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KURZFASSUNG

Apfeltrester fallen in gro3en Mengen als Reststoffe bei der industriellen Fruchtsaftproduktion
an und kénnen im Sinne einer riickstandsarmen Verarbeitung zur Wertstoffgewinnung einge-
setzt werden. Neben der Pektinherstellung kdnnen Apfeltrester u. a. fir die Alkoholerzeugung
genutzt werden. Im Gegensatz zur Produktion von technischem Alkohol werden bei der Trink-
alkoholherstellung jedoch héhere Anforderungen an die chemische Zusammensetzung und
die sensorischen Eigenschaften der erzeugten Destillate gestellt. Apfeltrester besitzen eine
Trockensubstanz von ca. 25 %, die sich zum gré3ten Teil aus l6slichen Restzuckern sowie
unléslichen Polysacchariden, darunter Cellulose, Hemicellulosen und Pektin, zusammensetzt.
Die zusatzliche Nutzung von Glucose als Grundbaustein der Cellulose und potentiell vergar-
barer Zucker kann zu einer signifikanten Erhéhung der Alkoholausbeute flihren, wenn geeig-
nete Aufschlussverfahren zum Abbau der Zellwandpolysaccharide zur Anwendung kommen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden physikalische und enzymatische Verfahrens-
schritte im Laborverfahren in mehreren Stufen kombiniert, um ein Maximum an Zellwandauf-
schluss, insbesondere der Cellulose, zu erreichen und damit die Basis fur eine signifikante
Alkoholausbeutesteigerung zu schaffen. Fur den enzymatischen Aufschluss wurden kommer-
zielle, zellwandabbauende Enzympraparate, darunter Cellulasen, Cellobiasen und kombi-
nierte pektinolytische und hemicellulolytische Préparate, eingesetzt. Die Enzyme wurden an-
hand der Freisetzung reduzierender Zucker, Glucose, weiterer Neutralzuckerbausteine sowie
Galacturonsaure hinsichtlich ihrer Haupt- und Nebenaktivitaten gegeniiber Modellsubstraten,
komplexen Apfeltresterfaserpraparaten und nativen sowie saurehydrolysierten Apfelnasstres-
tern charakterisiert. Die Freisetzung reduzierender Zucker und Glucose aus Apfeltresterfasern
durch Cellulasen wurde durch die partielle Degradation des Pektin-Hemicellulose-Netzwerkes
stark beginstigt. Durch die geeignete Kombination von Pektinase und Cellulase wurden hin-
sichtlich der Zuckerfreisetzung in Abhangigkeit der Faserart und des eingesetzten Pektina-
sepraparates Uberadditive Wechselwirkungseffekte erzielt. Aus nativen Apfelnasstrestern
konnten mit Hilfe eines komplexen Enzym-Mixes aus Cellulase, Pektinase und Cellobiase
nach mechanischem Standardaufschluss und 48-stiindiger Enzymeinwirkung bis zu 90 % der
gesamten im Material verfiigbaren Glucose freigesetzt werden, was einem Hydrolysegrad
(Freisetzung unldslicher Glucose) von 79 % entsprach. Die Anwendung zusatzlicher physika-
lischer VorbehandlungsmalRnahmen hatte einen signifikanten Einfluss auf die Freisetzung
reduzierender Zucker und Glucose, was im Fall der Hochdruckhomogenisierung auf den zu-
satzlichen Zerkeinerungseffekt (PartikelgrofRenreduktion) und im Fall der Autoklavenbe-
handlung auf den veranderten physikalischen Zustand des Zellgewebes und der verbesserten
Zuganglichkeit der Enzyme zu den Zellwandpolymeren zurtickgefiihrt wurde. Die Erhéhung
des Tresteranteils in den Versuchsansatzen fihrte zu einer verzogerten Viskositdtsabnahme
und - bezogen auf die Trockensubstanz - zu einer reduzierten Glucosefreisetzung. Durch die
simultane Verflissigung, Verzuckerung und Vergarung nativer Apfelnasstrester konnten nach
mechanisch-enzymatischem Voraufschluss Alkoholausbeuten von tber 81 % erzielt werden,
was einem Hydrolysegrad von Uber 55 % entsprach. Die erzeugten Destillate wiesen typische
Géarungsnebenproduktprofile auf, enthielten jedoch groRe Mengen an Methanol. Die Verwen-
dung saurehydrolysierter Trester fuhrte zu einer weiteren Erhéhung der Hydrolysegrade. Die
Methanolgehalte in den resultierenden Destillaten waren jedoch stark erhoht.

In den vergorenen und abdestillierten Trestern reichern sich unterschiedliche Mengen an l6s-
lichen und unléslichen Ballaststoffen sowie Polyphenole an, die durch geeingnete Aufarbei-
tungsschritte als funktionelle Lebensmittelkomponenten genutzt werden kénnten.



ABSTRACT

Apple pomace is generated to a great extend as a waste material in industrial fruit juice pro-
duction and can be utilised as a potential recycable. Amongst others, e. g. pectin recovery,
apple pomace can be used for alcohol production. Unlike technical alcohol, the production of
potable spirits needs to consider requirements regarding chemical composition and sensory
parameters of the distillates.

Apple pomace averages about 25 % of dry substance, which is mainly composed of residual
soluble sugars and insoluble polysaccharides, like cellulose, hemicelluloses and pectin. The
additional utilisation of glucose as the cellulosic basic module and a potential fermentable
sugar can lead to a significant increase of alcohol yield if suitable disintegration steps are
used for decomposing cell wall polymers.

In this context, physical and enzymatical procedures have been combined in laboratory scale
to reach a maximum in cell wall decomposition, particularly with regard to cellulose, and with
that significantly increase alcohol yield. Commercial cell wall degrading enzymes, like cellula-
ses, cellobiases and combined pectinolytic and hemicellulolytic enzymes were used for enzy-
matic degradation. They were systematically characterised regarding their main and side acti-
vities towards model substrates, complex apple pomace fibre preparations as well as towards
native and acid-hydrolysed wet apple pomace.

The release of total reducing sugars and glucose from fibre preparations by cellulases was
favoured by the partial degradation of the pectin-hemicellulose network. The combination of
pectinases and cellulases led to synergistic interactions regarding sugar release depending on
type of fibre preparation and type of pectinase applied. A complex mixture of cellulase, cello-
biase and pectinase was able to reach a release of up to 90 % of total glucose from native
apple pomace which corresponded to a degree of hydrolysis of 79 % after mechanical pre-
treatment and 48 h of enzyme treatment.

The application of additional physical treatments significantly affected the release of total re-
ducing sugars and glucose, presumably due to additional particle size reduction in the case of
high pressure homogenisation as well as due to the altered physical state and the improved
accessibility of enzymes by autoclaving treatment. Increasing the amount of apple pomace in
the test batches led to a delayed decrease in pomace viscosity and reduced glucose release.

Simultaneous liquefaction, saccharification and fermentation of native apple pomace led to
more than 81 % of alcohol yield after mechanical pretreatment which came up to a degree of
hydrolysis of more than 55 %. The resulting distillates exhibited typical aroma profiles but me-
thanol contents were rather high. Utilising acid-hydrolysed apple pomace yielded in even in-
creased degrees of hydrolysis but also even higher methanol contents were found in the re-
sulting distillates compared with those from native pomace.

Different amounts of soluble and insoluble dietary fibre as well as total polyphenolics were
enriched in fermented and distilled apple pomace which could be potentially finished to func-
tional food contituents.
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CMC Carboxymethylcellulose

D Durchlaufe

DCM Dichlormethan

dest. Wasser destilliertes Wasser

EAF Entpektinisierte Apfeltresterfasern
EDTA Ethylendiamin-tetraessigsaure

EG Endoglucanase

FPA Filter Paper Assay

Fru, F Fructose

FS Feuchtsubstanz

GalA Galacturonséaure

Gal, G Galactose

GC Gaschromatographie

Gl. Gleichung

Glc Glucose

HG Homogalacturonan

HHP High hydrostatic pressure (hoher statischer Druck)
HOM Hochdruckhomogenisator

HPLC High Performance Liquid Chromatography
HRGP Hydroxyprolinreiche Glycoproteine
HV Hochverestert

LSD Least significant difference

Man, M Mannose
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1 EINLEITUNG

In Deutschland werden jahrlich 400 bis 750 Mio. Liter Apfelsaft aus Apfeln deutscher Herkunft
hergestellt [1]. Dabei fallen zwischen 100.000 und 200.000 Tonnen Apfeltrester an. Die Pa-
lette an Verwertungsmoglichkeiten von Apfeltrestern als Reststoffe der obstverarbeitenden
Industrie ist breit und erstreckt sich sowohl tber den Food- als auch Non-Food-Bereich [2].
Seit Jahren werden Anstrengungen unternommen, diese Reststoffe im Sinne der Wertstoff-
gewinnung einer mdglichst rickstandsarmen Weiterbehandlung zuzufihren. Je nach Ziel-
setzung werden dabei stoffliche und/oder energetische Verwertungsmaoglichkeiten in Betracht
gezogen, bei denen zahlreiche Einflussfaktoren, wie Transportmdoglichkeiten und —kosten,
Anfallzeitraum und Verwertungskapazitat sowie Haltbarmachungsmdglichkeiten und der Anfall
verbleibender Reststoffe und deren Entsorgung, berticksichtigt werden missen. Traditionell
werden Apfeltrester zur Kompostherstellung oder als Futtermittel in frischer, getrockneter oder
silierter Form in der Tiererndhrung (Rinder/Schweine) genutzt [3-6]. Die Entsorgung von Tres-
tern auf Deponien ist zunehmend mit Kosten verbunden und wird daher als nicht sinnvoll an-
gesehen. Vielmehr stehen heutzutage Verfahren im Vordergrund, die zur Wertstoffgewinnung
aus Apfeltrestern beitragen. Der wichtigste Wertstoff dabei ist Pektin, welches als Zellwandpo-
lysaccharid nach der Saftgewinnung in Abhangigkeit von der angewandten Technologie zum
groBen Teil im Trester verbleibt und durch geeignete Extraktionsverfahren gewonnen wird [7-
10]. Weitere Extraktionsprozesse bieten die Moéglichkeit neben Pektin phenolische Kompo-
nenten (u. a. Catechine, Quercetine, Chlorogensaure) als sekundare Pflanzenstoffe mit ge-
sundheitsférdernder Wirkung aus den Trestern zu gewinnen oder diese als Quelle fur Ballast-
stoffpraparate zu nutzen [11-13]. Im Sinne der Biokonversion kénnen Apfeltrester auch fir
Fermentationsprozesse, wie z. B. der Erzeugung von Biogas oder Ethanol genutzt werden
[14]. Innovative Verfahren zur Nutzung lignocellulosereicher Rohstoffe und Abfallbiomassen
fur die Herstellung von Bio-Ethanol sind heutzutage von immenser Bedeutung [15-17]. Fir
eine maximale Wertschopfung (Alkoholausbeute) werden dabei fir den Biomasse-Aufschluss
physikalische (Hitze, Druck), chemische (Sauren, Laugen) und enzymatische Verfahrensope-
rationen (polysaccharidabbauende Enzyme) miteinander kombiniert [18, 19]. Prinzipiell bieten
sich solche Verfahren auch fir den Aufschluss von Apfeltrestern an, missen sich jedoch stark
an der zu erzielenden Produktqualitat orientieren (Bio-Ethanol oder Trinkalkohol). Die Nutzung
zellwandabbauender Enzyme fiir die Verflissigung und Verzuckerung von Maischen ist seit
Jahrzehnten Stand der Technik in der obst- und gemiseverarbeitenden Industrie [20, 21].
Zum Einsatz kommen kommerzielle, meist flissige Enzympraparate mikrobieller Herkunft.
Diese Praparate enthalten je nach Verwendungszweck (Maischeenzymierung, Klarung, Maze-
ration, Totalverfliissigung) die entsprechenden Aktivitaten fir den Pektin- (Pektinasen), Hemi-
cellulose- (Hemicellulasen) und Celluloseabbau (Cellulasen) [22, 23]. Ein vollstdndiger Zell-
wandabbau kann idealerweise nur durch den gleichzeitigen Einsatz aller Teilaktivitaten unter
der Ausnutzung uUberadditiver Wechselwirkungseffekte (Synergismus) gelingen und fihrt zum
hochstmdglichen MalR an Verzuckerung, d. h. der Freisetzung von monomeren Zucker-
bausteinen aus Polysacchariden. In Abhangigkeit von Sorte, Herkunft und Reifegrad der ver-
arbeiteten Apfel und der Saftherstellungstechnologie enthalten Apfeltrester neben loslichen
Restzuckern, Pektin und Hemicellulosen Cellulose als weitere Hauptkomponente der Apfel-
trestertrockensubstanz. Die Nutzung der Cellulose als zusétzlichen ,Glucoselieferanten” kann
somit zur zusatzlichen Freisetzung an vergdarbaren Zuckern fuhren und zur Erhéhung der Al-
koholausbeuten dienen. Dadurch wirde eine weitere sinnvolle Verwertungsmaoglichkeit von
Apfeltrestern im Sinne der riickstandsarmen Verarbeitung industrieller Abfallbiomassen ge-
schaffen werden.



2 AUFGABEN- UND ZIELSTELLUNG

Verfahren zum Aufschluss cellulosehaltiger Abfallbiomassen (Getreidestroh, Bagasse) fur die
Herstellung von Bio-Ethanol basieren in den meisten Féllen auf der Anwendung drastischer
Milieubedingungen mit hohen Temperaturen (T > 120 °C), erhdhten Dricken (p = 3 — 24 bar),
gekoppelt mit Saurebehandlungen (z. B. H,SO,) gefolgt von der Neutralisation mit Laugen
(z. B. NaOH) und einer simultanen Verzuckerung und Vergarung der vorbehandelten Biomas-
se [19, 24, 25]. Die Anwendung von Cellulasen und Pektinasen zur Apfeltresterverflissigung
ist bislang hinsichtlich der Charakterisierung der gewonnen Extraktionssafte und der ernah-
rungsphysiologischen Wirkung der freigesetzten Ballaststoffe untersucht worden [26-28]. Un-
tersuchungen zur simultanen Verzuckerung und Vergarung von Apfeltrestern in Abhéngigkeit
verschiedener Milieubedingungen sind in der 1990er Jahren von indischen Arbeitsgruppen
durchgefuhrt worden [14, 29, 30]. Arbeiten, die den Aufschluss und die Vergarung von Apfel-
nasstrestern zu Alkohol unter Einsatz von Enzymen in Kombination mit mechanischen Verfah-
ren naher beleuchtet haben, sind jedoch nicht bekannt.

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen eines Forschungs- und Entwicklungsprojektes,
welches zum Ziel hatte, eine Applikationstechnologie fur die Erzeugung von Trinkalkohol aus
Apfelnasstrestern (Apfeltresterbrand) zu entwickeln, mit dem es mdglich ist, die Ausbeute an
Trinkalkohol signifikant zu erhéhen. Dabei sollte eine Prozessfiuhrung fir den vollstdndigen
und produktschonenden Aufschluss der Trester auf Basis der optimierten Kombination von
verschiedenen Enzymaktivitdten (cellulolytische, hemicellulolytische, pektinolytische) und
physikalischen Aufschlussverfahren entwickelt werden. Neben der Ausbeuteerh6hung lag der
Schwerpunkt auf der Entwicklung von qualitativ hochwertigen Branden in Bezug auf die sen-
sorischen Eigenschaften und die chemische Zusammensetzung (u. a. Methanol). Ziel der Ar-
beit waren Untersuchungen im Rahmen der Entwicklung eines Verfahrens zur Verflissigung,
Verzuckerung und Vergarung von Apfeltrestern unter Anwendung zellwandabbauender En-
zyme in Kombination mit geeigneten mechanischen Prozessschritten zur maximalen Freiset-
zung vergdarbarer Zucker und zur Erhéhung der Alkoholausbeute im Labormafstab. Ausge-
wahlte kommerzielle Enzympraparate fir die Obstverarbeitung wurden anhand ihrer
Aktivitdten gegentber Modellsubstraten, gereinigten Apfeltresterfasern und Apfelnasstrestern
charakterisiert. Die Enzyme wurden einzeln und in Mehrfachkombinationen untersucht, um
Varianten mit besonders hohen synergistischen Wechselwirkungen herauszuarbeiten. Der
Einfluss der Anwendung zusatzlicher mechanischer und thermischer Vorbehandlungen wurde
anhand der Freisetzung vergarbarer Zucker (Glucose) aus den Trestern ermittelt und die Kor-
relation zur erzielten Partikelgrof3e tUberprift. Zur Optimierung des Verfahrens wurde versucht,
die Substratverdiinnung durch die mehrstufige Kombination von enzymatischem und mecha-
nischem Aufschluss schrittweise zu minimieren, um somit den Ausgangsgehalt vergarbarer
Zucker im Ansatz zu erhdhen. In Vergarungsversuchen wurden die Alkoholausbeute und der
Hydrolysegrad unterschiedlicher Ansatzvarianten unter Anwendung verschiedender Enzym-
kombinationen und Milieubedingungen ermittelt und die Destillatqualitéat anhand der Garungs-
nebenproduktprofile und des Methanolgehaltes bestimmt. Als Ausgangsmaterialien dienten
native und saurehydrolysierte Apfeltrester. AbschlieRend wurde der Gehalt an Gesamtpoly-
phenolen sowie loslichen und unldslichen Ballaststoffen in den Trestern an verschiedenen
Verfahrensstufen ermittelt und Moéglichkeiten zur Gewinnung dieser Stoffe aus den abdestil-
lierten Ruckstdnden des Gesamtverfahrens (Brennereischlempen) Uberprift. Im Vordergrund
der durchgefiihrten Arbeiten stand somit die Ermittlung von Ausbeutebilanzen. Okonomische
Abschatzungen zur erarbeiteten Applikationtechnolgie wurden fir die grol3technische Ver-
suchsanlage durchgefiihrt, zahlten jedoch nicht zur Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit.



3 THEORETISCHE ASPEKTE

3.1 Apfeltrester
3.1.1 Apfeltrester als Reststoff der Fruchtsaftgewinnung

Apfeltrester sind die mehr oder weniger festen Rickstéande (Presskuchen) nach dem Ab-
pressen des Saftes bei der Apfelsaftherstellung [2]. Sie bestehen zum gréR3ten Teil aus den
Schalenbestandteilen und dem entsafteten Fruchtfleisch sowie Kernen und Stielen. Abb. 1
zeigt ein vereinfachtes Verfahrensschema zur Fruchtsaftherstellung aus Kernobst [31].

Apfel |

Waschen, Sortieren |

Zerkleinern

Maischebehandlung

Entsaften (Pressen)

Schonung, Filtration

Kurzzeiterhitzung

Abfillung

Pasteurisation |

v

Saft |

Abb. 1: Schema der Fruchtsaftherstellung aus Kernobst, vereinfacht nach [31]

Die erntefrischen oder gelagerten Apfel werden zunéchst sortiert und gewaschen und an-
schlieRend durch mechanische Obstmdihlen, z. B. Ratz- oder Hammermuihlen, zerkleinert [31].
Die Zerkleinerung des Mahlgutes in Hammermuihlen erfolgt zum gré3ten Teil durch die
Schlagwirkung beweglicher Stahlhammer, die am Rotor angebracht sind. Eine weitere Zer-
kleinerung erfolgt im Bereich zwischen Rotor und Mahlwand, bis das Mahlgut soweit zerklei-
nert ist, dass es durch ein Lochsieb (Seiher) im &uf3eren Umfang der Maschine passt.

Insbesondere bei der Herstellung von Saften aus Lagerépfeln wird die Fruchtmaische haufig
einer Enzymbehandlung mit pektinolytischen Enzymen unterzogen, da wahrend der Lagerung
der Apfel zunehmend unlésliches Protopektin in I6sliches Pektin umgewandelt wird, was zu
einer Erhéhung der Maischeviskositat fihrt und die Drainage des Saftes erschwert [32]. Durch
den Einsatz kommerzieller, pektinolytischer Enzympraparate, die dariiber hinaus haufig noch
Begleitaktivitditen zum Hemicelluloseabbau aufweisen [23], kann die Presskapazitat verbes-
sert und damit die Saftausbeute wesentlich erhéht werden [21, 32, 33]. Das Entsaften der
Maische erfolgt heutzutage meist durch hydraulische Horizontal-Korbpressen oder kontinuier-
lich arbeitende Dekanter oder Bandpressen [31, 34]. Mit dem Schritt des Entsaftens fallen die



Apfeltrester als Ruckstande der Verarbeitung an. Die weiteren Stufen zur Saftaufbereitung
(Schénung, Klarung, Konzentrierung, Pasteurisation) hangen von der Zielqualitat der herzus-
tellenden Safte (Frischsaft, Direktsaft, Saft aus Konzentrat) ab [31].

In Abhangigkeit des Zustandes der Rohware (Sorte, Herkunft, Reifegrad, Lagerung), der Ef-
fektivitat des Herstellungsprozesses, der eingesetzten Pressen, sowie dem Temperatur- und
Zeitregime und der Maischebehandlung mit verfliissigenden Enzymen werden bei der Saftex-
traktion Ausbeuten von etwa 70 - 90 % erreicht [31, 35]. Die Pressausbeuten werden in der
Regel als Volumenausbeuten in Liter pro 100 kg Frucht angegeben. Man kann davon ausge-
hen, dass bei der Verarbeitung von 100 kg Apfeln durchschnittlich 20 - 25 kg Trester mit einer
Trockensubstanz von ca. 20 - 30 % anfallen [36, 37].

3.1.2 Zusammensetzung

Kennedy et al. veréffentlichten 1999 eine umfassende Zusammenstellung von Literaturdaten
zur Verwertung, Zusammensetzung und Untersuchung von Apfeltrestern [2]. In Abb. 2 sind
die wesentlichen Massenstrome ausgehend von der Apfelernte bis zum Apfelnasstrester skiz-
ziert.

