanten Unterschiede bestehen (siehe 4.14u2@).

Dieses Resultat ist vergleichbar mit den Ergebnissm Griffiths 1960, der abgesehen
von einem geringeren Gehalt an Anthocyanen keineerdchiede im Polyphenolgehalt
zwischen Forasteros und Criollos nachweist. Auclaz@ni de Farifiaet al.2003
dokumentieren keine signifikanten Unterschiede ehes Forasteros, Criollos und
Trinitarios in ihren jeweiligen Tanningehalten.

Das in der vorliegenden Arbeit erzielte Ergebnehsfedoch im Widerspruch zu Lange
und Fincke 1970, wonach Criollos nur 2/3 des Pddypiigehaltes der Forasteros
besitzen. Auch Efraim 2004, zit. nach Efragétnal. 2006 kommt zu einem abweichenden
Ergebnis. Demnach enthalten Kakaosamen der FavaStemppe zwischen 30 % und
60 % mehr phenolische Inhaltsstoffe als jene desllGTyps.

Gerade bei der Untersuchung deutlich kleinerer &reblumina als jene der vorliegenden
Arbeit kdénnen die probenspezifisch oft recht hohSohwankungen im Gesamt-
Polyphenolgehalt schnell als typ- und gruppenspgetié Unterschiede missinterpretiert
werden. Das feine Aroma des Criollo-Rohkakaos, edcsich nach Wolters 1999 auch
durch geringere Bitterkeit auszeichnet, verleitddexdem zusammen mit der hellen Farbe
der Criollo-Keimblatter leicht dazu, insgesamt migdre Polyphenolgehalte in den
frischen Criollo-Samen zu vermuten. Vor diesem efigtund verwundert es nicht, dass
auch aktuelle Veroffentlichungen wie die oben riie zu dem Schluss kommen, dass
frische Criollo-Samen insgesamt niedrigere Mengean @henolischen Substanzen
enthalten.

Die hier vorliegende Studie zeigt jedoch, dassrmddde Aroma des Criollo-Rohkakaos
offensichtlich eine andere Ursache hat als einemgeren Polyphenolgehalt in frischen
Criollo-Samen.

Auch das Gewicht der Kakaofriichte und das Trockerde der Samen besitzen, den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zufolge, keisanifikanten Einfluss auf ihren

Gehalt phenolischer Komponenten. Nach Clenetrdl. 2003 und Glendinning 1963 ist
die GroRRe der Kakaosamen stark abhangig von dereatigcher Herkunft. Die Gréf3e
und das Gewicht der Friichte kbnnen hingegen aucketimen Baum sehr unterschiedlich
sein und hangen u. a. von deren Position am Baum (ladchenaud 1995,

Glendinning 1963). Da im Rahmen der vorliegenderbelir kein varietats- bzw.

typabhangiger Gehalt phenolischer Substanzen vokad&amen festgestellt werden
konnte, verwundert es nicht, dass auch keine Kopygeln die genetisch determinierte
GrofRe der Samen vorliegt. Dass die Position decHeram Baum offenbar keinen
Einfluss auf den Polyphenolgehalt ihrer Samen begieckt sich mit dem Resultat, dass

164



Diskussion

die Intensitat der Sonneneinstrahlung den Polypigehalt der Samen ebenfalls nicht
signifikant verandert (s. u.).

Die durch Ndoumouet al.1995 beschriebenen, hoheren Gehalte phenolischer
Inhaltsstoffe in Samen von Kakaoklonen mit gro3&m@nkheitsresistenz konnten durch
die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisgdnt bestatigt werden. Auch hatte der
z. T. gravierende Befall einiger Kakaoproben auslaysa mit Cocoa Pod Borer
(Conopomorpha cramerella,siehe Tab. 25) keine signifikante Erh6hung der
Polyphenolgehalte der jeweiligen Samen zur Folges Ronnte allerdings auch dadurch
erklart werden, dass der genannte Schadling hasipiisié die Pulpa und die Fruchtwande
zerstort. Die Schadigung der Kakaosamen erfolgirater Linie dadurch, dass sie in den
befallenen Frichten unterversorgt werden und verk@m. Mdglicherweise reichen die
Ressourcen, welche den reifenden Kakaosamen uber gdschadigten Funiculus
erreichen, gar nicht fir gesteigerte Akkumulatidremolischer Inhaltsstoffe aus. Diese
wurde ohnehin nur bei direkter Schadigung des Khttdewebeselber ihre Repellent-
Wirkung entfalten. Inwieweit es zu einer Erhéhurey ®olyphenolgehalte bei direkter
Schadigung des Keimblattgewebes kommt, wurde iraflerther vorliegenden Arbeit nicht
untersucht. Der Polyphenolgehalt in Kakaosamen isthe Zusammenhang mit der
varietatsspezifisch unterschiedlichen Resistenz egegKrankheiten jedoch eine
untergeordnete Rolle zu spielen, da dieser in damkkeitsanfalligen Criollos nicht
niedriger war als in den anderen untersuchten Kgkao. Weiterfihrende
Untersuchungen zu diesem Thema sind in jedem Raliderlich.

Auch das bekannte Merkmal zur Selbst-Kompatibil{fatnein) der Klone ist nach den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht gekoppaltden Gesamt-Polyphenolgehalt,
bzw. an den Gehalt der einzelnen untersuchten fisenen Monomere. Klone, welche
das ertragssteigernde Merkmal der Selbst-Kompaibibesitzen unterscheiden sich
demnach in ihrem Polyphenolgehalt nicht signifikaabon selbst-inkompatiblen

Varietéaten.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden ein sidgaiit hoherer Gesamt-
Polyphenolgehalt sowie signifikant hoéhere Gehalte &)-Epicatechin und an
Anthocyanen in solchen Kakaosamen gemessen, di@&omen ungedingter Standorte
stammen. Damit wurde erstmals ein Hinweis daflrraamtit, dass die Menge der
phenolischen Inhaltsstoffe in reifen, unfermenéertKakaosamen auch von der
Nahrstoffversorgung der Mutterpflanze abhangig Esh erhdhter Polyphenolgehalt bei
suboptimaler Nahrstoffversorgung ist ein weit veitates Phanomen im Pflanzenreich.
Verschiedene o©kophysiologische Modelle, wie etwa& dion Bryant et al.1983

entwickelte “Carbon/Nutrient Balance Hypothesis” N@®) oder die “Growth-

165



Diskussion

Differentiation Balance Hypothesis” (GDB) von Hergtal.1992, bieten
Erklarungsmadglichkeiten dafir an (siehe 2.3).

Fur keinen anderen der ermittelten Standortfaktor@sehe Tab. 6) konnte ein
signifikanter Einfluss auf den Gesamt-Polyphenotdebzw. auf den Gehalt einzelner
phenolischer Inhaltsstoffe nachgewiesen werden. itSbatte etwa die Anzahl von
Schattenbdumen bzw. die Pflanzdichte oder auch Adibauhthe der Kakaob&ume
offenbar keine signifikante Bedeutung. Hieraus mgsschlossen werden, dass die
Intensitat, mit welcher ein Kakaobaum der UV-Stualg ausgesetzt ist, nur den
Polyphenolgehalt exponierter Blatter und anderéarRenteile erhdéht und diesbeziglich
keine systemischen Auswirkungen hat (siehe 2.3)kHinatische Faktoren wie etwa der
Jahresniederschlag, die Durchschnittstemperatuniesalie relative Luftfeuchtigkeit
konnte ebenfalls kein signifikanter Einfluss auind@ehalt phenolischer Inhaltsstoffe
nachgewiesen werden. Dies mag u. a. daran liegess, auch diese EinflussgrofRen den
Polyphenolgehalt einer Pflanze allenfalls lokal aretern. Andererseits sind die
vorliegenden Daten fur eine umfassende Beurteilmodpl auch zu ungenau, da das
jeweilige Mikroklima der gesammelten Proben unceihiMutterpflanzen nicht bekannt
war.

5.1.5 Zur Qualitat und Quantitat von HCAA in Kakaosamen
Neben dem in der vorliegenden Arbeit isolierten godntifizierten Kaffeesaure-aspartat
(siehe 4.2.4.2) werden in der aktuellen Literatueitere HCAA beschrieben. Die
umfangreichste Dokumentation dieser Substanzen aka& liefern Starket al.2005,
Stark et al.2006b, sowie Stark und Hofmann 2005, welche iregesl3 verschiedene
HCAA in Kakaoextrakten auflisten (siehe 2.1.2.5).
Eine solch umfassende qualitative Dokumentation Kigtao-HCAA konnte nicht das
Ziel der fur die vorliegende Arbeit durchgefuhrtdRLC-PDA-Analytik sein. Diese ist in
ihrer Durchfihrung von der Wiederfindung bereitkd®ter Substanzen abhangig und
wurde auf Basis einer optimalen Trennung der in. Balufgefuhrten Referenzsubstanzen
entwickelt. Der gut isolierte Peak des Kaffeeségpartats war daher ein zusatzliches
Ergebnis, das mit der in 3.13 beschriebenen erg@lereMethode analytisch ausgewertet
wurde.
Dafur, dass die Peaks der anderen 12 von den obeangten Autoren gefundenen
HCAA nicht ebenfalls in den untersuchten Chromaognen gefunden wurden, sind
folgende Grinde denkbar:
1. 6 der 13 von Starkt al.2006b beschriebenen Substanzen liegen im Bereioh v
5,55 mgkg Proben- Trockenmasse oder - teilweise erheblicldarunter
(Abb. 13). Damit sind sie mit Hilfe des hier vervdetten Verfahrens kaum noch
oder gar nicht mehr detektierbar, zumal ihre Ratestzeit unbekannt ist.
2. Moglicherweise liegen die Retentionszeiten einidger in Abb. 13 aufgefuhrten
Substanzen bereits aul3erhalb des ausgewertetabZihittes.
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3. Eventuell wurden einige der in Stagk al. 2006b beschriebenen HCAA durch die
Peaks quantitativ starker vertretener Substanzeridgert.

Offen bleibt die Frage, warum das in Kakaoextragtelis von Sanbonget al. 1998,
Alemannoet al.2003, Wollgast 2005, Start al. 2005, Starket al.2006b sowie Stark
und Hofmann 2005 nachgewiesene Clovamid (siehe ABpin den in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Kakaoproben nicht gefunden wugiehe 4.2.4). Stamt al. 2006b
guantifizieren die Substanz in der von ihnen unighten, gerdsteten Kakaoprobe mit
58.58 + 1,12 mg K§ Proben-Trockenmasse. Damit liegt Clovamid zuminiteslieser
Probe bei etwa 1/8 der fur das Kaffeesadure-aspgefandenen Menge (428,43+10.11 mg
kg?).
Unwahrscheinlich ist, dass das Clovamid sowie didegen laut den oben genannten
Autoren im Kakaoextrakt vorhandenen HCAA wahrendr dder verwendeten
Probenaufbereitung vollstéandig verloren gingen.Daknelt das in 3.10.3 beschriebene
Verfahren zu sehr jenem aus Statkal. 2006b. Die Detektion des Amids Kaffeesaure-
aspartat spricht ebenfalls gegen diese Moglichkelit dem verwendeten
Aufreinigungsverfahren wurden zudem optimale Wiéddungsraten zumindest der
Hydroxyzimtsaure-Anteile der in Kakao gefundenendACerzielt.
Ferner kann ausgeschlossen werden, dass die inodégenden Arbeit untersuchten
Kakaoproben sich in der qualitativen Zusammensetahrer HCAA grundlegend von
den in anderen Vertffentlichungen analysierten iWgkaben unterscheiden, da sie das
Spektrum der weltweit angebauten Kakaosorten renifassend wiederspiegeln. Daher
zeichnen sich andere Kakaoproben mit groBer Wabnsiathkeit nicht durch eine
vollkommen abweichende Qualitéat inrer HCAA aus.
Vielleicht liegt der Clovamidgehalt in den fur dworliegende Arbeit untersuchten
Kakaoproben noch niedriger als bei Statkal.2006b oder das Clovamid besitzt so
geringe Absorptionseigenschaften, dass der obeangém Wert bereits unterhalb der
Nachweisgrenze des verwendeten HPLC-PDA-Verfahregs

5.1.5.1 Die genetische und standortspezifische Variabilitatles Gehaltes an
Kaffeesdureaspartat

In 4.2.4.3 wurde die signifikante Abgrenzung desk#®Typs ,Criollo* von allen
anderen untersuchten Kakaoproben beziglich seiredmaltS an Kaffeeséure-aspartat
beschrieben. Somit unterscheiden sich die untetsac@riollo-Proben, neben dem in
4.2.3.5 dokumentierten, weitgehenden Fehlen dehdayane, noch beziglich einer
weiteren phenolischen Substanz von den untersuchteben der Typen Nacional,
Forastero und Trinitario.

Interessanterweise finden auch Corretaal. 1995 signifikante Unterschiede zwischen
den sortenspezifischen Gehalten an HCA-Aminosaubévdungen. Bei ihren
Untersuchungen von Samen der der Gatt@ujfea L. kdnnen sie auf Basis dieser
Substanzen Proben v@h robustal.. aus Angola von allen anderen untersuchten Proben
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derselben Art abgrenzen. Eine Unterscheidung eiez€l. robustaSorten aufgrund ihrer
phenolischen Inhaltsstoffe gelingt in den bisherctgefiihrten Untersuchungen nur
anhand ihrer HCAA-Gehalte und nicht mit Hilfe derdaren phenolischen Substanzen,
die sie enthalten (Clifford und Knight 2004).

Die Ahnlichkeit zwischen den in Corregh al. 1995 veroffentlichten Ergebnissen und den
eigenen Resultaten legt nahe, dass der Gehalt #eelkaure-aspartat in Kakaosamen
auch genetisch determiniert ist. Dabei gibt es &kd#iinweise darauf, dass die héheren
Gehalte an Kaffeesaure-aspartat in einem direkteysiplogischen Zusammenhang zu
niedrigeren Anthocyangehalten in Kakaosamen stetieren genetische Determination
bereits in frGheren Arbeiten nachgewiesen wurdeat(@®a2005). Deutlich wird dies am
Beispiel der untersuchten Proben des LAF-Klons @gd0 3 der 5 untersuchten Frichte
dieses Klons zeichnen sich durch bis auf wenigenAmen vollstandig anthocyanfreie
Samen aus. Gleichzeitig enthalten diese Samen hedeatlich weniger Kaffeesaure-
aspartat als die Samen samtlicher untersuchteldl@Rooben (siehe Anhang; Tab. 26).
Auch gibt es keine auffalligen Unterschiede im Geltkeses HCAA zwischen den
anthocyanfreien und den anthocyanhaltigen ProbarCatongo (siehe Anhang; Tab. 26).

Neben dem oben diskutierten genetischen Einflushieist sich auch die
Stickstoffversorgung der beprobten Kakaopflanzeh deren Gehalt an Kaffeesaure-
aspartat auszuwirken. Wie in 4.2.4.3 dargesteijeredie im Rahmen der vorliegenden
Arbeit untersuchten Samen von Kakaobaumen auf ggdiirstandorten einen signifikant
hoheren Gehalt an Kaffeesédure-aspartat. Erhohtezéfdrationen von Amiden in der
Pflanze sind ein typisches Resultat der Stickstofiding. Sie werden z. B. von
Pahlsson 1992 in Blattern vdfagus sylvatical., sowie von Li 2004b in vegetativen
Abschnitten verschiedener Nutzpflanzen beschrieblesai et al.1980 weisen nach
Stickstoffdingung erhdhte Konzentrationen stickKetdfiger Verbindungen in
Maissamen nach.

Inwieweit auch die Produktion von HCAA durch Stiti$dingung gesteigert wird,
wurde bisher offenbar noch nicht eingehend untértsuc

Entsprechende Feld- und Gewdachshausversuche kokidtem, ob sich der Gehalt an
HCAA in Samen von T.cacaoL. tatsadchlich in Abhangigkeit von der
Stickstoffversorgung erhoht, wie es die hier votgéten Ergebnisse nahe legen. Sollte
dies der Fall sein, dann kénnte durch Stickstoffuling der Gehalt dieser Stoffgruppe in
Kakaosamen gezielt gesteigert werden.

Die in 2.1.2.5 beschriebene gesundheitsférderndekufy von mit der Nahrung
aufgenommenen HCAA macht die Gruppe fir die auf demmctional-Food-Markt
etablierten, gesundheitsfordernden Kakaoprodukeressant. In diesem Zusammenhang
ist es von herausragender Bedeutung, das antiosed@btential und die Radikalfanger-
Wirkung der quantitativ am starksten in Kakaosawenretenden Substanz Kaffeesaure
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aspartat zu ermitteln. Di@-Dihydroxygruppe am Kaffeesaure-Rest spricht fimeei
entsprechende Aktivitat des Molekuls. Sie konnto@h unter den bereits von Sopheak
und Lewis 2002 sowie den von Sanboegial. 1998 ermittelten Werten fir Clovamid
liegen, welches 2o-Dihydroxygruppen aufweist. Laut Spasoe al.2006 ist die
Bedeutung solcher molekularen Strukturen fur dasoedative Potential der HCAA
jedoch noch nicht vollstéandig entschlisselt.

