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Ausgangssituation:

Der Welthandel differenziert heute Kakaosorten
nach ihrem Aroma in Edelkakao und Konsumka-
kao. Aus dem teureren aromatischen Edelkakao,
der nur etwa 5 % der Welternte ausmacht, wer-
den vor allem hochwertige Schokoladenerzeug-
nisse mit hohem Kakaoanteil hergestellt, deren
Marktprasens in den letzten Jahren in Deutsch-
land deutlich zunahm. Bedeutendster Erzeuger
von Edelkakao ist Ecuador, das etwa 50 % der
Welternte liefert. In Ecuador wird jedoch neben
dem als "Nacional" bezeichneten Edelkakao
auch der Kakao-Klon CCN 51 verbreitet ange-
baut, der wegen seines Ertrags und seiner
Krankheitsresistenz bei den dortigen Bauern
beliebt ist, jedoch ein minderwertiges Aroma lie-
fert. Vor diesem Hintergrund kommt es zuneh-
mend zu Verfdlschungen von Nacional-Kakao
durch Beimischungen von CCN-51. Deshalb war
es das Ziel des Forschungsvorhabens, verschie-
dene analytische Anséatze hinsichtlich ihres Po-
tenzials zur objektiven Unterscheidung von Na-
cional-Kakao und Kakao der Sorte CCN-51 zu
evaluieren. Diese Ansatze waren 1) die Analyse
der fir den Aromaunterschied verantwortlichen

Schlisselaromastoffe, 2) die Analyse des kom-
pletten flichtigen Metaboloms und 3) die mole-
kularbiologische Analytik.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen der Analyse der fiir den Aromaun-
terschied verantwortlichen Schlisselaromastoffe
erfolgte zunachst ein Screening der fliichtigen
Fraktion typischer Nacional- und CCN-51-Rést-
kakao-Proben nach aromaaktiven Verbindungen
durch eine vergleichende Aromaextraktverdiin-
nungsanalyse. Dabei wurden in drei Proben Na-
cional und zwei Proben CCN-51 insgesamt 43
Aromastoffe im FD-Faktorbereich zwischen 8
und 2048 detektiert, von denen 41 identifiziert
werden konnten. Auf der Basis der FD-Faktoren
konnten bereits Unterschiede zwischen Nacional
und CCN-51 erkannt werden. Zur Objektivierung
der Unterschiede wurden ausgewahlte Verbin-
dungen durch Stabilisotopenverdiinnungsassays
quantitativ bestimmt. In Ubereinstimmung mit
den sensorischen Profilen ergaben sich dabei
deutliche Unterschiede zwischen Nacional und
CCN-51. Bei der quantitativen deskriptiven Ana-
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lyse waren vor allen die Noten "malzig" und
"blumig, honigartig" in Nacional héher bewertet
worden als in CCN-51, der insgesamt als flacher
im Aroma beurteilt wurde. Entsprechend wurden
auch jeweils héhere Konzentrationen der Ver-
bindungen Phenylacetaldehyd (Honig, blumig),
Linalool (Bergamotte), 2 Phenylethanol (Honig,
blumig), 2 Phenylethylacetat (Honig, blumig),
Ethyl(phenylacetat) (Honig, blumig), 2-Methyl-
butanal (malzig) und 3-Methylbutanal (malzig) in
Nacional im Vergleich zu CCN-51 gemessen.
Quantitative Bestimmungen bei den entspre-
chenden Rohkakaos zeigten, dass signifikante
Unterschiede in den Konzentrationen dieser Ver-
bindungen bereits auf der Ebene der ungerdste-
ten Kakaobohnen vorlagen. Weitere Quantifizie-
rungen erfolgten unter simulierten Verzehrs-
bedingungen, wobei eine Wasserbehandlung der
gerosteten Kakaobohnen die Freisetzung von
Streckerprodukten aus den als Prekursoren wir-
kenden 3-Oxazolinen, die bei der Rostung gebil-
det werden, bewirkte. Auch hier zeigten sich
tendenziell hoéhere Gehalte der untersuchten
Aromastoffe in Nacional. Analoge Versuche mit
Rohkakao zeigten ebenfalls eine Konzentrations-
zunahme der Streckerprodukte durch eine Was-
serbehandlung. Die Unterschiede zwischen Na-
cional und CCN-51 blieben dabei erhalten bzw.
wurden z. T. sogar noch signifikanter. Welche
Prekursoren flir die Aromastofffreisetzung aus
Rohakakao mit Wasser verantwortlich sind, ist
noch ungeklart.