(100 %) Apfelernte —— Direkte Verwertung
(70 %)

l@m&

(100 %) Saftherstelung =~ —— Apfelsaft (76 %)

l

(24 %) Apfelnasstrester

|
Fruchtfleisch/

Kerne Stiele
Schalen
(22,7 %) (1,0 %) (0,3 %)

Abb. 2: Massenstréme von der Apfelernte bis zum Apfelnasstrester (% FS) [2]

Mit ca. 70 % geht der grof3te Teil der Apfelernte der direkten Verwertung als Frischware zu.
Fur die Saftherstellung werden etwa 30 % genutzt. Bezogen auf die gesamte Feuchtsubstanz
bestehen die Apfelnasstrester zu Gber 90 % aus Fruchtfleisch und Schalenteilen.

Die Literaturdaten fur die Zusammensetzung der Apfeltrestertrockensubstanz schwanken in
weiten Bereichen. Neben der Abhangigkeit von Sorte, Herkunft und Reifegrad der Apfel und
den Extraktionsbedingungen bei der Verarbeitung h&ngen die angegebenen Werte jedoch
auch stark von der verwendeten Untersuchungsmethode zur Bestimmung der jeweiligen In-
haltsstoffe ab. Zudem sind die BezugsgréRen der untersuchten Inhaltsstoffe teilweise nicht



eindeutig deklariert, so dass haufig unklar ist, ob sich die Angaben auf die Feuchtmasse
(70 - 80 % Wasser) oder die Trockenmasse (0 % Wasser) beziehen.

Man kann davon ausgehen, dass sich die mengenbezogen grofiten Fraktionen in der Apfel-
trestertrockensubstanz in etwa wie folgt verteilen (Tab. 1) [37].

Tab.1: Zusammensetzung von Apfeltrester (% TS) [37]

Saccharose 55 %
Zucker Glucose 10 % 35-40%
Fructose 20-25% (summiert)
Starke 2-15%
Cellulose 12-16 %
Polysaccharide Hemicellulosen 4-59% 45 - 50 %
Pektin 10-13% (summiert)
(Lignin 8 -10 %)
Proteine 4.5 %
Fette, Wachse 6-7% 10-15%
Asche 25% (summiert)

Die Polysaccharide machen dabei den grof3ten Anteil mit durchschnittlich 50 - 55 % aus, wo-
bei bei dieser Aufstellung Lignin als Polysaccharid mit aufgefihrt wird. Richtigerweise handelt
es sich bei Lignin jedoch um ein aus C6-C3-Alkoholen aufgebautes phenolisches Polymer,
welches in der pflanzlichen Zellwand mit verschiedenen Hemicellulosen (Xyloglucan, Arabino-
xylan) verknupft ist und die Zellwandstruktur und -stabilitdt mit beeinflusst (siehe Kap. 3.2.1)
[38]. Brett et al. geben an, dass die phenolischen Verbindungen unter den wichtigsten Kompo-
nenten der pflanzlichen Zellwénde von Friichten und Gemiuise mit nur 5 % den geringsten An-
teil ausmachen. Das wirde bedeuten, dass der Lignin-Anteil in Apfeltrestern beica. 1 % TS
liegen misste. Tatsachlich findet man in den Literaturangaben haufig jedoch weitaus hdhere
Werte. Nawirska et al. fanden in Apfeltrester Lignin-Gehalte von 20,4 % TS [39]. In Untersu-
chungen zur Biokonversion von Apfeltrestern wurden sogar Werte von 23,5 % TS angegeben
[6], die Cellulose- und Pektin-Gehalte lagen hingegen bei 7,2 bzw. 5,5 % TS. Eine Moglichkeit
fur derartig hohe Werte kann jedoch auch methodenabhangig sein, da Lignin h&ufig gravi-
metrisch nach mehrstufigen Saurebehandlungen bestimmt wird [40]. Moglicherweise werden
dabei auch andere schwer hydrolysierbare Zellwandbestandteile miterfasst.

Die Pektingehalte von Apfeltrestern liegen in den meisten Fallen im Bereich von 10 - 13 %
[37, 41]. Teilweise findet man Pektingehalte, die auch unter 10 % liegen [6]. Arrigoni et al.
fanden in Apfeltrester 17,8 % Pektin [42]. Cohn et al. geben fir Apfelnasstrester mit einer Tro-
ckensubstanz von 20-30% Pektingehalte von 15-25% FS und einen Kohlen-
hydrat(Zucker)-Gehalt von 10 - 20 % FS an, was in etwa den in Tab. 1 dargestellten Werten
entspricht [36].

Die Zucker Saccharose, Glucose und Fructose bilden mit 35 - 40 % die zweitgréf3te Fraktion
in der Trestertrockensubstanz. Der Gesamtgehalt an l6slichen Restzuckern hangt maRgeblich
von der Effektivitat der Saftextraktion und der damit im Trester verbleibenden Menge an Rest-
saft ab. Fructose macht dabei mit 20 - 25 % generell den gréfiten Anteil aus und ist ca. zwei-
bis dreimal mehr enthalten als Saccharose bzw. Glucose. Dies entspricht im Wesentlichen
dem Zuckerverhaltnis in frischen Apfeln [43].



In Tab. 2 sind weitere Literaturdaten verschiedener Tresterinhaltsstoffe nochmals zusammen-
gefasst [4, 13, 41, 42].

Tab. 2: Literaturdaten verschiedener Tresterinhaltsstoffe

Apfeltresterinhaltsstoffe [g/100 g TS] [Quelle]

[42] [41] [4] [13]
Ballaststoffe  unldslich 55,5 * * 36,5
l6slich 10,5 * * 14,6
gesamt 65,9 * 51,1

Zucker Saccharose * 2,1 50,0** *

Glucose * 7.4 *

Fructose * 18,1 *

Pektin 17,8 10,8 * *
Protein 4.4 3,4 6,0 2,4
Fette 2,3 * 41 3,1
Asche 1,7 1,5 1,9 0,6

*nicht bestimmt, **Gesamtzucker

In vielen Fallen werden als weitere Kennwerte fiir Obst- und Gemiiseprodukte, so auch fir
Apfeltrester, die Gehalte an Ballaststoffen angegeben [44]. Dabei handelt es sich vor allem
um l6sliche und unlésliche Nicht-Starke-Polysaccharide (Cellulose, Hemicellulose, Pektin)
sowie resistente Starke und Lignin [45-47]. Neben Vitaminen, Antioxidantien und Mineral-
stoffen z&hlen die Ballaststoffe zu den sogenannten ,health ingredients® in funktionellen Le-
bensmitteln, denen man einen zuséatzlichen Nutzen zuschreibt und die hinsichtlich der Vor-
beugung von Krankheiten einen medizinischen oder gesundheitlichen Zweck erfillen kénnen
[48-52].

Eine weitere wichtige Gruppe der Tresterinhaltsstoffe stellen die polyphenolischen Verbin-
dungen dar, die vorwiegend in den Schalen lokalisiert sind und die bei der Saftgewinnung nur
in geringem Mal3e extrahiert werden [53]. Sie machen mengenbezogen nur einen geringen
Anteil der Trestertrockensubstanz aus, sind jedoch aufgrund ihrer antioxidativen Wirkung
ebenso als Ingredienzen von funktionellen Lebensmitteln von gro3em Interesse [54]. Nahere
Erlauterungen zur Gewinnung von Polyphenolen aus Trestern sind in Kap. 3.1.3.3 aufgefuhrt.

3.1.3 Verwertungsmoéglichkeiten

Bei der Fruchtsaftproduktion fallen jahrlich gro3e Mengen an Apfelnasstrestern an [1]. Da die
Trester bei Raumtemperatur innerhalb weniger Stunden mikrobiellen Veranderungen unterlie-
gen, stellt deren Entsorgung bzw. Weiterverwertung ein generelles Problem dar. Nach Cohn
et al. kommen als grundsatzliche Lésungsansatze die Verfltterung der Trester an Tiere, die
Silierung von Nasstrestern, sowie die Trocknung der Trester fur die Pektinproduktion oder die
Tierverfutterung in Frage [36]. Die Nutzung als Tierfutter ist wohl das alteste Verwertungskon-
zept fur Apfeltrester, wird aber bis heute kontrovers diskutiert [3, 55]. Durch Silierung kann der
Futterwert von Apfeltrestern zwar verbessert werden [5], allerdings eignen sich Apfeltrester
aufgrund des hohen Rohfasergehaltes eher als Futter fir Wiederk&uer als fir Schweine. Die
Kompostierung von Nasstrester ist aufgrund der hohen Wassergehalte nicht ohne weitere



Aufarbeitung moglich [37]. Die wesentlichen Verwertungsmoglichkeiten von Apfeltrester sind
in Tab. 3 zusammengefasst.

Tab. 3:  Stoffliche Verwertung von Apfeltrester [37]

Biokonversion Fermentation Futtermittel Wertstoffe
Kompost Alkohol direkt (nass) Pektin
Bodenverbesserung  Biogas getrocknet Ballaststoffe
Enzyme siliert Aromen
Polyphenole

In den letzten Jahren gehen die Trends zur Nutzung von Reststoffen der obst- und gemiise-
verarbeitenden Industrie jedoch eindeutig in Richtung der Gewinnung von Wertstoffen durch
geeignete Extraktionsverfahren. In diesem Zusammenhang veréffentlichte Endrel3 eine Studie
zur kompletten Verwertung aller im Rahmen der Pektinproduktion anfallenden Zwischen- und
Endprodukte (Kap. 3.1.3.1) [56]. Die Gewinnung von hochwertigen Produkten, wie Aromen,
Apfelkerndlen oder Polyphenolen als wertgebende Inhaltsstoffe fiir den Einsatz in Lebens-
mitteln ist zwar von grof3em Interesse. Diese Stoffe kommen jedoch in den Trestern in nur
geringen Mengen vor, so dass nach deren Extraktion immer noch verhéltnismaRig grof3e
Restmengen verbleiben [2]. Die fortlaufenden Anstrengungen in Forschung und Entwicklung
machen deutlich, dass die ideale Nutzung bzw. Verwertung von Apfeltrestern noch gefunden
werden muss.

3.1.31 Pektin

Pektin ist aus industrieller Sicht wohl der bedeutendste Inhaltsstoff in Apfeltrestern. Pektine
z&hlen neben der Cellulose und den Hemicellulosen zu den wichtigsten Polysacchariden in
pflanzlichen Zellwanden (Kap. 3.2.1) [38, 57, 58]. Sie werden im wassrigen Milieu unter sau-
ren Bedingungen (pH 1 - 3, meist Salpetersaure) und erhéhten Temperaturen (50 - 90 °C) aus
den Trestern extrahiert und anschlieend aus den Filtraten mit hochprozentigem Alkohol (Iso-
Propanol) gefallt. Nach mehreren Waschschritten wird das Pektin schonend getrocknet, ge-
mahlen und standardisiert [7, 9, 10]. Fur die industrielle Herstellung von Pektin werden aus-
schlie3lich getrocknete Trester verwendet. Die Extraktionsbedingungen richten sich im We-
sentlichen nach der Zielqualitdt der herzustellenden Pektine [59-61]. Durch geeignete
chemische Verfahren lassen sich Pektine mit unterschiedlichen Veresterungsgraden, Gelier-
eigenschaften und Viskositatsbereichen herstellen [62-67]. Fur die Herstellung von niederver-
esterten Pektinen kommen industriell heutzutage nur noch saure Extraktionsverfahren in Fra-
ge, da unter basischen Bedingungen Pektinverluste durch die Depolymerisation aufgrund von
B-Eliminierungsvorgangen insbesondere bei erhdhten Temperaturen zu grof3 sind [9, 68-71].
Grol3e Unternehmen verknipfen die Pektinherstellung heutzutage mit der stufenweisen Ex-
traktion weiterer Lebensmittelinhaltsstoffe, wie Zucker, Aroma- und Farbstoffen fur die Herstel-
lung von SuRungsmitteln, Aromakonzentraten oder Apfelethanol [56]. Als feste Reststoffe fal-
len hierbei noch die entpektinisierten Trester an, die der Tierfutterung zugefiihrt werden.



3.1.3.2 Zellwandmaterialien, Ballaststoffpraparate

Eine weitere Mdglichkeit, die Rickstande der Apfelverarbeitung einer sinnvollen Verwertung
zuzufihren, ist die Herstellung faserreicher Ballaststoffpraparate, die in der Literatur haufig als
Zellwandmaterialien bezeichnet werden und eine Form der alkoholunldslichen Substanz dar-
stellen [72-74]. Dabei werden die physiko-chemischen Eigenschaften in starkem Mal3e von
den wesentlichen Aufarbeitungsschritten (physikalische, chemische, enzymatische Vorbe-
handlungen) beeinflusst [75, 76]. Durch gezielte Extraktionsverfahren lassen sich Praparate
erzeugen, die nach Rehydratisierung ein hohes Wasserbindevermégen und viskoelastische
Eigenschaften aufweisen [77-79] und sie fur die Verwendung als Quell- und Dickungsmittel in
Lebensmitteln interessant machen. Zahlreiche Untersuchungen in den 1990er Jahren haben
jedoch gezeigt, dass sich Apfeltrester fiir die Herstellung solcher Praparate schlechter eignen
als frische Apfel [80, 81], da die Hohlraumstruktur der Zellen durch vorangegangene mecha-
nische und enzymatische Einflisse nur noch teilweise erhalten bleibt. Tab. 4 zeigt die Zu-
sammensetzung verschiedener Faserpraparate aus Apfeln und Apfeltrester.

Tab. 4: Zusammensetzung von Fasern aus Apfeln und Apfeltresterfasern

Apfelfasern Fasern aus Fasern aus Fasern aus
(Parenchym) ? Apfeltrester ° Apfeltrester ° entpektinisierten
g/100g TS Apfeltrestern ®
Rhamnose 1,6 1,0 0,3-1,5 0,7
Fucose 11 0,5 0,6-1,2 0,5
Arabinose 7,4 8,0 51-14.3 15
Xylose 7,4 55 5,8-6,6 7,0
Mannose 2,0 1,8 1,0-34 2,5
Galactose 6,0 5,0 3,0-7,0 4,8
Glucose 33,4 27,9 25,2 - 33,3 30,6
Galacturonan 26,8 25,2 18,7 - 28,2 13,7
Protein 6,7 5,7 9,0-11,0 8,2
Asche - 2,0 15-20 2,7

a-[Massiot et al. 1997], b-[Renard et al. 1991], c-[Grohmann et al. 1994]

Die Zusammensetzung solcher Zellwandmaterialien aus Friichten und Gemise wird insbe-
sondere durch den Gehalt an neutralen und sauren Zuckerbausteinen der wichtigsten Zell-
wandpolysaccharide (Cellulose, Hemicellulosen, Pektin) beschrieben [82, 83]. Die verwen-
deten Untersuchungsmethoden beruhen in den meisten Fallen auf der kombinierten, sauren-
enzymatischen Hydrolyse der Zellwande mit anschlieRender Derivatisierung und Quantifizie-
rung der Zuckerbausteine mittels gaschromatographischer Methoden [84-87].

3.1.3.3 Polyphenole

Polyphenole sind wichtige sekundare Pflanzenstoffe in Apfeln [88]. Die wichtigsten pheno-
lischen Verbindungen in Apfeln sind Quercetine, Catechine, Phloridzin und Chlorogensaure,
die starke antioxidative Wirkung besitzen [89-91] und daher haufig im Zusammenhang mit der
Vorbeugung von Herzkrankheiten durch den Verzehr von frischem Obst und Gemise in Ver-
bindung gebracht werden [92]. Desweiteren beeinflussen Polyphenole maRgeblich die orga-
noleptischen Eigenschaften von Lebensmitteln, wie Bittergeschmack und Adstringenz und
werden bei mechanischer Beschadigung der Zellen (z. B. Zerkleinerung) durch pflanzen-
eigene Enzymsysteme (Polyphenoloxidasen) abgebaut, was in zerkleinertem Obst zu einer
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Braunfarbung fuhrt (enzymatische Braunungsreaktion) [88, 93, 94]. Frische Apfel enthalten
etwa 6 - 7 g Polyphenole je kg frisches Parenchymgewebe [95]. Da auch die Polyphenolge-
halte stark sortenabh&ngig sind, schwanken die Literaturangaben teilweise enorm. Kennedy
et al. geben in Abhangigkeit der Untersuchungsmethode Polyphenolgehalte im Bereich von
0,22 - 0,99 g/100 g Apfeltrestertrockensubstanz an [2]. Schieber et al. entwickelten ein Ver-
fahren zur kombinierten Gewinnung von Pektin und Polyphenolen aus Apfeltrestern mittels
Adsorberharzen, wobei in der Summe in den erhaltenen Lyophilisaten 118 mg/g phenolische
Bestandteile gefunden werden konnten [12].

3.1.34 Ethanol

In den 1980er und 1990er Jahren beschaftigten sich verschiedene internationale Arbeitsgrup-
pen mit der Festbettfermentation (engl.: solid state fermentation (SSF)) von Apfeltrestern [29,
96, 97]. Diese Untersuchungen basierten auf der Nutzung (Vergarung) der im Trester verblie-
benen Restzucker. Gupta et al. verwendeten fur die Vergarung von Apfelnasstrestern ver-
schiedene Hefestdmme (Saccharomyces, Pichia, Candida) und ermittelten nach 48-stiindiger
Vergarung bei 28 °C und pH 4,5 Fermentationsgrade (g Ethanol praktisch/g Ethanol theore-
tisch) von 15,6 - 43,8 % [29]. Durch die Supplementierung mit Ammoniumphosphaten und der
Verwendung von Spurenelementen (insbesondere Zink) konnten die Alkoholausbeuten mit
Hilfe von Saccharomyces-Hefen auf Uber 70 % gesteigert werden. Joshi et al. schlugen den
Zusatz von SO, als Alternative zur Hitzesterilisation von Apfeltrester vor [30]. Fir verschiede-
ne Hefen wurden optimale Einsatzmengen von 150 - 200 ppm SO, ermittelt.

Sandhu et al. verglichen die Vergarung von rehydratisierten getrockneten Apfeltrestern unter
natlrlichen Bedingungen (kein Hefezusatz) mit der Vergarung unter Einsatz von Reinzuchthe-
fen (S. cerevisiae) [14]. Ohne Zusatz von Hefen wurden dabei um 50 % geringere Alkoholaus-
beuten erzielt. Unter dem Aspekt der mdglichen Trinkalkoholerzeugung aus Apfeltrester er-
mittelten Joshi et al. die Zusammensetzung der aus der Vergarung von rehydratisierten
getrockneten Apfeltrester erzeugten Destillate [4]. Tab. 5 zeigt die Gehalte der untersuchten
Destillatkomponenten im Vergleich zu weiteren Literaturdaten [96, 98].

Tab.5: Zusammensetzung von Apfeltresterdestillaten (als Literaturzitat, s. unten)

Komponente  Einheit Gehalt Einheit Gehalt

a a b/c b c
Ethanol % viv 38 a/kg 43 41
Methanol pL/L 3898 a/kg 0,33 0,29
n-Propanol pL/L 18 a/kg - 0,03
i-Butanol pL/L 25 g/kg 0,12 0,10
i-Amylalkohol pL/L 280 a/kg 0,09 0,11
Ester gesamt mg/L 137 - - -
Aldehyde mg/L 224 - - -

a-[Joshi et al. 1996], b-[Hang et al. 1981], c-[Hang et al. 1982]

Neben Ethanol als Hauptkomponente finden sich haufig hohe Gehalte an Methanol in den
Destillaten, die nicht als Garungsnebenprodukt der Hefen entstehen, sondern durch die Ab-
spaltung von Methanol aus dem Zellwandpektin durch native Pektinesterasen [99, 100]. Die
hoheren Alkohole machen dabei einen wesentlich geringeren Anteil aus.



Hang et al. erzielten bei Vergarungsversuchen praktische Alkoholausbeuten im Bereich von
29 bis Uber 40 g pro kg Apfeltrester und Fermentationsgrade von 70 bis 94 % in Abhé&ngigkeit
von der Anfangszuckerkonzentration und den Herstellungsbedingungen [96]. Mit zunehmen-
der Temperatur (15...30 °C) nahmen auch die Alkoholausbeuten nach 24 h Fermentationszeit
zu. Ngadi et al. konnten im Rahmen kinetischer Untersuchungen das Zellwachstum, die Etha-
nolproduktion und den Glucoseabbau bei der Vergarung von Apfelnasstrestern in horizontalen
Batch-Reaktoren mit Hilfe mathematischer Funktionen beschreiben [97]. In Abhangigkeit der
Fermentationsbedingungen (Mischgeschwindigkeit, Tresterfeuchtegehalt) dauerten die Gar-
Anlaufphasen bis zu 12 Stunden. Die Gesamt-Fermentationszeiten betrugen zwischen 40 und
60 Stunden, wobei die Alkoholausbeuten bezogen auf den Glucosegehalt (Yp;s) im Bereich
von 0,33 bis 0,37 g/g lagen.

Aus Papayaresten, die nach der Papaingewinnung aus Papayafrichten (Carica papaya) in
grol3en Mengen in Nigeria anfallen, konnten afrikanische Wissenschaftler unter Verwendung
von Saccharomyces cerevisiae und Aspergillus niger nach 48-stiindiger simultaner Verzucke-
rung und Vergarung Alkoholausbeuten von bis zu 5,2 % (bezogen auf die Ansatzmasse) er-
reichen [101].