Im Zusammenhang mit der physiologischen Wirksamkagr Kakao-HCAA im
menschlichen Organismus ist auch ihre hohe Stabumn Bedeutung. So geht z. B. die
antioxidative Aktivitdt der HCAAIn vitro erst deutlich spater zurick als bei ahnlich
wirksamen Verbindungen (Sopheak und Lewis 2002).

Die von Park 2005a untersuchten Clovamide sinddillgs bereits nach 1 h nicht mehr
im Blutplasma nachweisbar. Sie wurden somit scena@lbgebaut als die von Seraf@ti

al. 2003 daraufhin untersuchten Catechinderivate aalsa® die bis zu 4 h nach dem
Schokoladenkonsum im Plasma nachgewiesen wurdemtgeeannte Autoren flhrten
ihre Studien jedoch an menschlichen Probanden dwé&hrend Park 2005a Mause flr
seine Untersuchungen verwendete. Es ist somit whérdich, dass die ermittelten
unterschiedlichen Abbaugeschwindigkeiten in erstanie auf Unterschiede im
Stoffwechsel zwischen den beiden untersuchten @sgeam zurtickzufiihren sind.

5.1.5.2 Zusammenfassung und Ausblick der HCAA-Analytik vonKakaosamen

Die signifikante Abh&ngigkeit des Gehalts an Kadtage-aspartat im Keimblattgewebe
frischer Kakaosamen vom Kakaotyp und von der NaHx&rsorgung der Mutterpflanze
ist zuvor noch nicht in der Literatur beschriebeorden. Sortenabhangige Unterschiede
im Gehalt von HCAA wurden allerdings bereits Gaiffea robustd.. gefunden (Correia
et al. 1995).

Die im Vergleich zu den Catechinen hohe Stabilitah Kaffeesdure-aspartat sowie
anderer in Kakaosamen eingelagerter HCAA wird adwoich Wollgast 2005 sowie durch
die Arbeiten der Arbeitsgruppe Hofmann (Univershliinster) bestatigt. Als Folge dieser
Stabilitat bleiben die typ- und standortspezifisgheguantitativen Unterschiede des
Kaffeesaure-aspartats auch nach der Prozessienuheni Kakaoproben erhalten. So liegt
der Gehalt an dieser Substanz zwar auch in reitta&samen, die besonders viel davon
enthalten, deutlich unter jenem des in Kakaosamemirderenden phenolischen
Monomers (-)-Epicatechin. Nach Abschluss der Fetatem liegt er bei diesen Proben
jedoch z. T. quantitativ im selben Bereich wie @Epicatechin-Gehalt. Dies macht das
Kaffeesaure-aspartat zusammen mit den anderen kadsamen enthaltenen HCAA
interessant fur die Herstellung von Kakaoproduktait bestimmten aroma- bzw.
gesundheitsrelevanten Eigenschaften.
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Zukunftige Arbeiten sollten klaren, ob neben dema&lten von Kaffeesaure-aspartat auch
jene der anderen in Kakaosamen enthaltenen HC Aébréngigkeit von genetischen und
standortspezifischen Faktoren variieren.

In weiterfihrenden Arbeiten sollte zudem analysievterden, in welchen
Gewebeabschnitten die in Kakaosamen gefundenen H@AXAlisiert sind. Die im
Ubersichtsartikel von Facchirét al. (2002) aufgelisteten Veroffentlichungen deuten
darauf hin, dass diese Substanzen madglicherwetdd nusammen mit den Catechinen
und den Anthocyanen in den Polyphenolzellen getagerden.

In diesem Zusammenhang sind auch die Ergebnissélmnannoet al. 2003 beztiglich
der Lokalisation von HCAA und anderen phenoliscBetbstanzen in Kallusgewebe und
Bluten vonT. cacaolL. zu nennen. Die Autoren lokalisieren die HCAA Ubegand in
den epidermalen Strukturen der von ihnen analgsieRBllUtenabschnitte, wahrend sie
einen groBen Teil der Flavonoide im Parenchym findBie in der Publikation
enthaltenen Fotos von Bliten- und Kallusgewebeeteatuf eine Prasenz der HCAA in
den Zellwdnden bzw. in den daran angrenzenden b&elitten hin, wahrend die
Flavonoide eher im Zelllumen eingelagert zu sehresten.

Da es bisher noch keine Daten zur Lokalisation Y WDAA im Samengewebe von
T. cacaoL. gibt, kann nicht ausgeschlossen werden, dass dggeighsweise geringen
Verluste an diesen Substanzen wahrend der Kakagraitilng (siehe 4.5.3) auch in einer
von den udbrigen phenolischen Substanzen abweichehdgerung im Samengewebe
begriindet liegen.

Nach der Methodik von Alemannet al.2003 wurden fir die vorliegende Arbeit mit
Neu's Reagenz (1%ige methanolische 2-Aminoethytehgl-borinat-Lésung,
Neu 1956) Farbeversuche von HCAA in Keimblattgewebe T. cacaolL. durchgefiihrt
(Daten nicht veroffentlicht). Dieses Verfahren sohgedoch fir das Auffinden von
HCAA in diesem Gewebe ungeeignet zu sein, da lseveit der Farbung des Praparats
eine blauliche Eigenfluoreszenz der Zellwande gprte sich nach der Farbung in ihrer
Intensitat nicht signifikant veranderte.

Die Lokalisierung der HCAA im Parenchym von Kakadnkte z. B. mit
immunocytochemischen Verfahren (wie zu vergleichbarZwecken von Niester-
Nyveld 1997 verwendet) oder auch per Mikrospektrmfbmetrie (ahnlich wie bei Sext

al. 1994) erfolgen.
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5.2. Zur Degradation der Kakao-Polyphenole wahrend deusen
Hydrolyse

5.2.1 Die Veranderungen im Gehalt der monomeren Flavan-8&le

Nach den beiden in 3.12 beschriebenen sauren Hpgdmol eines Roh-
Polyphenolextraktes frischer Kakaosamen kommt edexdlichen Veranderungen in der
Zusammensetzung der phenolischen Inhaltsstoffeche@ebei Verwendung von 1 mol/l
HCI-Losung starker ausgepréagt sind als mit 0,1 InktlDl-Lésung (siehe 4.3).

Quantitativ. am bedeutsamsten ist unter den beobacht Veranderungen die
Verringerung des Epicatechingehaltes bei gleiclyggitErhohung des Catechingehaltes
(Abb. 63).

Nach Haslam 1998 kommt es in heil3en, wassrigenrigisu an der C-2-Position von
Flavan-3-olen besonders leicht zu einer Epimensafd. h. einer Umwandlung in das
entsprechende Stereoisomer). Die beobachtete Zunalem Catechin im Verlauf der
sauren Hydrolyse kann daher als eine Neubildung (vp@atechin aus (-)-Epicatechin
gedeutet werden. Durch das verwendete RP-HPLC-Kefawerden die Peaks der
Substanzen (+)-Catechin und (-)-Catechin nicht wrareder getrennt. Daher kommt es
bei der Neubildung von (-)-Catechin zu einem Flédwevachs des auch im
unbehandelten Polyphenolextrakt detektierten Catdebaks.

Umgekehrt kommt es wahrend der sauren Hydrolysemwiich auch zu einer
Umwandlung von (+)-Catechin in das entsprechendmé&p(+)-Epicatechin. Da jedoch
im unbehandelten Kakao-Phenolextrakt insgesamtb&che mehr (-)-Epicatechin als
(+)-Catechin vorhanden ist, kommt es durch den Ablman (-)-Epicatechin dennoch zu
einer deutlichen Abnahme des Gesamt-Epicatechitiggsham Verlauf der sauren
Hydrolyse.

Die gegenseitige Umwandlung von (-)-Epicatechin-)JpCatechin und umgekehrt wird
von Freudenbergt al. 1922 folgendermal3en dargestellt (Abb. 82):
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Abb. 82: Epimerisation von Flavan-3-olen an der Position C-2 im wassrigen Medium (nhach
Freudenberg et al. 1922)

In jingster Zeit wurden einige Studien verofferitiovelche sich mit der Entstehung von
(-)-Catechin im Verlauf der Prozessierung von Kaemen auseinandersetzen (Getti
al. 2006, Coopeet al.2007, Kofinket al. 2007, siehe 5.4.3).

5.2.2 Begriundung der schnellen Degradierung der Substan£“ mit deren
maglicher struktureller Identitat
Auffallig ist, dass von den untersuchten Peaks plsher Substanzen der Gehalt der

nicht eindeutig identifizierten Substanz ,C* nackr dauren Hydrolyse im Vergleich zu
den anderen untersuchten phenolischen Substanzendss stark abnimmt (Abb. 63).
Dies liefert neben dem Spektrum dieser Substaniches jenem der Catechine @hnelt
(Tab. 11), einen weiteren Hinweis darauf, dass ieB bei dieser Fraktion um ein
oligomeres Procyanidin handelt. Der besonders st&lckgang der Substanz ,C* im
Verlauf der Hydrolyse basiert demzufolge mit groléathrscheinlichkeit auch auf einer
Spaltung des mutmalfilichen Oligomers in seine monemeE&atechinbausteine, welche
sich unter den Bedingungen einer sauren Hydrolgsernders schnell vollzieht (Porter
al. 1986).
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5.2.3 Protocatechusaure als mogliches Artefakt des Catentabbaus

Nach den von uns durchgefihrten sauren Hydrolysemdem im Vergleich zum
Ausgangsextrakt gesteigerte Mengen von Protocasécine gefunden (Abb. 63). Es liegt
somit nahe davon auszugehen, dass Protocatechusiéurbbauprodukt ist, das im
frischen, intakten Samengewebe gar nicht gebildet bngereichert wird.

Tatsachlich findet sich eine entsprechende Deutwugh bei Kenyhercz und
Kissinger 1978, welche deutlich grof3ere Mengen Rostocatechusaure in fermentierten
als in frischen Kakaoproben finden. Die Autorenliste Protocatechusaure als ein
Abbauprodukt dar, welches zusammen mit Phlorogbicaus Catechinen gebildet wird
(Abb. 83).

OH OH
= OH
O
+
OH OH
(-)-Epicatechin, (+)-Catechin Phloroglucino | Protocatechuséaure

Abb. 83: Der Abbau von Catechin zu Protocatechusaure nach Kenyhercz und Kissinger 1978

Die allenfalls in Spuren detektierte Protocatechusaveist somit auf die hohe Qualitat
der eingesetzten Probenaufbereitung hin, die eidgliohst artefaktfreie Extraktion und
Aufreinigung der phenolischen Inhaltsstoffe aus flischen Kakaosamen zum Ziel hatte.

5.2.4 Zum Abbau von Kaffeesaure-aspartat durch saure Hydolyse

Auf das im Rahmen der vorliegenden Arbeit aus Kakawmen isolierte HCAA
Kaffeesaure-aspartat wirkt sich die mit HCI in 2s¢hiedenen Molaritaten durchgefihrte
saure Hydrolyse unterschiedlich aus. Wahrend nachBehandlung mit 0,1 mol/l HCI
nur eine geringfigige Abnahme des Gesamtgehaltdseaar Substanz erfolgt ist, werden
durch die Erhitzung mit 1 mol/l HCI fast 70 % desspriinglichen Gehaltes an
Kaffeesaure-aspartat degradiert. Im Vergleich zuAlebau von (-)-Epicatechin und dem
Procyanidin ,C* unter gleichen Bedingungen kanrodder Rickgang des HCAA nach
der Hydrolyse mit 1 mol/l HCI noch als moderat belazeet werden (s. 0.). Die hier
durchgefuhrte Arbeit liefert somit einen weiterereld®y der hohen Stabilitdt dieser
Substanzgruppe gegenuber der Einwirkung von Saudlevar allen Dingen auch Hitze,
welche bereits durch Wollgast 2005 beschrieben.wird

Interessanterweise konnte auch nach dem deutligtidrau von Kaffeesédure-aspartat
nach der Inkubation mit 1 mol/l HCI keine freie Kedsdure im resultierenden
Polyphenolextrakt nachgewiesen werden. Moglichesevdkommt es im Verlauf der
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sauren Hydrolyse nicht zu einer Abspaltung des Aap&estes sondern zu einem Abbau
des Gesamtmolekils unbekannter Art.

5.2.5 In friheren Arbeiten beschriebene, weitere pinolische Substanzen
entstehen nicht durch saure Hydrolyse

Aul3er Protocatechuséaure erschienen nach der Hydrdigine weiteren phenolischen
Monomere im Peakspektrum der Probe, welche vorefaih Autoren beschrieben, aber
im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Extraktendnisr Kakaosamen nicht gefunden
wurden (siehe 5.1). Sofern diese Substanzen von jeeriligen Autoren korrekt
identifiziert wurden, scheint ihre Entstehung aufdere oder zuséatzliche Ursachen
zuruckzufuhren zu sein als auf Erhitzung und/oderAshsauerung der Kakaoproben.

5.3 Biochemische Charakteristika der Reifestadien voak&osamen
Die in 4.4 vorgestellte Untersuchung der Entwickjyoihenolischer Inhaltsstoffe wahrend

der Samenreifung voii. cacaolL. ist nicht umfassend genug, um detaillierte Aussagen
Uber die spezifische Entwicklung der phenolische@m@&substanzen zuzulassen. Daflr
sind die gemessenen Unterschiede zwischen dennberdersuchten Klonen EET 95 und

ICS 95 zu gro3. Im Folgenden werden einige Aspbksxhrieben, die sich dennoch aus

den vorliegenden Ergebnissen ableiten lassen.

Der Polyphenolgehalt der Kakaosamen beider Kloegtsim Verlauf der Reifung mehr
oder weniger kontinuierlich an. Dieses Ergebnisgmtht jenem friiherer Arbeiten, wie
etwa von Ndoumoet al. 1995.

Alle der im Rahmen der vorliegenden Arbeit untehdan phenolischen Inhaltsstoffe von
Kakao liegen im selben Reifestadium in maximalenlyeevor. Demnach dient keiner der
untersuchten phenolischen Inhaltsstoffe als Voesteiner der anderen isolierten
Substanzen; es kommt also bis zum Erreichen defe Recht zu einer (teilweisen)

Umwandlung einer der detektierten Substanzen ie dgr anderen. Auch konnten im
unreifen Material keine zuséatzlichen Peaks andepdrenolischer Inhaltsstoffe
nachgewiesen werden: Somit kommt es offenbar wéhrdaer Akkumulation der

phenolischen Inhaltsstoffe von Kakaosamen nichtaueicherung signifikanter Mengen
von Vorstufen dieser Substanzen. Die weitgehendetteePolyphenolzellen noch
vollkommen farbloser, unreifer Keimblatter van cacaolL. sprechen ebenfalls dafr,
dass darin noch keine phenolischen Inhaltsstofidiegen, auch keine Vorstufen der
Substanzen aus reifen Samen (Abb. 70). Dieser Hekieht im Gegensatz zu der

Darstellung von Quesnel 1968. Der Autor geht dasags, dass vor dem Auftreten der
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Anthocyane bereits an Zuckerbausteine gekoppeltestifien der phenolischen
Inhaltsstoffe reifer Kakaosamen im unreifen Keintiigieawebe eingelagert sind.

Der Vergleich der Reifestadien der beiden untersucKakaoklone EET 95 und ICS 95
zeigt, dass die Fruchte von EET 95 deutlich scknedifen als jene von ICS 95. Samen
des Klons ICS 95 besitzen nach 100 Tagen fast keichfestes Speichergewebe, sondern
bestehen hauptsachlich aus flissigem Endosperm @¥)bSie konnten daher in diesem
Stadium noch gar nicht analysiert werden - ganzQegensatz zu den Samen von
EET 95, deren Embryos nach 100 Tagen bereits wasemteiter entwickelt sind. Ein
derartiger Unterschied in der Reifung der beiderka&&lone entspricht auch den
Beobachtungen von Dr. P. Bucheli (ehemals Forscabitgilung Nestlé France,
personliche Mitteilung 2001).

Wahrend die reifen Samen von ICS 95 ca. 170 Tagh mr Bestaubung geerntet
wurden, sind die altesten Proben von EET 95 call&ife gereift. Die 170 Tage alten
Proben von ICS 95 wiesen die hochsten Gehalte angtischen Inhaltsstoffen innerhalb
dieses Klons auf, welches mit den im mikroskopiscB#d darstellbaren, vollstandig
geflllten Polyphenolzellen dieses Stadiums Ubetieinst (Abb. 71). Auffallig ist, dass
der Polyphenolgehalt in den Reifestadien von EETb@beits 146 Tage nach der
Bestdubung am hochsten ist. Bekraftigt wird dieSegebnis der chemischen Analyse
durch das mikroskopische Bild des Speichergeweloes nach 140 Tagen geernteten
Samen des Klons EET 95, welches den Eindruck rerfdtstandig entwickelter Samen
vermittelt (Abb. 71). Nach 160 Tagen ist der Gelwst phenolischen Inhaltsstoffe der
Samen dieses Klons bereits deutlich gesunken (8dh.Dies kann ein Hinweis darauf
sein, dass die Samen zu diesem Zeitpunkt beregsreib waren. Eine Bekraftigung
dieser Deutung liefert auch das mikroskopische .Bilie Proteinvakuolen der
umgebenden Speicherzellen scheinen leicht angedehwau sein, was auf die
Aufnahme von Flussigkeit und auf eine beginnendemikiag hinweist. Einige der
dargestellten Polyphenolvakuolen weisen zudem bfésmige Locher in der
Kontrastierung auf, die stark an den Zustand im T2fe alten Kakaosamen erinnern.
Die Inhaltsstoffe der Polyphenolvakuolen scheinéch snach Erreichen der Reife
demnach allméhlich wieder zu reduzieren. Der Abiaenolischer Inhaltsstoffe wahrend
der Lagerung reifer Kakaosamen ist bereits von (@#dpn et al.1994a und b
beschrieben worden.