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden die Un-
tersuchungen auf einen groReren Probenumfang
ausgedehnt. Die Quantifizierungen erfolgten
schlieRBlich bei 16 Nacional-Kakaos sowie 6
CCN-51-Proben und dabei sowohl auf der Ebene
der Roh- sowie der Réstkakaos, jeweils mit und
ohne vorherige Wasserbehandlung. Die Ergeb-
nisse zeigten im Mittel eindeutig héhere Kon-
zentrationen der betrachteten Aromastoffe in
Nacional als in CCN-b1, jedoch waren die
Schwankungsbreiten bei den Nacionalproben
hoch. Bei einer Beschrankung der Probenaus-
wahl auf diejenigen Nacional-Proben, die auf-
grund der Probenhistorie nachweislich reinsortig
waren und sensorisch ein charakteristisches
Aromaprofil mit ausgepragten blumig-honig-
artigen und malzigen Noten aufwiesen, zeigten
sich jedoch klare Unterschiede zu den CCN-51-
Proben. Die beste Differenzierung erlaubte die
Konzentration an Phenylacetaldehyd in Roh-
kakao nach Freisetzung aus seinen wasserlabilen
Precursoren. Diese kann als geeigneter analyti-
scher Parameter fiir eine Anwendung im Sinne
des Projektziels angesehen werden. Eine Quanti-
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fizierung auf der Ebene des Rohkakaos hat zu-
dem den Vorteil, dass keine zusétzliche Variati-
on durch die Réstparameter Einfluss auf das Er-
gebnis hat. Eine Differenzierung auf breiterer
Basis gelang durch die Einbeziehung weiterer
Verbindungen, z. B. durch Addition der Aroma-
werte (Konzentration/Geruchsschwellenwert)
von 2-Phenylethanol, 2-Phenylethylacetat, Ethyl-
(phenylacetat), sowie von Phenylacetaldehyd
nach Freisetzung aus seinen wasserlabilen
Precursoren zu einem Summenwert, der als
"Edelkakaoaromaindex" zwar keine sichere Sor-
tendifferenzierung zwischen Nacional und CCN-
51 erlaubt, sehr wohl aber eine Differenzierung
zwischen hochwertigen Fine Flavor Kakaos des
Typs Nacional einerseits und CCN-51 sowie ggf.
verschnittenen und/oder aromaschwachen Naci-
onal-Proben andererseits. Durch den Bezug zu
den sensorischen Eigenschaften des Kakaos und
damit der Schokolade ist dieser Ansatz im Rah-
men einer industriellen Wareneingangskontrolle
unter Umsténden jedoch sogar zielfihrender.

Im Rahmen der Analyse des kompletten fllichti-
gen Metaboloms wurde zunachst eine Methode
zur semiquantitativen Erfassung maoglichst vieler
flichtiger Verbindungen in Rohkakao auf der Ba-
sis von GC x GC-TOF-MS-Analysen entwickelt.
Dazu wurden die volatilen Komponenten unter
Zusatz von dg-Naphthalin durch L&sungsmittel-
extraktion und SAFE-Desillation isoliert und an-
schlieBend aufkonzentriert. Das Konzentrat wur-
de zur GCxGC-TOF-MS-Analyse eingesetzt.
Nach Optimierung der Parameter Saulenbele-
gung, Filmdicke, Saulenldangen, Ofentemperatur-
gradienten und Modulationszeit konnten etwa
400 flachtige Verbindungen in den Rohkakao-
proben semiquantitativ erfasst werden. Durch
chemometrische Auswertung der Peakflachen
dieser 400 Peaks je Probe wurden Substanzen
identifiziert, die im Mittel deutliche Unterschiede
zwischen Nacional und CCN-51 aufwiesen. Bei
Betrachtung der Einzelwerte zeigte sich jedoch
jeweils eine breite Streuung innerhalb der Grup-
pen, die die Methode flr eine eindeutige Zuord-
nung einer unbekannten Probe wenig aussichts-
reich erscheinen liel3.

Fir die molekularbiologischen Arbeiten standen
20 verschiedene Blattproben, (ber 50 Roh-
kakaoproben sowie Kakaobohnen aus zwei fri-
schen Kakaofriichten (CCN 51 Typ | und II, Cos-
ta Rica) zur Verfligung. Es wurden im Rahmen
der Projektlaufzeit drei verschiedene Ansatze zur
Sequenzierung des kompletten Chloroplastenge-
noms verfolgt. Uber die klassische Vorgehens-
weise mit einer Isolierung der Chloroplasten aus
Kakaoblattern und anschlieBender Isolierung der
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Chloroplasten-DNA (Ansatz 1) konnte aufgrund
der storstoffreichen Kakaoblattmatrix keine DNA
in ausreichender Menge und Qualitat fir die an-
schlieBende Sequenzierung erhalten werden.
Auch eine Affinitatsanreicherung von Chloro-
plasten-DNA aus Gesamt-DNA (Ansatz 2) fihrte
nicht zum Erfolg, da die Anreicherungsfaktoren
nicht ausreichend waren, um qualitativ hoch-
wertige Chloroplasten-DNA anzureichern. Im
Jahr 2012 wurde eine Next-Generation-Sequen-
cing-Methode veréffentlicht, die eine Sequenzie-
rung des Chloroplastengenoms aus der Gesamt-
DNA ermdéglicht. Diese Methode konnte erfolg-
reich auf die im Projekt bearbeitete Fragestellung
adaptiert werden (Ansatz 3) und fuhrte zur Se-
quenzierung von 10 kompletten Kakao-Chloro-
plastengenomen (3 Arriba Genome, 4 CCN-51
Genome, 1 ICS-95 Genom, 1 IMC-67 Genom,
1 Canelo Genom) im Rahmen des Projekts. Se-
quenzvergleiche flihrten zur Identifikation mehre-
rer Einzelbasenaustausche (SNPs), die anschlie-
Rend eingehender untersucht wurden (s. u.).