3.1.35 Weitere Anwendungen

Neben den bereits genannten Verwertungsmaoglichkeiten kdnnen Apfeltrester fir eine Reihe
weiterer biochemischer und biotechnologischer Verfahren genutzt werden. Bushan et al. ver-
wendeten Apfeltresterextrakte fur die Herstellung von Backerhefen in aeroben fed-batch-Ver-
fahren [102]. Mit Hilfe von Aspergillus niger konnten Apfeltrester als Substrat fur die mikro-
bielle Produktion von Zitronenséure eingesetzt werden [103]. Polygalacturonasen und
Pektinesterasen wurden unter verschiedenen Fermentationsbedingungen ebenfalls unter
Verwendung von Aspergillus niger aus Apfeltrestern gewonnen [104-106]. Zheng et al. nutz-
ten Apfeltrester als Substrat fir die Gewinnung von Polygalacturonase mit Hilfe von Lentinus
edodes [107].
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3.2 Struktur pflanzlicher Zellwande und Zellwandabbau
3.2.1 Zellwandstruktur

Pflanzliche Zellwande stellen die wichtigsten Strukturelemente von Pflanzen und zahlreichen
pflanzlichen Lebensmitteln dar. Sie beeinflussen mal3geblich eine ganze Reihe von Quali-
tatsmerkmalen, von der organoleptischen Textur bis hin zu den Eigenschaften von Ballast-
stoffen [108, 109]. Seit lAngerem geht man davon aus, dass die pflanzliche Zellwand nicht
lediglich als Barriere zwischen Zellinnerem und seiner Umgebung dient, sondern vielmehr als
Kommunikationsraum betrachtet werden kann und ihr im Sinne einer dynamischen Betrach-
tungsweise Funktionen des Zellwachstums sowie der Wasseraufnahme zugeordnet werden
[110]. Sie steht in enger Verbindung mit dem Protoplasten und dient als Transportzone sowie
als Signalgeber bei Abwehrreaktionen. Nach heutiger Meinung reichen &ltere Zellwandmo-
delle zur detaillierten Charakterisierung der Zellwandstruktur nicht mehr aus, da diese die
Wechselbeziehungen zwischen Zellwandkomponenten, der Funktionalitdt und der daraus re-
sultierenden Qualitat nur unzureichend aufklaren kénnen. Dennoch lassen sich anhand sol-
cher Modelle die grundlegenden Strukturen der Zellwandpolymere und deren Verknipfungen
untereinander gut beschreiben und sollen daher in den folgenden Abschnitten kurz erlautert
werden.

Im Wesentlichen bestehen pflanzliche Zellwénde aus drei verschiedenen Lagen. Dies sind die
Mittellamelle, die Primarwand sowie die Sekundarwand [38]. Die Mittellamelle verbindet die
Einzelzellen miteinander, wobei die Primarwande zweier benachbarter Zellen, an beiden Sei-
ten an die Mittellamelle angrenzen. Die Sekundarwand schlief3t sich an die Primarwand an
und grenzt in der anderen Richtung an den Zellinnenraum. Die wichtigsten Zellwandkompo-
nenten sind Cellulose, Pektin, die Hemicellulosen, Proteine und phenolische Verbindungen.
Den grof3ten Anteil in den Zellwanden von Frichten und Gemise machen dabei die Pektine
mit 40 % und die Cellulose mit 35 % aus, gefolgt von den Hemicellulosen mit 15 %. Proteine
und phenolische Verbindungen machen mit jeweils 5 % den geringsten Anteil aus [38]. In
Abb. 3 und Abb. 4 sind zwei Zellwandmodelle mit den Interaktionen zwischen den Zellwand-
komponenten dargestellt.

Cellulose
Microfibrils

Plasma

Membrane

Abb. 3: Zellwandmodell nach [38] Abb. 4:  Zellwandmodell nach [111]

In den meisten Fallen wird in der Literatur von der Einbettung der hauptsachlich kristallinen
Cellulosefibrillen in einer amorphen Matrix, bestehend aus einer Vielzahl von Komponenten
unterschiedlicher Stoffgruppen, hauptsachlich pektischer Polysaccharide, gesprochen [57,
112, 113].
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Die Cellulose ist Hauptbestandteil der Sekundarwand und besteht aus p-1,4 glykosidisch ver-
knupften Glucose-Bausteinen mit einem Polymerisationsgrad von 2000 — 10000 [108]. An die
Cellulosefibrillen sind tGber Wasserstoffbriickenbindungen Xyloglucan-Ketten gekndipft, die
stabilisierende Verbindungen zu benachbarten Fibrillen ausbilden oder mit anderen pek-
tischen Polysacchariden verknipft sind. Dies kdnnen z. B. Arabinogalactane als Verbin-
dungsglied zwischen dem Cellulose-Xyloglucan-Netzwerk und dem Rhamnogalacturonan der
Pektinmatrix sein. Die pektischen Polysaccharide sind nach der Cellulose die zweitwichtigsten
Polymere der Zellwand und kommen hauptsachlich in der Primarwand und der Mittellamelle
vor. Die drei Hauptvertreter dieser Gruppe sind das Homogalacturonan, das Rhamnogalactu-
ronan | und das Rhamnogalacturonan Il [114, 115]. Das Homogalacturonan (HG) besteht aus
unverzweigten Ketten von a-1,4 glykosidisch verknipften Galacturonsaure-Bausteinen, von
denen 70 - 80 % mit Methanol verestert vorliegen. Da diese keine Seitenketten aufweisen,
bezeichnet man die Bereiche, in denen sie vorkommen als ,smooth regions®. Sie sind Haupt-
bestandteil des unléslichen Protopektins der Mittellamelle. Die in der Literatur haufig be-
schriebenen ,junctions zones* [112], bei denen sich Pektinketten unter Ausbildung sogenann-
ter egg-box-Strukturen zusammenlagern, sind nur in entesterten Bereichen des Pektins bei
gleichzeitiger Anwesenheit von zweiwertigen Ca-lonen moglich [63]. Solche Strukturen kom-
men in der nativen Zellwand praktisch nicht vor, da deren Ausbildung durch den hohen Veres-
terungsgrad nicht moglich ist. Schols et al. konnten dartiber hinaus Verknipfungen der Galac-
turonsaure-Bausteine mit Xylose nachweisen, die zur Ausbildung des Xylogalacturonans
fuhren [116]. Abb. 5 zeigt den schematischen Aufbau der verschiedenen Pektinpolymere.

Smooth region Hairy region
(Homogalacturonan)

it

Galacturonans

Homogalacturonan Xylogalacturonan Rhamnogalacturonan Il

Rhamnogalacturonans

Y Gal V KDO
O Gala W Apl

M Ra X AceA
® Aa % GicA
0O Fue * Ac

@ xy Me

® DHA * 4OMe

Mkt et A

Linear region Highly branched region

Abb.5: Schematischer Aufbau von Zellwandpektinen
nach [115]
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Rhamnogalacturonan | (RG ) ist ein pektisches Polysaccharid, dessen Anteil von der Mittel-
lamelle zur Primarwand zunimmt und dessen Rickgrat aus Galacturonsaure-Bausteinen und
a-1,2 verkUpften L-Rhamnose-Bausteinen besteht, wobei erstere zum Teil mit Methanol und
Essigsaure verestert vorliegen. Die Seitenketten des RG | bestehen zumeist aus Arabinose-
sowie Galactose-Bausteinen. Diese verzweigten Bereiche des RG | werden auch als ,hairy
regions“ bezeichnet. Rhamnogalacturonan Il stellt lediglich eine Minorkomponente in der
pflanzlichen Zellwand dar und besitzt eine komplexe Struktur aus Galacturonsaure und ver-
schiedenen Neutralzuckerbausteinen (Rhamnose, Galactose, Fucose, Apiose) [38]. Weitere
pektische Polysaccharide sind die Arabinane, die Galactane und das Arabinogalactan mit ei-
ner Hauptkette aus p-1,4 glykosidisch verknipften Galactose-Bausteinen und kurzen Seiten-
ketten aus a-1,5 verknlpfter Arabinose. Die Hemicellulosen kommen vorwiegend in der Pri-
mar- und Sekundarwand vor. Aufgrund ihrer haufig starken Verbindung zur Cellulose, kénnen
Hemicellulosen erst durch starke Alkali (NaOH, KOH) solubilisiert werden [117]. Der wichtigste
Vertreter der Hemicellulosen ist das Xyloglucan. Das Riickgrat besteht aus -1,4 glykosidisch
verknupften Glucose-Bausteinen, an die Seitenketten aus «-1,4 verbundenen Xylose-Baus-
teinen geknupft sind. Weiterhin kbnnen vom Xyloglucan Verknupfungen mit Neutralzuckern
(Galactose, Fucose) ausgehen. Weitere Hemicellulosen sind das Xylan, welches aus einer
Hauptkette aus B-1,4 verknlpften Xyloseresten besteht, sowie die Glucomannane, Mannane,
Galactomannane und die Glucoronomannane.

Neben dem Cellulose-Hemicellulose-Netzwerk und dem Pektin-Netzwerk werden innerhalb
der Zellwand zwei weitere Netzwerke, das Extensin-Netzwerk und das Lignin-Netzwerk, aus-
gebildet [38]. Das Strukturprotein Extensin ist ein Glycoprotein, welches die eher seltene Ami-
nosaure Hydroxyprolin enthalt und daher zur Gruppe der hydroxyprolinreichen Glycoproteine
(HRGP) zahlt. Neben Hydroxyprolin kommen auch Serin, Threonin und Tyrosin vor, wobei
letzteres intra- moglicherweise auch intermolekulare Verknupfungen eingehen kann und somit
eine wichtige Rolle beim Aufbau der Zellwand spielt. Weitere Zellwandproteine sind neben
anderen Strukturproteinen die léslichen Arabinogalactan-Proteine und Enzyme, die im Rah-
men des Pflanzenwachstums und der Pflanzenentwicklung sowie —alterung eine wesentliche
Rolle beim Umbau, Abbau und Wiederaufbau der Zellwand spielen [108].

Die bedeutendsten phenolischen Komponenten pflanzlicher Zellwande stellen das Lignin und
die Ferulasaure dar. Lignin ist ein hydrophobes Polymer, welches aus verschiedenen aromati-
schen Alkoholen (u. a. Coumaryl-, Coniferyl- und Sinapyl-Alkohol) unter Beteiligung von Pero-
xidase aufgebaut wird [118]. Dieses dreidimensionale Netzwerk durchzieht sowohl die Mittel-
lamelle als auch die Primé&r- und Sekundarwand und spielt eine wichtige Rolle beim
Alterungsprozess der Zellen, kommt jedoch in den Zellwanden von Fruchten und Gemuse nur
in geringen Mengen vor. Einfache phenolische Verbindungen wie die Ferulasaure finden sich
in pflanzlichen Zellwanden haufig verestert mit den Arabinose- und Galactose-Bausteinen im
Pektin und kénnen z. B. in Zuckerribenpektinen eine wichtige Rolle bei intermolekularen Ver-
knupfungen (cross-linking) der Zellwandpolymere spielen [119-122]. Die mechanische Festig-
keit nicht-lignifizierter Zellwande ist vorrangig der Struktur der Cellulosefibrillen zuzuschreiben
und ergibt sich durch die unterschiedliche Ausrichtung der Fibrillenschichten zueinander [38].
Aufgrund des Ubergewichtes an Uronsaureresten weist die Zellwand normalerweise eine ne-
gative Ladung auf, die jedoch teilweise durch positiv geladene Proteine wieder aufgehoben
wird. Der pH-Wert der Zellwand liegt zwischen 6 und 4. Die Primarwéande weisen hydrophilen
Charakter auf.
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3.2.2 Zellwandabbau durch physikalische Verfahren
3.2.2.1 Konventionelle mechanische und thermische Verfahren

Unter den mechanischen Verfahren, die fiir den Aufschluss von Friichten und Gemise in Fra-
ge kommen, ist die Zerkleinerung mittels Obstmuihlen die wohl bekannteste und traditionell am
haufigsten angewandte [31]. Zur Anwendung bei Kernobst kommen in der Regel Réatz- oder
Hammermuhlen, bei denen das Mahlgut mittels rotierender Schlagfliigel an einer Mahlwand
zerkleinert wird und durch ein Sieb/Seiher mit definierter Lochgré3e bzw. Spaltbreite beftrdert
wird.

Die wesentlichen Vorteile der durch die Zerkleinerung hervorgerufenen PartikelgréRenreduk-
tion sind nach [123]:

e die Erhdhung des Oberflachen-Volumen-Verhéltnisses des Mahlgutes, was nachfol-
gende technologische Prozesse (Trocknung, Erhitzung, Kihlung, Extraktion) begtinsti-
gen kann und

o die Erzielung eines einheitlichen Partikelgrof3enbereiches (unter Anwendung von ge-
eigneten Sieben)

Mechanische Zerkleinerungsverfahren finden sich auch als wesentliche Prozessschritte in
Laborverfahren zur Herstellung von zellstrukturierten Materialien (ZM) und Ballaststoffen und
fuhren je nach Intensitat und Anzahl der mechanischen Operationen (u. a. Ultraturrax-Anwen-
dung) und durch die Kombination mit einfachen thermischen Verfahren (z. B. Blanchieren) zur
Erzeugung von Gewebepartikel und/oder Einzelzellmaterialien mit unterschiedlichen Partikel-
grolRenverteilungen (Abb. 6) [72, 124-127].

Apfel (geschalt, entkernt) |

Zerkleinerung (Schneidmiihle) |

Blanchieren, Pressen |

v

Feinzerkleinerung (Ultraturrax) |

Sieben, Waschen |

v

Wasser-Ethanol-Austausch, Trocknen |

Zellwandmaterial |

Abb. 6: Schema zur Herstellung von ZM, vereinfacht nach [127]

Die wichtigsten thermischen Verfahren, die die Struktur pflanzlicher Zellwande maf3geblich
beeinflussen, sind das Blanchieren, das Kochen und die Hitzesterilisation [128-131]. Ziel des
Blanchierens ist vorrangig die Inaktivierung nativer, zellwandabbauender Enzyme, die jedoch
erst bei Temperaturen oberhalb von 70 °C stattfindet [132]. Schonendere Blanchierverfahren
(T <60 °C) kdnnen die Aktivitat von Pektinmethylesterasen begunstigen und im Beisein zwei-
wertiger Kationen zur Gewebeverfestigung fiihren [133, 134]. Beim Kochen hingegen kommt
es in jedem Fall zur Gewebeerweichung durch die Zerstérung der Zellmembranen [109]. Zu-
satzlich tritt die Erweichung als Folge der B-eliminativen Spaltung der Pektinketten ein [45,
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130], was durch die Anwesenheit ein- und zweiwertiger Kationen zusétzlich begunstigt wird
[135]. Stolle-Smits et al. konnten nachweisen, dass bei der Hitzesterilisation griiner Bohnen,
neben dem Abbau des Mittellamellenpektins und der damit verbundenen Zellseparation, auch
Teilbereiche des Rhamnogalacturonans durch das Aufbrechen kovalenter Bindungen solubili-
siert werden [131].

3.2.2.2 Ultraschall, gepulste elektrische Felder, hohe statische Driicke und tberkritische
Fluide

Der Einsatz von Ultraschall in der Lebensmittelindustrie ist seit vielen Jahren ein Thema in der
Forschung und Entwicklung [136]. Als Ultraschall bezeichnet man mechanische Schwin-
gungen im Frequenzbereich von 20 kHz bis 10 MHz. Tab. 6 gibt einige Anwendungsmaoglich-
keiten von Ultraschall in der Lebensmittelverarbeitung wieder.

Tab.6: Anwendungsmadglichkeiten von Ultraschall in der Lebensmittelverarbeitung

Mechanische Effekte Entgasung
Schaumzerstoérung
Aromaextraktion
Mischen und Homogenisieren

Chemische Bakterizide Wirkung

und biochemische Effekte Veradnderung von Enzymaktivitaten
Oxidationsprozesse
Sterilisation

Unabhéangig von der jeweiligen Bauart bestehen Ultraschallsysteme in der Regel aus drei
grundlegenden Komponenten. Der Generator transformiert die aufgenommene Netzspannung
in eine hochfrequente Spannung. Der Ultraschallwandler wandelt die vom Generator gelie-
ferte elektrische Energie in mechanische Schwingungen gleicher Frequenz um. Im Fall von
Ultraschallsonden werden die mechanischen Schwingungen anschliel3end durch sogenannte
Booster-Horner verstarkt und an das zu beschallende Medium abgegeben.

Hochfrequenter Ultraschall ist in der Lage biologische Zellen durch Zerstérung der Zellwande
zu schadigen [137]. Bereits in den 1970er Jahren wurde der Einfluss einer Ultraschallbehand-
lung auf die Saftextraktion aus Obstmaischen in Abhangigkeit verschiedener Prozesspara-
meter (FlUssigkeitsgehalt, Schallintensitat und —dauer) untersucht [138]. Entezari et al. konn-
ten zeigen, dass eine Ultraschallbehandlung zur verbesserten Extraktion von Dattelsirup aus
Ruckstanden der Dattelverarbeitung beitragt und gleichzeitig die Keimgehalte in den erzeug-
ten Produkten im Vergleich zu klassischen Methoden minimiert werden konnten [139]. Nielsen
et al. entwickelten eine Methode zum Einsatz niedrigfrequenten Ultraschalls fur Texturbe-
stimmungen in gekochten Karotten [140].

Gepulste elektrische Felder (PEF) als Membranpermeabilsierungstechnik stellen eine Alterna-
tive zu energie- und zeitintensiven konventionellen thermischen oder mechanischen Auf-
schlusstechniken dar [141]. Das Prinzip beruht auf der Wirkung externer elektrischer Felder,
die in biologischen Zellmembranen ein kritisches elektrisches Potential erzeugen, was zu lo-
kalen strukturellen Anderungen der Membran fiihrt. In Abhangigkeit der Behandlungszeit und
—temperatur, der Pulsform und —energie sowie der elektrischen Feldstarke kann die Permea-
bilisierung reversibel oder irreversibel sein [142]. Schilling et al. verglichen die Anwendung
gepulster elektrischer Felder mit der enzymatischen Mazeration von Apfelmaischen (vor dem
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Abpressen) bei der Saftherstellung und konnten sowohl in den triiben als auch geklarten Saf-
ten deutlich héhere Gehalte an phenolischen Bestandteilen nach PEF-Behandlung im Ver-
gleich zu den unbehandelten und mazerierten Vergleichsséften nachweisen [143]. Ein erho-
hender Effekt auf die Pektinausbeute bei der anschlieRenden Tresterextraktion konnte durch
die PEF-Behandlung hingegen nicht beobachtet werden. Die Extraktion von Anthocyanen aus
Weintrestern mittels Ultraschall, PEF und hydrostatischer Hochdruckbehandlung (HHP) wurde
von Corrales et al. untersucht [144]. Dabei konnten nach einstindiger Behandlung bei 70 °C
durch PEF- und HHP-Behandlung bis zu 50 % héhere Gesamtpolyphenolgehalte in den Ex-
trakten im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollvarianten nachgewiesen werden.

Die Anwendung hoher statischer Dricke (50— 1000 MPa) z&hlt ebenfalls zu den nicht-
thermischen Lebensmittelverarbeitungstechniken, die im industriellen Bereich als Batch- oder
semi-kontinuierleiche Prozesse zum Einsatz kommen [145]. Ein Hauptanwendungszweck im
Hinblick auf die Lebensmittelsicherheit und —stabilitat ist die Inaktivierung von Mikroorganis-
men durch HHP. Desweiteren kdnnen hohe statische Driicke die funktionellen Eigenschaften
von Lebensmitteln maf3geblich beeinflussen und dienen daher auch als Werkzeug fiur die
Entwicklung neuartiger minimal verarbeiteter Lebensmittel. Die Hochdruckbehandlung kann
alternativ zu thermischen Verfahren (z. B. Blanchieren) auch fir die Inaktivierung von nativen
pektinabbauenden Enzymen (Pektinesterasen, Polygalacturonasen) eingesetzt werden [146].

Nach Rastogi et al. sind die wesentlichen Vorteile dieser Technolgie die folgenden [146]:

e Lebenmittelverarbeitung bei Raumtemperatur (oder darunter).

e unmittelmittelbare Drucklbertragung im System, unabhagig von der Grél3e und Geo-
metrie.

e mikrobielle Abt6tung unter praktischem Ausschluss von Hitzeschaden und der Anwen-
dung chemischer Konservierungsstoffe und Zusatze.

e Herstellung von Ingredienzen mit neuartigen funktionellen Eigenschaften.

Die Anwendung Uberkritischer Fluide als Alternative zu organischen Lésungsmitteln wird be-
reits seit den 1970er Jahren diskutiert. Im industriellen MafR3stab haben sich diese Techniken
bislang jedoch noch nicht durchgesetz [147]. Im Technikumsmalstab wurde Uberkritisches
CO, fur die Extraktion phenolischer Antioxidantien aus abdestillierten Weil3weintrestern ver-
wendet [148].

3.2.2.3 Autoklavieren

Autoklaven sind Druckbehalter, die u. a. in der Mikrobiologie zur Hitzesterilisation eingesetzt
werden, um Wassersiedetemperaturen von tber 120 °C zu erreichen [149]. Untersuchungen
zum Einfluss einer Autoklavenbehandlung auf die Ballaststoffgehalte von Friichten und Ge-
muse sind von verschiedenen Arbeitsgruppen durchgefihrt worden. Arrigoni et al. konnten in
nativen Apfeltrestern eine Abnahme an unloslichen Ballaststoffen schon nach 15-minitiger
Autoklavenbehandlung nachweisen, wohingegen die Gehalte an I6slichen Ballaststoffen zu-
nahmen [42]. In entpektinisierten Trestern nahmen sowohl die Gehalte an unléslichen als
auch lgslichen Ballaststoffen ab. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei Versuchen mit Karot-
ten und Steckriiben gefunden [150]. Kunzek et al. fanden heraus, dass eine 15-minitige Au-
toklavenbehandlung von ZM bei 121 °C zu einer betrachtlichen Pektindepolymerisation, je-
doch zu keiner merklichen Pektinentesterung fuhrte [151].
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3.2.24 Hochdruckhomogenisieren

Hochdruckhomogenisatoren bestehen aus einer Pumpeneinheit zur Erzeugung von Driicken
im Bereich von 100 - 700 bar und in der Regel mehreren Ventileinheiten, mit Produktzulauf
und —ablauf und werden in den meisten Fallen fur die Homogenisierung flussiger Produkte
(z. B. Reduzierung der FetttropfchengrofRe in Milch) verwendet [123]. Der Zerkleinerungseffekt
beruht dabei auf der Kavitation von Wasserdampfblasen durch die extrem hohen Scherkrafte
im Bereich der Ventile (Spalt und Prallflache).

In der Obst- und Gemiseverarbeitung wurden Hochdruckhomogenisatoren bereits fir die
Herstellung von ZM nach entsprechender Vorbehandlung (Vorzerkleinerung, Blanchieren)
eingesetzt [152, 153]. Auf diese Weise konnten Materialien mit vergleichsweise hohem Pektin-
gehalt gewonnen werden, deren Partikel im Gréf3enbereich zwischen 80 und 250 um lagen,
die jedoch im Vergleich zu den entsprechenden Basisvarianten nur mafige Wasserbindungs-
eigenschaften aufwiesen. Timamo et al. fanden heraus, dass sich eine zuséatzliche Vorbe-
handlung (18 h Rihren) begunstigend auf die Quellungseigenschaften hochdruckhomogeni-
serter ZM auswirkte, das Wasserbindevermdgen WBV bei 20 und 80 °C jedoch nicht
verbessert wurde im Vergleich zur entsprechenden Basisvariante [76]. Zu ahnlichen Ergeb-
nissen kamen Pickardt et al., wobei die im wassrigen Milieu hochdruckhomogenisierten ZM
nach zusatzlicher Vorbehandlung (17 h Rihren und 2 min Ultraturrax) ahnlich hohe Quel-
lungseigenschaften aufwiesen, wie die durch Mazeration (enzymatische Zellvereinzelung)
hergestellten Vergleichsvarianten [154].