Beim 125 Tage alten Reifestadium von ICS 95 fallt, @lass zu diesem Zeitpunkt per

RP-HPLC noch keine phenolischen Monomere nachgewieg&rden konnten, sehr wohl
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aber Dbereits ein geringer Gesamt-Polyphenolgehatin v1,71 % (Abb. 64).
Madoglicherweise ist dies auf eine Verfalschung degeBnisses durch andere reduzierende
Pflanzeninhaltsstoffe  nicht-phenolischen  Ursprungauriickzufihren.  Derartige

Substanzen reagieren nach Rack 2005 ebenfallssmitFblin-Ciocalteu-Phenolreagenz.

5.4 Zur Veranderung der Gehalte phenolischer Inhaltséfi® im Verlauf
der Fermentation von Criollo-Samen
Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden Fermeatetstadien von Criollo-Proben
untersucht, wahrend in der Literatur bisher aussBhth Untersuchungsergebnisse von
Fermentationen anderer Kakao-Varietdten dokumergiad. Neben einer Deutung des
im Rahmen der vorliegenden Arbeit dokumentiertenbals der phenolischen
Inhaltsstoffe in Criollo-Kakao wéahrend der Ferméiotawurde dieser daher auch mit den
Literaturdaten Gber andere Kakaotypen verglichesachlich finden bereits Figueiea
al. 1997 Unterschiede zwischen der malgeblich durch @ehalt an Catechinen
verursachten Adstringens einzelner Rohkakaoprdbesse offenbar genotypspezifischen
Unterschiede im Catechingehalt der Rohkakaoproliemten durch Abweichungen in
der Abbaugeschwindigkeit dieser Substanzen wahréed Fermentation verursacht
worden sein.

5.4.1 Unterschiede im Polyphenolgehalt zwischen Samen dgmiben Charge
und desselben Fermentationsstadiums

Bereits vor Beginn der Fermentation bestehen nachiml 4.5 vorgestellten Ergebnissen
samenspezifische Unterschiede im Gehalt phenoliskti@ltsstoffe innerhalb ein und
derselben Charge. Mit fortschreitender Fermentatiengro3ern sich diese Unterschiede
noch. Dies lasst sich mit den abweichenden Ferrtiensdedingungen erklaren, die auch
innerhalb ein und desselben Fermentationsansaesehen und die nachweislich zu
einem unterschiedlich starken Abbau der phenolischinhaltsstoffe fiihren
(Rohsius 2007). Bei der Auswahl von jeweils 3 Kaauoen aus den unterschiedlich
lange fermentierten Einzelchargen (siehe 3.1.3) dewurderen spezifischer
Fermentationsgrad nicht berlcksichtigt. Dieserbist anthocyanfreien Criollo-Samen,
wie sie in der vorliegenden Studie verwendet wuyr@erch nicht so einfach festzustellen
wie bei Kakaoproben, die Anthocyane enthalten. Bleizteren kann der
Fermentationsgrad recht zuverlassig anhand ihragletiarbung durch noch nicht
oxidierte Anthocyane eingestuft werden (Pettipta8a).

5.4.2 Zum Abbau von (-)-Epicatechin wahrend der Fermentaibn
In den hier vorgestellten Ergebnissen von CriollEkosamen ist der Abbau des

guantitativ am starksten vertretenen phenolischeondvhers (-)-Epicatechin auf
durchschnittlich 8 % Restgehalt innerhalb von 3 Tagieutlich starker als der
durchschnittliche Abbau dieser Substanz, der inessrd Studien und bei anderen
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Kakaotypen gemessen wurde (siehe 2.5). Zwar st&lienund Keeney 1984 bei einem
der von ihnen untersuchten Fermentationsansatzear sagnen Ruckgang des
(-)-Epicatechins auf 5 % des urspringlichen Gekdist, jedoch wird dieser niedrige
Wert erst nach 7, und nicht schon nach 3 Fermemistiigen erreicht. Zum Zeitpunkt von
3 Tagen nach Fermentationsbeginn liegt der von Kimd Keeney 1984 in demselben
Fermentationsansatz gemessene (-)-Epicatechingaebetit bei 35 % des urspringlichen
Wertes. Auch in den von Rohsius 2007 unter fermemsahnlichen Bedingungen
inkubierten und anschlieBend aerob getrockneten agsdmen sind nach 3
Inkubationstagen noch Uber 30 % des ursprunglicheBpicatechin-Gehaltes vorhanden.
Trotz der mit 3 Tagen im Vergleich zu den meisteesen Kakaosorten erheblich
kirzeren Fermentationszeit (siehe 3.4) enthaltee idi der vorliegenden Arbeit
untersuchten, voll  fermentierten  Criollo-Kakaoprobe mit  durchschnittlich
2615 mg kg ff TM erheblich niedrigere Mengen an (-)-Epicatieclals im Schnitt in
Rohkakao gefunden werden. So enthalten die von iB®BO07 untersuchten
Rohkakaoproben verschiedener Provenienzen durcitifichn7330 mg (-)-Epicatechin
kg! ff TM, wéhrend Kim und Keeney 1984 in den von ihnentersuchten Proben
durchschnittlich 6985 mg Kg(-)-Epicatechin ff TM finden.

Dieser deutlich niedrigere Gehalt an (-)-Epicatecin Rohkakao aus authentischen
Criollo-Samen im Vergleich zum den durchschnittisilRohkakao ermittelten Werten ist
somit vermutlich die Ursache fur das nach Wolt&89l besonders milde und wenig
bittere Flavour von Criollo-Rohkakao. Dabei untéeiden sich nach den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit die (-)-Epicatechingehalte dnisr Kakaosamen aller untersuchten
genetischen Herkinfte nicht signifikant voneinandsiehe 4.2.3.3). Der geringe
(-)-Epicatechingehalt von Rohkakao aus Criollo-Samst somit ausschlie3lich das
Ergebnis eines offenbar genetisch determiniertenyergleich zu anderen Kakaosorten
starkeren Verlustes an dieser Substanz im Verlaef Bermentation und der
anschlieBenden Trocknung.

Als Ursache dafiir, dass in Criollo-Samen die Categhalte im Verlauf der
Fermentation so rasch abgebaut werden, kommen nedfa&toren in Frage. Denkbar ist,
dass die Samenschale des Criollo-Typs besondershldssig ist fir eindringende
Essigsaure bzw. austretende phenolische SubstaEzenEinfluss der Testa auf die
Veranderungen des Polyphenolgehaltes im Verlaufereifermentationséhnlichen
Inkubation von Kakaosamen wurde bereits durch Rsh&007 nachgewiesen, und auch
Lambert und Aitken 2000 diskutieren die BedeutuagTesta im Zusammenhang mit der
Rohkakao-Qualitat. Moglicherweise findet sich imdgriollo-Samen auch eine besonders
starke Aktivitdt oxidierender Enzyme wie etwa deP(® oder aber spezifische
Eigenschaften der Pulpa verbessern die Versorguitg Sauerstoff wahrend der
Fermentation. Die nach den Ergebnissen der vor@ge Arbeit signifikant grél3eren
Parenchymzellen des Criollo-Keimblattgewebes kémnten raschen Verlust an
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phenolischen Substanzen im Verlauf der Fermentatielbenfalls beglnstigen
(siehe 4.6.3.1).

Inwieweit die oben genannten Faktoren tatsdchliasl@ser des schnellen Abbaus
phenolischer Inhaltsstoffe im Verlauf der Prozessig der Samen von Criollo-Varietaten
sind, sollte durch weiterfihrende Arbeiten gekigerden.

Der Befund, dass prozessiertes Samenmaterial deboCryps grundsatzlich niedrigere
Gehalte an monomeren Catechinen enthalt als jenés anderem genetischen
Hintergrund, entspricht nicht den Ergebnissen voour@t et al.2004, welche in

Kakaomasse aus Criollo-Samen verschiedener Hesdgeiiiete ganz unterschiedliche
Konzentrationen dieser Substanzen finden. Vermutidesen die hier untersuchten
Proben jedoch keinen genetisch authentischen Giitilitergrund auf. Die Autoren

verwendeten Handelsware, welche fast nie auf rei@aoilo-Material basiert.

5.4.3 Zum Abbau von (+)-Catechin wahrend der Fermentation

In der vorliegenden Arbeit wurde ein massiver Ablies in frischen Kakaosamen
gefundenen Flavan-3-ols (+)-Catechin auf durchgtiom knapp 1 % des urspringlichen
Gehaltes festgestellt (siehe Abb. 68). Dieses Hrgelsteht im Gegensatz zu den
Befunden von Portest al. 1991, die wahrend der Fermentation einen Anstegg3khalte
an Catechin und des assoziierten Procyanidins Bic&kechin-(4 8)-Catechin)
feststellen. Porteet al. 1991 vermuten, dass diese Substanzen wéhrencedeeftation
aus der Testa in den Samen hineindiffundieren.ii®ahmen der vorliegenden Studie
ermittelten Untersuchungsergebnisse zur Hydrolyse Kiakao-Polyphenolen (siehe 4.3)
machen es jedoch wahrscheinlicher, dass sich invdanPorteret al. 1991 gefundenen
Substanzen um (-)-Catechin und sein Derivat hangdeltche sich unter dem Einfluss von
Saure und erhdohten Temperaturen aus (-)-Epicatewhingebildet haben. Nach Gatti
al. 2006 und Coopeet al.2007 ist (-)-Catechin in Schokolade sogar in westgrof3eren
Mengen vorhanden als (+)-Catechin. Auch Kofiek al.2007 dokumentieren die
Neubildung von (-)-Catechin wahrend der Kakaoferagon durch Epimerisation von
(-)-Epicatechin.

Innerhalb der im Rahmen der vorliegenden Arbeit cdgefuhrten Analytik der
Fermentationsstadien von Criollo-Kakao steigen djefundenen Catechingehalte
ebenfalls zwischenzeitlich an; was mit der Neumlgldreier (-)-Catechin-Monomere aus
(-)-Epicatechin erklart werden kann. AnschlieRer@edationsreaktionen (siehe 2.5)
scheinen jedoch insgesamt die Erh6hung des Catgdiaites im Vergleich zum
Ausgangswert zu verhindern.

Die Neubildung von (-)-Catechin aus (-)-Epicatechi@hrend der Fermentation ist somit
vermutlich die Ursache dafir, dass hier keine pasKorrelation zwischen der Abnahme
von (-)-Epicatechin und jener von (+)-Catechin destellt wurde.
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5.4.4 Zum Abbau von Kaffeesaure-aspartat wahrend der Ferrentation

Selbst innerhalb der untersuchten Criollo-Probew)ciae im Vergleich zu anderen
Provenienzen besonders reich an Kaffeesaure-aspana (siehe 4.2.4.3), liegt der
Gehalt an dieser Substanz in unfermentierten Proben hochstens 20 % des
(-)-Epicatechins. Dies entspricht auch den Ergedemisson Tomas-Barberdt al. 2007,
der beide Substanzen in einem Pulver aus frisc@fetteten Kakaosamen mit besonders
hohem Polyphenolgehalt quantifiziert hat. Der vonutgk gemessene Wert fir
Kaffeesaure-aspartat liegt hier bei etwa 16 % deBicatechingehaltes.

Wie in Abb. 68 dargestellt, wird Kaffeesdure-aspasvahrend der hier untersuchten
Fermentation von Criollo-Kakaosamen deutlich wengjark abgebaut als die in frischen
Kakaosamen dominierenden Catechin-VerbindungerbsSeh den voll fermentierten
Criollo-Proben liegt der Restgehalt an dieser Sarmstim Schnitt noch bei etwa einem
Drittel des Ausgangswertes. Dieser Befund entspriehdenziell den Ergebnissen der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. T. Hofmann (Universita¥linster, Institut for
Lebensmittelchemie). Diese findet allerdings Ubeptakeine signifikanten Verluste an
HCAA in Kakaosamen wahrend der gesamten Prozesgjefpersonliche Mitteilung,
2006).

Auch Wollgast 2005 findet einen im Vergleich zueallanderen Kakao-Polyphenolen
niedrigeren Abbau der von ihm untersuchten, ebenfal den HCAA zahlenden
Clovamide wéahrend der Verarbeitung von Rohkaka8aokolade.

Die hohe Stabilitat von HCAA gegenuber chemisched physikalischen Einwirkungen
wird auch durch Correiat al. 1995 bestatigt, welche die relativ geringen Veduiieser
Substanzen nach der Rostung von Kaffeebohnen dakieren.

Starket al.2006b finden in geréstetem Kakaopulver einen GelraKaffeesaure-aspartat
von 428,43 + 10,11 mg KgTrockenmasse. Dies liegt unter den in der vorliege
Arbeit gemessenen Werten fir voll fermentierte [Byi@amen, welche sich jedoch auch
durch einen besonders hohen Ausgangswert an Kaffemsspartat auszeichnen
(Abb. 67).

Der Abbau der HCAA wahrend der Fermentation undTdecknung ist im Vergleich zu
den Catechin-Verbindungen so gering, dass ihr Gebel den untersuchten Criollo-
Samen mit hohen HCCA-Ausgangswerten nach Abschldesd-ermentation quantitativ
fast im gleichen Bereich wie der in diesen Probemessene (-)-Epicatechingehalt liegt.
In einigen der in der vorliegenden Arbeit untergeah voll fermentierten Criollo-Proben
sind die Gehalte an Kaffeesdure-aspartat sogarrhélse jene von (-)-Epicatechin
(Abb. 66).

Durch seine gro3ere Resistenz gegeniber den Eimvgdn der Kakao-Prozessierung ist
die HCAA-Menge im fertigen Kakaoprodukt wesentlistérker durch den Gehalt im
Ausgangsmaterial determiniert als der stark vom méatations- und
Trocknungsverfahren abhangige Anteil an CatechiBém Auswahl von Kakaosorten mit
hohem Gehalt an HCAA kbénnte somit eine geeignet®idame sein, um trotz gleich
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bleibender Prozessierungsbedingungen einen Rohkak#o hoherem Gehalt an
phenolischen Inhaltsstoffen zu produzieren. NelmrExistenz von Sorten, deren Samen
reich an HCAA sind, deuten die in der vorliegendebeit erzielten Ergebnisse darauf
hin, dass auch durch eine Verbesserung der Stitkesteorgung ein héherer Gehalt an
Kaffeesaure-aspartat in frischen Kakaosamen etraeietden kann.

Die Arbeiten von Stark und Hofmann 2005, Sopheadk luewis 2002 sowie Sanbonegi

al. 1998 belegen, dass Vertreter aus der Gruppe deAAH&hnliche aroma- und
gesundheitsrelevante Eigenschaften besitzen wie @grs der Gruppe der Catechine.
Wahrend letztere in Kakao bereits in zahlreichardi®nh ausgiebig untersucht wurde, gibt
es bisher nur wenige Arbeiten, welche die HCAA vdfakao beschreiben.
Weiterfihrende Studien, die sich mit dem antioxigat Potential und dem Flavour von
Rohkakao auseinandersetzen, sollten zukinftig d@leRder HCAA in diesem
Zusammenhang starker berlcksichtigen.
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5.5 Zur Histologie und Histogenese des Keimblattgewebes
Biehl 1973, Jaenicke 1973 sowie Miiller 1998 dientds Grundlage fiur die in 4.6

aufgefuhrte Interpretation der lichtmikroskopisathtbaren, cytologischen Merkmale des
Keimblattgewebes voi. cacaoL.. Selbstverstandlich ermdglicht das hier verwéade
LM-Verfahren keine Analytik ultrastruktureller D&t wie sie besonders ausfihrlich von
Jaenicke 1973 durchgefuhrt wurde. Gegenuber den-AHMiten dieses Autors besitzt
es jedoch den Vorteil, dass es neben der cytologs@auch eine histologische Analyse
ermdoglicht, da wesentlich gré3ere Zellverbdnde mgnttht werden kénnen. Dadurch
kbénnen bestimmte cytologische Besonderheiten audmaral ihrer H&aufigkeit und

Verteilung im Gewebe interpretiert werden. Zudemrmne&n pro Einzelpraparat eine

wesentlich groRere Anzahl von Zellen analysiertdeer

5.5.1 Die Cytologie des reifenden Keimblattgewebes undise Bedeutung fur
die Bestimmung des Zeitpunktes der Reife

Die in 4.6.3 aufgefuhrte Deutung der cytologisciMerkmale, welche nach der in 3.14
beschriebenen lichtmikroskopischen Praparation eifemden Keimblattgewebe von
T.cacaoL. zu beobachten sind, wurde weitgehend Ubernommen \d@m
Untersuchungsergebnissen aus Jaenicke 1973.