Parallel wurde eine partielle Sequenzierung des
Chloroplastengenoms durchgefiihrt. In der sog.
Inverted Repeat Region konnte ein Sequenzab-
schnitt identifiziert werden, der einen
(TAAAG)n-Repeat aufweist. Die Anzahl n der
Wiederholungen sind, bis auf einige wenige
Ausnahmen bei CCN-51 (14 mal) und Arriba (6
mal), unterschiedlich. Eine auf Basis dieses Un-
terschiedes entwickelte PCR-Methode ermdg-
licht den Nachweis von CCN-51 Uber die Detek-
tion von unterschiedlich langen PCR Fragmenten
(Arriba: 111 bp, CCN 51: 151 bp). Die Detekti-
on kann in der Routineanalytik, je nach Ausstat-
tung mittels Agarosegelelektrophorese, Kapillar-
gelelektrophorese oder DHPLC erfolgen. Eine
Quantifizierung ist mit dieser Methode nicht
moglich.

Die bei der Sequenzierung identifizierten SNPs
wurden eingehend untersucht. Dabei stellte sich
ein SNP an Position 43631 des Alignments als
besonders geeignet fir die Entwicklung einer
CCN-51 Nachweismethode heraus. Dieser SNP
fihrt zur Anwesenheit einer Restriktionsschnitt-
stelle des Enzyms Asel in der Sequenz von CCN-
51, die bei Arriba nicht vorhanden ist. Bei einer
entwickelten PCR-RFLP-Methode kann so uber
das Fragmentmuster zwischen CCN-51 (frag-
mentiert) und Arriba (nicht fragmentiert) unter-
schieden werden. Die Detektion kann hier, ana-
log wie oben beschrieben, Uber Agarosegel-
elektrophorese, Kapillargelelektrophorese oder
DHPLC erfolgen. Eine Quantifizierung des CCN-
51-Anteils in Mischungen Uber Peakflachenver-
haltnisse bei der Auswertung Uber die Kapillar-
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gelelektrophorese ist denkbar. Erste Versuche
konnten noch in der Projektlaufzeit durchgeflhrt
werden. Weitere Untersuchungen sind hierzu
aber auch nach Projektende geplant.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die deutsche Kakao- und Schokoladenindustrie
verarbeitete 2012 rund 418 t Kakao im Wert
von 932 Mio €. Sie ist eine der wichtigsten
Teilbranchen der deutschen SiRwarenindustrie,
die bei einem jahrlichen Umsatz von Uber 12
Mrd. € in etwa 200 Mitgliedsunternehmen und
250 Betrieben etwa 50.000 Mitarbeiter beschaf-
tigt. Eine zunehmende Bedeutung haben auf
dem deutschen Schokoladenmarkt Edelkakao-
produkte mit hohem Kakaoanteil, die sich derzeit
groRer Beliebtheit erfreuen und fir die der Ver-
braucher auch bereit ist, h6here Preise zu bezah-
len. Nachdem Ecuador der gréf3te Erzeuger von
Edelkakao ist, stellen gerade beabsichtigte Ver-
mischungen sowie unbeabsichtigte Kontaminati-
onen von hochwertigem Nacional-Kakao mit
CCN-51 eine Herausforderung fiir die Warenein-
gangskontrolle der deutschen Schokoladenher-
steller dar. Dabei geht es einerseits darum, die
sensorische Qualitat der Produkte durch Einsatz
von entsprechend hochwertigem Kakao sicher-
zustellen, andererseits folgen die Hersteller ger-
ne dem Trend, Herkunftsland, Provenienz, Plan-
tage und/oder die eingesetzte Kakaosorte
werbewirksam auf der Packung auszuloben und
sind damit auch gezwungen, diese Angaben zu
verifizieren. Beides ist mit den im Projekt entwi-
ckelten Methoden mdoglich. Dadurch kann die
hohe Qualitédt deutscher Edelkakaoprodukte si-
chergestellt und gegen die Konkurrenz von Bil-
ligprodukten geschitzt werden.
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