3.2.3 Zellwandabbau durch chemische Verfahren

Aufgrund der Komplexitat pflanzlicher Zellwande ist die Aufklarung der biogenen Struktur,
insbesondere der Zellwandpolysaccharide und deren Zusammensetzungen und Verknipfun-
gen untereinander bis heute ein wichtiger Forschungsschwerpunkt bei der Entwicklung pflanz-
licher Lebensmittel [108]. Seit Jahrzehnten beschéftigen sich zahlreiche internationale For-
schungsgruppen mit der Erarbeitung von Extraktionsmethoden zur gezielten Gewinnung
interessierender Polysaccharidfraktionen und der Untersuchung der gewonnenen Préaparate
hinsichtlich ihrer chemischen Zusammensetzung und ihrer physiko-chemischen Eigenschaften
[77, 155-158]. Die wesentlichen Schritte bei der Anwendung chemischer Verfahren zur Cha-
rakterisierung pflanzlicher Fasermaterialien sind nach Brett et al. [38]:

o die Aufarbeitung der biologischen Rohstoffe zu zellstrukturierten Materialien (Entfer-
nung loslicher Bestandteile und Zerkleinerung)
e die Extraktion von Zellwandkomponenten durch mehrstufige Prozessschritte

e und die physikalischen und chemischen Untersuchungen der extrahierten Materialien

Durch eine stufenweise Extraktion (Abb. 7) lassen sich ausgehend von ZM unter Einsatz
wassriger Losungsmittel verschiedene Fraktionen von Zellwandpolysacchariden mit unter-
schiedlicher Zusammensetzung gewinnen [10, 45].
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Material/Extraktionsmittel Fraktion

Zellwandmaterial

v

| Wasser | wasserlésliche Pektine |

v

| EDTA, CDTA (0,05 M) | chelatorlésliche Pektine |

| Na,CO; (0,05 M) | carbonatlosliche Pektine |
v

| NaOH, KOH (0,5-1,0 M) —>| alkalilsliche Pektine |

| NaOH, KOH (4,0 M) ——| Hemicellulosen |

cellulosereicher
Ruckstand

Abb.7: Extraktionsschema fir Zellwandpolysaccharide
nach [10, 45]

Dabei ist es moglich, dass durch die Anwendung von Alkali zur Extraktion von Hemicellulosen
noch weitere Anteile an pektischen Polysacchariden aus der Zellwand gelést werden. An-
dererseits fuhren auch drastische Bedingungen mit konzentrierten Alkali (4,0 M) nicht zur voll-
standigen Freisetzung von Pektin, womit selbst im cellulosereichen Riickstand noch ein Teil
von Pektin zuriickbleibt [45]. Zum gleichen Ergebnis kamen Timamo et al., die in chemisch
gereinigten Cellulosefasern, neben Galactose, Mannose und Xylose als Hemicellulose-
Bausteine noch 6,8 % Galacturonan fanden [76]. Stevens et al. konnten in den celluloserei-
chen Rickstanden der Apfelfaserextraktion neben verschiedenen Neutralzuckern aus Hemi-
cellulosen noch signifikante Gehalte an Galacturonséure nachweisen [157].

Insbesondere in den 1980er und 1990er Jahren ist die Pektinextraktion mittels chelatisieren-
der Reagenzien und Alkali umfassend untersucht worden [114, 117, 155, 159]. Voragen et al.
konnten in Hemicellulose-Extrakten aus Apfeln nach sequenzieller Extraktion mit EDTA und
schwachen sowie starken Alkali neben Arabanen, Galactanen und Xylanen Fucogalactoxy-
loglucane nachweisen [87]. Renard et al. verwendeten CDTA als Vorstufe fir die Extraktion
mittels verdiinnter Alkali sowie Harnstoff zur Gewinnung von Hemicellulose-Préaparaten unter-
schiedlicher Zusammensetzung [160]. Neben den chelatisierenden Agentien kommen fir die
Extraktion wasserunlgslicher Pektine auch Ammoniumoxalate in Frage [161, 162].

Industriell spielen chemische Verfahren zur Extraktion, Isolierung und Aufarbeitung pflanzli-
cher Materialien insbesondere bei der Pektinherstellung eine wesentliche Rolle. Allerdings
werden hier aufgrund der bereits erwdhnten Ausbeuteverluste durch alkalische Extraktions-
verfahren ausschlieR3lich Extraktionen im sauren pH-Bereich (pH 1 - 2) durchgefihrt [9].

Um né&here Informationen uber die chemische Zusammensetzung der Zellwand bzw. die
durch die verschiedenen Extraktionsverfahren hergestellten Materialien zu erhalten, missen
die Polysaccharid-Bausteine qualitativ und quantitativ bestimmt werden. Haufig missen die zu
untersuchenden Proben dabei noch verschiedenen Reinigungs- und Aufarbeitungsschritten
unterzogen werden [49]. Der erste wesentliche Schritt der Aufarbeitung ist die vollstandige
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Hydrolyse der Polysaccharide in ihre Grundbausteine (Monomere). Fir die Untersuchung von
Zellwandpolysacchariden aus Frichten und Gemuise haben sich dabei zwei Verfahren etab-
liert. Zum einen konnen die Polymere durch eine 2-stufige Hydrolyse mit 12 M und 1 M
Schwefelsdure unter Sieden fiir 2 h gespalten werden (Saeman-Hydrolyse) [85, 163]. Eine
weitere haufig angewandte Methode ist die kombinierte enzymatische TFA-Hydrolyse [87].
Die durch die Hydrolyse freigesetzten Neutralzucker werden in der Regel als Alditolacetate
nach entsprechender Derivatisierung mit Hilfe gaschromatographischer Methoden bestimmt
[84, 164]. Obwohl die sauren Zuckerbausteine (Uronsauren) prinzipiell auch nach entspre-
chender Aufarbeitung mittels HPLC oder GC untersucht werden kdnnen [86, 165, 166], kom-
men am haufigsten kolorimetrische Methoden zur Anwendung [156]. Fur die Untersuchung
pflanzlicher Materialien hat sich die m-Hydroxydiphenyl-Methode nach Blumenkrantz et al.
etabliert [167].

3.24 Zellwandabbau durch enzymatische Verfahren
3.24.1 Zellwandabbauende Enzyme (Pektinasen, Hemicellulasen und Cellulasen)

Zellwandpektine werden wéahrend der Hauptentwicklungsphasen wie Wachstum, Fruchtrei-
fung und Ernte zu einem bestimmten Grad modifiziert oder abgebaut [100]. Ein wichtiger Fak-
tor fur die Beeinflussung der Pektinstruktur wahrend der Fruchtreifung und Fruchtverarbeitung
ist die Wirkung pektischer (pektinolytischer) Enzyme, die naturlich in zahlreichen Friichten und
Gemiuse vorkommen (endogene oder native Enzyme) [168]. Pektinolytische Enzyme werden
dariiber hinaus von Mikroorganismen produziert. Sie finden unter anderem als Hilfsstoffe, in
Form von aufgereinigten Flussigpraparaten, in der Obst- und Gemiuseverarbeitung Anwen-
dung [23].

Die pektinolytischen Enzyme beinhalten die Hauptketten abbauenden Depolymerasen, dar-
unter die Hydrolasen (Polygalacturonasen) und Lyasen (Pektin-, Pektatlyasen), sowie die Es-
terasen (Methylesterasen, Acetylesterasen). Beide Gruppen enthalten Enzyme zum Abbau
des Homogalacturonans (smooth regions) und des Rhamnogalacturonans (hairy regions).
Teilaktivitdten, wie Arabanasen und Galactanasen, gehdren trotz der Assoziation der entspre-
chenden Polysaccharidfraktionen (Arabane, Galactane) mit den Pektinen formal gesehen
nicht zu den pektinolytischen Enzymen [168].

In Abb. 8 sind die stilisierten Wirkungsmechanismen der pektinolytischen Enzyme dargestellt.
Polygalacturonasen (PG) spalten auf hydrolytischem Wege die a-1,4-D-glykosidische Bindung
zwischen den Galacturonsaure-Bausteinen [169]. Man unterscheidet dabei zwischen PG, die
statistisch im Inneren der Pektinketten spalten (Endo-PG) und solchen die vom nichtreduzie-
renden Kettenende her spalten (Exo-PG). Das pH-Optimum von PG liegt im Bereich von 4,0
bis 6,0 und das Temperaturoptimum zwischen 40 und 45 °C [170]. In der Regel nimmt die
Aktivitdt mikrobieller Endo-PG mit zunehmendem Veresterungsgrad ab [169]. Der gleichzei-
tige Einsatz von Pektinesterasen kann die Wirkung von Endo-PG jedoch begtnstigen [100].
Mikrobielle, technische Pektinasepraparate werden zumeist aus Aspergillus niger gewonnen.
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Abb. 8: Wirkungsmechanismen pektinolytischer Enzyme
leicht modifiziert nach [100]

Unter den Pektinesterasen (PE) sind die Pektinmethylesterasen (PME) die wohl wichtigsten
Vertreter dieser Enzymklasse. Sie hydrolysieren die Esterbindung zwischen dem Methanol
und der Carboxylfunktion der Galacturonséaure-Bausteine im Pektinmolekil, wodurch sowohl
freie Carboxylgruppen als auch freies Methanol entstehen [171]. Die pH-Optima mikrobieller
PME liegen bei 4,5 und die Temperaturoptima zwischen 40 und 45 °C. Im Gegensatz zu
pflanzlichen PME benétigen mikrobielle PE keine Aktivatoren (NaCl, CaCl,) und entestern
statistisch [170].

Pektinlyasen (PL) und Pektatlyasen spalten die «a-1,4-glykosidischen Bindungen zwischen
den Galacturonsaure-Bausteinen unter Bildung einer A4,5-ungeséttigten Bindung am nichtre-
duzierenden Ende [171]. Pektatlyasen spalten bevorzugt Polygalacturonséuren, wohingegen
Pektinlyasen hochveresterte Pektine spalten und nur als Endo-Enzyme vorkommen [172].

Weitere Pektinasen, die bevorzugt im Bereich der hairy regions des Pektins spalten, sind die
Rhamnogalacturonasen und Xylogalacturonasen [173].

Als Hemicellulasen werden Enzyme bezeichnet, die entweder die aus Neutralzuckern beste-
henden Seitenketten der hairy regions des Pektins oder andere Hemicellulosen, die in unter-
schiedlicher Weise im Zellwandverbund zwischen Pektinmatrix und Cellulosefibrillen assoziiert
sind, spalten. Sie kommen in technischen Enzympréparaten in der Regel als Neben- oder
Begleitaktivitaten der Pektinasen produzierenden Stamme vor [23]. Uber Enzyme aus ver-
schiedenen Bakterienstammen (hauptsachlich A. niger), die Arabinose und Galactose aus
den Pektin-Seitenketten freisetzen (Arabinanasen, Galactanasen) berichten de Vries et al.
[174]. Xylane komplexer Struktur kdnnen durch sogenannte xylanolytische Systeme, die aus
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mehreren Enzymen bestehen (Xylanase, Arabinofuranosidasen, p-Xylosidasen) abgebaut
werden [175]. Vincken et al. beschreiben die Wirkungsweise verschiedener Xyloglucanasen,
darunter Endoglucanasen, Glucosidasen, Xyloglucosidasen und Xylosidasen zum Abbau von
Xyloglucanen [176].

Alle Cellulasen wirken an der gleichen chemischen Bindungsstelle. Dies ist die p-1,4-glykosi-
dische Verknupfung zwischen den Anhydroglucose-Bausteinen im Cellulosemolekiil [177]. Die
Cellulasen lassen sich nach ihrem Spaltungsmechanismus in drei Kategorien unterteilen. Die
Endoglucanasen (EG) (B-1,4-D-glucan-4-glucanohydrolase) spalten statistisch im Inneren der
Celluloseketten, und zwar hauptsachlich die amorphen (ungeordneten) Bereiche der Cellu-
lose. Exoglucanasen oder Cellobiohydrolasen (CBH) (B-1,4-D-glucan cellobiohydrolase) spal-
ten vom nicht-reduzierenden Ende der Cellulosepolymere oder —oligomere hauptsachlich Cel-
lobiose-Einheiten ab. 3-Glucosidase oder Cellobiase (CB) ist dann in der Lage die Cellobiose
in zwei Glucose-Bausteine zu zerlegen.

Beim Celluloseabbau durch Cellulasen kann es zur Produkthemmung kommen. Das bedeutet,
dass die verschiedenen cellulolytischen Enzyme durch ihre Reaktionsprodukte (CBH durch
Cellobiose und CB durch Glucose) ab einer bestimmten Konzentration gehemmt werden [178,
179]. Lieb et al. berichteten in diesem Zusammenhang Uber gentechnische Mdglichkeiten zur
Herstellung glucosetoleranter Cellobiasen [180].

Kommerzielle Cellulasepraparate, die zur Lebensmittelverarbeitung eingesetzt werden, wer-
den in der Regel aus Pilzen (z. B. Trichoderma reesei) gewonnen und sind Mixturen aus En-
doglucanasen, Cellobiohydrolasen und B-Glucosidasen, sowie Begleitaktivtdten an Xylana-
sen, Proteasen und Amylasen [177].

3.24.2 Methoden zur Enzymaktivitatsbestimmung

Die Methoden zur Ermittlung der Aktivitaten pektinolytischer und cellulolytischer Enzyme &h-
neln sich und unterscheiden sich haufig nur in den verwendeten Substraten. Neben chroma-
tographischen Methoden, die haufig den Vorteil der gleichzeitigen Detektion von oligomeren
und monomeren Zuckerbausteinen bieten, haben sich Methoden etabliert, die die Enzymakti-
vitdten hydrolytisch wirkenender Enzyme anhand der freigesetzten reduzierenden Endgrup-
pen bestimmen [172, 181, 182]. Als Modellsubstrate werden dabei haufig Carboxymethylcellu-
lose, mikrokristalline Cellulose, Xylan, Arabinogalactan und Pektine mit verschiedenen
Veresterungsgraden als Suspensionen oder Losungen in Puffersystemen bei festgelegten pH-
und Temperaturbedingungen fir eine definierte Zeit inkubiert und die Enzymaktivitat anhand
der pro Zeiteinheit und Enzymmenge freigesetzten reduzierenden Zucker bestimmt [183-185].
Haufig werden cellulolytische Aktivitaten auch mittels ,Filter Paper Assay“ (FPA) analysiert
[186].

Neben der Bestimmung der reduzierenden Endgruppen eignen sich auch viskosimetrische
Methoden zur Aktivitatsbestimmung [172]. Bis heute werden haufig Kapillarviskosimeter ver-
wendet und die prozentuale Viskositdtsabnahme anhand der Auslaufzeiten definierter Poly-
saccharid-Substratiésungen ermittelt [187-189]. Gusakov et al. untersuchten die Endo-
Depolymerase-Aktivitdten verschiedener pektinolytischer Enzympraparate gegeniber ver-
dunnten Apfel-, Zitrus- und Zuckerribenpektinldsungen (0,5 — 1,5 %) mit Hilfe eines Ostwald-
Viskometers [190]. Sreenath verglich die Freisetzung reduzierender Zucker und Glucose aus
Carboxymethylcellulose mit der Viskositatsabnahme der CMC-Substratlésungen durch kom-
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merzielle Cellulasen im Ostwald-Viskosimeter [191]. Lopez et al. untersuchten den zeitabhan-
gigen Viskositatsabbau von Polygalacturonsaure-Lésungen durch Rhizopus oryzae mit Hilfe
eines Rotationsviskosimeters [192].

Untersuchungen mit Hilfe eines Rotationsviskosimeters und zerkleinerten Karottennasstres-
tern zeigten, dass durch den Einsatz kommerzieller, zellwandabbauender Enzyme (Pektina-
sen und Cellulasen) die Viskositat der Trester in Abh&ngigkeit von den Milieubedingungen
(Enzymkonzentration, pH, Temperatur, Ca-Gehalt) um bis zu 90 % gesenkt werden konnte
[193].

3.25 Enzymeinsatz bei der Verarbeitung von Obst und Gemuse und anderer
pflanzlicher Materialien

Zellwandabbauende Enzyme spielen seit langer Zeit eine wichtige Rolle bei der Bearbeitung
des Feststoffgeriistes von Obst und Gemiuse [194]. In der obst- und gemuiseverarbeitenden
Industrie ist die Enzymanwendung heutzutage fur die Herstellung verschiedenster Produkte,
darunter Frucht- und Gemusesafte und andere flissige Obst- und Gemuiseerzeugnisse, na-
hezu unabdingbar. Technische Enzympraparate, die fir diese Anwendungen eingesetzt wer-
den, enthalten Pektinesterasen, Polygalacturonasen und Pektinlyasen in verschiedenen Men-
gen sowie andere Enzyme wie Hemicellulasen und Cellulasen [21]. Pektinolytische Enzyme
werden bei der Verarbeitung von Frichten und Gemise hauptséachlich fiir die Klarung triber
Fruchtsafte, die Depektinisierung von Fruchtsaften, den Maischeaufschluss und die Herstel-
lung von Nektaren und Mazeraten eingesetzt [195]. Wie bereits beschrieben, sind fir den Zell-
wandabbau verschiedenste Enzymaktivitaten notwendig. Ein Totalabbau der Zellwand kann
nur durch das synergistische Wechselwirken pektinolytischer, hemicellulolytischer und cellu-
lolytischer Enzyme erfolgen [196]. Voragen et al. beschrieben die 4 Stufen des enzymatischen
Abbaus von Apfelgewebe wie folgt (Tab. 7).

Tab.7: Die 4 Stufen des enzymatischen Abbaus von Apfelgewebe [196]

Mazeration Abbau der Mittellamellenpektine durch PG und PL

Maischefermentation Depolymerisation von Mittellamellen- und Zellwandpektin durch
PG, PE und PL

Verflissigung Abbau von Pektin und Cellulose durch PG, PE, PL sowie C1-

Cellulasen (Exoglucanasen)

Verzuckerung Verflissigung durch zusatzlichen Abbau von Polysaccharidfrag-
menten mit Hemicellulasen; synergistische Wechselwirkung von
PG, PE, PL, C;- und Cx-(Endo)-Cellulasen und Hemicellulasen

In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwahnen, dass laut der aktuell giltigen Frucht-
saftverordnung fur die Herstellung von Fruchtsaften ausschliel3lich der Einsatz von Pektina-
sen, Proteasen und Amylasen zugelassen ist [197]. Cellulasen sind als Begleitaktivitaten ak-
zeptiert, durfen jedoch nicht in Form von ausgewiesen Cellulase-Préparaten verwendet
werden [23].
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Neben dem Einsatz pektinolytischer Enzyme fir die Maischebehandlung, sind Verfahren zur
nachgeschalteten zweiten Extraktion der resultierenden Pressrickstande (Apfeltresterverflis-
sigung) heutzutage Stand der Technik bei der Herstellung klarer Apfelsaftkonzentrate [28].
Dafur eignen sich speziell solche Praparate, die neben den Pektinasen noch gréRere Mengen
an hemicellulolytischen Aktivitaten, insbesondere Arabanasen, enthalten [22, 23]. Mehrlander
et al. fanden in den Fruchtsaftkolloiden nach der Apfeltresterextraktion mit Pektinasen und
Cellulasen hohe Gehalte an Galacturonanen, Arabinanen und Galactanen [198]. Bauckhage
et al. untersuchten den Einfluss von Tresterenzymen auf die Freisetzung wertgebender In-
haltsstoffe in die Tresterextraktionsséafte und konnten in diesen erhohte Cellobiose-, sowie
Calcium- und Gesamtpolyphenolgehalte nachweisen [26]. Sembries et al. fanden in den glei-
chen Séaften erhéhte Gehalte an I6slichen Ballaststoffen, die die Bildung kurzkettiger Fettsau-
ren begunstigen [27].

Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich seit den 1990er Jahren mit dem Abbau gereinigter
Apfelzellwandmaterialien durch Pektinasen und Cellulasen und deren Einfluss auf die Struk-
tur, die chemische Zusammensetzung und die physiko-chemischen Eigenschaften beschéftigt
[199-204].

Hang et al. untersuchten die Freisetzung l6slicher und gesamt reduzierender Zucker aus vor-
zerkleinerten Maiskolben und Maishulsen (Reststoffe der Maisproduktion) mit Hilfe kommer-
zieller Cellulase-Préaparate [205, 206]. Dabei wurden groRere Mengen l6slicher Zucker, insbe-
sondere Xylose, Glucose und Cellobiose freigesetzt (Tab. 8). Die Freisetzung reduzierender
Zucker aus Maiskolben hing malRgeblich von der eingesetzten Substratkonzentration ab.

Tab. 8: Freisetzung léslicher und reduzierender Zucker aus Maishulsen und —kolben

Maishulsen Maiskolben Maiskolben
Behandlungsdauer 45h 48 h Konzentration 15h
[g/kg TS] [9/100 mL] [g/kg TS]
Xylose 175 200 reduzierende 10 418
Glucose 292 260 Zucker 20 335
Arabinose 27 18 30 275
Cellobiose 130 96 50 211

Reaktionsbedingungen: pH 5,0, T = 50 °C, Enzympraparat Rapidase Pomaliq (Gist Brocades, Frankreich)

Versuche zur Verzuckerung von Bananenschalen mit Hilfe cellulolytischer Enzyme aus Tri-
choderma lignorium ergaben Verzuckerungsgrade von 10 - 20 % (berechnet als reduzierende
Zucker bezogen auf die Substratmenge) nach 24 h bei optimalen Milieubedingungen
(pH 6,0, 45 °C) und nach 15-mintiger Vorbehandlung im Autoklaven [207].