Die in 4.6.2 anhand der einzelnen Stadien besdameiReihenfolge der Einlagerung von
Speicherstoffen in das Keimblattgewebe entsprigtt Beobachtungen von Jones und
Rost 1989 furOryza sativalL.. Auch in Embryonen dieser Art ist zuerst Starke,
anschlieBend Fett und zuletzt Speicherprotein m3j@eicherzellen nachweisbar.

Die Einlagerung der Speichersubstanzen in das Kattgbwebe vorOryza satival.
erfolgt in akropetaler Richtung (Jones und Ro0st9)98)b sie auch in reifenden
Embryonen voril. cacaolL. diesen Verlauf nimmt, wurde im Rahmen der vorlietgnm
Arbeit nicht mikroskopisch untersucht. Dafir hattde hier analysierten Keimblatt-
Gewebeproben aus den mittleren Bereichen der Samewrils mit Proben von
Keimblattgewebe aus den unteren und oberen Absehniter Kotyledonen verglichen
werden mussen. Ein in Rohsius 2007 veroéffentlicka® zeigt jedoch deutlich, dass die
Einlagerung der Anthocyane in das Keimblattparenchyon T. cacaoL. einen
akropetalen Verlauf nimmt (Abb. 84). Der abgebidétakaoembryo befindet sich in
einem Entwicklungsstadium, das sich offenbar zwesctien in der vorliegenden Arbeit
untersuchten, 100 Tage sowie 120 Tage alten Prbb#éndet (siehe Abb. 69). Er zeigt
eine beginnende Violettfarbung im basalen BeremhKbtyledonen, wahrend die oberen
Abschnitte noch vollkommen weil3 sind. Dieser Farlatd wird ganz offensichtlich
durch das akropetale Fortschreiten der Einlagerwmyp Anthocyanen in das
Keimblattparenchym hervorgerufen.
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Abb. 84:  Akropetale Akkumulation von Anthocyanen in den Keimblattern eines reifenden
Kakaoembryos (Foto: Rohsius 2007)

Fur die von Jaenicke 1973 untersuchten, unreifebrizomen vonT. cacaoL. macht der
Autor Altersangaben zwischen 54 und 102 TagendBeBestimmung des Reifestadiums
orientierte er sich an definiertem Material derigiien Herkunft. Die Bestimmung des
jeweiligen Alters erfolgte somit nicht so exakt vite Falle der vorliegenden Arbeit, bei
welcher der genaue Zeitpunkt der Bestdubung desrsuthten Materials bekannt war.
Trotz dieser kleinen Ungenauigkeit bezlglich dede’sl der von Jaenicke 1973
untersuchten Reifestadien machen es die dort |\emiiiffthten Angaben sehr
unwahrscheinlich, dass sich darunter auch Probess ebtadiums von etwa 120 Tagen
nach der Bestdubung befanden. Wie die in Abb. 7Rumi@ntierten cytologischen
Merkmale belegen, besitzt jedoch gerade diesesies Reifeprozess bereits recht weit
fortgeschrittene Stadium einige Besonderheiten, fdiedie Rohkakao-Produktion von
erheblicher Relevanz sein konnten.

So haben zu dem genannten Zeitpunkt von 120 Tagem ceer Bestaubung nicht nur die
Samen, sondern auch die Embryonen beider untessu€lune (EET 95 und ICS 95) ihre
endgultige Grol3e erreicht. Auch die Farbung ihreimkblatter ist kaum von der Farbung
der vollstandig ausgereiften Embryonen dieser Klmnenterscheiden.

Die erst 120 Tage lang gereiften Samen beider Klstitamen daher, sobald sie der
Frucht entnommen wurden, makroskopisch mit vollgausiften Kakaosamen utberein.
Auf cytologischer Ebene entsprechen sie diesencfeducht, da nach den in der
vorliegenden Arbeit gesammelten Ergebnissen dielag#mung von Fett und
Speicherproteinen in das Parenchymgewebe noch abgeschlossen ist. Im Gegensatz
dazu enthélt das 120 Tage alte Keimblattparenchgmudtersuchten Klone bereits einen
grof3en Anteil der Anthocyane, welche in den PZréden Kakaosamen enthalten sind
(siehe 4.4). Anders als die anderen Speichersheffémmen die Anthocyane maf3geblich
die Farbung des Keimblattgewebes, sodass einemTag@ alten Kakaosamens nicht
anzusehen ist, dass er erheblich weniger Fett umeiciBerprotein enthalt als ein
vollstéandig ausgereifter Samen.

Gerade bei der oft unsachgeméfien Ernte und Waidebestung fiir die Produktion von
Massenkakao ist es somit sehr wahrscheinlich, dabsn reifen Kakaosamen ein nicht
unerheblicher Prozentsatz der prozessierten Sameru@reifen Frichten stammt. Der
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daraus hergestellte Rohkakao kann aufgrund seimebigen Gehaltes an wertvollem
Kakaofett sowie an den fir die Aromaentwicklungvainten Speicherproteinen nur von
minderwertiger Qualitéat sein. Die These, dass siohakzeptables Kakaoaroma nur aus
vollreifen Samen gewinnen lasst, wird auch getratjgrsh Hoskin und Dimick 1994.

Der Reifegrad eines aus der Frucht entnommenendsakaens lasst sich demzufolge
nach Abschluss der Einlagerung der Anthocyane nhard cytologischer Merkmale des
Keimblattparenchyms sicher bestimmen. Vor diesemtdtigrund Uberrascht es nicht,
dass die Probenspender aus Ecuador (siehe 2.dhilbai der Bestimmung des genauen
Zeitpunktes der Reife im Falle des Klons EET 95%eplffar verschatzt haben. Dieser
scheint bereits 140 Tage nach der Bestaubung letreicsein (siehe 4.6.2). Das alteste
zur Verfigung gestellte Stadium ist jedoch berdi®! Tage alt und weist einige
cytologische Merkmale auf, die auf eine beginneKeéenung hindeuten (siehe 4.6.2).
Diese Vermutung wird auch von den Ergebnissen amhbmischen Analytik getragen,
welche einen Rickgang des Polyphenolgehaltes destgil untersuchten Stadiums im
Verhéltnis zu jenem davor belegen (siehe 4.4). dailcher Rickgang des Gehaltes an
phenolischen Inhaltsstoffen im Verlauf der Lagerueier Kakaosamen wird auch von
Clappertonet al.1994a und b beschrieben. Im Gegensatz zu der bbschriebenen
Verwendung unreifer Samen wirkt sich eine solchgedangsbedingte Abnahme der
phenolischen Inhaltsstoffe, je nach Verwendungskwees daraus hergestellten
Rohkakaos, sogar gunstig auf dessen Qualitat ausicl sein Flavourpotential dadurch
offenbar erhoht (Arikiafet al. 1994).

5.5.2 Deutung der kontrastlosen Flachen in den Vakuolena&r PZ im
Keimblattgewebe vonT. cacaol.

Die Vakuolen der PZ sind sowohl in der TEM-Praparatzon Jaenicke 1973 als auch in
dem hier verwendeten LM-Verfahren Uberwiegend skaritrastiert, ein Umstand, der in
beiden Fallen auf ihren Gehalt an phenolischenlisstaffen zuriickgeht.

Neben den stark gefarbten phenolischen Inhaltestofffinden sich in den
Polyphenolvakuolen sowohl nach der TEM- wie auckchnaler LM-Praparation
kreisformige Strukturen, die ungefarbt bleiben KsieAbb. 71 b und Abb. 79 c).
Jaenicke 1973 interpretiert diese als Einlagerungem Purinalkaloiden in die
Polyphenolvakuolen. Er beruft sich dabei auf eirghrskurze Publikation von
Brown 1954, nach dessen Angaben sich die Purimatdalvon Kakaosamen in den
Polyphenolzellen befinden. Zudem entspricht lawnizke 1973 das fur Kakaosamen
bekannte Mengenverhaltnis zwischen den phenolisdt@kaoinhaltsstoffen und den
Purinalkaloiden mit dem Mengenverhaltnis zwischefapten und ungefarbten Anteilen
der untersuchten Polyphenolvakuolen Utberein.

Von einer Speicherung der Purinalkaloide zusammérphenolischen Inhaltsstoffen in
denselben Vakuolen gehen auch Mosli WaldhauseBanmhann 1996 aus, welche diese
Substanzen in Zellkulturen vaboffea arabical. untersucht haben. Allerdings nehmen
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diese Autoren an, dass es innerhalb der Vakuolerizer Komplexbildung zwischen
Purinalkaloiden und phenolischen Substanzen kommdtdiese somit nicht in separaten
Agglomerationen in den Vakuolen detektierbar séirften.

Neben den oben erwahnten Arbeiten gibt es kaumereeWKeroffentlichungen, die sich
mit der Histo-Lokalisation von Purinalkaloiden befan. Insgesamt gibt es offenbar noch
keinen abschlieRenden Beweis dafir, dass die Pkaloale vonT. cacaol. tatsachlich

in den Pigmentzellen gespeichert werden. Um diegsearbringen wére es erforderlich,
die von Brown 1954 beschriebene Trennung der Piggeben von den ubrigen
Parenchymzellen zu wiederholen und den daraus gewmem Extrakt mittels moderner
Analyseverfahren zu untersuchen.

Sollten die Purinalkaloide tatsachlich in den Vadkmoder PZ des Speichergewebes von
T. cacaoL. lokalisiert sein, so ist es aus Sicht der Autouférst unwahrscheinlich, dass
es sich bei ihnen um die in 4.6.2 beschriebenemtr&stlosen Einschlisse in den
Vakuolen handelt. Diese scheinen vielmehr auf eim@ollstandige Beflllung der
Vakuolen mit phenolischen Inhaltsstoffen hinzudeutddierfir sprechen folgende
Tatsachen:

1. Kreisformige, kontrastlose Flachen finden sich gdhi& den Polyphenolvakuolen
der 120 Tage alten Reifestadien vbncacaolL., wahrend sie in 140 Tage alten,
reifen Proben desselben Klons vollstandig fehletb(A0 und Abb. 71) Die
biochemische Analyse beider Stadien zeigt deuicde Zunahme der Menge an
phenolischen Inhaltsstoffen zwischen dem Stadium220 Tagen und jenem von
140 Tagen nach der Bestaubung.

2. Kakaosamen, die den Zustand der Reife gerade lerteaben, besitzen kaum oder
gar keine farblosen Einschlisse in ihren Polyphexlalolen (siehe Abb. 71),
obwohl sie selbstverstandlich auch Purinalkaloiokh&ten.

3. Kakaosamen, die nach Erreichen des Zustands dde Rereits einige Zeit
gelagert wurden, weisen bei mikroskopischer Untdrang erneut kontrastlose
Flachen in ihren Polyphenolvakuolen auf (siehe At). Gleichzeitig wurde
noch nie ein Anstieg von Purinalkaloiden wahrendldegyerung von Kakaosamen
nachgewiesen, sehr wohl aber ein Abbau ihrer pisai@n Inhaltsstoffe (siehe
Clappertoret al. 1994a und b).

Anhand des Vorkommens und der Anzahl kreisférmigentrastioser Flachen in den
ansonsten stark gefarbten Polyphenolzellen des d<Hkémblattgewebes kann daher
offenbar bestimmt werden, wie lange der untersuklteaosamen lber den Zeitpunkt der
Reife hinaus gelagert wurde und in welchem Mafde s&ther die in ihm gespeicherten
phenolischen Substanzen abgebaut haben. Uber s@iglealt an Purinalkaloiden lasst
sich anhand dieses Merkmals jedoch keine Aussatfferir
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5.5.3 Cytologische Besonderheiten der SZ in peripheren uhLBE-nahen
Bereichen des Keimblattgewebes

Die oftmals abweichende cytologische Struktur deei€herparenchymzellen in der
Umgebung von LBE und in der Nahe der Epidermen,imdlider vorliegenden Arbeit
beschrieben wurde (siehe Abb. 80), findet sichhinlidher Form auch in TEM-Schnitten
von T. cacaol.-Keimblattgewebe in Biehket al.1982. Sie geht mdglicherweise auf
Flissigkeitsaufnahme und einen beginnenden Abban $Speichersubstanzen im
Zusammenhang mit der Samenkeimung zuriick. NachhSomtl Flinn 1967 beginnt
dabei der Abbau von Speicherstoffen auch in denmkkittern der ErbseP{sum
arvensel.) in den peripheren Bereichen des Parenchymgesveb

5.5.4 Mdogliche Ursachen und Konsequenzen der gréf3eren Kablatt-
Parenchymzellen des Criollo-Typs

In der vorliegenden Arbeit wurden die Samen vontMégrn einer grof3en Bandbreite
verschiedener Criollo-Varietaten aus Venezuelaraotht. Alle diese Proben besafien
Keimblatt-Parenchymzellen, deren gemessene Flaohddurchschnitt grol3er waren als
jene von Proben der anderen untersuchten Kakaotyp&R, LAF und Nacional.
Zwischen diesen 3 Kakaotypen wurden keine signifiga Unterschiede in der Grolde
ihrer jeweiligen Zellflachen festgestellt. Ebens@nig wirkte sich die Herkunft der
Proben auf die Grol3e der gemessenen Zellflache(seie 4.6.3.1).

Die geringe genetische Variabilitat des Criollo-$ygiehe 2.2.3.1) legt nahe, dass es sich
bei den Ubereinstimmend groRRen Zellflachen der hietersuchten Proben um ein
Merkmal handelt, das in allen Criollo-Sorten auftri

Die in 4.6.3.1 beschriebene grol3ere Varianz derchiéid der mikroskopisch

ausgewerteten Polyphenolzellen kann mit der von SBrZellen abweichenden Form
dieses Zelltyps erklart werden. Wahrend die gewitheh SP-Zellen eine annahernd
isodiametrische Form besitzen, ist die Form derypt@nolzellen fast immer

prosenchymatisch (siehe 2.2.1.2). Dabei Ubertilife Ladnge die Breite der Zellen

bisweilen um ein Vielfaches. Somit sind ihre Zélfhen wesentlich starker von dem
zufalligen Anschnittswinkel der Polyphenolzellen iRraparat abhéngig als jene der
gewdhnlichen Speicherzellen.

Die Mechanismen, welche die endgiltige Grof3e edefle determinieren, sind bis heute
noch nicht vollstandig erforscht. Zu den Faktonem welchen eine positive Korrelation
mit der Zellgrof3e nachgewiesen wurde, gehort deidieigrad einer Zelle. So kann in
Pelargonium zonalédie Ploidiestufe der Zellen anhand der Zellgrafserekt abgeschatzt
werden (Li 2004a). Auch Kondoroset al.2000 tragen in ihrem Ubersichtsartikel
entsprechende Hinweise auf einen Zusammenhang tmvisder Zellgro3e und deren
Ploidiegrad zusammen.
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Polyploidie ist innerhalb der Angiospermen und sgleauch deren kultivierten Formen
ein weit verbreitetes Phanomen. Auch Turcacaol. gibt es Berichte Uber induzierte
tetraploide Genotypen (Martinson 1975 und 1986)icli# weitere Studien, darunter
Dublin 1974, Lanaud 1987 sowie Sounigfoal. 2003 beschreiben daneben auch haploide
Individuen vonT. cacaoL..

Glicenstein und Fritz 1989 beschreib&ncacaolL. jedoch als eine rein diploide Art
(2n = 2x = 20); ein Ergebnis, welches in allen aken Studien zitiert und indirekt auch
durch Couchet al.1993 verifiziert wird. W&hrend von letztgenannt#&rbeit nicht
bekannt ist, von welchen Genotypen das fir die i8twegrwendete Probenmaterial
stammt, verwendeten Glicenstein und Fritz 1989re@its Kreuzungen mit Trinitarios,
andererseits den UAF NA 33. Criollos befinden smlcht unter dem untersuchten
Material.

Aus den hier aufgefiihrten Literaturdaten lasst sudtiie3en, dass es sich bBeicacaadl.,
von vereinzelten Ausnahmen abgesehen, in der Tateiuma diploide Art handelt.
Tatsachlich wurde jedoch der Ploidiegrad des TypslIG bisher noch in keiner Studie
untersucht. Die Mdglichkeit, dass es sich bei deiollds um polyploide Genotypen
handelt, erscheint zunachst durchaus schlissigalzDefizite in Ertrag und Wichsigkeit,
welche auch die Criollos auszeichnen, zu den midgfid-olgen von Polyploydie zahlen
(Strasburgeet al. 1998).

Ein starkes Argument gegen die Hypothese, dasdl&ieinen erhdohten Ploidiegrad
besitzen, liefert die Tatsache, dass es sich beade Kreuzungen zwischen Criollos und
Forasteros hervorgegangenen Trinitarios offenbar dipioide Individuen handelt
(Glicenstein und Fritz 1989). Die Folgegenerationee Kreuzung zwischen diploiden
und polyploiden (r2x) Individuen besteht jedoch in der Regel ebesfails polyploiden
Genotypen; so etwa aus Uberwiegend triploiden (8x¥ Genotypen nach 2Zx4x-
Kreuzungen (Burton und Husband 2001, Van Huylendke¢ al. 2005).

