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Als Kakao werden die vom Fruchtfleisch befrei-
ten Samen des Kakaobaums (7heobroma
cacao) bezeichnet, die als essentieller Bestand-
teil in Schokoladenprodukten eingesetzt wer-
den. Fur die industrielle Weiterverarbeitung
der Kakaobohnen zu Halb- oder Fertigerzeug-
nissen auf Kakaobasis muss die Samenschale
nach der Fermentation und Réstung vom Kern
abgetrennt werden. Die vollstandige Beseiti-
gung ist allerdings aus technologischen Griin-
den nicht immer moglich. Je nach Anbauge-
biet, Sorte und Verarbeitung der Bohnen kon-
nen diese daher einen Schalenanteil von bis zu
11 - 17 % aufweisen. Hohe Schalenanteile sind
jedoch in vielerlei Hinsicht als qualitatsmin-
dernd einzustufen, insbesondere wegen der
Gefahr des Eintrags von gesundheitsgefahr-
denden Substanzen (z. B. Mykotoxinen). Dar-
Uber hinaus kdnnen hieraus ein erhdhter Ver-

schleill von Maschinenteilen durch Abrieb
sowie nachteilige sensorische Eigenschaften
resultieren. Die unbewusste oder bewusste
Streckung der Kakaomasse mit Kakaoschalen
fihrt demnach zu wirtschaftlich nachteiligen
Aspekten, da daraus entstandene Produkte als
qualitativ minderwertig einzustufen sind.

Mit Inkrafttreten der Richtlinie 2000/36/EG im
Jahr 2004 ist der bisherige Grenzwert fir Scha-
lenanteile und Keimlinge in Kakaoprodukten
von 5 % weggefallen. In Anlehnung an die alte
Gesetzgebung sowie den international vorge-
gebenen Lebensmittelstandards filir Kakao-
masse durch die Codex-Alimentarius-Kommis-
sion hat sich jedoch in der kakaoverarbeiten-
den Branche ein Grenzwert von max. 5 % an
Schalenanteilen und Keimlingen etabliert, wel-
cher technologisch nicht zu vermeiden ist und
folglich der allgemeinen Verkehrsauffassung
entspricht. Bei Uberschreitung dieses Wertes
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kann der Einsatz von gestreckter Ware bzw. die
Verarbeitung minderwertiger Bohnen oder
eine fehlerhafte Prozessfiihrung vermutet wer-
den.

Da in zunehmendem Mal3e die Kakaobohnen
bereits direkt in den Anbauldandern oder von
Zwischenhéandlern zu Halbfabrikaten, wie Ka-
kaomasse, Kakaopulver und Kakaobutter, ver-
arbeitet werden, mussen die Hersteller der
Endprodukte in der Lage sein, entsprechende
Spezifikationen innerhalb der globalen Be-
schaffungskette zu Uberprifen. Hersteller, die
Kakaomassen selbst produzieren, bendétigen
Methoden zur Qualitdtssicherung, um den
Verarbeitungsprozess entsprechend Uberwa-
chen und ggf. optimieren zu kénnen. In der
Vergangenheit wurden bereits verschiedenste
analytische Ansatze verfolgt, die z. T. jedoch zu
ungenau, zu unspezifisch oder zu wenig repro-
duzierbar sind, um entsprechende Spezifikati-
onen uberprifen zu kdnnen.

Ziel des Forschungsvorhabens war die Ent-
wicklung einer Metabolomics-Methode (LC-
MS) zur Bestimmung des Kakaoschalenanteils
in Kakaoprodukten. Hierzu sollten zunéachst
Schliusselmetabolite der Kakaobohne und der
Kakaoschale identifiziert werden, die mit dem
Schalengehalt in verschiedenen Kakaoproduk-
ten korrelieren. Durch ein Screening von Ka-
kaobohnen aus verschiedenen Anbaugebieten,
unterschiedlicher Sorten, Erntezeitpunkten und
Verarbeitungsgraden mittels hochauflosender
non-targeted LC-MS/(MS)-Applikationen und
der anschlieBenden Identifizierung und Quanti-
fizierung von Schliisselmetaboliten unter An-
wendung bioinformatischer Auswertungsver-
fahren sollten einfache targeted-Methoden auf
Basis geeigneter Markersubstanzen entwickelt
werden, anhand derer Unternehmen Kakao-
schalenanteile in Kakaoprodukten schnell und
kostenguinstig analysieren konnen.

Forschungsergebnis:

Fir die Identifizierung der Schliisselmetabolite
wurden drei LC-ESI-QTOF-Applikationen ent-
wickelt. Eine umfangreiche Optimierung der
Methoden umfasste die Probenvorbereitung,
die Extraktion sowie das flissigchromatogra-
phische und massenspektrometrische System.
Bei der Entwicklung der Methoden wurde ne-
ben der Erfassung moglichst vieler Metabolite
auch eine moglichst kurze Analysendauer an-
gestrebt, um einen hohen Probendurchsatz zu
gewahrleisten. Die optimierten Applikationen
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wurden fir die separate Analyse des polaren
und unpolaren Metaboloms der Kakaoschale
und des Kakaokerns eingesetzt. Durch den
Einsatz unterschiedlicher multivariater Daten-
analyseverfahren wurden das Metabolom der
Kakaoschale mit dem Metabolom des Kakao-
kerns verglichen und Metabolite identifiziert,
die ausschlieBBlich oder in deutlich héherer
Konzentration in der Kakaoschale enthalten
sind. Die Eignung der identifizierten Metabolite
fur eine valide Kakaoschalenbestimmung wur-
de anhand unterschiedlicher Bewertungskrite-
rien Uberprift und bewertet. Hierbei wurden
die Metabolite auf Temperaturstabilitdit und
auf Konzentrationsunabhidngigkeit gegentiber
Herkunft, Fermentation, Erntejahr und Sorten-
einfluss Uberprift. In Zusammenarbeit der
beiden Forschungsstellen wurde aus den Er-
gebnissen eine Liste potentieller Markersub-
stanzen erstellt. Hierbei wurde festgestellt,
dass unter den gewahlten Auswahlkriterien
nur Substanzen aus den unpolar-positiven
Proben als Marker nutzbar sind. Nach Identifi-
zierung und Validierung der Substanzen konn-
te mit Hilfe einer linearen Regression der Zu-
sammenhang zwischen Intensitdt und Kon-
zentration bestatigt werden, welcher fir die
quantitative Methode erforderlich ist.