Lignocellulosereiche Biomassen, wie Zuckerrohrbagasse, Weizenstroh und Maispflanzenreste
sind in den letzten Jahren aufgrund ihres Potentials fur die Bioethanol-Gewinnung in das
Rampenlicht der industriellen Forschung und Entwicklung gelangt [17]. Aufgrund der natir-
lichen Struktur dieser Biomassen und der geringen Zuganglichkeit der Cellulosefasern sind
geeignete Vorbehandlungen notwendig, die die Schutzschicht aus Lignin und Hemicellulosen
abbauen und so die Cellulose fir die enzymatische Hydrolyse zuganglich machen [208]. Un-
ter den verschiedenen Verfahren, die diesen Aufschluss entweder mit Hilfe von Ammoniak,
Calciumhydroxid oder Sauren bei hohen Temperaturen und Dricken (70 - 200 °C, 1 - 24 atm)
bewerkstelligen, haben sich solche mit verdinnten Mineralsduren (0,5 - 3%ige Schwefel-
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saure) bewahrt [18, 19]. Sun et al. verwendeten fir den enzymatischen Aufschluss von Ber-
mudagrass und Roggenstroh Cellulasen aus T. reseei und kommerzielle 3-Glucosidasen nach
Vorbehandlung mit verdinnter Schwefelsédure [25]. In Abh&angigkeit der Saurekonzentration
und Behandlungsdauer wurden dabei 50 — 66 % des Xylans in monomere Xylose zerlegt. Die
Glucoseausbeute lag zwischen 30 - 52 % flr Roggenstroh und 46 - 81 % fir Bermudagrass
(bezogen auf den Gesamtglucosegehalt).

Die Inhibierung der verschiedenen Cellulasen durch ihre Reaktionsprodukte kann eine we-
sentliche Rolle hinsichtlich der erreichbaren Hydrolysegrade bei der Verzuckerung spielen. So
zeigten Lieb et. al, dass die relative Aktivitat kommerzieller Cellobiasen bereits bei 2,5 g Glu-
cose je Liter Testansatz um 50 % herabgesetzt ist [180]. Durch die simultane Verzuckerung
und Vergarung lasst sich diese Produkthemmung prinzipiell reduzieren. Jedoch stellen die
verschiedenen Temperaturoptima der Cellulasen (55-60°C) und der Hefeenzyme
(30 - 35 °C) haufig ein grundlegendes Problem fir effektive Prozesse dar.

3.3 Verarbeitung von Obst zu Trinkalkohol (Obstbrennerei)
3.3.1 Vorbereitung und Vergarung von Kernobstmaischen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Vergarungsversuche mit anschlielendem Abde-
destillieren des Alkohols (Labordestillation) waren Teil der Entwicklung eines technischen Ge-
samtverfahrens zur Herstellung von Trinkalkohol aus Apfelnasstrestern (Apfeltresterbrand) in
einer Obstbrennerei. Da sich samtliche Laborversuche an den im spateren Verlauf des For-
schungsprojektes zu realisierenden Verfahrensbedingungen orientierten, soll im Folgenden
ein kurzer Uberblick tiber die wichtigsten Verfahrensschritte bei der Obstbrandherstellung ge-
geben werden.

Die wesentlichen brennereitechnischen Schritte bei der Vorbereitung und Verarbeitung von
Kernobst (insbesondere bei Apfeln) gleichen denen der Fruchtsaftherstellung. Die Apfel
(Mostapfel) werden zunachst sortiert, gewaschen und anschlieend mittels Ratzmihlen,
Schleuderfrdsen oder Hammermiuihlen zerkleinert [209, 210]. Die zerkleinerte Maische wird
dann meist Uber Exzenterschneckenpumpen in die Maische- bzw. Garbehdalter gepumpt. In
der Brennerei werden pektinolytische Enzyme eingesetzt, um die vornehmlich dickbreiigen
Obstmaischen zu verflissigen und somit eine bessere Durchmischung und Verteilung von
Maischezusatzen, wie Hefen, Sauren und Nahrsalzen wahrend der Garung zu gewahrleisten.
Zur Verbesserung des Nahrstoffangebotes kdnnen den Obstmaischen, die naturgemaf arm
an stickstoffhaltigen Verbindungen sind, Nahrsalze in Form von Ammoniumphosphaten oder -
sulfaten zugegeben werden. Da Fruchtmaischen aufgrund ihres Gehaltes an Zuckern, Amino-
sauren und Mineralstoffen einen idealen Nahrboden fir viele Mikroorganismen darstellen, ist
der pH-Wert zu vergarender Obstmaischen abzusenken [211]. In der Regel verwenden Obst-
brennereien daflir mineralische Sauren, hauptséchlich Schwefelsaure. Der pH-Wert sollte auf
unter 3,5 eingestellt werden, da hierbei ein grof3er Teil der Bakterien gehemmt wird, die relativ
saurebestandigen Brennereihefen jedoch noch keine Schwachung erleiden.

Die Einleitung der Garung erfolgt durch Reinzuchthefen der Spezies Saccharomyces cerevi-
siae [210, 212]. Spontangarungen durch sogenannte ,wilde“ Hefen fihren haufig zu Gar-
stockungen, verminderten Alkoholausbeuten sowie der Bildung von off-flavour-Aroma-
komponenten [210]. Die wichtigsten Vertreter unter ihnen z&hlen zu den Gattungen
Brettanomyces, Candida, Hansenula, Kloeckera, Pichia, Torulaspora und Zygosaccharomy-
ces [213]. Im Gegensatz dazu laufen die Garungen unter Verwendung von Reinzuchthefen in

24



der Regel zigig an und das Wachstum unerwiinschter Mikroorganismen wird durch die
schnelle Vermehrung und das schnelle Wachstum der Hefen weitestgehend unterdriickt. Die
Anstelltemperaturen von Obstmaischen liegen generell zwischen 15 und 30 °C, wobei hohere
Temperaturen zu kurzeren Garzeiten fuhren. Wahrend der Hauptgarphase kommt es durch
die intensive Gartatigkeit zur betrachtlichen Zunahme des Alkoholgehaltes in der Maische bei
gleichzeitiger Entstehung von Kohlendioxid (CO,). Die Hefen wandeln dabei die vergarbaren
Zucker, darunter Glucose, Fructose, Saccharose und Mannose mit Hilfe ihres Enzymsystems
in Alkohol und CO, um. Nach der Grundgleichung der alkoholischen Garung entstehen aus
100 g Zucker theoretisch 51 g Alkohol und 49 g CO,. Unter Berucksichtigung der Dichte von
Alkohol (0,7893 g/mL bei 20 °C) ergeben 100 kg Zucker somit theoretisch in etwa 65 L reinen
Alkohol. Da sich jedoch biologische Verluste (Hefezellenwachstum und —atmung, Bildung von
Garungsnebenprodukten, Fremdgarungen) und verfahrensbedingte Verluste (Verdunstung,
Restalkohol in der Schlempe) praktisch nicht vermeiden lassen, ist bei der Obstvergarung im
besten Fall mit Ausbeuten von 58 L r. A. pro 100 kg Zucker zu rechnen [210]. Zu den wichtigs-
ten Garungsnebenprodukten zéhlen Acetaldehyd, Glycerin und héhere Alkohole (u. a. Propa-
nol, Butanol, Hexanol, Amylalkohol) [214]. Essigsaureester sind typische Aromakomponenten
in Obstbranden, die durch Veresterung von Essigsdure mit Ethanol entstehen.

Methanol ist kein Garungsnebenprodukt, sondern entsteht durch die Aktivitdt nativer (oder
zugegebener) Pektinmethylesterasen aus dem Pektin der pflanzlichen Zellwéande (Kap. 3.2.4).
Daher gilt Methanol bei Obstbréanden auch als Indikator flr Maischezuckerungen, wenn ent-
sprechende Mindestgehalte nicht erreicht werden. Andererseits ist Methanol ab bestimmten
Konzentrationen toxisch. Die zuldssigen Hochstwerte an Methanol in Branden aus Kernobst-
trestern liegen nach derzeit geltender EU-Verordnung bei 1500 mg/100 mL r. A. Andraous et
al. untersuchten den Einfluss verflissigender Pektinase-Praparate auf den Methanol-Gehalt in
Apfelbranden aus verschiedenen Apfelsorten und fanden 3- bis 5-fach héhere Methanolkon-
zentrationen im Vergleich zu Kontrollbranden, die ohne Enzymeinsatz hergestellt wurden
[215]. Verfahren zur Maischepasteurisation, um native Enzymaktivitaten auszuschalten, sind
grundsatzlich denkbar, beeinflussen jedoch zumeist die sensorischen Eigenschaften der
Brénde negativ und fihren zu einem technischen und damit intensiven Mehraufwand [216].
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3.3.2 Destillation/Rektifikation vergorener Obstmaischen

Sobald die Garung abgeschlossen ist, wird die vergorene Maische in die Brennblase Uber-
fuhrt. Diese ist Teil des Brennapparates, in dem die Abtrennung des Alkohols auf destillativem
Wege erfolgt. Moderne Brenngeréte arbeiten nach dem Prinzip der Destillation und Rektifika-
tion. Abb. 9 zeigt, schematisch vereinfacht, einen nach diesem Prinzip funktionierenden
Brennapparat mit Verstarker, Dephlegmator und Kihler.

Dephlegmator

<o

Geistrohr

Verstarker

Blase

Heizung » \|Blasen-

TR
M\
> N\ \Jflussigkeit
N\ ‘\\ \\ R \\ N

Abb.9: Prinzip der Gegenstromdestillation
(Rektifikation) [210]

Die Maische wird in der Brennblase direkt (Dampfinjektion) oder indirekt bis zum Sieden er-
hitzt. Bei der Rektifikation wird dem aufsteigenden Dampf (Dampfgemisch aus Alkohol und
Wasser) ein Kondensatstrom entgegengefiihrt, so dass es zu einem intensiven Warme- und
Stoffaustausch kommt. Im Verstarker findet dieser Austausch auf jedem Glockenboden statt,
wobei der Rucklauf auf dem Weg vom héchsten Boden (niedrigste Temperatur) zur Blase
(héchste Temperatur) das Wasser aufnimmt und den leichter siedenden Alkohol (hdhere rela-
tive Fluchtigkeit) an den aufwérts gerichteten Dampfstrom abgibt, so dass es zur Alkoholan-
reicherung im Dampf kommt [210]. Die Flussigkeit entzieht dem Dampf Warme, so dass er
teilweise kondensiert und die Flissigkeit gleichzeitig auf Siedetemperatur aufgeheizt wird und
verdampft. Bevor der alkoholreiche Dampf im Kihler vollstandig kondensiert und als Destillat
ablauft, findet im Dephlegmator nochmals eine Anreicherung von Alkohol in der Dampfphase
statt, die durch die Teilkondensation der schwerer siedenden Komponente Wasser erreicht
wird. Neben dem Ethanol werden bei der Destillation weitere fliichtige Maischebestandteile in
das Destillat Gberfuhrt. Je nach Siedeverhalten lassen sich die einzelnen Komponenten beim
Destillationsvorgang mehr oder weniger stark in den verschiedenen Destillatfraktionen Vor-
lauf, Mittellauf und Nachlauf anreichern. Methanol hingegen lasst sich auf destillativem Weg
nur bedingt von Ethanol trennen. Verschiedene Mdglichkeiten zur Reduzierung des Metha-
nolgehaltes von Obstbranden wurden bereits erdrtert, fuhrten jedoch h&ufig neben der Metha-
nolreduzierung auch zu Ausbeuteverlusten an Ethanol [217, 218].
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3.3.3 Besonderheiten bei der Verarbeitung von Kernobsttrestern

Im Gegensatz zu Weintrestern, die den Ausgangspunkt fur die Herstellung typischer , Trester*
oder Tresterbranntweine (in Italien ,Grappa“) darstellen, ist die Verwendung von Obsttrestern
fur die Herstellung von Trinkbranntweinen weitaus weniger verbreitet. In Deutschland werden
Obsttresterbrande bisweilen nur regional (hauptsachlich in Baden-Wirttemberg), als Spezia-
litaten angeboten. Hersteller solcher Produkte sind zumeist Mostereien, die einen Teil der
Trester parallel zur Apfelernte und zur Saftherstellung speziell dafiir verwenden. Gegenuber
Weintrestern bringen Apfeltrester den Nachteil der fruchtbedingten geringeren Zuckergehalte
mit sich [210]. Da Trester innerhalb weniger Stunden mikrobiellen Veranderungen unterliegen,
mussen sie in kirzester Zeit weiterverarbeitet werden. Traditionell werden Apfelnasstrester
keiner weiteren Zerkleinerung unterzogen und umgehend in geeigneten Behaltern (idealer-
weise Kunststofffasser) eingestampft und mit Wasser (10 - 20 %) versetzt, um die Luft in den
verbliebenen Haufwerkshohlrdumen zu verdréangen [219]. Wie fir die Frischobstverarbeitung
eignen sich auch hier Reinzuchthefen zur Vergéarung. Haufig werden noch Ammoniumsalze
zugegeben. Eine Ansduerung mittels Schwefelsdure empfiehlt sich aufgrund des kritischen
mikrobiellen Status der Trester. Aufgrund der Anreicherung von Pektin als Bestandteil der
Zellwande ist in Branden aus Kernobsttrestern generell mit hohen Methanol-Gehalten zu
rechnen. Desweiteren sind fur Tresterbrande hohere Gehalte an héheren Alkoholen, wie n-
Propanol, i-Butanol und Hexanol sowie Ethylestern typisch [220]. Verfahren zur grof3techni-
schen Nutzung von Apfeltrestern fir die Trinkbrandherstellung sind bislang nicht bekannt.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material
4.1.1 Apfeltrester
4111 Apfeltrester frisch (Apfelnasstrester)

Fur die Versuche wurden Apfeltresterchargen der Jahre 2004, 2005 und 2006 verwendet. Die
Trester von 2004 (November) und 2005 (Oktober) stammten aus der Kelterei Wilke (Freders-
dorf/Brandenburg). Die Zerkleinerung der Apfel erfolgte mittels Ratzmuhle, das Abpressen der
Apfelmaische mittels Bucherpresse. Die Trester von 2006 (November) stammten aus der
SuRmost- und Weinkelterei Schulz (Diesdorf/Sachsen-Anhalt). Die Apfelzerkleinerung erfolgte
Uber eine Hammerschlagmiihle, das Abpressen der Maische Uber eine kontinuierliche Zwei-
bandpresse. In allen Fallen wurden vor dem Abpressen keine Maischeenzyme verwendet.
Nach dem Abpressen wurden die Trester umgehend in kleinere Portionen (ca. je 1 kg) auf-
geteilt und bei -18 °C bis zur jeweiligen Verwendung tiefgefroren.

4112 Apfeltresterfasern (als Vergleichsubstrate)

Fur die Herstellung von gereinigten, getrockneten Apfeltresterfasern wurde die Apfeltrester-
charge 2004 verwendet. In Abb. 10 sind die Herstellungsschemen fir Apfeltresterfasern und
entpektinisierte Apfeltresterfasern dargestellt. Die jeweiligen Milieubedingungen (T, t) sind im
nachfolgenden Absatz naher erlautert.

v

Apfeltrester ‘
v v
Blanchieren | Waschen |
v v
Nasssieben \ \ Abpressen \
v v
Zerkleinern ‘ ‘ Extraktion ‘
v v
Nasssieben \ \ Abpressen \
v
‘ Extraktion ‘
A 4 A 4
Fraktion > 1 mm | ‘ Ruckstand Filtertuch ‘

Zerkleinern \

* v \ 4
Waschen, Abpressen \

v v
Gefriertrocknen ‘

v v
Trocken zerkleinern, Sieben ‘

v v
Apfeltresterfasern | | Entpektinisierte Apfeltresterfasern |

Abb. 10: Herstellungsschema fir Apfeltresterfasern
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Die aufgetauten Trester wurden nach Zugabe einer ausreichenden Menge Wasser (1 Tell
Wasser + 1 Teil Trester) zunachst 2 min bei 80 °C blanchiert, anschlieRend tber einem K-
chensieb gesiebt und mit kaltem Wasser gewaschen. Die gewaschenen Trester wurden mit
der zwei- bis dreifachen Menge an Wasser versetzt und mittels Ultraturrax (IKA, Deutschland)
zunachst 10 min mit grobem Werkzeug (S50N-G40G), anschlieRend 20 min mit feinem Werk-
zeug (S50N-G40F) bei 10000 U/min nasszerkleinert. Durch Nasssieben der Trester mittels
1-mm-Sieb und Filtertuch wurde einerseits eine Fraktion > 1 mm erhalten, die nochmals
20 min mit dem Ultraturrax (feines Werkzeug) behandelt wurde. Der Filtertuch-Ruckstand
wurde direkt weiterbehandelt. Beide Fraktionen wurden mit dest. Wasser auf eine Leitfahig-
keit < 50 uS/cm gewaschen, Uber einem Filtertuch abgepresst, gefriergetrocknet, trockenzer-
kleinert und gesiebt (315 um). Beide Tresterfraktionen (< 315 um) wurden nach dem Sieben
vereint, gemischt und bis zur jeweiligen Verwendung kihl und trocken gelagert.

Fur die Herstellung von entpektinisierten Apfeltresterfasern wurden die aufgetauten Trester
mit der zweifachen Menge an dest. Wasser versetzt, geriihrt und durch ein Filtertuch mittels
Ballonpresse 5 min abgepresst. Der Filtertuchriickstand (ca. 1 kg) wurde im Dreihalsrundkol-
ben mit 3 L heillem dest. Wasser und 6,5 mL 65%iger HNO; versetzt. Der Rundkolben wurde
mit einem Thermometer, einem Ruhrer und einem Ruckflusskihler bestiickt und im Wasser-
bad (Blchi 461, Schweiz) arretiert. Die erste Extraktion erfolgte bei 85 °C fur 30 min. Nach
dem Abpressen (Filtertuch) wurde der Trester mit 2,5 L heiliem dest. Wasser und 2,5 mL
HNO; versetzt und einer zweiten 30-mindtigen Extraktion bei 85 °C unterzogen. Nach dem
Abpressen (Filtertuch) wurden die Trester auf eine Leitfahigkeit c < 50 uS/cm gewaschen und
- wie fur die Apfeltresterfasern beschrieben - weiterbehandelt.

41.1.3 Apfeltrester getrocknet

Zur Materialcharakterisierung (Kap. 4.2.8) wurden die frischen Apfeltrester (je zwei Portionen)
gefriergetrocknet (Christ Alpha 1-4, Deutschland), zerkleinert (Analysenmihle IKA, Deutsch-
land) und gesiebt. Alle Analysen wurden mit der Siebfraktion < 315 um durchgefiihrt.

4114 Apfeltrester sdurehydrolysiert

Saurehydrolysierte Trester wurden in Anlehnung an Verfahren zur industriellen Pektingewin-
nung aus Apfeltrestern der Charge 2006 hergestellt. Die Nasstrester wurden zunéchst in
Lochstahlkasten (Lochgrof3e 2 mm) bis zu einer Trockensubstanz > 95 % im Trockenschrank
(Memmert M600, Deutschland) bei 102 °C getrocknet. Zur Pektinextraktion wurden zwei Ex-
traktionsvarianten angewendet [9, 10].

Fur die Rapid-set-Variante wurden 300 g getrockneter Trester in 4,8 L siedendem dest. Was-
ser suspendiert und der pH-Wert mit 65%iger HNO; (ca. 6 mL) auf 2,5 eingestellt. Nach 45-
mindtigem Kochen wurden die hydrolysierten Trester zunéchst per Hand durch ein Filtertuch
und anschlielend mittels Ballonpresse (5 min, p =4 bar) abgepresst. Bis zur Verwendung
wurden die hydrolysierten Trester bei -18 °C tiefgefroren.

Die Slow-set-Variante wurde wie die Rapid-Set-Variante mit folgender Variation hergestellt.
Die Extraktionstemperatur betrug 60 °C, die Extraktionszeit lag bei 4 h.
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4115 Apfeltrester vergoren

Die vergorenen Apfeltrester fielen bei den Laborversuchen nach dem Vergaren der jeweiligen
Ansatze der Apfeltresterchargen 2005 und 2006 an (Kap. 4.2.6.2). Ein Teil der vergorenen
Trester wurde umgehend bei -18 °C tiefgefroren, anschlieRend gefriergetrocknet, zerkleinert
und gesiebt (< 315 um) und bis zur Materialcharakterisierung kihl und trocken gelagert.

4.1.1.6 Apfeltrester vergoren und abdestilliert

Die vergorenen und abdestillierten Apfeltrester fielen nach dem Destillieren der jeweiligen
Ansatze der Apfeltresterchargen 2005 und 2006 an (Kap. 4.2.6.3). Die abdestillierten Trester
wurden umgehend bei -18 °C tiefgefroren, anschlieRend gefriergetrocknet, zerkleinert und
gesiebt (< 315 um) und bis zur Materialcharakterisierung kihl und trocken gelagert.

41.2 Modellsubstrate
41.2.1 Cellulosen

Fur die Bestimmungen der cellulolytischen Enzymaktivitaten kamen mikrokristalline Cellulose
(MCC) (0,019 mm, Serva), Na-Carboxymethylcellulose (CMC) (mittlere Viskositat, Fluka) so-
wie D(+)-Cellobiose (Roth) zum Einsatz.

41.2.2 Hemicellulosen

Die Bestimmung der hemicellulolytischen Aktivitdten erfolgte gegeniiber Xylan (aus Hafer-
spelzen, Fluka) sowie Arabinogalactan (Aldrich).

4.1.2.3 Pektine

Fur die Bestimmung der pektinolytischen Aktivitdten wurden hochverestertes Pektin (HV)
(Veresterungsgrad VG =80 %) und Pektinsdure (VG =3 %) verwendet. Beide Praparate
stammten von der Firma Herbstreith & Fox (Werder/Brandenburg). Zur weitestgehenden Ent-
fernung ldslicher Restzucker wurden beide Praparate vor der Verwendung einem alkoholsau-
ren Waschschritt unterzogen. Dazu wurden ca. 50 g Pektin bzw. Pektinsaure zunéchst zwei-
mal 10 min mit 300 mL salzsaurem 70%igem Ethanol (enthielt 5% konzentrierte HCI),
anschliel3end einmal mit 95%igem Ethanol gewaschen und dazwischen jeweils Uber eine Frit-
te (1000 mL, Por. 3) 5- 10 min abgesaugt. Die Trocknung der gewaschenen Materialien er-
folgte in grol3en Petrischalen im Trockenschrank bei 50 °C bis zur Massekonstanz.