Eine Uberprifung des Ploidiegrades von Criollo-Wilien, z. B. per Flow Cytometry
(FCM) konnte abschlieRend klaren, ob die im Rahnumm vorliegenden Arbeit
gefundenen, gréReren Flachen der Keimblattzelldneaen erhdhten Ploidiegrad des
Criollo-Typs zuriickzufuhren sind oder ob diese andere, genetisch bedingte Ursache
haben.

Von technischer Bedeutung ist die Frage, ob siabl3gre Flachen der Keimblatt-
Parenchymzellen auf die sameninternen Prozessesmdiler Verarbeitung zu Rohkakao
auswirken. Denkbar ist, dass ein Gewebe mit gr@li8edlen schneller von den wahrend
der Fermentation in den Samen eindringenden FKisisgn (wie z. B. Essigsaure)
durchtrankt wird, da hierbei weniger Zellwandbaeie tberwunden werden mussen.
Dadurch konnten sich die Prozesse der Zell-Dekotmpantierung und der daraus

186



Diskussion

resultierenden chemischen Reaktionen, die letzthioh Bildung der aromarelevanten
Substanzen fuihren, beschleunigen.

Auch das Herauswaschen von Sameninhaltsstofferetmia den Polyphenolen wéhrend
der Fermentation bzw. das Austreten von Essigs&wiibrend der anschlielenden
Trocknung konnte durch ein Keimblattgewebe mit gréd Zellen begunstigt werden.
Ein Indiz fir den moglichen Zusammenhang zwischeol3gn Zellflachen und dem
schnelleren Ablauf der oben genannten Fermentatromssse ist die Tatsache, dass die
Fermentation von Criollo-Samen bereits nach 3 Tadmgeschlossen ist (siehe 3.4). Auch
Lambert et al.2003 finden signifikante, genotypspezifische Ustbiede in den
Verlusten an Procyanidinen wéahrend der Fermentati@hder Trocknung, welche durch
groBeren Speichergewebezellen verursacht sein ésdnnt

Weitere Studien sind erforderlich, um das in derliggenden Arbeit gefundene
Phanomen signifikant groRerer Polyphenol- und $werellen in Criollo abschliel3end
abzusichern. In diesem Zusammenhang ist auch dierdlicthung einer grol3eren
Bandbreite von Proben der anderen Kakaotypen weénsglert, hier vor allen Dingen
auch Proben des bisher noch nicht analysiertentdriio-Typs.

5.5.5 Zur moglichen Histogenese der strukturellen Anordnung von SZ und
PZ im Keimblattgewebe

Das Keimblattparenchym vorT. cacaoL. weist nach den in 4.6.4 vorgestellten
Ergebnissen eine lokal unterschiedliche, histoldgesStruktur auf: In Gber 75 % der
daraufhin untersuchten Praparate ist das Gewebscldigfllich aus Zellen aufgebaut,
deren raumliche Anordnung eher zufallig zu sein esth Die enthaltenen
Polyphenolzellen sind gleichmaf3ig im Gewebe vertaild treten entweder einzeln oder
in Clustern auf, welche im Flachenschnitt aus dsebhittlich 3, vereinzelt bis zu 7
Idioblasten bestehen. In 24 % der untersuchten Ratgpéinden sich Bereiche, in denen
sowohl Speicher- als auch Polyphenolzellen streitgenférmig angeordnet sind. Sowohl
die Untersuchungen am Binokular als auch die mkapsche Analytik weisen darauf
hin, dass die beobachteten reihenférmigen Anordeminigr Polyphenolzellen (abgesehen
von jenen in direkter Nachbarschaft der Leitblni@ebente) immer unmittelbar unterhalb
der Keimblattepidermis und nahezu ausschliel3li¢ldauadaxialen Seite der Keimblatter
auftreten. Ferner wurden sie unter dem Binokularinthorizontal zur Embryonalachse
geschnittenem Keimblattgewebe gefunden.

Die histogenetische Entstehung der hier beschrebeeihenférmigen Zellstrukturen in
adaxialen Randbereichen des Speichergewebes koantand der untersuchten
Reifestadien nicht vollstandig nachvollzogen werdela hierfir  wichtige
Entwicklungsabschnitte fehlten. Zur Deutung derskgttung dieser Zellreihen wurden
somit zusatzlich Literaturdaten zur Histogenese Kemmblattern verwendet. Allerdings
gibt es offenbar nur sehr wenige Untersuchungerdiegeem Thema. Nach Noll 1935

187



Diskussion

sowie Steffen 1952 entspricht die Entwicklung detyfedonen jener von Laubblattern.
Von Guttenberg 1960 schlieRt sich dieser Deutunghtnivorbehaltlos an, da die
Keimblatter nach seiner Auffassung nicht aus ddis&chervorgehen und somit nicht mit
den Laubblattern homolog sind. Unabhangig von dies#enbar bis heute nicht
vollstéandig geklarten Frage bilden sich die versdanen Gewebetypen der Keimblatter
durch meristematische Zonen, welche durchaus méneder Laubbléatter vergleichbar
sind. So wird die Epidermis der Kotyledonen durch eberes (adaxiales) sowie ein
unteres (abaxiales) Dermatogen gebildet. Fir ditef@nzierung des darunter liegenden
Gewebes ist das Subdermatogen verantwortlich. Bidgandmeristem bildet eine
adaxiale und eine abaxiale Zellplatte aus. Auggergtnnter geht in vielen Laubblattern
das Palisadenparenchym, aus letzterer das Prokambind das Schwammparenchym
hervor (von Guttenberg 1960).
Aus diesen hier kurz zusammengefassten Literatemdktsst sich schlieRen, dass das
adaxiale, subdermatogene Randmeristem fir die Bgdwon Zellreihen im
Keimblattgewebe vonT. cacaoL. verantwortlich ist. Dieses bildet wahrend des
Dickenwachstums offensichtlich kontinuierlich Parleyimzellen, die sich von aul3en ins
Innere der Keimblétter schieben. Auf diese Weissda sich auch die Strukturen des
wachsenden Keimblattgewebes in Abb. 70 b deuten.
Auf abaxialer Seite wéachst das Parenchymgewebenludfe nicht mit gleicher
Regelmaligkeit, sodass hier - abgesehen von derereiul3Randbereichen der
Keimblatter - keine reihenférmigen Strukturen eshsin. Als ein solches eher
ungeordnetes Wachstum des Parenchymgewebes Iésalisihistologische Struktur in
Abb. 70 a interpretieren.
Fraglich bleibt, ob das gesamte Parenchymgewebeadaxialer Seite ein urspringlich
reihenformig geordnetes Dickenwachstum aufweisiyadth die beschriebenen Zellreihen
nicht im gesamten adaxialen Gewebe der reifen Kiitido zu finden sind.
Maoglicherweise bleiben die Zellreihen nur dort édtgra wo bis zuletzt ein Wachstum des
Parenchyms stattgefunden hat, wéhrend sie in Alteeewebeabschnitten durch
mechanische Einwirkungen beim Zusammendricken witkri-des Gewebes verloren
gehen.
Der Grund dafur, dass die hier beschriebenen Zsdine nur in quer geschnittenem
Samengewebe beobachtet werden konnten (siehe Bpbliégt vermutlich darin, dass
diese meist nicht im 90°-Winkel zur Keimblattepiaés verlaufen. lhre reihenférmige
Struktur zeigt sich somit offenbar nur im mehr odeeniger horizontal zur
Embryonalachse geschnittenen Gewebe.
Nach der hier vorgestellten Theorie wird aus Zéiea aufgebautes Parenchymgewebe in
Semidunnschnittpraparaten durch das Keimblattgewebe T.cacaol. nur unter
folgenden Bedingungen gefunden

1. Das préaparierte Gewebe ist adaxial oder gehort en dul3eren abaxialen

Randabschnitten der Keimblatter.
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2. Das Gewebe wurde horizontal zur Embryonalachsehgésen.
3. Das untersuchte Keimblattparenchym gehoért zu einAbschnitt, dessen
Wachstum erst unmittelbar vor der Reife beendetieur

In Hinblick auf die Haufigkeit von Reihenstruktureroder Clustern im
Keimblattparenchym wurden keine klon- bzw. typsfpieaihen Unterschiede gefunden.
Die jeweilige Anordnung der Polyphenolzellen im Kéiattgewebe fuhrt auch zu keiner
Veranderung des prozentualen Anteils dieser Idgitblaam Parenchymgewebe.

5.5.6 Zur Verteilung der Polyphenolzellen im Keimblattgewebe

In friheren Arbeiten wird eine gréf3ere Dichte voolyBhenolzellen in den unter der
Epidermis liegenden Bereichen des Keimblattparemshybeschrieben (Miller 1998
u. a.). Diese Vermutung kann durch die fur die iegende Arbeit erstellten Praparationen
weder eindeutig bestatigt noch widerlegt werdenvigke der erstellten Semidinnschnitte
keinem bestimmten Abschnitt des Speichergewebesordget werden kdnnen, war eine
systematische Auswertung der erstellten Praparater wiesem Gesichtspunkt nicht
sinnvoll. Tatsachlich lassen einige der Schnittprafe, deren urspringliche Position im
Speichergewebe anhand des Vorhandenseins von E@dennd/oder LBE bestimmbar
ist, den Schluss zu, dass Polyphenolzellen im epidaahen Parenchymgewebe in etwas
groBerer Dichte auftreten als in den zentralen iBeea (siehe Abb. 79 d). Diese
maogliche Haufung von PZ unmittelbar unterhalb dguidErmis ist jedoch - falls
vorhanden - nicht sehr ausgepragt. Die moglichessveitwas geringere Dichte von PZ
des zentralen Keimblattparenchyms dirfte dabekwolimen ausgeglichen werden durch
das hohere Aufkommen von PZ im Bereich der in dies&ewebeabschnitt
vorkommenden LBE. Somit durften weder die jeweliligteukturelle Anordnung der
Polyphenolzellen noch deren Verteilung im Gewebea fidkal unterschiedliche
physiologische Prozesse wahrend der Kakaofermentaérantwortlich sein.
Okophysiologisch gesehen dient die gleichmaRigeeilang phenolischer Substanzen im
Speichergewebe vom. cacaoL. mit groRer Wahrscheinlichkeit der Verhinderungnv
Fral3 der Samen durch ihre Verbreiter (Affen und dtiage). Letztere verwerfen die
nahrstoffreichen, aber durch ihren Polyphenolgesaelitr bitteren Samen zugunsten der
suf3-aromatischen Fruchtpulpa.

5.5.7 Zum Vorkommen phenolischer Inhaltsstoffe und ihreroxidierenden
Enzyme in der Epidermis und in ihren Trichomen

Neben den in 4.6.4.2 dokumentierten Ergebnissen agbbisher nur wenige Arbeiten,

welche sich der cytologischen Struktur der Epidermaon T. cacaoL. widmen. In

Jaenicke 1973 werden die prozentualen Anteile der den Epidermiszellen

vorkommenden Reservestoffe aufgelistet. Demnadatefirsich in ihnen durchschnittlich

10 % Lipidvakuolen, 39 % Proteinvakuolen und 5 % Rlast mit Starke. Ein mogliches
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Vorhandensein phenolischer Inhaltsstoffe in dend&pniszellen erwahnt der Autor
nicht. Er beschreibt auch nicht die auf der Epidervon T. cacaolL. wachsenden
Trichome. In der ansonsten mit umfangreichem Bilgimal ausgestatteten Arbeit findet
sich zudem kein einziges Foto einer Keimblatt-Epidszelle. Daraus muss geschlossen
werden, dass der Autor sich in seinen elektroneroskopischen Untersuchungen von
Kakao-Embryonen nur fliichtig der Epidermis gewidnmett. Sie bietet somit keine
umfassende Grundlage fur die Beurteilung des Vatbiaseins phenolischer Inhaltsstoffe
in gewoOhnlichen Keimblatt-Epidermiszellen voncacaoL..

Die Untersuchung der Epidermis der Speicherkeirtdri&onT. cacaolL. war auch kein
Schwerpunkt der elektronenmikroskopischen (TEM)dsuchungen von Miller 1998.
Auch hier findet sich nur eine kurze Beschreibueg Zellform. Ein wenig ausfuhrlicher
werden die auf der Epidermis wachsenden Trichomsehreben.

Auf einer bisher unverdéffentlichten TEM-Aufnahmeglahe im Rahmen der Arbeit von
Muller 1998 erstellt wurde, ist eine typische Epidiszelle des Keimblattgewebes von
T. cacaol. abgebildet (Abb. 85). Anschnitte der beiden angenden Epidermiszellen
sind ebenfalls abgebildet. Abgesehen von den tebuveerausgebrochenen Lipidvakuolen
sind die subzellularen Details recht gut erhaltebligben.

Den groRten Raum nimmt eine zentral gelegene Vakueih, deren schwach
kontrastierter Inhalt offenbar frei ist von pheschen Inhaltsstoffen. Das durch die
Zentralvakuole an den Rand gedrangte Zytoplasntakritleine granulare Einschlisse,
die aufgrund ihrer Struktur als Starkekorner (stektige Plastiden) identifizierbar sind.
Daneben enthélt die Epidermiszelle globulare Eilisse, die sich aus dem Praparat
herausgeldst haben. Demnach handelt es sich dabdiipidvakuolen, die bei der in
Muller 1998 beschriebenen TEM-Praparation nicht ennoptimal erhalten bleiben.
Schlief3lich sind in den fotografierten Epidermitaelnoch Vakuolen mit Durchmessern
zwischen 2 und 5 um erkennbar, die aufgrund ihrentkastierung als Proteinvakuolen
(Aleuron) identifizierbar sind.
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Abb. 85: TEM-Aufnahme einer Epidermiszelle des Keimblattgewebes von T. cacao L.
A: Aleuron; S: starkehaltige Plastiden; PV: mutmalliche Polyphenolvakuole;
V: Vakuole

Die Ultrastruktur der auf der TEM-Aufnahme in Al@% dargestellten Epidermiszelle
bestétigt die in 4.6.4.2 dokumentierte lichtmikrogische Analytik zur Cytologie der
Epidermiszellen der Keimblatter van cacaolL. Sie liefert auBerdem einen Hinweis auf
das gelegentliche Auftreten von Polyphenolzelleden Keimblattepidermis, da die links
angrenzende Epidermiszelle einen dunkel kontréstieEinschluss enthalt, bei dem es
sich moglicherweise um eine Polyphenolvakuole hiridéb. 85).

Selbst unter der Voraussetzung, dass in der Epidenon Kakao-Keimblattern
gelegentlich Polyphenolzellen auftreten, erklaree @ der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten Untersuchungen nicht, warum es @sedn Bereich zu einer besonders
schnellen und starken Verbrdunungsreaktion kommhésAbb. 78). Schliel3lich enthalt
die Epidermis in jedem Fall wesentlich weniger Pblgnolzellen als das
Keimblattmesophyll. Auch in der direkt an die Keilatitepidermis angrenzenden Schicht
des Speichergewebes treten Polyphenolzellen nedgt auf - einmal abgesehen von
den in 4.6.4 beschriebenen Reihenstukturen.

Eine mogliche Erklarung fur die schnelle Verbraumuter Keimblattepidermis kénnte
eine dort lokalisierte, hohe Aktivitat oxidativ wgamer Enzyme (Polyphenol-Oxidasen,
Peroxidasen) sein. In Kombination mit den phenbkscinhaltsstoffen in Mesophyll und
Trichomen des Keimblattes konnten diese in Kakaesambereits vielfach
nachgewiesenen Enzyme der Abwehr von Herbivoren nedie Ahnliche
Verteidigungsmechanismen wurden bereits in vieladeeen Pflanzen gefunden, wie
etwa in NicotianaArten (Pattersonet al.1974), in Medicago sativa(Ranger und
Hower 2001), inFragaria x ananassa(Steinite und levinsh 2003) sowie in diversen
Arten der GattungerSolanumund Lycopersicon(Yu et al.1992). Von Lina Stoll
(Universitat Hamburg, Fachbereich Biologie) wurderdits eine um ein Vielfaches
erhohte Aktivitat von Polyphenoloxidasen in den depmisnahen Bereichen des
Keimblattgewebes voi. cacaoL. nachgewiesen (personliche Mitteilung, 2007). eEin
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Verifizierung dieser Hypothese, z. B. mittels imroaptochemischer Verfahren, steht
jedoch noch aus.