Es konnten insgesamt 18 Metabolite identifi-
ziert und charakterisiert werden, anhand derer
ein Kakaoschalennachweis in Kakaoprodukten
durchgefiihrt werden kann. Die identifizierten
Marker sind funf unterschiedlichen Stoffklas-
sen zuzuordnen: Fettsduretryptamide, 5-Hy-
droxy-Fettsauretryptamide (Serotonin-Deriva-
te), a-Tocopherol-Derivate, Triacylglycerole
und Ceramid-Derivate. Anhand der identifizier-
ten Metabolite wurde eine targeted-Methode
fir ein LC-ESI-QqQ-System entwickelt und
nach den Vorgaben der ,Bioanalytical Method
Validation Guidance for Industry” der US Food
and Drug Administration (FDA) und der Deut-
schen Norm 32645 validiert. Durch die Analyse
einer Kakaoschalen-Kalibrierreihe (Kakaoscha-
lengehalt 0-10 %) wurde die Anwendbarkeit
und Leistungsfahigkeit der entwickelten tar-
geted-Methode zur Bestimmung des Kakao-
schalengehaltes Gberprift.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Im Jahr 2015 produzierte die deutsche Schoko-
ladenindustrie ca. 1,02 Mio.t Schokoladenwa-
ren mit einem Wert von ca. 6,71 Mrd. €. Die
Branche besteht liberwiegend aus kleinen und
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mittelstandischen kakaoverarbeitenden Unter-
nehmen und ist mit ca. 50.000 Beschéftigen ein
wichtiger Wirtschaftszweig der deutschen Le-
bensmittelindustrie.

Fir die Herstellung qualitativ hochwertiger
Endprodukte bei Verwendung ausgesuchter
Rohstoffe und Halbfabrikate sind leistungsfa-
hige Analysenmethoden zur Wareneingangs-
kontrolle und zur Qualitatssicherung notwen-
dig; der Kakaoschalen-Gehalt zdhlt zu diesen
Qualitatsparametern. Die Entwicklung entspre-
chender Methoden ist insbesondere fiir kleine-
re und mittelstandische Unternehmen (KMU)
essentiell, die sich mit hochwertigen Produk-
ten am Markt behaupten miissen.

Bisher war es der kakaoverarbeitenden Indus-
trie nicht moglich, die Spezifikationsangaben
zum Kakaoschalengehalt bei Kakaomassen mit
einer ausreichend validen Nachweismethode
zu Uberprifen. Im Rahmen dieses Projektes
wurde eine Methode entwickelt, die 18 Kakao-
schalen-Schlisselmetabolite simultan erfasst
und in der Lage ist, anhand einer multipara-
metrischen Herangehensweise eine valide
Aussage uUber den Kakaoschalengehalt in Ka-
kaorohprodukten zu treffen. Durch die entwi-
ckelte Methode wird daher vor allem die Wett-
bewerbsfahigkeit von KMU gestarkt, da die
Moglichkeit des Kakaoschalen-Nachweises als
Qualitatsattribut fir die produzierten Produkte
angesehen werden kann und fundamental fir
die Herstellung qualitativ hochwertiger und
wettbewerbsfahiger Produkte ist.

Durch den Wegfall der gesetzlichen Regelun-
gen liegt es in der Eigenverantwortung der
Unternehmen, Rohstoffe und Halbfabrikate mit
geeigneten Spezifikationen und hohen Qualita-
ten einzusetzen, um Produkte zu erzeugen, die
der Verbrauchererwartung entsprechen. Mal3-
nahmen zur Kostenreduzierung (z.B. durch die
Vermeidung von Fehlchargen oder durch ei-
nen geringeren Verschleild der Produktionsan-
lagen) und der Steigerung der Produktqualitét
helfen, die Wettbewerbsfahigkeit von KMU zu
starken.
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Die Ergebnisse des Vorhabens werden auch
Dienstleistern (Handelslaboratorien) auf dem
Gebiet der Qualitdtskontrolle zugutekommen,
da wertbestimmende Qualitatsfaktoren in Ka-
kao- und Schokoladenprodukten zukiinftig
wissenschaftlich fundierter beurteilt und ent-
sprechend kontrolliert werden koénnen. Die
verbesserte Qualitdtskontrolle wird darlber
hinaus dazu beitragen, den Handel vor der
Einfuhr qualitativ unzureichender oder unge-
nau spezifizierter Ware und den damit verbun-
denen finanziellen Risiken zu schitzen. Durch
die Bekanntmachung und die Implementierung
einer validen Nachweismethode kann es be-
reits zu einer Reduzierung der absichtlichen
Streckung von Kakaoprodukten mit Kakao-
schale kommen.
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