41.3 Enzyme
4.1.3.1 Cellulasen

Bei den cellulolytischen Enzympraparaten handelte es sich um Cellulasen mikrobieller Her-
kunft mit zum Teil ausgewiesenen Xylanase-Aktivitdten vier verschiedener nationaler sowie
internationaler Enzymhersteller (Tab. 9). Desweiteren wurde eine Cellobiase der Fa. Novozy-
mes mit dem Namen Novozym 188 bezogen.
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Tab.9: Kommerzielle cellulolytische Enzympraparate
Hersteller Produktname Hauptaktivitaten Temperatur Dosierung
(Herkuntft) (Produktionsstamm) [°C] [g/t]
AB Enzymes Rohament CL Cellulasen, 50 150 - 200
(Deutschland) (T. reesei) Xylanasen
Biopract Cellufood AL 140 Cellulasen, 40 - 65 200 - 800
(Deutschland) (T. reesei) Xylanasen
DSM Cytolase CL Cellulasen 50 50 - 100
(Frankreich) (T. longibrachiatum)
Novozymes Celluclast 1.5 L Cellulasen 55 - 60 200 - 300
(Schweiz) (T. reesei)

Novozym 188 Cellobiase

(A. niger)

Die angegebenen Temperaturen und Dosierungen sind Empfehlungen der Hersteller. Fir No-
vozym 188 wurde vom Hersteller eine Dosierung empfohlen, die einem Finftel der zugegebe-
nen Cellulase-Menge entspricht. Die bei den Enzymierungsversuchen angewendeten Dosie-
rungen sind in Kap. 4.2.4.3 naher erlautert.

4.1.3.2

Pektinasen und kombinierte Praparate

Die pektinolytischen bzw. kombinierten Praparate stammten ebenfalls von den bereits oben
aufgefuhrten Produzenten und enthalten laut Herstellerangabe neben diversen Pektinase-Ak-
tivitdten auch Arabanase- sowie weitere Hemicellulaseaktivitaten (Tab. 10). Die Hersteller-
empfehlungen variieren je nach ausgewiesenem Anwendungszweck (Maischefermentation,
Mazeration, Saftklarung) bezliglich Temperatur und Dosierung zum Teil erheblich.

Tab. 10: Kommerzielle pektinolytische und kombinierte Praparate

Hersteller Produktname Hauptaktivitaten Temperatur Dosierung
(Herkunft) (Produktionsstamm) [°C] [o/t]
AB Enzymes Rohapect DA6L Pektinasen, 20 - 30 20 - 50
(Deutschland) (A. niger) Arabanasen
Biopract Pectinase L 100 Pektinasen, 35-65 100 - 200
(Deutschland) (A. niger) Hemicellulasen
DSM Rapidase ADEX P Pektinasen, 50 200 - 400
(Frankreich) (A. niger) Arabanasen
Novozymes Pectinex Ultra SP-L  Pektinasen, 55 - 60 200 - 300
(Schweiz) (A. aculeatus) Hemicellulasen
Ultrazym AFP-L Pektinasen, 55-60 200 - 300
(T. reesei/A. niger/ Cellulasen

A. aculeatus)

Wahrend die ersten vier aufgefihrten Préparate in Tab. 10 jeweils aus einem Produktions-
stamm hergestellt wurden, handelt es sich bei Ultrazym AFP-L um ein Mischpraparat aus Tri-

choderma- und Aspergillus-Stammen.
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Tab. 11: Abkirzungen der Enzym-Produktnamen

Cellulasen Pektinasen/Kombinierte Praparate
Produktname Kirzel Produktname Kirzel
Rohament CL RCL Rohapect DA6L RPT
Cellufood AL 140 CFD Pectinase L 100 PEC
Cytolase CL CYT Rapidase ADEX P ADP
Celluclast 1.5 L CCL Pectinex Ultra SP-L SPL
Novozym 188 NZ Ultrazym AFP-L AFP
4.1.4 Hefen

Fur die Vergarungsversuche kamen Brennerei-Trockenhefen aus Saccharomyces cerevisiae
der Fa. DSM (Frankreich) und der Fa. Gammazym (Deutschland) zum Einsatz.

4.2 Methoden

4.2.1 Enzymaktivitatsbestimmungen
4.2.1.1 Versuche mit Modellsubstraten

Die Bestimmung der Enzymaktivitaten gegentuber CMC, Xylan, Arabinogalactan, Pektin und
Pektinsaure erfolgte nach Herstellung und Inkubation der jeweiligen Substratlésung und Zu-
gabe der Enzymlésung [183, 184]. Dazu wurden 50 mL der 0,1%igen (w/v) Substratldsung
(Na-Acetat-Puffer 0,1 M, pH 3,6) mit 25 pL Enzymldsung versetzt und 2 h bei 30 °C im War-
meschrank (TH 25, E. Biichler, Deutschland) unter kontinuierlichem Schwenken (120 min™)
inkubiert. In Abhangigkeit vom Substrat wurden die Enzyme vor der Zugabe mit dest. Wasser
verdunnt. Im Fall von Xylan wurden die Enzyme 1:2, fir die Bestimmung gegentiber Pektin
1:10 und fir Pektinsdure 1:50 verdunnt. Im Fall von CMC und Arabinogalactan wurden die
Enzyme unverdinnt verwendet. Nach der Inkubation wurden die Proben zur Enzyminaktivie-
rung im Wasserbad bei 80 °C fur 10 min erhitzt, anschliel3end abgekuhlt und mit dest. Wasser
nochmals 1:2 verdinnt. Analog zum oben beschriebenen Verfahren wurde bei jeder Bestim-
mung eine Blindprobe untersucht, bei der anstatt der Enzymlésung 25 pL dest. Wasser zum
Substrat gegeben wurden. Die Substratlésungen wurden als Doppelbestimmungen angesetzt.

Fur die Bestimmung der Aktivitdt gegeniiber MCC [185] wurde eine 0,5%ige Suspension von
mikrokristalliner Cellulose in Na-Acetat-Puffer mit unverdiinnter Enzymldsung inkubiert. Nach
der Enzyminaktivierung wurde die Suspension in 50 mL-Zentrifugenglaser tberfuhrt und
10 min bei 6000 U/min zentrifugiert (T 23 Janetzki, Deutschland). Der klare Uberstand wurde
anschliel3end nochmals 1:2 verdinnt.

Fur die Bestimmung der reduzierenden Endgruppen [182, 221] wurden 2 mL der Probelésung
mit 2 mL Kupfer-Reagenz versetzt und 10 min im Wasserbad gekocht. Nach Abkihlen wurden
1 mL Arsenmolybdat-Reagenz zur Probe dazugegeben, gemischt und die Extinktion des ge-
bildeten Farbkomplexes im Spektralphotometer (Spekol 11, Carl Zeiss Jena) bei 500 nm ge-
gen einen Reagenzienblindwert gemessen. Die Menge gebildeter reduzierender Endgruppen
wurde anhand einer Glucose-Eichgerade (8 - 80 pg/mL) ermittelt und die Enzymaktivitat EA in
nkat/pL berechnet, wobei nkat der pro Sekunde freigesetzten reduzierenden Endgruppen in
nmol entspricht (1 nkat = 1 nmol/s).
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Die rheologischen Untersuchungen wurden mit Hilfe des Prozess-Torsionsschwingers
Rheoswing® (Paar Physica, Stuttgart) durchgefiihrt. Die Enzymaktivitatsbestimmungen wur-
den anhand der Viskositatsabnahme in Modellsubstratlésungen nach Zugabe der Enzymlo-
sung ermittelt. Dazu wurden jeweils 5 g CMC bzw. HV-Pektin unter intensivem Rihren (Mag-
netriihrer) in 500 mL Na-Acetat-Puffer (0,1 M, pH 3,6) geldst, zum Entweichen von Luftblasen
10 min stehen gelassen und anschlielend im Wasserbad auf 30 °C temperiert. Nach Tempe-
ratureinstellung wurde der Rheoswing® auf das Probenbecherglas gesetzt, wobei die Mess-
sonde in die Probel6sung eintauchte und im Nanometer-Bereich Torsionsschwingungen aus-
fuhrte. Im untersuchten Medium erfolgt die Ausbildung einer diinnen Grenzschicht D.g, wobei
zu beachten ist, dass bei partikulierten Systemen der Partikeldurchmesser dp haufig gréer ist
als D;s. Durch den Vergleich der Dampfung durch die Flissigkeit mit der Dampfung in Luft
konnte eine scherunabhangige Prozessviskositat np,.,, [MPa-s] der Flissigkeit bestimmt wer-
den. Die Aufnahme der Viskositatsanderung erfolgte tber einen Zeitraum von einer Stunde
mit Hilfe der Software US 200 (Paar Physica, Stuttgart). Als Referenz wurden die Versuche
analog mit Substratiésungen von CMC und Pektin durchgefiihrt, denen anstatt der Enzymlo-
sung dest. Wasser zugesetzt wurde. Die Kinetik der Viskositatsabnahme (viskosimetrische
Abbaurate) wurde naherungsweise nach dem Modell 1. Ordnung mit Hilfe der Software Micro-
cal Origin 6.0 (Microcal Software Inc., USA) nach Gleichung (1) ausgewertet (s. auch Abb.
11).

N(t) = Neg + Mo ™™ in mPa-s 1)
n(@ 8
[mPa-s]
(7
6 4
5 4
o < 4 4
3 4
2 4
neq\ 1.4
0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
t [min]

Abb. 11: Kinetik der Viskositatsabnahme — Modell 1. Ordnung (Microcal Origin 6.0)
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4.2.1.2 Versuche mit Apfeltresterfasern

Die Aktivitaten der neun Enzympréaparate wurden gegeniber Apfeltresterfasern und entpekti-
nisierten Apfeltresterfasern ermittelt [184]. Dazu wurden 0,2%ige (w/v) Suspensionen des
jeweiligen Substrates in Na-Acetat-Puffer (0,1 M, pH 3,6) mit 4 uL unverdiinnter Enzymlésung
versetzt und 2 h bei 30 °C inkubiert (125 min™). Nach 10-miniitiger Hitzeinaktivierung der En-
zyme in der Substratlésung bei 80 °C, wurden die Proben 25 min bei 6000 U/min zentrifugiert,
25 mL des klaren Uberstandes entnommen, der pH-Wert mit 0,1 M Na-Acetat-Losung auf 5,0
eingestellt und aufgefillt (Na-Acetat-Puffer pH 5,0). In einer zweiten Serie wurden die beiden
Faserpraparate analog dem beschriebenen Prozedere mit 4 yL eines 1:1-Enzymgemisches
aus Cellulase und Pektinase behandelt. Als Substratblindwert wurde bei jeder Bestimmung
eine Substratsuspension mitgefuhrt, zu der vor Inkubation hitzebehandelte (10 min, 90 °C)
Enzymldsung zugegeben wurde. Auf diese Weise konnte ein mdglicher Fehler durch reduzie-
rende Zucker in der Enzymlésung kompensiert werden.

Die Bestimmung der freigesetzten reduzierenden Zucker in den aufgearbeiteten Probeldsun-
gen erfolgte nach oben beschriebener Methodik (Modellsubstrate). Parallel zur Bestimmung
der reduzierenden Zucker erfolgte die Bestimmung der freigesetzten Glucose in den Probel6-
sungen mittels Testkit zur enzymatischen D-Glucose-Bestimmung (r-biopharm, Deutschland).

4.2.2 Physikalischer Aufschluss von Apfeltrester
4.2.2.1 Standardaufschluss

Es wurden vier verschiedene physikalische Aufschlussvarianten an Apfelnasstrester getestet.
Dabei war der Standardaufschluss die einfachste Variante und zugleich Grundlage fir die
weiteren Aufschlussvarianten. Alle Versuche wurden mit der Apfeltrestercharge 2004 und als
Doppelbestimmung durchgefihrt.

Fur den Standardaufschluss wurden 100g Apfeltrester in einem 800mL-Becherglas
(d =10 cm) mit 300 g dest. Wasser versetzt, mit einem Haushaltsmixer (Waring Blender
32BL79, Rotor mit Schlagkreuz; P = 860 W) 2 min grob zerkleinert und anschliel3end 4 min
mittels Ultraturrax T 50 basic (IKA, Deutschland; P =700 W) mit feinem Werkzeug S50N-
G40F (d =4 cm) fein zerkleinert (Dispergiersystem nach Rotor-Stator-Prinzip). Das Durch-
messerverhaltnis ,Ansatzbehalter/UT-Werkzeug® betrug 2,5. In einer weiteren Variante wurde
der Einfluss der mechanischen Vorzerkleinerung auf die Zuckerfreisetzung gesondert unter-
sucht (Kap. 6.2.2). Dabei wurde der Trester zum Vergleich nur per Grobaufschluss (Waring
Blender) zerkleinert. Eine gesonderte Partikelgrof3enbestimmung erfolgte fir diese Variante
nicht. Zur naherungsweisen Abschéatzung der zugefiihrten Arbeit/Energie wurde fir die ver-
schiedenen Aufschlussvarianten anhand der installierten Gerateleistung P, der Behandlungs-
dauer t, der Ansatzmenge my, und des elektrisch-mechanischen Wirkungsgrades 7,._,, der
spezifische Energieeintrag Q, wie folgt berechnet (2):

_ P't'ne—m

: -1
m in J-kg )

Qs
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42272 Ultraschallbehandlung

Nach dem Standardaufschluss wurde der zerkleinerte Apfeltrester einer 30-minutigen Ultra-
schallbehandlung unterzogen. Zum Einsatz kam ein Ultraschall-Homogenisator SONOPULS
HD 2200 (Bandelin, Deutschland; P = 200 W) mit Boosterhorn SH 213 G und Titan-Sonotrode
VS 70 T, welche in das zu beschallende Medium eintauchte. Die Arbeitsfrequenz f betrug
20 kHz. Die Schwingungsamplitude y wurde auf 60 % der max. Amplitude (V4 = 153 um)
eingestellt. Zur Kihlung wurde der Probenbehélter in ein Eiswasserbad gestellt. Alle 5 min
wurde der Apfeltrester intensiv durchmischt. Der spezifische Energieeintrag Q, wurde unter
Einbeziehung des elektrisch-akustischen Wirkungsgrades 7n._, (~0,5) nach Gleichung (3) be-
rechnet.

P-t-ne : i
Qs = —mAe a in J-kg™ ©)

4.2.2.3 Autoklavieren

Fur die hydrothermische Behandlung wurde der Apfeltrester nach dem Standardaufschluss in
eine Glasflasche mit Baumwollstopfen tberfihrt und 30 min bei 121 °C im Autoklaven GVA
4.6 (Gossner, Deutschland) behandelt. Die in die Probe eingetragene spezifische Warme-
energie Qg wurde unter Einbeziehung der spezifischen Warmekapzitdt ¢ (Annahme: ¢ =
cu,0 = 419 KJ/kg - K) naherungsweise nach Gleichung (4) berechnet.

Qs = % = ¢ ‘AT in J-kg™ (4)

4224 Hochdruckhomogenisierung

Fur die Hochdruckzerkleinerung wurde der Apfeltrester nach dem Standardaufschluss im
Hochdruck-Homogenisator (Gaulin APV, Deutschland; P = 2200 W) in 12 Durchlaufen bei
300 bar homogenisiert. Nach 4 und 8 und 12 Durchldufen wurden Proben fir die Partikelgro-
Renbestimmung entnommen. Fir die Behandlung im Homogenisator musste eine ausrei-
chende Probenmenge (ca. 4 kg) vorgelegt werden, so dass zunéchst mehrere Ansatze
(10-fach, bei Berechnung fir Q. bertcksichtigt) nach dem Standard-Aufschluss (Kap. 4.2.2.1)
prapariert und anschlie3end zu einer Mischprobe vereint wurden. Die Zeit fir 12 Durchlaufe
betrug ca. 60 min. Der spezifische Energieeintrag Q, wurde unter Einbeziehung des Massen-
stroms m (4 kg/h) nach Gleichung (5) berechnet.

P n,_ . .
0, = —n: m in J-kg™ ®)
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4.2.3 PartikelgréBenbestimmung physikalisch aufgeschlossener Apfeltrester
4.2.3.1 Siebfraktionierung

Bei jedem Zerkleinerungsansatz (Standard, Ultraschall, Autoklav, Hochdruckhomogenisator)
wurde die Trockensubstanz TS sowie die unlosliche Trockensubstanz UTS der verwendeten
Trestercharge bestimmt. Die Methodik ist in Kap. 4.2.8 naher erlautert. Die verschiedenen
physikalisch aufgeschlossenen Apfeltrester wurden zunachst auf einem Metallsieb (1 mm) mit
10 L Wasser nassgesiebt. Die Fraktion <1 mm wurde in einem Eimer aufgefangen, 500 mL
davon fir die Laserpartikelanalyse (Kap. 4.2.3.3) entnommen und bei -18 °C tiefgefroren. Die
Fraktion > 1 mm wurde 1 h auf dem Sieb zum Abtropfen stehen gelassen und die Feucht-
masse m; anschlieBend durch Subtraktion des Trockengewichtes des Prifsiebes mg;,, gra-
vimetrisch bestimmt. Von der feuchten Probe wurden 1,5 bis 2,0 g fir die Bildanalyse entnom-
men und mit Toluidinblau-Lésung (5 g/L) angefarbt. Weitere ca. 3 g der feuchten Probe
wurden fir die Bestimmung der UTS.; entnommen. Die prozentualen Anteile F.; (Siebfrakti-
on >1 mm) und F., (Siebfraktion < 1 mm) wurden wie folgt berechnet (6), (7), (8):

Myrs>1 * 100

1= ——— in % (6)
>t Myrs,aT

F<1 = 100 - F>1 |n % (7)

Myrs>1 = Mg+ UTS5,q ing ®)
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4.2.3.2 Scanning und Bildanalyse

Fir die bildanalytische Auswertung der Zerkleinerungsversuche wurde die angefarbte Probe
(Fs1) in eine groRRe Petrischale (d =20 cm) Uberfuhrt, in dest. Wasser suspendiert und mit
Hilfe eines Metallspatels mdglichst gleichmafig verteilt. Die Petrischale wurde anschliel3end
auf einem Scanner (CanoScan Lide 20, Canon, Deutschland) positioniert, mit weil3em Papier
abgedeckt und bei einer Auflésung von 300 dpi gescannt. Die gescannten Bilder wurden mit
Hilfe der Bildanalyse-Software analySIS 5 (SIS, Deutschland) ausgewertet. Die Partikelde-
tektion erfolgte automatisch nach vorheriger Kalibrierung, Farbschwellsetzung und Shading-
Korrektur (Ausgleich inhomogener Bildhintergriinde und Kontrasterh6hung). Die Einteilung der
Partikel erfolgte nach dem Messparameter ,mittlerer Durchmesser” [mm] in sechs Grdl3en-
klassen (Tab. 12). Die detektierten Partikel wurden im Bild-Overlay farbig dargestellt, wobei
gleichfarbig dargestellte Partikel zu einer Gré3enklasse gehdren (Abb. 12).

Bei jeder Variante wurden ca. 4000 Partikel vermessen. Da beim Nasssieben praktisch keine
100%ige Abtrennung von Partikeln <1 mm erfolgte, wurden diese bei der Bildanalyse des
Siebrickstandes zunéchst miterfasst. Zur Vereinfachung der Berechnungen wurde ange-
nommen, dass alle Partikel Kugelform und die gleiche Dichte besitzen. Auf diese Weise lie3en
sich ndherungsweise aus der Anzahl der Partikel und dem mittleren Durchmesser jedes ein-
zelnen Partikels eine Gesamtmasse fir jede GrofRenklasse und damit eine relative Massen-
verteilung Uber den gesamten GréRenbereich ermitteln, wobei die bei der Bildanalyse miter-
fassten Partikel <1 mm der relativen Massenhaufigkeit der Siebfraktion <1 mm zugeordnet
wurden.

Tab. 12: Klasseneinteilung bei der Partikeldetektion

Klasse GroRRenbereich  Farbe (Overlay)

1 0—-—1mm Rot
2 1-2mm Grin
3 2—-3mm Blau
4 3—-4mm Gelb
5 4 —5mm Tirkis
6 >5mm Pink

<r A g :4—4‘—’
Nl v b2 50 mm

Abb. 12: Zerkleinerte Apfeltresterpartikel
nach Scannen und automatischer
Partikeldetektion

4233 Laserpartikelanalyse

Die Fraktion <1 mm der verschiedenen Zerkleinerungsvarianten wurde im Laser-Partikel-Si-
zer analysette 22 (Fritsch, Deutschland) untersucht. Dazu wurden 60 mL Partikelsuspension
(Varianten Standard, Ultraschall, Autoklav) in den Probenvorratsbehélter mit Rihrer gegeben.
Im Fall der homogenisierten Variante wurden nur zwei bis vier ml Suspension eingesetzt (Soll-
Anfangstriibung 7 — 15 %). Die Auswertungssoftware ordnete die nach Laserbeugungsprinzip
vermessenen Partikel in 34 Grollenklassen. Als Ergebnis der Messung erhielt man ein Parti-
kelgréRen-Histogramm bzw. durch Aufsummieren der relativen Klassenhaufigkeiten die ent-
sprechenden Volumensummenhaufigkeiten. Alle Messungen wurden als Doppelbestimmung
durchgefiuhrt. Der Messbereich lag zwischen 1,01 und 1055,23 um.
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4.2.3.4 Rasterelektronenmikroskopie

Fir die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der aufgeschlossenen Apfeltrester wur-
den die tiefgefrorenen Proben (Fraktion <1 mm) gefriergetrocknet, auf geeignete Probentré-
ger aufgebracht und mit Goldstaub beschichtet. Die Aufnahmen erfolgten im Ras-
terelektronenmikroskop S 2700 (Hitachi, Japan).