Das Vorhandensein phenolischer Inhaltsstoffe in deichomen der Epidermis von
T.cacaoL. wurde auch von Alemannet al.2003 dokumentiert. In der genannten
Publikation wird das Foto eines Trichoms auf denpabesiner Blute vonTl. cacaol.
gezeigt, dessen teils gelbliche, teils blaulichReeFluoreszenz nach Inkubation mit Neu's
Reagenz (siehe 5.1.5.2) von den Autoren auf dasaratensein von Flavonoiden bzw.
Hydroxyzimtsauren zurickgefihrt wird. In den sturkll sehr ahnlich aufgebauten
Trichomen auf der Keimblattepidermis von Kakaosamemnrden bereits durch
Muller 1998 Polyphenolzellen nachgewiesen, derenhtrinikroskopisch sichtbare
cytologische Struktur den in das Keimblattparenclgingelagerten Idioblasten in etwa
entspricht. Durch die vorliegende Arbeit wurdensdieErgebnisse nochmals bestétigt
(Abb. 80). Inwieweit die Trichome der Keimblattepithis vonT. cacaolL. jedoch z. B.
auch HCAA enthalten, konnte aufgrund der blaulictiRen Eigenfluoreszenz der
Zellwande im gesamten untersuchten Samengewebkeeaniulitelt werden.

5.5.8 Biologische Funktion der phenolischen Inhaltsstoffém Bereich der
Leitbiindelelemente des Kakao-Keimblattgewebes

Die rasche Verbraunungsreaktion frischen Keimbéattgpes vori. cacaol. im Bereich
der Leitbindelelemente kann hinreichend mit dem ag#bn Auftreten von
Polyphenolzellen in diesen Gewebeabschnitten énkigérden.

Die Agglomeration von Polyphenol- und Tanninzelleim Bereich der
Leitbiindelelemente wurde bereits in vielen versibdnen Pflanzenarten beschrieben; so
etwa inPicea abied.. (Nagyet al. 1998), inGossypiuni. (Daayfet al. 1997), inPrunus
aviumL. (Gutmann und Feucht 1991), Aloe hereroensi&NGLER (Chauser-Volfsoret

al. 2002), inPinus radiataD. Don. (Barnett 1974) sowie iNelumbo nuciferaGaertn.
(Esau 1975). Auch in gewohnlichen Laubbléattern rsueiedlichen Alters von
T.cacaoL. finden sich Polyphenolzellen in enger Nachbarschaim allen
Leitbindelelementen (Elwers, unverotffentlichtes éitl).

Gutmann und Feucht 1991 schlagen eine FunktiorPdgmphenolzellen im Bereich der
Leitbindelelemente als Speichersubstanzen, sowiwehr saugender Insekten vor.
Daayf et al.1997 weisen eine im Vergleich zu anfélligen Indien starkere
Akkumulation phenolischer Substanzen im Bereichlagtbindelelemente von Wurzeln
resistenter Baumwollpflanzen nach, die mit dem Riferticillium dahliae infiziert
wurden. Nagy et al.1998 finden &hnliche Reaktionen im Gewebe von
Leitbindelelementen der norwegischen Ficliteeda abied..) nach einer Infektion mit
dem PilzCeratocystis polonicgSiem.) C. Moreau.
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Von einer mit den hier aufgefihrten Beispielen \@opbaren Bedeutung der
Polyphenolzellen im Bereich der Leitblindelelemente Verteidigung speziell gegen
Pilzbefall kann auch in Samen v@ncacaolL. ausgegangen werden.

Fur die Invasion von Milch- und Essigsaure in dasnkblattparenchym wéhrend der
Fermentation sind die Leitbindelelemente im Keirtigavebe vorT. cacaol. offenbar
von untergeordneter Bedeutung. Sobald die BardereTesta Uberwunden ist, dringen
diese Substanzen Uber die Epidermis des ruminidftabryos grof3flachig ein. Dies
entspricht auch den Ergebnissen von Rohsius 2007.

5.5.9 Weiterfuhrende Untersuchungen zur Lokalisation vonSubstanzen aus
der Gruppe der HCAA in Kakaosamen

Die hier diskutierten Ergebnisse zur cytologiscBémktur der Keimblatter liefern keinen
Hinweis auf eine mogliche Lokalisation der kakaesign HCCAs aufRerhalb der
Polyphenolzellen. Auch die bereits in Miuller 1998raffentlichten TEM-Aufnahmen

liefern keine weiterfuhrenden Indizien. Nach Nielsand Griffith 1978 bilden alle

phenolischen Substanzen, die em®ihydroxygruppe besitzen, starke Komplexe mit
Osmiumtetroxid. Somit musste auch das im Rahmen wmliegenden Arbeit

nachgewiesene Kaffeesdure-aspartat in der von MIBI@8 wie auch in der von

Jaenicke 1973 durchgefuhrten Praparation stark r&stiert werden. Sollte diese
Substanz, wie in 5.1.5.2 diskutiert, auRerhalb Elelyphenolzellen lokalisiert sein, so
scheint sie hier keine auffalligen Agglomerate #dddm. Eine Adhasion an die Zellwande
ist denkbar, konnte jedoch nur mit weiterfuhrendgerfahren, wie in 5.1.5.2

vorgeschlagen, nachgewiesen werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden der Gedohgphenolgehalt sowie die

einzelnen monomeren phenolischen Inhaltsstoffe ¥@kaosamen an einem breit
gefacherten Sortiment reifer, unfermentierter Kgkaben von 6 verschiedenen
Standorten untersucht. Der Hauptschwerpunkt bestabdi in dem Auffinden genetisch

bedingter und/oder standortspezifischer UntersehiedGehalt, Zusammensetzung und
Verteilung phenolischer Inhaltsstoffe in reifen kkakamen.

Daneben wurden auch Kakaoproben verschiedener -Reifd Fermentationsstadien
analysiert.

Neben der biochemischen Analyse per Folin-Ciocaftkanolreagenz und RP-HPLC-
PDA kamen dabei auch lichtmikroskopische Verfalmem Einsatz.

Hinsichtlich des Gesamt-Polyphenolgehaltes und dgrantitativ dominierenden
phenolischen Substanzen aus der Gruppe der Flavén{8-)-Epicatechin u. a.) wurden
keine genetisch bedingten Unterschiede zwischenudérsuchten, reifen Kakaoproben
gefunden.

Bezuglich der Anthocyangehalte wurden die bereiis anderen Studien bekannten
Unterschiede zwischen dem Kakaotyp Criollo (weitgetes Fehlen dieser Substanzen in
den Keimblattern) und den anderen existierenderaigken (Forastero und Trinitario)
bestétigt. Auch die aus Selbstbestaubung hervongegen Samen des LAF-Klons
Catongo zeichnen sich durch die Abwesenheit vonhdgyanen aus. Zwischen den
anderen untersuchten Kakaoproben wurden keineststahi signifikanten, genetisch
determinierten Unterschiede im Anthocyangehalt igeéun.

Bezuglich des zu den HCAA gerechneten Kaffeesaspeséats wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen dem Typ Criollo und den andewatersuchten Kakaotypen
festgestellt. Hierbei zeichneten sich die Samen @eollo-Proben durch signifikant
hohere Gehalte an dieser Substanz aus.

Zwischen den verschiedenen beprobten Herkunftsggbigvurden teils signifikante
Unterschiede im Gesamtpolyphenolgehalt, sowie im deehalten der einzelnen
phenolischen Inhaltsstoffe festgestellt. Hierberadeuvornehmlich fur den Standortfaktor
,Dungung“ und somit fur die N&hrstoffversorgung ddutterpflanze ein signifikanter
Einfluss auf den Gehalt einzelner dieser phenafiscBubstanzen nachgewiesen. So
wurden in Kakaosamen, welche von Baumen ungedun§tmndorte stammten,
signifikant hohere Gesamt-Polyphenolgehalte undeh®lGehalte an den phenolischen
Einzelsubstanzen (-)-Epicatechin und den AnthoayaBe-L-Arabinosidyl-cyanidin
sowie 3b-D-Galactosidyl-cyanidin gefunden. Gleichzeitig tgetten Kakaosamen
ungedungter Standorte jedoch signifikant niedrigdengen an Kaffeesdure-aspartat als
jene gediungter Standorte.
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Aus den hier zusammengefassten Ergebnissen ddrdmmschen Analytik phenolischer
Inhaltsstoffe reifer, unfermentierter Samen vbrcacaol geht hervor, dass es sowohl
genetische als auch standortspezifische Einflissg den Gehalt und die
Zusammensetzung phenolischer Inhaltsstoffe in Ksda@n gibt.

Bezogen auf die unterschiedlichen Kakaotypen ucheidet sich somit vornehmlich der
Criollo-Kakao signifikant von allen restlichen urgechten Kakaoproben. Neben der
bereits hinlanglich aus friheren Studien bekanmiewesenheit von Anthocyanen in
Samen dieses Kakaotyps wurde durch die vorliegehieit erstmals ihr signifikant
hoherer Gehalt an Kaffeesédure-aspartat nachgewigésveichend von anderen Studien
wurden jedoch keine niedrigeren Gesamt-Polyphehalies bzw. niedrigere Gehalte an
den in allen untersuchten Kakaoproben mengenmafiginderenden Catechinen
gefunden.

Der hier erbrachte Nachweis einer Beeinflussung Eek/phenolgehaltes durch die
Standortdiingung wurde fir Kakaosamen noch in keargteren Studie beschrieben.
Dabei wurde die Veranderung des Polyphenolgeheltess Pflanze in Abhangigkeit von
ihrer Nahrstoffversorgung bereits durch viele Bmp aus dem Pflanzenreich belegt.
Verschiedene 6kophysiologische ModellrechnungefereErklarungsansatze fur dieses
Phanomen (siehe 2.3).

Die innerhalb der vorliegenden, sehr breit angele@tudie gefundenen, genetischen und
standortspezifischen Einflisse auf den Polyphemalgefrischer, reifer Kakaosamen
sollten durch gezielte Versuchsreihen in weiterdidlen Untersuchungen abgesichert
werden. Eine dadurch erbrachte Verifizierung undrféieerung der vorliegenden
Ergebnisse konnten von groBem Wert fiur eine gezieBeeinflussung des
Polyphenolgehaltes reifer Kakaosamen sein. Letzkémnte bei der Produktion von
Rohkakaos mit gesteigertem (oder auch besondemdrigeen) Gehalt phenolischer
Inhaltsstoffe zum Einsatz kommen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmatsreikroskopischer Vergleich des
Keimblattgewebes genetisch unterschiedlicher Kakamgn durchgefuhrt. Dabei wurden
vornehmlich die Polyphenolzellen (PZ), in welcher dgo3te Teil der phenolischen
Inhaltsstoffe eingelagert ist, anhand von Semidcimmsten durch das Keimblattgewebe
lichtmikroskopisch untersucht. Demnach gibt es ibhtich der Verteilung der PZ im
Keimblattgewebe vonT. cacao L keine signifikanten, genetisch determinierten
Unterschiede. Auch sind die Polyphenolzellen inabrhdes Keimblattparenchyms
offenbar insgesamt recht gleichmafiig verteilt. Zisinlgegen sie hier in Clustern vor, die
im Flachenschnitt aus 3 bis 7 Einzelzellen besteh®nterhalb der adaxialen
Keimblattepidermis kommt es daneben auch zur Adshg von Reihen von bis zu 10
Einzelzellen. Im Bereich der Leitbundelelementeeinegehauft stark prosenchymatische
PZ auf, die hier ebenfalls lange Reihen bilden.
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Im Gegensatz zu der in Keimblattern der Artcacaol offenbar recht einheitlichen
Verteilung der PZ wurden typspezifische Unterschidaeziglich der Flachen der
Keimblatt-Parenchymzellen gefunden. Demnach besitzdie Keimblatter der
untersuchten Proben vom Typ ,Criollo® signifikantrogere Polyphenol- und
Speicherzellen (SZ) als jene der anderen untersndiakaoproben. Der Unterschied in
der GroRRe der Parenchymzellen ist dabei in denrsutbten Proben weitgehend
unabhangig von der Grolle der Samen, sodass auche kleriollo-Samen ein
vergleichsweise grof3zelliges Keimblattparenchynitbes.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde nicht ustieht, warum es in den untersuchten
Criollo-Samen zur Ausbildung gro3erer Parenchynsrekommt. Eine Abweichung im
Ploidiegrad, welche innerhalb des Pflanzenreichdig&ur Ausbildung grol3erer Zellen
fuhrt, ist eher unwahrscheinlich, da die vom Caéllyp abstammenden Trinitario-
Kakaos nach den Ergebnissen friherer Studien adfemibht polyploid sind.

Ein mdglicher Zusammenhang zwischen den vergleiels\kurzen Fermentationszeiten
von Criollo-Kakao (s. u.) und den gro3eren Zellemas Keimblattparenchyms ist nicht
auszuschlie3en und kénnte das Thema weiterfuhréhaersuchungen sein.

Die  biochemischen und mikroskopischen Untersuchaingedes reifenden
Keimblattgewebes vorT. cacaolL. zeigen eine positive Korrelation zwischen dem
Fullungsgrad der Polyphenolvakuolen und den biocbeim ermittelten Gehalten an
phenolischen Inhaltsstoffen derselben Reifestadiabei gibt es erhebliche, genetisch
bedingte Unterschiede in der Zeitdauer bis zumiélrem der Samenreife. Letztere sind
bereits aus den Arbeiten anderer Autoren bekannt.

Die mikroskopischen Ergebnisse der vorliegendereilielegen, dass die Akkumulation
phenolischer Inhaltsstoffe im Keimblattgewebe Hhsreveitgehend abgeschlossen ist,
bevor die umgebenden, gewdhnlichen Speicherzelleftistindig mit Fett und
Speicherproteinen geflllt sind. Daher kdnnen Kaliawn beziglich dieser Inhaltsstoffe
noch unreif sein, obwohl ihre Keimblatter bereitgah Anthocyane violett gefarbt sind
und sie sich makroskopisch daher nicht von reifeakd®samen unterscheiden. Dies
beginstigt eine Verwendung unreifer Kakaosamen Harstellung von Rohkakao,
wodurch es zu Defiziten in der Flavour-Entwickluggmmen muss.

Erstmals wurden im Rahmen der vorliegenden Arbet \derdnderungen im Gehalt
phenolischer Inhaltsstoffe im Rahmen der Fermertation Samen des Typs Criollo
untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden,efass Criollo-Samen im Verlauf der
Fermentation zu einem deutlich schnelleren Abbau dazelnen phenolischen
Inhaltsstoffe kommt als dies bei Samen anderer &gka&n der Fall ist. So verlieren
Criollo-Samen wéhrend ihrer nach nur 3 Tagen alidessenen Fermentation tber 90 %
des urspringlichen Gehaltes an dem wichtigstenglisehen Monomer (-)-Epicatechin.
Ein derart hoher Verlust tritt laut entsprechen8ardien in Samen anderer Kakaotypen
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erst nach einer deutlich langeren Fermentationszéibder wird gar nicht erreicht. Auch
die Gehalte der anderen in Criollo-Samen quangifiezn phenolischen Substanzen
nehmen im Verlauf der untersuchten Fermentatioasohr ab. Am widerstandsfahigsten
gegeniber dem Abbau wahrend der Fermentation gielydas Kaffeesdure-aspartat, von
welchem nach Abschluss der Fermentation im Schdtth 39 % des urspringlichen
Gehaltes vorhanden sind.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, diess vielfach beschriebene, milde
Flavour von Criollo-Rohkakao u. a. durch den raschéerlust an phenolischen
Inhaltsstoffen im Verlauf der Fermentation verurgagvird. Wéahrend der Gesamt-
Polyphenolgehalt und der Gehalt des wichtigsten dnoers (-)-Epicatechin in reifen,
unfermentierten Criollo-Samen jenem anderer Kakaertyentspricht, liegen diese im
fertigen Rohkakao, trotz kirzerer Fermentationseeiin deutlich geringeren Mengen
vor.

Die Ursache fur den raschen Verlust phenolischdnaltastoffe im Verlauf der
Fermentation von Criollo-Samen sollte in weitergiuien Arbeiten untersucht werden.
Interessant ware es hierbei zu klaren, inwiewed# dben beschriebenen, signifikant
groReren Zellen des Keimblattparenchyms von Criiidiao in diesem Zusammenhang
eine Rolle spielen. Es ist denkbar, dass die w@haer Fermentation in den Samen
eindringenden Substanzen das grof3zellige Criollwégbe schneller durchtrénken und
dadurch die biochemischen Prozesse der Kakaofeat@mtrascher ablaufen.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegendéeitArdass es auch nach mehreren
Jahrzehnten intensiver Erforschung der phenolisdéhiesitsstoffe von Kakaosamen noch
immer viele offene Fragen auf diesem Gebiet giigbésondere wird deutlich, dass der
auf rein (lebensmittel-)chemische Aspekte beschiginkAnsatz der meisten
Vero6ffentlichungen wichtige Teilaspekte des Themasblendet. Vielfach kommen heute
modernste Analyseverfahren zum Einsatz, welcheAddéfinden und Quantifizieren auch
solcher phenolischen Substanzen ermdglicht, dieim®puren vorhandenen sind. Der
Wert solcher Ergebnisse bleibt jedoch gering, wimrokophysiologischer Hintergrund
unverstanden bleibt. Auch immer neue Untersuchurzgem Abbau der Polyphenole im
Verlauf der Kakaofermentation sind wenig sinnvalgnn dabei die strukturellen Aspekte
dieses Vorganges ausgeschlossen werden.

Zukunftige Arbeiten zum Thema Kakaoqualitat solltstets berlcksichtigen, dass
Kakaosamen biologische Produkte sind, die sowahksirell als auch chemisch durch
genetische Disposition, Anbaubedingungen und Reitegyepragt werden. Erst eine
umfassende Kenntnis dieser Zusammenhange gewéttrleasich die vollstandige
Entschlisselung der Vorgange wahrend der KakaoeBsizrung. Diese kdnnte fir eine
gezieltere Beeinflussung der Flavour-Qualitdt genuwerden. Zudem konnte auf
Grundlage solcher Studien erstmals eine Aufstelligmgr Parameter erfolgen, welche
einen Edelkakao bereits vor der Prozessierung woene Massenkakao unterscheiden.
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9

Tab. 25:

Anhang

Basisdaten der untersuchten Kakaoproben.

C. Mérida: Criollo Mérida; CPB: Cocoa Pod Borer; E: Ecuador; G: Ghana; K: Keimungsstadien;
LAF: Lower Amazon Forastero; M: Malaysia; Nac.: Nacional; R: Reading; T: Trinidad; Trini.:
Trinitario; UAF: Upper Amazon Forastero; V/ C: Venezuela/ Chama; V/ SJ: Venezuela/ San Juan

de Lagunillas; V/ Z: Venezuela/ Zea

Samen
Probe Varietat Typ Herkunft | Frucht[g] CPB Pulpa n TG/ 100[g] rosa [%] weild [%] K

T1 Amelonado| LAF T 373,63| nein | trocken | 46 79,43 0 0| keine
T2 Amelonado| LAF T 276,00[ nein | frisch 44 66,48 0 0| keine
T3 Catongo LAF T 531,70| nein frisch 50 92,83 0 4| keine
T4 Catongo LAF T 578,55| nein frisch 48 81,07 0 0| keine
T5 Catongo | LAF T 359,03| nein | schlecht| 41 68,62 0 100( einige
T6 EET 59 Nac. T 558,70| nein frisch 39 123,91 0 0| keine
T7 EET 59 Nac. T 357,71 nein| frisch 21 155,29 0 0| keine
T8 EET 95 Nac. T 605,88| nein | frisch 47 119,92 0 0| keine
T9 EET 95 Nac. T 541,91 nein frisch 43 113,65 0 0| keine
T10 EET 95 Nac. T 510,92| nein | frisch 23 159,89 0 0| keine
T11 ICS 95 Trini. T 549,14 nein frisch 44 93,35 0 0| keine
T12 ICS 95 Trini. T 482,96 nein frisch 38 106,38 0 0| keine
T13 NA 33 UAF T 219,97| nein | trocken | 20 57,44 0 0| keine
T 15 | Amelonado| LAF T X nein | trocken | 42 61,84 0 0| keine
T16 EET 95 Nac. T 441,74 nein| frisch 45 101,29 0 0| keine
T17 EET 95 Nac. T 376,29| nein| frisch 23 150,00 0 0| keine
T18 EET 95 Nac. T 375,11 nein frisch 46 80,81 0 0| keine
T19 SCA 6 UAF T 212,87| nein X 23 84,87 0 0| einige
T 20 SCA6 UAF T 171,88| nein X 16 65,81 0 0| keine
T21 SCA 6 UAF T 190,16 nein X 24 63,05 0 0| keine
R1 EET 59 Nac. R 114,00| nein | trocken 4 85,50 0 0| alle

R2 SCA 6 UAF R 62,40| nein frisch 6 50,17 0 0| keine
R3 SCA6 UAF R 116,55| nein | trocken | 11 41,09 0 0| einige
R 4 SCA6 UAF R 65,90| nein X 6 46,00 0 0| keine
R 5 SCA6 UAF R 45,30| nein X 4 32,50 25 0| keine
R 6 SCA 6 UAF R 41,00| nein X 6 38,67 0 0| keine
R7 NA 33 UAF R 254,33| nein | frisch 31 60,11 0 0| alle

R 8 NA 33 UAF R 146,65| nein | frisch 37 41,97 0 0| keine
M1 BR 25 Trini. M 648,5| nein | frisch 30 153,37 0 0| keine
M2 BR 25 Trini. M 295,96| nein frisch 9 100,17 0 0| keine
M 3 BR 25 Trini. M 520,22| nein | frisch 13 151,90 8 0| keine
M 10 NA 33 UAF M 373,33| nein frisch 27 65,92 0 0| keine
M11 NA 33 UAF M 428,97| nein frisch 48 57,62 2 0| keine
M 12 NA 33 UAF M 350,58| nein| frisch 35 64,34 0 0| keine
M 13 PBC 123 | Trini. M 467,14| ja frisch 27 99,50 0 0| keine
M 14 PBC 123 | Trini. M 537,89 ja frisch 36 53,21 6 0| keine
M 15 PBC 123 | Trini. M 449,54 ja frisch 25 67,82 96 0| keine
M 16 EET 390 Nac. M 381,37| nein frisch 32 56,55 16 0| keine
M 17 EET 390 | Nac. M 350,36| nein | schlecht| 30 92,81 0 0| keine
M 18 EET 390 Nac. M 356,15| nein | schlecht| 35 71,97 0 0| keine
M 19 KKM 22 Trini. M 607,11| nein frisch 32 86,31 0 0| keine
M 20 KKM 22 Trini. M 398,37 ja frisch 22 66,95 0 0| keine
M 21 KKM 22 Trini. M 429,88 nein | schlecht| 32 86,41 0 0| keine
M 22 UIT 1 Trini. M 744,99 ja X 32 98,03 9 0| alle

M 23 UiT 1 Trini. M 601,90| ja X 43 120,93 0 0| keine
M 24 UIT 1 Trini. M 578,74| ja X 28 147,80 0 0| keine
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Tab. 25; Fortsetzung

Samen
Probe Varietat Typ Herkunft | Frucht[g] CPB Pulpa n TG/ 100[g] rosa [%] weild [%] K
E7 EET 95 Nac. E 828,00| nein | frisch 47 120,70 0 0| keine
E 6 ICS 95 Trini. E 779,00 nein | frisch 37 91,80 0 0| keine
G9 T63/967 UAF G 609,66[ nein X 48 116,05 0 0| keine
G 10 T63/967 UAF G 461,20| nein X 46 88,33 0 0| keine
G 11 T79/501 UAF G 583,13| nein X 42 119,24 0 0| keine
G12 T79/501 UAF G 429,54( nein | trocken | 42 91,84 0 0| keine
G 13 T85/799 UAF G 781,30[ nein X 59 115,65 0 0| keine
G 14 T85/799 UAF G 563,89| nein X 40 104,31 0 0| keine
G1 Catongo | LAF G 428,50| nein | frisch 40 101,00 0 100| viele
G2 Catongo | LAF G 398,94| nein | schlecht| 37 92,79 0 86| viele
G3 ICS 95 Trini. G 441,07 nein| trocken | 28 140,75 0 0| viele
G4 ICS 95 Trini. G 417,02| nein| schlecht| 18 141,43 0 0| keine
G5 NA 33 UAF G 478,89 nein frisch 48 90,67 0 0| keine
G6 NA 33 UAF G 341,52| nein frisch 36 94,59 0 0| keine
G7 SCA 6 UAF G 296,38| nein X 35 77,42 0 0| keine
G 8 SCA6 UAF G 220,80 nein X 29 71,72 0 0| keine
G 15 | Amelonado| LAF G 380,16| nein| frisch 43 98,51 0 0| keine
G 16 | Amelonado| LAF G 417,44| nein| frisch 44 98,63 0 0| keine
V 15 a| Porcelana | Criollo V/C X nein X X X 0 100]| keine
V 15 b [ Porcelana | Criollo V/C X nein X X X 0 100( keine
V 15 c | Porcelana | Criollo V/C X nein X X X 0 100| keine
V16 a| C.Mérida | Criollo VI Z X nein X X X 0 100]| keine
V16 b [ C. Mérida | Criollo VI Z X nein X X X 0 100( keine
V16 ¢ | C. Mérida | Criollo VI Z X nein X X X 0 100]| keine
V17 a| C.Mérida |Criollo| V/SJ X nein X X X 0 100( keine
V17 b | C. Mérida |Criollo| V/SJ X nein X X X 0 100( keine
V17 ¢ | C. Mérida | Criollo V/ SJ X nein X X X 0 100]| keine
V19a| Guasare |Criollo| V/SJ X nein X X X 0 100( keine
V19b Guasare | Criollo VI SJ X nein X X X 0 100| keine
V19c¢ Guasare | Criollo V/ SJ X nein X X X 0 100]| keine
V18 a| C.Mérida |Criollo| V/SJ X nein X X X 0 100( keine
V18 b [ C. Mérida | Criollo V/ SJ X nein X X X 0 100]| keine
V18 c | C. Mérida |Criollo| V/SJ X nein X X X 0 100( keine

x: Werte fehlen.
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Tab. 26: Phenolische Inhaltsstoffe und Gesamt-Polyphenolgehalt in entfettetem Trockenpulver
reifer, unfermentierter Kakaosamen
[mg kg™ ff TM] [% ff TM 7 [Area]
Probe Varietét Typ Herkunft PCA CAT ECAT Caff-asp. Cya-Gal Cya-Ara | ECAT-Aquiv. C
T1 Amelonado | LAF T 0,00 340,30 23360 893,60 1462,000 2269,00 9,44| 1393000
T2 Amelonado | LAF T 0,00 281,10 19270 674,80 1046,00 1525,00 8,55| 1007000
T15 Amelonado | LAF T 0,00 294,000 19160 454,20  976,40] 1240,00 6,93| 1022000
G15 [ Amelonado | LAF G 0,00 786,20| 43980 820,07| 3271,00 5395,00 17,01| 2686000
G16 | Amelonado | LAF G 0,00 597,60 44690 56,25 2496,00] 4308,00 17,03| 2428000
T3 Catongo LAF T 0,00 325,80 39140| 1296,00] 1483,00 2233,00 14,34| 2591000
T4 Catongo LAF T 0,00 421,30 41740| 1128,00] 776,10| 1795,00 17,02| 2733000
T5 Catongo LAF T 0,00 627,80 42990| 1034,00 0,00 0,00 15,59| 3013000
G1 Catongo LAF G 0,00 389,50 46810|  1141,00 0,00 0,00 12,32| 3418000
G2 Catongo LAF G 0,00 437,40 48080 1419,00 147,90 400,00 17,15| 3663000
T6 EET 59 Nac. T 0,00 505,70| 36140| 1005,00] 1933,000 2978,00 14,52| 1960000
T7 EET 59 Nac. T 0,00 407,90 24440| 1065,00 1484,000 1953,00 11,77| 1485000
R1 EET 59 Nac. R 87,84 1028,000 33770| 2816,000 443,80 943,00 10,16| 1789000
T8 EET 95 Nac. T 0,00 440,70| 35270| 1646,00] 2161,00 2834,00 13,22| 2013000
T9 EET 95 Nac. T 0,00 492,90| 36200/ 1029,00] 2433,00 4384,00 14,33| 1913000
T10 EET 95 Nac. T 0,00 460,20 35730 921,00] 2146,00] 3444,00 16,15 219000
T16 EET 95 Nac. T 0,00 472,50| 45120| 1935,00[ 2112,00 5659,00 16,76] 1617000
T17 EET 95 Nac. T 0,00 480,00/ 36850 765,80| 1894,000 4078,00 14,33] 82000
T18 EET 95 Nac. T 0,00 611,40| 42210| 1307,00] 2727,00 4439,00 16,21| 2316000
E7 EET 95 Nac. E 0,00 288,80 18450 60,68) 1244,00] 2492,00 11,88| 1408000
M 16 EET 390 Nac. M 828,80 1385,00] 33980 701,60 1263,000 2523,00 8,38| 1673000
M 17 EET 390 Nac. M 388,20 415,30 21080 614,90 X X 10,77 1326000
M 18 EET 390 Nac. M 929,04 804,10 11340 948,30 1464,000 3908,00 12,01| 2095000
T13 NA 33 UAF T 0,000 97,24| 11060 264,60 787,20 1366,00 8,39| 778000
R7 NA 33 UAF R 27,99 481,10| 33550| 5516,000 1243,00 2944,0 13,02| 2014000
R8 NA 33 UAF R 17,64 605,10 31110] 5333,00 1534,00 3316,00 12,32| 1787000
M 10 NA 33 UAF M 109,000 581,80 31990| 1206,00] 1115,00 2675,00 10,54| 2266000
M 11 NA 33 UAF M 0,00 768,40 27340 1332,000 757,60 1534,00 8,06 1540000
M 12 NA 33 UAF M 83,35| 643,70 25700| 3546,00] 759,00 1817,00 9,57| 1154000
G5 NA 33 UAF G 0,000 299,40 34360/ 1303,00 3556,00 7077,00 14,27| 2429000
G6 NA 33 UAF G 0,000 246,90 39210| 1468,00] 4234,00 7737,00 16,16| 2496000
T19 SCA6 UAF T 66,91 321,70 42540 2331,000 890,00 2452,00 15,51| 2434000
T20 SCA6 UAF T 0,00 453,70 41740 3109,000 877,90 3305,00 18,98| 2579000
T21 SCA6 UAF T 0,00 455,00/ 35470 336,20] 2177,000 4115,00 14,91 2140000
R2 SCA6 UAF R 264,80 1194,00] 36370 3374,000 1533,00] 3196,00 14,55| 2334000
R3 SCA6 UAF R 0,00 94,04| 21650 2242,000 818,30 2223,00 12,74| 1538000
R4 SCA6 UAF R 0,00 126,60 26810 4241,00 1366,00 4398,00 13,87| 2007000
R5 SCA6 UAF R 0,00 92,98| 17890 2213,000 991,80 2459,00 8,20| 1120000
R6 SCA6 UAF R 0,00 86,70/ 17110| 2544,00 2040,00] 4047,00 10,39| 1219000
G7 SCA6 UAF G 0,00 416,90 36980 2727,000 3042,00 6126,00 17,14| 2580000
G8 SCA6 UAF G 0,00 377,60 35750 109,50, 1130,00] 2538,00) 17,96] 2063000
G9 T63/967 UAF G 0,00 623,80 34710| 2222,00] 2109,00 3739,00 13,27| 2184000
G 10 T163/967 UAF G 0,00 669,40| 28020| 1290,00] 2802,00 5264,00 12,91| 1823000
G11 T79/501 UAF G 0,00 253,00 38900| 1390,00] 2341,00 5230,00 14,98| 2527000
G 12 T79/501 UAF G 0,00 221,40 32950 341,90| 1548,000 3420,00 12,70| 103000
G 13 T85/799 UAF G 0,00 380,10/ 37850 0,00| 1850,00] 3492,00 14,83| 213000
G 14 T85/799 UAF G 0,00 413,00/ 40670 539,50| 3486,00] 5557,00 15,59| 2649000
M1 BR 25 Trini. M 1210,00] 308,50] 37380 2038,00 1060,00] 3662,00 14,51 2248000
M 2 BR 25 Trini. M 1472,00] 636,80 40740 2222,000 521,20 3343,00 13,06] 2254000
M 3 BR 25 Trini. M 123,00] 782,60 39270 1878,00] 565,00 2094,00 9,72| 2031000
T11 ICS 95 Trini. M 0,00| 154,50 17150| 2818,00| 665,00/ 1694,00 10,25| 1143000
T12 ICS 95 Trini. M 0,00| 367,00/ 27460 182,40 1585,00] 3339,00 12,34| 1798000
E6 ICS 95 Trini. E 168,70 240,70] 12840 889,40| 406,20 1505,00 9,38| 1235000
G3 ICS 95 Trini. G 0,00 507,60 43240| 2417,000 887,80 3388,00 17,43| 2495000
G4 ICS 95 Trini. G 0,00] 940,70| 39880| 3009,00 1978,00] 4356,00 14,91| 2584000
M 19 KKM 22 | Trini. M 153,90| 633,60 36600  3978,00 X X 11,57 2359000
M 20 KKM 22 | Trini. M 589,50| 445,90 21590 2396,00 1030,00, 3336,00) 11,84| 2137000
M 21 KKM 22 | Trini. M 1094,00] 673,50 38240 1122,00 2007,00] 4424,00 14,48| 1096000
M 13 PBC123 | Trini] M 162,00] 639,50 32810| 1518,00] 1227,00 3302,00 10,59| 1630000
M 14 PBC123 | Trini] M 0,00| 785,70 31270 993,80 1098,00] 2812,00 10,38| 1690000
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Tab. 26; Fortsetzung

[mg kg* ff TM] [% ffTM 7 [Area]

Probe Varietat Typ Herkunft PCA CAT ECAT Caff-asp. Cya-Gal Cya-Ara | ECAT-Aquiv. C