424 Enzymierung physikalisch aufgeschlossener Apfeltrester
4241 Materialvorbereitung

Fur alle Versuche dieser Serie wurde die Apfeltrestercharge 2004 verwendet. Fir einen An-
satz wurden 100 g aufgetauter Apfeltrester mit 300 g dest. Wasser versetzt. Zur Vermeidung
mikrobiellen Verderbs wurde Natriumazid (0,025 % im Ansatz) verwendet. Jeder Tresteran-
satz wurde zunachst mittels Standardaufschluss (Kap. 4.2.2) vorzerkleinert. Die weiteren Auf-
schlussvarianten schlossen sich an die Standardvariante nach oben beschriebener Prozedur
an. Nach dem physikalischen Aufschluss wurden die Ansatze mit 2%iger Schwefelsaure auf
pH 3,3 eingestellt. Fir jeden Ansatz erfolgte eine Trockensubstanzbestimmung bei 105 °C.
Pro Variante wurden jeweils zwei Versuchsansétze als Doppelbestimmung vorbereitet.

4.2.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Von den vorbereiteten Tresteransétzen wurden jeweils 50 g in sechs Erlenmeyerkolben ein-
gewogen und mit Enzymldsung versetzt. Die jeweiligen Dosierungen sind in Kap. 4.2.4.3 néa-
her erlautert. Vier Kolben wurden im Warmeschrank bei 30 °C unter kontinuierlichem
Schwenken (150 min™) fir 4 h bzw. 24 h (je zwei als Doppelbestimmung) inkubiert. Die bei-
den Oh-Proben wurden nach Enzymzugabe sofort im Wasserbad fur 10 min bei 90 °C zur En-
zyminaktivierung erhitzt und anschlieend unter flieRendem Wasser abgekihlt. Die Behand-
lung der 4h- bzw. 24h-Proben erfolgte nach der jeweiligen Inkubationszeit analog. Nach
Ermittlung des pH-Wertes wurden 3 g behandelter Trester im Mal3kolben mit 0,1 M Na-Acetat-
Puffer auf 50 mL aufgefullt, kraftig geschittelt, in Zentrifugenglaser Gberfihrt und 25 min bei
6000 U/min zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde nochmals 1:2 verdiinnt, filtriert und zur
Zuckeranalytik eingesetzt.

4243 Enzymdosierung

Zur Anwendung kamen die vier pektinolytischen Praparate Rapidase ADEX P (ADP), Pectinex
Ultra SP-L (SPL), Ultrazym AFP-L (AFP) und Pectinase L 100 (PEC) sowie die cellulolyti-
schen Praparate Cellufood AL 140 (CFD) und Novozym 188 (NZ). Diese wurden einzeln, in
Kombination | (Cellulase + Pektinase) und in Kombination Il (Cellulase + Pektinase + Cello-
biase) eingesetzt. Die Dosierungsempfehlungen der Hersteller sowie die in den Versuchen
eingesetzten Dosierungen sind in Tab. 13 dargestellt. FUr die Berechnung der einzusetzenden
Enzymmengen wurden die unloslichen Trockensubstanzgehalte von frischen Apfeln
(~1,5 g/100 g) sowie von Apfeltrester (~12 g/100 g) zugrunde gelegt. Daraus resultierte, dass
die absolut eingesetzten Mengen pro g Trester iiber den fur Maischen aus frischen Apfeln
empfohlenen Dosierungen liegen. Bei Bezug auf die UTS lagen die angewendeten Dosierun-
gen jedoch in fast allen Fallen im empfohlenen Bereich (Tab. 13).
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Tab. 13: Enzymkombinationen und Dosierungen

Enzym Empfehlung Eingesetzte Dosierung
Hersteller [mL/kg UTS]
[mL/kg UTS]
Einzeln CFD 13-53 17
ADP 13-27 17
SPL 13-20 17
AFP 13-20 17
PEC 7-13 17
Kombination | CFD/ADP - 17/17
CFD/SPL - 17/17
CFD/AFP - 17/17
CFD/PEC - 17/17
Kombination I CFD/ADP/NZ - 17/17/3
CFD/ADP/NZ - 17/17/3
CFD/AFP/NZ - 17/17/3
CFD/PEC/NZ - 17/17/3

4.2.4.4 Bestimmung reduzierender Zucker und Glucose

Der Gehalt reduzierender Zucker sowie Glucose erfolgte in den aufgearbeiteten Probelds-
ungen nach 1:10-Verdinnung gemalR der oben beschriebenen Methoden (Kap. 4.2.1.1 und
4.2.1.2) und wurde in mg reduzierende Zucker bzw. Glucose pro g Trestertrockensubstanz
angegeben. Die prozentuale Freisetzung von ,Glucose gesamt® (I6slich + unldslich) (FRS¢c¢)
und ,Glucose unléslich® (FRS;;.y) wurden unter Einbeziehung der ermittelten Materialkenn-
werte Glcg, Glcg, Glc;, und Glcy (Abb. 13) nach den Gleichungen (9) und (10) berechnet.

Glcg - 100 .
FRSGch = T in % 9
G
(GlCE - GlCL) * 100 .
FRS = in % (10)
GlcU GlCU
Apfeltrester

Glc; (gesamt)

Glcg

Glc; (I6slich
¢, (loslieh) (freigesetzt am Ende)

Glcy (unloslich) @) (b)

Abb. 13: Schematische Darstellung der Freisetzung léslicher und unléslicher (gebundener) Glucose aus
Apfelnasstrestern. (a) vor Enzymeinwirkung, (b) nach Enzymeinwirkung
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Da bei der gaschromatographischen Zuckerbestimmung Glucose als Summe aus Ioslichen
Glucose (Restzucker) und unléslicher Glucose (Glucose aus Cellulose und Starke) erfasst
wurde und Saccharose im Rahmen der Probenaufarbeitung vollstandig zu Glucose und Fruc-
tose invertierte (Kap. 4.2.4.7), waren die ermittelten Glucosegehalte fir Saccharose zu korri-
gieren.

4245 Bestimmung weiterer Zuckerbausteine mittels HPLC

Zur Bestimmung weiterer Zuckerbausteine in den aufgearbeiteten Probeldsungen wurde eine
HPLC-Anlage der Firma Jasco (Deutschland) verwendet. Die Probeldsungen wurden vor dem
Einspritzen in die HPLC durch einen Spritzenfilter (0,2 um) filtriert. Die Laufzeit betrug 30 min.
Nachfolgend sind die wichtigsten HPLC-Parameter aufgeftihrt.

Gerate:

- Degasser GT 103 (Fa. Jasco)

- Low-Pressure Gradient Unit LG-980-02 (Fa. Jasco)

- HPLC-Pumpe PU-980 (Fa. Jasco)

- Peltier-Kolonnenthermostat fiir HPLC

- UV/VIS-Detektor UV-975 (Fa. Jasco), 215 nm, 8 nm Bandbreite, konische 17uL-
Durchflusszelle

- Differential-Refraktometer (Fa. Knauer), thermostatiert, 35 °C Range 16, Zeitkonstante
0,25 s, Zellvolumen 12 pL

- Software Borwin, Version 1.21 (Fa. Jasco)

Methode:

- Laufmittel 0,008 N H,SO, (isokratisch)

- Kationenaustausch-Saule H*-Form Gat-Car-H, 300 * 7,8 mm ID
- Vorsaule 50 * 7,8 mm ID, 10 um (Fa. Gamma Analysentechnik)
- Saulentemperatur 45 °C

- Injektionsvolumen 20 pL

- Ventil Rheodyne Typ 7125 (vollstandige Schleifenfiillung)

- UV/VIS- und RI-Detektor in Serie

Die Gehalte des jeweiligen Zuckerbausteins in den Probel6sungen wurden anhand der Reg-
ressionsdaten nach Eichung mit den entsprechenden Standardlésungen ermittelt. Unter den
angegebenen Bedingungen konnten in den Standardlésungen Cellobiose, Galacturonsaure,
Rhamnose, Arabinose nebeneinander bestimmt werden (Anhang, Abb. 67). Galactose, Man-
nose und Xylose konnten chromatographisch nicht getrennt werden und lieferten daher nur
einen Peak. Eine Schwierigkeit hinsichtlich der Auswertung der Ergebnisse bestand darin,
dass Fructose (als Ioslicher Restzucker im Trester) zeitgleich mit Galactose, Mannose, Xylose
und Rhamnose eluierte (Anhang, Abb. 68). Die Ergebnisse sind in diesem Fall als Summe der
entsprechenden Hemicellulose-Bausteine und Fructose dargestellt.
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4.2.4.6 Rheologische Untersuchungen

Fir einen Versuchsansatz wurden analog dem oben beschriebenen Verfahren 100 g Apfel-
trester mit 300 g Wasser im 800-mL-Becherglas versetzt, mittels Standardaufschluss zerklei-
nert und der pH-Wert auf 3,3 eingestellt. Die Ansatze wurden mit Enzymldésung versetzt und
kurz intensiv durchmischt. Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurden die vier Enzymvarianten
.,Kombination II* untersucht. Als Referenz diente ein Ansatz, bei dem statt der Enzymlésung
dest. Wasser zugesetzt wurde. Nach Enzymzugabe wurden die Ansatze im Wasserbad bei
30 °C fur 24 h inkubiert. Zu Beginn (0 h) sowie nach Y%, 2, 4, 6, 24 h wurde die Prozessvisko-
sitét 1p,0, Mit Hilfe des Rheoswing® bestimmt. Alle Varianten wurden doppelt angesetzt und
vermessen.

4247 Nachweis der Saccharose-Inversion

25 g vorzerkleinerter Apfeltrester (Standardaufschluss) wurden mit Schwefelsaure (2 %) auf
pH 3,3 eingestellt, mit dest. Wasser bei Raumtemperatur extrahiert, filtriert und geklart (Car-
rez-Lésungen | und Il). Parallel dazu wurde eine weitere Apfeltresterprobe behandelt, die vor
der Extraktion 10 min bei 90 °C im Wasserbad erhitzt wurde. Ein Aliquot (25 mL) der geklarten
Lésungen wurde anschliel3end zur Saureinversion der nichtreduzierenden Zucker (Saccharo-
se) mit 10 mL dest. Wasser und 2,5 mL HCI (32 %) versetzt und bei 70 °C im Wasserbad fir
5 min erhitzt. Nach Abkihlen wurde mit 40%iger NaOH neutralisiert (Indikator Methylorange),
1:2 verdiinnt und aufgefillt. Die Bestimmung der reduzierenden Zucker in allen Proben erfolg-
te nach der Methode von Luff und Schoorl [222]. Dazu wurden 25 mL Luff'sche Losung mit
25 mL Probelésung versetzt, 10 min am Ruckfluss gekocht, anschlielend abgekihlt und
50 mL 0,4 N Essigsaure und 25 mL 0,1 N Jodldsung zugesetzt. Nach Umschiitteln wurden
55 mL 0,75 N Salzsaure hinzugefuigt, geschuttelt und der Jodiberschuss mit 0,1 N Natrium-
thiosulfat-Losung zuriicktitriert. Nach Zusatz von 1 mL Stéarkelésung wurde bis zum Umschlag
titriert und der Gehalt an reduzierenden Zuckern anhand des Verbrauches an 0,1 N Natrium-
thiosulfat-Losung ermittelt.
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425 Enzymierungsversuche mit variierendem Tresteranteil im Ansatz
4251 Versuchsdurchfuhrung

Im Sinne einer Weiterentwicklung des Laborverfahrens wurden Enzymierungsversuche mit
Apfeltresteransétzen mit unterschiedlichem Trockensubstanzgehalt durchgefuhrt. Dabei wur-
de der Tresteranteil im Versuchsansatz gemal folgendem Schema variiert (Abb. 14).

1 Teil Trester + 3 Teile Wasser 1 Teil Trester + 2 Teile Wasser 1 Teil Trester + 1 Teil Wasser

(@) (b) ()

Abb. 14: Schema der Trester/Wasser-Verhaltnisse (Massenverhaltnisse)

Jede Variante wurde doppelt angesetzt, wobei im Fall von Variante (a) 150 g Trester mit 450 g
dest. Wasser versetzt und mittels Standardaufschluss zerkleinert wurden und der pH-Wert auf
3,3 eingestellt, Enzym dazu gegeben und bei 30 °C im Warmeschrank fur 48 h inkubiert wur-
de. Es wurde der Enzym-Mix PEC/CDF/NZ in der angegeben Konzentration (Tab. 13) ver-
wendet. Bei Variante (b) wurden 200 g Trester und 400 g Wasser eingesetzt, bei Variante (c)
300 g Trester und 300 g Wasser. Vor der ersten Grobzerkleinerung mittels Waring-Blender
(2 min) wurde der Enzym-Mix zugesetzt. Die Konzentration war auf die Gesamtansatzmenge
von 600 g bezogen fir alle drei Varianten gleich. Das bedeutete, dass sich das En-
zym/Substrat-Verhéaltnis von (a) tber (b) nach (c) verringerte. Die Varianten (b) und (c) wur-
den ebenfalls fur 48 h inkubiert, wobei nach 1 h nochmals mittels Waring-Blender zerkleinert
wurde. Variante (b) wurde nach 3 h mit dem Ultraturrax behandelt (4 min). Variante (c) wurde
nach 3 h nochmals mit dem Waring-Blender (2 min) und nach 24 h mit dem Ultraturrax (4 min)
behandelt.

4252 Zuckerbestimmung und rheologische Untersuchungen

Der Gehalt an reduzierenden Zucker und Glucose in den Anséatzen wurde nach den bereits
beschriebenen Methoden bestimmt, bei Variante (a) nach 0, 4, 24 und 48 h, bei den Varianten
(b) und (c) nach 0, 1, 3, 6, 24 und 48 h.

Die rheologischen Untersuchungen zur Bestimmung der Viskositdt wurden mit dem Torsions-
schwinger Rheoswing® nach oben beschriebener Methodik (Kap. 4.2.4.6) zu den genannten
Zeitpunkten durchgefiihrt.
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4.2.6 Vergarungsversuche mit Apfeltrester
4.2.6.1 Materialvorbereitung

Fur die Vergarungsversuche wurden Apfeltrester der Chargen 2005 und 2006, sowie die sau-
rehydrolysierten Trester, die aus Charge 2006 hergestellt wurden (Kap. 4.1.1.4), verwendet.
Es wurden vier Versuchsserien durchgefiihrt, wobei jede Variante doppelt angesetzt wurde.
Tab. 14 gibt einen Uberblick Uiber die variierenden Versuchsbedingungen.

Tab. 14: Versuchsserien und Varianten der Vergarungsversuche

Serie  Variante Charge Trester + Wasser  Enzym Variation Hefe
1 1 2005 1+3 ohne DSM
2 1+3 einfach DSM
3 1+1 ohne DSM
__________________ 4 .11 enfach _ DSM___
2 5 2005 1+1 einfach DSM
6 1+1 dreifach DSM
__________________ 7 A¥L dreifach  Trestervorerhitzt  DSM
3 8 2005 1+1 dreifach Enzym-Mix Start Gammazym
9 1+1 dreifach Enzym gestaffelt Gammazym
S 10 141 dreifach __ Pektinase Start _Gammazym
4 11 2006 1+1 dreifach nativ Gammazym
12 1+1 dreifach rapid-set Gammazym
13 1+1 dreifach slow-set Gammazym

Fir die Varianten 1 und 2 wurden 200 g Apfeltrester im 1L-Becherglas mit 600 g dest. Was-
ser, und 10 mL (NH4),PO,-Ldsung (2,4 % (w/v)) versetzt und durchmischt. Bei Variante 2
wurde vor der Zerkleinerung der Enzym-Mix PEC/CFD/NZ in einfacher Konzentration (Tab.
13), bei Variante 1 dest. Wasser anstatt Enzymlésung, zugesetzt. Die Ansatze wurden im
Waring-Blender 2 min vorzerkleinert, anschlieBend der pH-Wert mit Schwefelsaure (2 %) auf
3,3 eingestellt, 1 h im Warmeschrank bei 30 °C inkubiert, anschlieRend wieder 2 min mit dem
Waring-Blender zerkleinert und fiir eine weitere Stunde inkubiert. Danach erfolgte die dritte
Zerkleinerungsstufe, zunachst 2 min mit dem Waring-Blender, anschlieRend 4 min mit dem
Ultraturrax. 580 g des homogenisierten Tresters wurden in einen 1L-Garbehalter aus Glas
Uberfuhrt, mit 20 mL Hefesuspension versetzt, durchmischt und an die Versuchsapparatur
angeschlossen (Abb. 15). Vor der Hefezugabe wurde in allen Fallen eine Trockensubstanzbe-
stimmung im Ansatz fir die Berechnung der Alkoholausbeute durchgefihrt. Die Hefesuspen-
sion wurde bereits 24 h vor Zugabe angesetzt, wobei 1 g Trockenhefe (Fermiol, DSM, Frank-
reich bzw. T01, Gammazym, Deutschland) zundchst in 100 mL Wasser suspendiert und
30 min bei 30 °C aufgeschlammt wurde. Um die Hefen in einen fir die Vergérung aktiven Zu-
stand zu bringen, wurde der Hefesuspension 100 mL Apfelsaft (100 %, aus Fruchtsaftkon-
zentrat, Lidl, Deutschland) zugesetzt und 24 h inkubiert. Die Varianten 3 und 4 wurden analog
behandelt, wobei der Tresteranteil im Ansatz erhdht wurde (400 g Trester + 400 g Wasser). In
Versuchsserie 2 wurden drei Varianten bei hohem Trester-Wasser-Verhaltnis (1 + 1) herges-
tellt, davon zwei Varianten (Variante 6 und 7) mit dreifacher Enzymkonzentration (Tab. 13).
Bei Variante 7 wurde der Ansatz zusatzlich vor der Enzymbehandlung auf 90 °C erhitzt und
3 min bei dieser Temperatur gehalten, um die native Mikroorganismenflora zu inaktivieren. In
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Versuchsserie 3 wurde eine weitere Brennereihefe (Gammazym) eingesetzt und der Zeitpunkt
der Enzymzugabe und das zugegebene Enzym variiert. Bei Variante 8 wurde der Enzym-Mix
wie in den Varianten zuvor zu Beginn des mechanischen Aufschlusses zum Ansatz gegeben.
Bei Variante 9 wurde PEC mit einem Drittel der Gesamtmenge von CFD/NZ zu Beginn zuge-
geben, die restlichen zwei Drittel von CFD/NZ hingegen erst nach 10 h Vergarungszeit, um
mogliche Enzym-Inhibierungseffekte zu testen. Bei Variante 10 wurde das Pektinase-Praparat
Rapidase ADEX P in gleicher Konzentration wie der Enzym-Mix in Variante 8 zu Beginn zum
Ansatz gegeben. In Versuchsserie 4 wurde ausschlie3lich die Apfeltrestercharge 2006 bzw.
die daraus hergestellten sdurehydrolysierten Trester verwendet. Variante 11 wurde analog zu
Variante 6 behandelt. Bei den Varianten 12 (rapid-set) und 13 (slow-set) wurden die saure-
hydrolysierten Trester in der Menge zum Ansatzwasser gegeben, so dass die Gesamttro-
ckensubstanz im Ansatz der Variante mit nativem Trester (ca. 10 %) entsprach. Im Fall der
Variante rapid-set waren dies 267 g Trester + 533 g Wasser, bei der Variante slow-set 235 g
Trester + 565 g Wasser.

4.2.6.2 Vergarung der Ansatze

Die gemal Kap. 4.2.6.1 hergestellten Garansatze wurden wie folgt an die Versuchsapparatur
angeschlossen (Abb. 15).

Schauch . Schauch Schauch

Standzylinder

Glasrihrchen

fopfen

Schlauch-
klemim e

Schlauch-
Klammea

Spritze
Schaudh
Spritza

Frobenent-

Gas-
nahme

entnahma

Im gesamten
Versuchsraum:
T=30°C

Garbehilter Becherglas

Abb. 15: Versuchsapparatur fur Vergarungsversuche

Zunachst wurden die Garbehalter mit einem zweifach durchbohrten (mit Glasréhrchen verse-
henen) Gummistopfen verschlossen. Uber einen gasdichten Gummischlauch konnten Tres-
terproben zu bestimmten Zeitpunkten des Versuches (0, 1, 2, 7, 20, 24, 26, 28, 44, 48 h) ent-
nommen werden, wobei die Proben 0, 1 und 2 h noch vor der Vergarung nach den jeweiligen
Zerkleinerungsstufen dem Ansatz entnommen wurden. Wahrend der Vergdrung wurden je-
weils 2 g vom Garansatz per Kunststoffspritze abgezogen, in einen 50mL-Maf3kolben Uber-
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fuhrt, mit Na-Acetat-Puffer (0,1 M, pH 5) versetzt und 10 min im Wasserbad bei 90 °C erhitzt.
Nach dem Abkihlen wurde mit Puffer aufgeflllt und die Suspension anschlieBend bei
6000 U/min zentrifugiert. Ein Aliquot des klaren Uberstands wurde je nach erwartetem Gluco-
segehalt nochmals verdinnt und anschlieRend der Glucosegehalt mittels Enzym-Testkit (r-
biopharm) bestimmt. Uber den zweiten Schlauch konnte das wéhrend der Vergarung gebilde-
te CO, in einen 1L-MefRzylinder entweichen, welcher umgedreht in einem 2,5L-Becherglas
arretiert wurde. Der Messzylinder war mit einer Sperrflissigkeit (0,1 M HCI mit Tashiro-
Indikator) gefullt, in der sich das CO, aufgrund des stark sauren pH-Wertes (pH~1) nur mini-
mal I6ste und somit die Sperrflissigkeit verdrangte. Das Becherglas diente dabei als Flissig-
keitsreservoir. In regelmafigen Zeitabstanden (zu Beginn stindlich) wurde das gebildete Gas
im Kopfraum des Messzylinders tber eine volumenskalierte 100mL-Spritze entzogen und so
der Flussigkeitsspiegel wieder auf das Anfangslevel zuriickgebracht. Auf diese Weise liel3 sich
das wahrend der Vergarung gebildete CO, als Prozessparameter ndherungsweise ermitteln.
Da die Versuche bei 30 °C durchgefiihrt wurden, mussten die mittels skalierter Spritze ermit-
telten CO,-Volumina mit Hilfe der idealen Gasgleichung auf Normvolumen (Normalzustand bei
273 K und 1,013 bar) berechnet werden [223]. Als Abbruchkriterium fir die Vergarungsversu-
che dienten der Gehalt an l8slicher Glucose (Glucose—0) im Trester sowie das gebildete
Gasvolumen (Gasbildung—0). Die Varianten 1 - 6 sowie 8 - 11 fermentierten Uber einen Zeit-
raum von 48 h, Variante 7 dauerte 54 h und die Varianten 12 und 13 wurden 120 h vergoren.