M 15 PBC 123 Trini. M 88,74| 1055,00 28700 1321,60[ 1244,00] 2114,00 10,45| 1416000
M 22 UIT 1 Trini. M 67,46 939,30] 30530 2858,00 X X 10,88 2002000
M 23 uiT1 Trini. M 0,00| 1139,00] 38540 2125,00 X X 12,44 2107000
M 24 UiT 1 Trini. M 0,00( 675,70 38310 3183,00] 1045,00] 4612,00 13,71] 2106000
V16 a | Cr. Meridefio| Crio. viz 0,00 849,90/ 40200 4582,00 0,00 0,00 13,44| 2200000
V16 b | Cr. Meridefio| Crio. viz 0,00 1306,00 47100 5273,00 0,00 0,00 2813000
V 16 ¢ | Cr. Meridefio| Crio. VI Z 0,0 0,00 43500 1985,00 0,00 0,00 2143000
V17 a | Cr. Meridefio| Crio, VI SJ 0,00 1092,00{ 28170 2109,00 0,00 0,00 15,12| 1812000
V17 b | Cr. Meridefio| Crio. V/SJ 0,00 2254,00] 32250 4396,00 0,00 0,00 1960000
V 17 ¢ | Cr. Meridefio| Crio. VIS 0,0D 1605,00[ 26810 4104,00 0,00 0,00 1472000
V19 a | Cr. Meridefio| Crio. V/ SJ 0,00 0,00 38650 3858,00 0,00 0,00 16,55| 2588000
V19 b | Cr. Meridefio| Crio. V/SJ 0,00 1524,00f 32080 6546,00 0,00 0,00 2429000
V19 c | Cr. Meridefio| Crio. VI SJ 0,00 0,00f 29140 4183,00 0,00 0,00 2035000
V18a Guasare Crio V/SJ 0,J01419,00f 35840 3478,00 569,00 0,00 13,77| 2548000
V18b Guasare Crio V/ SJ 0,00 0,00{ 37700 4448,00 0,00 0,00 2181000
V18¢c Guasare Crio V/SJ 0,0 0,00] 29820 5258,00 0,00 0,00 2195000
Vi5a Porcelana | Crio Vv/iC 0,00 694,00 19790 1512,29 0,00 0,00 10,58| 1280000
V15b Porcelana | Crio viC 0,00 961,90 22520 1474,57 0,00 0,00 1934000
Vi15¢c Porcelana Crio V/C 0,00 0,00 26800 2182,71 0,00 0,00 1882000

x: Werte fehlen.
Im Falle der Proben aus Venezuela wurden jeweils 3 Samen (a, b und c) pro Charge getrennt per
HPLC analysiert. Der Gesamt-Polyphenolgehalt (% Ecat-Aquiv.) bezieht sich hingegen jeweils
auf die gesamte restliche Probe, sodass es davon immer nur einen anstelle von 3 Werten je
Charge gibt.
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Tab. 27: Einzelwerte Zellflachen/ Samen und n Praparate mit Zellreihen/ Samen
Letzter Buchstabe der Probenbezeichnung (A, B, C etc.) benennt den jeweils
untersuchten Einzelsamen. Von jedem Einzelsamen wurden insgesamt 3
mikroskopische Préparate erstellt. Jeder Flachenwert basiert auf 15 ausgewerteten
PZ bzw. Sz
Probe Varietét Typ | Herkunft X PZ Flache [um?] | STABW X SZ Flache [um?] | STABW | SZ zu PZ [%] | n Reihen
G1A | Catongo | LAF G 581,60 196,00 340,50 133,00 58,54 1
G1B | Catongo | LAF G 739,50 326,50 360,40 132,50 48,74 0
G1C | Catongo | LAF G 578,40 173,70 381,80 147,30 66,01 0
G2A | Catongo | LAF G 557,20 364,10 391,30 133,30 70,22 0
G2B | Catongo | LAF G 587,20 148,80 405,30] 119,10 69,02 2
G2C | catongo | LAF G 530,60 196,80 371,40 113,60 70,00 3
T8A EET95 | Nac. T 1287,00 594,90 595,80 175,10 46,31 0
T8B EET95 | Nac. T 825,90 512,30 449,50| 121,50 54,43 0
T8C EET95 | Nac. T 640,00 193,90 452,10| 161,40 70,64 0
T9A EET95 | Nac. T 874,00 318,50 486,40| 181,90 55,68 1
TOB EET95 | Nac. T 882,00 239,30 450,40| 126,10 51,09 0
T9C EET95 | Nac. T 843,00 346,80 437,00/ 114,30 51,86 0
T10B | EET95 | Nac. T 1508,00 730,20 571,30 64,53 37,89 0
T10C | EET95 | Nac. T 686,60 256,30 524,60 88,12 76,41 0
T16A | EET95 | Nac. T 766,20 267,50 407,50/ 151,00 53,19 2
T16B | EET95 | Nac. T 562,70 298,80 436,10| 125,50 77,49 1
T16C | EET95 | Nac. T 876,20 381,40 423,70 99,21 48,35 0
T17A | EET95 | Nac. T 512,70 159,20 340,70 109,00 66,46 0
T17B | EET95 | Nac. T 689,60 267,30 439,60| 152,10 63,75 0
T17C | EET95 | Nac. T 862,00 275,30 395,40 121,60 45,87 1
T18A | EET95 | Nac. T 917,10 280,70 399,80 110,00 43,59 1
G5A NA 33 UAF G 748,80 283,90 430,40/ 115,00 57,48 0
G5B NA 33 UAF G 863,20 371,20 408,10/ 139,30 47,27 0
G5C NA 33 UAF G 864,30 283,60 411,70| 153,60 47,64 0
G6A NA 33 UAF G 606,40 247,00 392,00/ 177,00 64,65 0
G6B NA 33 UAF G 633,80 256,90 384,20 133,50 60,63 3
G6C NA 33 UAF G 802,1Q 268,70 464,60 99,00 57,92 1
MA NA 33 UAF M 631,30 186,80 483,90| 150,00 76,66 0
M B NA 33 UAF M 587,30 179,00 412,00] 161,80 70,15 1
M C NA 33 UAF M 623,10 214,10 481,60| 166,20 77,27 1
R7A NA 33 UAF R 611,00 243,30 398,80 91,20 65,27 1
R7B NA 33 UAF R 499,00 250,70 393,20 115,50 78,81 0
R7C NA 33 UAF R 473,50 206,40 341,60 156,00 72,14 2
R8A NA 33 UAF R 863,80 538,10 341,30 95,00 39,52 0
R8B NA 33 UAF R 613,30 216,20 429,50| 121,50 70,04 0
R8C NA 33 UAF R 497,1Q 143,80 415,00/ 111,10 83,47 0
T13B | NA33 UAF T 410,00 194,60 338,40 146,40 82,56 2
T3A | Catongo | LAF T 920,00 403,40 430,40| 141,00 46,81 2
T3B | Catongo | LAF T 753,0(£ 227,90 416,30] 141,90 55,28 1
T3C | Catongo | LAF T 581,3(}) 155,50 395,60 126,30 68,06 1
T4A | Catongo | LAF T 676,6(}) 311,70 452,80 143,90 66,93 0
T4B | Catongo | LAF T 606,0(5 230,70 376,80 87,84 62,17 0
T4C | Catongo | LAF T 695,20 285,70 489,00/ 151,60 70,34 1
T5A | Catongo | LAF T 958,90 260,00 444,10| 139,10 46,31 3
T5B | Catongo | LAF T 831,90 585,70 502,70| 252,40 60,43 1
T5C | Catongo | LAF T 821,80 270,20 367,20] 116,60 44,68 1
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Tab. 27; Fortsetzung

Probe Varietét Typ Herkunft | X PZ Flache [um?] | STABW | X SZ Flache [um?] | STABW | SZ zu PZ [%] | n Reihen
V2A Guasare | Criollg \ 1079,00, 653,90 625,00, 278,10 57,92 1
V2B Guasare | Ciriollg \ 1528,00{ 817,50 712,70 277,80 46,68 2
vV2C Guasare | Ciriollg \ 1377,00{ 475,00 623,20 227,30 45,25 0
V2D Guasare | Ciriollg \ 998,00 370,40 560,40 192,30 56,15 0
V2E Guasare | Ciriollg \ 1877,00{ 790,00 730,60 227,00 38,92 0
V1A Pentag. V.| Criollg \ 1200,00{ 351,30 663,80 233,40 55,31 1
V1B Pentag V.| Criollg \ 1034,00f 312,30 500,80 173,50 48,45 1
V1C | Pentag.V.| Criollg \Y 1294,00, 514,60 666,40, 191,70 51,49 2
V1D | Pentag.V.| Criollg \Y 1181,00] 242,10 612,70, 200,10 51,86 2
V1E | Pentag.V.| Criollg \Y 1501,00, 375,50 741,30] 236,60 49,40 0
V3 C | Pentag. R.| Criollg \Y 1328,00] 440,70 560,70, 187,00 42,23 0
V3D | Pentag. R.| Criollg \Y 1790,00] 473,10 678,10, 247,00 37,87 0
V3E | Pentag.R.| Criolld \ 1232,00] 344,00 613,60 233,20 49,79 2
V4A C. Mérida | Criollo \ 1009,00{ 273,80 630,90 240,80 62,50 0
V4B C. Mérida | Criollo \ 727,60 566,70 566,70 202,00 77,81 2
V4cC C. Mérida | Criollo \ 930,20{ 100,30 477,10{ 107,00 51,29 0
V5C C. Mérida | Criollo \ 1155,00{ 419,00 607,60 271,00 52,60 0
V5D C. Mérida | Criollo \ 1294,00f 314,10 806,70 315,20 62,33 1
V5E C. Mérida | Criollo \ 935,30 203,70 460,90 134,10 49,28 2
V6 C | Porcelana| Criollg \Y 983,80 252,20 565,10, 207,90 57,44 0
V6D | Porcelana| Criollg \Y 830,70] 168,90 366,90, 152,60 44,16 0
V6E | Porcelana| Criollg \Y 1300,00] 331,70 551,20, 150,00 42,39 0
V7A | Porcelana| Criollg \Y 1019,00, 272,10 638,00/ 200,20 62,59 1
V7B | Porcelana| Criollg \Y 1148,00, 391,20 592,80 247,30 51,92 1
V7 C | Porcelana| Criollg \ 958,40| 206,60 666,10, 173,40 69,50 0
V7D Porcelana| Ciriollg \ 1240,00{ 414,60 556,30 224,70 44,84 0
V7E Porcelana| Ciriollg \ 839,60 288,40 454,50 178,40 54,14 2
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Tab. 28: Einzelwerte der untersuchten Fermentationsstadien des Typs Criollo
Probe Varietdt Herkunft | Fermentation [h] [mg kg ff TM] [Area]
Caff-Asp CAT ECAT C

V19 A | Cr. Mérida| V/SJ 0 3858,00 0,00 38650,00 2588000
V19B | Cr. Mérida| V/SJ 0 6546,00 1524,00 32080,0q 2429000
V19 C | Cr. Mérida| V/SJ 0 4183,dJ0 0,00] 29140,00 2035000
V18 A Guasare V/ SJ 0 3478,00 1419,00 35840,0q 2548000
V18 B Guasare V/ SJ 0 4448,00 0,00| 37700,00 2181000
V18 C Guasare V/ SJ 0 5258,00 0,00] 29820,00 2195000
V17 A | Cr. Mérida| V/SJ 0 2109,00 1092,00 28170,0q 1812000
V17B | Cr. Mérida| V/SJ 0 4397,J0 2254,00 32250,0q 1960000
V17 C | Cr. Mérida| V/SJ 0 4104,J0 1605,00 26820,0q 1472000
V16 A | Cr. Mérida 4 0 4582,00 849,90, 40190,00 2200000
V 16 B | Cr. Mérida A4 0 5273,00 1306,00 47100,0q 2814000
V 16 C | Cr. Mérida A4 0 1985,00 0,00] 43490,00 2143000
V 15 A | Porcelana V/C 0 1512,00 694,20, 19790,00 1280000
V 15 B | Porcelana V/C 0 1475,00 961,90, 22520,00 1934000
V15 C | Porcelana V/iC 0 2183,00 0,00] 26800,00 1882000
V19 A | Cr. Mérida| V/SJ 24 2383,00 766,70 16830,00 1191000
V19B | Cr. Mérida| V/SJ 24 2873,00 0,00] 25550,00 1771000
V19 C | Cr. Mérida| V/SJ 24 1786,090 0,00] 10080,00 833900
V18 A Guasare V/ SJ 24 2763,00 0,00] 20030,00 1441000
V18 B Guasare V/ SJ 24 4907,00 0,00| 24780,00 2083000
V18 C Guasare V/ SJ 24 2751,00 0,00] 16310,00 1322000
V17 A | Cr. Mérida| V/SJ 24 766,90 60,99 5358,00 703700
V17B | Cr. Mérida| V/SJ 24 555,40 0,00 3351,00 340570
V17 C | Cr. Mérida| V/SJ 24 1987,00 0,00 6697,00 582100
V16 A | Cr. Mérida A4 24 3282,0p 0,00] 45100,00 2039000
V16 B | Cr. Mérida 4 24 3135,0p 0,00 38430,00 1837000
V 16 C | Cr. Mérida A4 24 4160,0D 0,00] 45930,00 2378000
V 15 A | Porcelana V/C 24 831,10 0,00| 11150,00 807100
V 15 B | Porcelana V/C 24 589,00 183,30 7915,00 680800
V 15 C | Porcelana V/C 24 479,60 0,00 6291,00 565400
V19 A | Cr. Mérida| V/SJ 48 1039,60 0,00 2194,00 211900
V19B | Cr. Mérida| V/SJ 48 563,50 0,00 1140,00 121500
V19 C | Cr. Mérida| V/SJ 48 707,40 0,00 1405,00 238700
V18 A Guasare V/ SJ 48 305,80 0,00 461,70 20980
V18 B Guasare V/ SJ 48 1562,p0 245,70 3147,000 187000
V18 C Guasare V/ SJ 48 1509,D0 0,00 1851,00 163800
V17 A | Cr. Mérida| V/SJ 48 2220,00 0,00| 20850,00 1692000
V17 B | Cr. Mérida| V/SJ 48 2342,00 897,20, 31830,00 2083000
V17 C | Cr. Mérida| V/SJ 48 433,50 0,00 1049,00 82220
V16 A | Cr. Mérida A4 48 430,79 0,00 2054,00 144000
V16 B | Cr. Mérida A4 48 4119,0D 0,00] 20170,00 1146000
V 16 C | Cr. Mérida 4 48 3906,0p 314,20, 17470,00 1025000
V 15 A | Porcelana V/C 48 320,30 0,00 707,80, 34410
V 15 B | Porcelana V/C 48 921,80 234,70| 6843,00 444400
V 15 C | Porcelana V/C 48 1684,10 90,28 5241,00 378700
V19 A | Cr. Mérida| V/SJ 72 639,10 0,00 1360,00 90100
V19B | Cr. Mérida| V/SJ 72 546,]]0 0,00 398,90 0
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Tab. 28; Fortsetzung

Probe Varietdt Herkunft | Fermentation [h] [mg kg™ ff TM] [Area]
Caff-Asp CAT ECAT C
V19 C | Cr. Mérida| V/SJ 72 3349,4J0 0,00 10620,00 909200
V18 A Guasare V/ SJ 72 4682,p0 0,00 10610,00 766600
V18 B Guasare V/ SJ 72 330,90 0,00 340,60 0
V18 C Guasare V/ SJ 72 1179,00 0,00 1816,00 130300
V17 A | Cr. Mérida| V/SJ 72 663,20 0,00 323,40 0
V17 B | Cr. Mérida| V/SJ 72 793,90 0,00 687,800 51180
V17 C | Cr. Mérida| V/SJ 72 1261,40 0,00 3779,00 324600
V16 A | Cr. Mérida V/Z 72 345,60 0,00 897,900 66980
V16 B | Cr. Mérida V/Z 72 1028,0D 0,00 1142,00 32110
V16 C | Cr. Mérida V/Z 72 1139,0D 0,00 1390,00 57110
V15 A | Porcelana V/C 72 204,10 0,00 203,40 0
V15 B | Porcelana V/C 72 1517,00 108,000 4965,00 286200
V 15 C | Porcelana V/C 72 624,80 0,00 691,40 0
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Abb. 86: Proben des Klons Amelonado

Abb. 87: Proben des Klons BR 25
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Abb. 88: Proben des Klons Catongo

Abb. 89: Proben des Klons EET 59
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Abb. 90: Proben des Klons EET 95

Abb. 91: Proben des Klons EET 390
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Abb. 92: Proben des Klons ICS 95

Abb. 93: Proben des Klons KKM 22
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Abb. 94: Proben des Klons NA 33

Abb. 95: Proben des Klons PBC 1
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Abb. 96: Proben des Klons SCA 6

Abb. 97: Proben des Klons T 63/ 967
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Abb. 98: Proben des Klons T 79/ 501

Abb. 99: Proben des Klons T 85/ 799
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Abb. 100: Proben des Klons UIT 1
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Abb. 101: Die Varietét Criollo Mérida
Fotos: Alexis Zambrano, INIA Mérida, Venezuela
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Abb. 102: Die Criollo-Varietaten Guasare (a) und Pentagona (b, ¢)
Fotos: Alexis Zambrano, INIA Mérida, Venezuela
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Abb. 103: Die Criollo-Varietat Porcelana
Fotos: Alexis Zambrano, INIA Mérida, Venezuela
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