4.2.6.3 Destillation der Ansatze, Ausbeuteberechnung, Methanol und Garungsnebenpro-
dukte

Nach Beendigung der Vergarung wurden die vergorenen Trester in einer Labordestillations-
apparatur abdestilliert [224]. Dazu wurden 400 g vergorener Trester unter Nachspilen mit
3 * 20 mL dest. Wasser in einen 1000mL-Rundkolben tberfiihrt und mit 3 - 4 Tropfen Silikon-
Entschaumer sowie 2 Keramikscherben zur Vermeidung von Siedeverziigen versetzt. Die
Erhitzung der Trester erfolgte in Heiznestern, wobei der Alkohol bzw. das Alkohol-Wasserge-
misch langsam (1,5 h) in einen 100mL-MaRkolben (Vorlage) bis zu einem Gesamtvolumen
von ca. 90 mL Uberdestilliert und nach Temperieren auf 20 °C mit dest. Wasser bis zur Marke
aufgefullt wurde. In den auf 20 °C temperierten Destillaten wurde der Alkoholgehalt ardomet-
risch bestimmt. Bei von 20 °C abweichenden Temperaturen wurde der an der Alkoholspindel
abgelesene Alkoholgehalt in %vol mit Hilfe der auf den Amtlichen Alkoholtafeln basierenden
Computersoftware BmonV 2.1 der Bundesmonopolverwaltung fir Branntwein korrigiert. In
Vorversuchen wurde ermittelt, dass in den nach 1,5 h abdestillierten Destillatfraktionen kein
Alkohol mehr nachgewiesen werden konnte. Die Eignung der Destillationsapparatur wurde
zusatzlich mit einer Standard-Alkoholmischung (10 %mas) getestet. Die Wiederfindung im
Destillat betrug knapp 99 % (9,87 %mas). Fur alle Varianten wurde eine praktische Alkohol-
ausbeute AAB nach den Gleichungen (11), (12) berechnet:

RA,... - 100

AAB = —dest — = in % (11)
RAmax

RAax = TS-VZg-0,5184 ing (12)
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Die Menge an abdestilliertem reinem Alkohol RA .. [0] ergab sich aus der Einwaage an ver-
gorenem Trester zur Destillation und aus dem gespindelten, temperaturkorrigierten Alkohol-
gehalt [mL/100 mL] nach Umrechnung in g/100 mL mittels der oben genannten Software. Der
Faktor 0,5184 ergab sich aus der Grundgleichung der alkoholischen Géarung
(1 g Zucker —» 0,5184 g Ethanol + 0,4816 g CO,). In die Bilanz der gesamt vergarbaren Zu-
cker (VZg) gingen sowohl die l8slichen Zucker Glucose, Fructose und Saccharose als auch
die vergarbaren Zucker aus den unléslichen Zellwandpolysacchariden (Glucose aus Cellulo-
se, Starke, Xyloglucan; Mannose aus Hemicellulosen) ein. Die Bestimmung der einzelnen
Zuckerbausteine wird in den Kap. 4.2.8.3 bis 4.2.8.6 naher erlautert.

Fur die Varianten der Versuchsserien 3 und 4 wurden zusatzlich der Fermentationsgrad (FG)
und der Hydrolysegrad unléslicher Zucker HYD nach den Gleichungen (13) und (14) bestimmt
(Abb. 16).

Fe =722~ VZ5 100 in % (13)
= VZB N Y%
nyp = Y% —VZs 140 in % (14)
Uz, in %
VZg (gesamt) Garansatz

Alkohol

VZg (gesamt)
|6sliche vergarbare Zucker

VUZg (unidslich)  (a) (Glucose, Fructose, Saccharose) ()

Abb. 16: Schematische Darstellung der Anteile vergarbarer Zucker im Garansatz vor (a) und nach (b) der
alkoholischen Vergérung

Da nach der Vergarung keine loslichen Zucker mehr im Ansatz waren (enzymatisch be-
stimmt), ergab sich der Gehalt an Restzuckern VZ, im Géaransatz aus der Summe der aus
den Zellwandpolymeren stammenden Glucose und Mannose. Da Glucose vor der Vergarung
auch als l6slicher Zucker vorliegt, ergab sich der Gehalt an ,unléslicher (gebundener) Gluco-
se aus der Differenz zwischen der gaschromatographisch bestimmten Gesamt-Glucose
(Kap. 4.2.8.3) und der mittels Enzym-Testkit bestimmten l6slichen Glucose im Trester
(Kap. 4.2.8.4).
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Neben der ardaometrischen Gesamtalkoholbestimmung wurden in den Destillaten Methanol
sowie verschiedene Garungsnebenprodukte gaschromatographisch (Headspace-GC) be-
stimmt. Die quantitativ ermittelten Garungsnebenprodukte sowie die Angaben zum verwende-
ten GC-System sind nachfolgend aufgefihrt.

Garungsnebenprodukte:

Acetaldehyd
Ethylacetat

i-Amylacetat

n-Propanol
i-Butanol
n-Butanol

i-Amylalkohole (Summe aus 2-Methylbutanol und 3-Methylbutanol)

Hexanol

GC-System:

Gerate

Headspace
Injektion
Injektor

Saule

Temperatur-
regime

Detektor

GC-1l4a Shimadzu Kapillargaschromatograph

C-R4AX Integrator und Steuereinheit mit Festplatte

HSS-2B Headspace und automatischer Probengeber

AOC-14 automatischer Probengeber fur Flissigprobenaufgabe

10 mL Gesamtvolumen, Vorheizphase 20 min bei 80 °C

1 mL Probevolumen aus dem Gasraum, Kanulentemperatur 80 °C
Split/splitless-Injektor

Splitverhaltnis 1:45

Temperatur 200 °C

Permabond CW20M-DF-0,25 Machery-Nagel

25 m, 0,25 mm Innendurchmesser

Ofenanfangstemperatur 40 °C, Haltezeit 1 min
Aufheizphase 10 K/min auf Endtemperatur
Ofenendtemperatur 180 °C, Haltezeit 7 min
Abkihlphase auf 40 °C

FID, Temperatur 240 °C

Zur Analyse wurden die Destillate nochmals 1:10 verdinnt. Die Auswertung der Messungen
erfolgte mittels Computersoftware Chromatopac V3.71D, HAS V2.8, MSCONV 2.14 sowie
Class Unipac SN20-12. Die Ergebnisse wurden in mg Methanol bzw. Garunsgnebenprodukt je
100 mL r. A. angegeben.
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4.2.7 Aufarbeitung von Brennereischlempen
42.7.1 Materialvorbehandlung

Fur diese Untersuchungen wurden die Destillationsrickstéande (Schlempe) von groRtech-
nischen Vergarungsversuchen, die in der Obstbrennerei Kullmann mit Apfeltrester der Charge
2006 durchgefuhrt wurden, verwendet. Die Schlempe wurde direkt nach der Destillation der
vergorenen Trester heild in hitzesterilisierte Weckglaser abgefullt. Nach dem Abkuhlen wurden
1 kg Schlempe im Weckglas fur 3 min mit dem Ultraturrax T 50 basic mit feinem Werkzeug
S50N-G40F vorbehandelt (Variante mit UT). Als Vergleichsvariante diente 1 kg der unbehan-
delten Schlempe (Variante ohne UT).

4.2.7.2 Fraktionierung durch Nasssieben

In einem Screening-Test wurde 1 kg Schlempe (mit und ohne UT) auf ein 50pum-Trennsieb
(mit Siebboden und Deckel) gegeben und in 5 - 6 Durchgangen je 5 min bei einer Amplitude
von 60 - 100 in der Siebmaschine AS 200 basic (Retsch, Deutschland) nassgesiebt. An-
schlieend erfolgten die Bestimmung der absoluten Feuchtmassen, Trockensubstanzen, Ge-
halte an l6slichen und unléslichen Ballaststoffen und Gesamt-Polyphenolgehalte beider Sieb-
fraktionen.
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4.2.8 Materialcharakterisierung
4.28.1 Bestimmung der Trockensubstanz

Etwa 1 g (trockene Proben) bzw. 10 g (feuchte Proben) wurden in vorgetrocknete Tiegel (m)
eingewogen (m,r) und im Trockenschrank (Memmert M600, Deutschland) bei 105 °C getrock-
net, anschlieRend im Exsikkator abgekihlt und ausgewogen. Die Trocknung wurde bis zur
Massekonstanz (Massenanderung kleiner 0,002 g) wiederholt und nach der Trocknung die
Endmasse ermittelt (m,r). Die Trockensubstanz ergab sich aus folgender Gleichung (15)
[225].

My —M
TS = —-100 in % (15)
Myr —M

4.2.8.2 Bestimmung von unléslicher und l6slicher Trockensubstanz

Zur Bestimmung der unléslichen (UTS) und l6slichen (LTS) Trockensubstanz wurden ca. 15 g
Apfelnasstrester auf einem Filtergewebetuch (mgr) eingewogen (mgr,r), fest verschnirt und
in ein Soxhlet-Extraktionsgefafld tberfuhrt. In einem 2L-Rundkolben wurden 1000 mL 10%iger
Ethanol vorgelegt und 3 Keramikscherben gegen Siedeverziige hinzugefiigt. Nach dem Auf-
setzen des ExtraktionsgefalRes auf den Rundkolben wurde bei maximaler Warmezufuhr 3 h
am Ruckfluss gekocht, anschlieRend die Probe aus der Apparatur enthommen und bis zur
Massekonstanz bei 105 °C getrocknet und die Endmasse mgr ,,r ermittelt. Die unlosliche Tro-
ckensubstanz UTS berechnete sich nach Gleichung (16):

Mprpr — Mpr

UTS = 100 in % (16)

Meryr — Mpr

Die lgsliche Trockensubstanz LTS ergab sich als berechneter Wert unter Einbeziehung der
Trockensubstanz [g/100 g] aus Gleichung (17).

LTS =TS- UTS in % 17

4.2.8.3 Bestimmung der Neutralzucker mittels GC

Die Bestimmung der Neutralzuckerzusammensetzung erfolgte gaschromatographisch [164]
nach kombinierter enzymatisch-saurer Hydrolyse der getrockneten, zerkleinerten Apfeltrester
und anschlieBender Reduktion und Derivatisierung der Zucker zu Alditolacetaten. 15 mg Pro-
be wurden mit 5 mL Enzym-Puffer-Losung (0,05 M Natriumacetat, 200 ppm Rohapect AP 1,
100 ppm Rohapect B1L, 100 ppm Rohalase 7069) versetzt, 48 h bei 40 °C im Schiuttel-
wasserbad inkubiert und anschlieRend 3 -4 h bei 70 °C im N,-Strom zur Trockne einge-
dampft. Die Saurehydrolyse erfolgte nach Zugabe von 2,5 mL 2 M Trifluoressigsaure fir 1 h
bei 120 °C. Als innerer Standard wurden 50 pL einer 1,5%igen myo-Inositol-Losung dazuge-
geben und zur Alkalisierung 0,4 mL Ammoniak dazugegeben. Nach Filtration (0,45 um) wur-
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den 0,2 mL des Filtrates zur Reduktion mit 2 mL NaBH,-Lésung (2 g/100 mL Dimethylsulfoxid)
versetzt und fir 90 min bei 40 °C behandelt. Die Acetylierung erfolgte durch Zugabe von
0,2 mL Eisessig (Kuhlen), 0,4 mL Methylimidazol und 4 mL Essigsaureanhydrid (10 min, 20 -
25 °C). Anschlie3end wurden 10 mL bidest. Wasser dazugegeben, gekihlt und die Alditola-
cetate mit 8 mL Dichlormethan (DCM) ausgeschuttelt. Der letzte Schritt wurde dreimal wie-
derholt, die DCM-Phase bei 40 °C (25 - 30 mbar) zur Trockne eingedampft und mit DCM in
einen 2 mL MalRkolben dberfiihrt, 40 pL o-Glucose-Penta-Acetat (2,5 mg/mL) zugesetzt und
mit DCM zur Marke aufgefillt. Die Auswertung erfolgte Uber die Eichgerade des jeweiligen
Zuckerstandards (Rhamnose, Fucose, Arabinose, Xylose, Mannose, Galactose, Glucose).

GC-System
- Gerate GC-14a Shimadzu Kapillargaschromatograph
AOC-17 Shimadzu Autoinjektor
- Steuerung und
Auswertung Class VP Chromatography Data System V 4.2, Shimadzu
- Injektor Split/splitless-Injektor

Splitverhaltnis 30:1
Temperatur 275 °C

- Injektionsvolumen 1uL
- Saule Rtx 2330; 30 m, 0,32 mm Innendurchmesser
Filmdicke 0,2 um, Restek
- Tragergas Stickstoff, 1 mL/min
- Temperatur-
regime Ofenanfangstemperatur 180 °C, Haltezeit 1 min

Aufheizphase 12 K/min auf Endtemperatur
Ofenendtemperatur 245 °C, Haltezeit 7 min
- Detektor FID, Temperatur 275 °C

4284 Bestimmung l6slicher Zucker (gesamt)

In den getrockneten, zerkleinerten Apfeltrestern der verschiedenen Chargen (Kap. 4.1.1.1 und
4.1.1.3) wurden die l6slichen Restzucker Glucose, Fructose und Saccharose mittels Enzym-
Testkit (r-biopharm, Deutschland) bestimmt [226]. Dazu wurden 0,2 g Probe in einen 100mL-
Maf3kolben eingewogen, mit ca. 60 mL dest. Wasser versetzt, 1 h gerthrt (Magnetriihrer) und
anschlie3end bis zur Marke aufgefillt. Die Suspension wurde Uber einen Faltenfilter filtriert
und 50 ml des Filtrates in einem weiteren 100mL-Malkolben nacheinander mit je 5 mL Car-
rez-1- und Carrez-lI-L6sung versetzt, der pH-Wert mit ca. 20 mL 0,1 M NaOH auf ca. 7 einges-
tellt und mit dest. Wasser bis zur Marke aufgefillt. Es wurde nochmals Uber einen Faltenfilter
filtriert und 0,1 mL des Filtrates zur Bestimmung mittels Enzym-Testkit eingesetzt. Unter Be-
ricksichtigung sémtlicher Verdinnungsfaktoren und der Probeneinwaage wurde der Gehalt
an Glucose, Fructose und Saccharose in g Zucker/100 g Trestertrockensubstanz berechnet.
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4.2.8.5 Bestimmung l6slicher Zucker (frei verfligbar)

Als frei verfiigbare Zucker wurde der Anteil an I6slichen Restzuckern bestimmt, der sich durch
eine dreistindige Kaltwasserextraktion aus den Apfelnasstrestern entfernen lief3. Dazu wur-
den ca. 20 g Apfelnasstrester in ein Gewebefiltertuch eingewogen, fest verschniirt und in ei-
nen Soxhlet-Aufsatz eingebracht. Im Extraktionskolben (500mL-Dreihalsrundkolben) wurden
300 mL dest. Wasser mit 2 - 3 Keramikscherben vorgelegt. Gegen Siedeverziige wurde des
Weiteren eine fein ausgezogene Glaskapillare verwendet. Um die Wasserextraktion bei
Raumtemperatur durchfiihren zu kénnen, musste die Apparatur an eine Wasserstrahlpumpe
angeschlossen werden, die einen Absolutdruck von ca. 30 mbar (Siedetemperatur ca. 24 °C)
erzeugte. Fur die Kondensation des Wasserdampfes wurde Kihlwasser von 5 °C mit Hilfe
eines Umwalzkryostats im Kreislauf durch den aufgesetzten Kihler gepumpt. Um die fur die
Verdampfung erforderliche Temperaturdifferenz zu erzeugen, wurde der Rundkolben im Was-
serbad auf ca. 45 °C temperiert. Nach 3 h Extraktion wurde die Extraktionsldsung aus dem
Rundkolben unter Nachsptlen mit dest. Wasser in einen 500mL-MalR3kolben uberfuhrt. Nach
bereits beschriebenem Verfahren (Kap. 4.2.8.4) wurden nach Carrez-Fallung und Filtration die
l6slichen Zucker Glucose, Fructose und Saccharose mittels Enzym-Testkit bestimmt [226].
Aus der Nasstrestereinwaage und der Trestertrockensubstanz konnte der Gehalt der jeweili-
gen Zucker in g Zucker/100 g Trestertrockensubstanz bestimmt werden.

4.2.8.6 Bestimmung von Starke

Fiur die Starkebestimmung mittels Testkit (r-biopharm, Deutschland) wurden zunachst 0,2 g
getrocknetes, zerkleinertes Trestermaterial zum Ldsen der Starke mit 5mL 8 M HCI und
20 mL Dimethylsulfoxid versetzt und 30 min bei 60 °C inkubiert. Nach dem Abkulhlen wurden
ca. 40 mL dest. Wasser dazugegeben, der pH-Wert mit 5 M (grob) bzw. 1 M (fein) NaOH auf
4 - 5 eingestellt, im MaBkolben auf 100 mL aufgefiillt und Uber einen Faltenfilter filtriert. Fir
die Bestimmung mittels Enzym-Testkit wurden 0,1 mL des Filtrates eingesetzt und der Star-
kegehalt [g/100 g TS] berechnet [227].

4.2.8.7 Bestimmung von Protein

Die Proteinbestimmung wurde als Dreifachbestimmung nach der Methode nach Kjeldahl
(Nx6,25) durchgefuhrt [228]. Dazu wurden 500 mg Probematerial in einem Kjeldahlkolben mit
5 mL konzentrierter Schwefelsdure versetzt und eine Spatelspitze Selenreaktionsgemisch
dazugegeben. Im Aufschlussblock wurde die Probe erhitzt bis sie klar und grinlich, bzw. nach
dem Erkalten farblos erschien. Zur aufgeschlossenen Probe wurden 5 mL dest. Wasser und 3
Tropfen Phenolphtalein gegeben. Die Destillation erfolgte in der Apparatur nach Par-
nal3/Wagner. In einem Erlenmeyerkolben wurden 10 mL 2%ige Borsdure und 3 bis 5 Tropfen
Tashiro-Indikator vorgelegt. Die Probe wurde mit ca. 10 mL Natronlauge versetzt, bis ein rosa
Farbton erreicht war. Die Destillation wurde 5 min durchgefiihrt. Anschliel3end wurde das auf-
gefangene Destillat mit 0,01 N Schwefelsdure titriert und der Proteingehalt PRG nach Glei-
chung (18) berechnet:

_ (VPT - VBW) * F * 0,0875

E ing/100g TS (18)

PRG
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4.2.88 Bestimmung von Asche

Der Gehalt an Asche wurde im Muffelofen bei 525 °C bestimmt [229]. Die Tiegel wurden 1 h
vorgegluht, im Exsikkator abgekuihlt und die Leermasse bestimmt (m). 1 g Material wurden in
die Tiegel eingewogen (m,r), Uber dem Bunsenbrenner verascht und 2 h im Ofen vergliht.
Wurde die Asche nicht grau bzw. weil3, musste ein wassriger Auszug erfolgen. Die Tiegel
wurden im Exsikkator abgekuhlt, ausgewogen, in 30-min-Intervallen bis zur Massekonstanz
(Massenénderung kleiner 0,001 g) weiter vergliht und die Endmasse (m,r) gravimetrisch
bestimmt. Der Aschegehalt AG wurde nach Gleichung (19) bestimmt.

A6 =TT ™ 100 i
T Ty —m ing/100g TS (19)

4.2.8.9 Bestimmung des Galacturonangehaltes

Der Galacturonangehalt wurde photometrisch mit m-Hydroxydiphenyl bestimmt [167]. Zuvor
erfolgte die Extraktion des Gesamtpektins. Dazu wurden 0,1 g Material mit 45 mL 0,5%iger
Chelaplex-lll-Lésung versetzt, der pH-Wert mit 1 N Natronlauge auf 11,8 eingestellt und mit
5 mL Chelaplex-1llI-Lésung nachgespilt. Nach 1 h Verweilzeit wurde der pH mit 1 N Essigsau-
re auf 5,0 eingestellt und mit 5 mL einer pH-5-Essigsaureldsung (eingestellt mit 1 N Natron-
lauge) nachgesplilt. AnschlieBend wurden 2 mL einer 0,5%igen Polygalacturonaselésung zur
Suspension gegeben und diese fir 16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die enzymierte Probe
wurde in einen Messkolben Uberfiihrt, auf 100 mL mit dest. Wasser aufgefillt und durch einen
Faltenfilter filtriert. Das Filtrat wurde nochmals 1:10 verdinnt.

FiUr das Aufstellen der Eichgeraden wurden 6 Konzentrationen (2, 4, 10, 20, 32, 40 pg/mL)
einer Galacturonsaure-Monohydrat-Lésung hergestellt. Die Eichlésungen wurden wie die Pro-
belésungen (siehe unten) behandelt.

Fur die Bestimmung des Galacturonangehaltes wurden 0,5 mL Probelésung mit 3,0 mL
Schwefelsaure-Tetraborat-Losung gemischt, 10 min im siedenden Wasserbad erhitzt und an-
schlieRend im Eiswasserbad auf Raumtemperatur zuriickgekuhlt. Nach Zugabe von 50 pL m-
Hydroxydiphenyl-Losung erfolgte die Messung der Extinktion bei einer Wellenlange von
520 nm. Die Messungen wurden als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Bei den mitgefihrten
Blindwerten wurde statt der m-Hydroxydiphenyl-L6sung eine 0,5%ige Natronlauge eingesetzt.
Anhand der Eichgeraden konnten Uber die gemessenen Extinktionen die jeweiligen Konzent-
rationen an Galacturonsdure (C;414) in den Probelésungen bestimmt werden. Unter Bertick-
sichtigung der Verdiinnung (VF) und der Einwaage (E) wurde daraus der Galacturonangehalt
GG nach Gleichung (20) bestimmt:

Coatn -V - VF .
GG = GMAT in g/100 g TS (20)
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4.2.8.10 Bestimmung des Veresterungsgrades

Die Bestimmung des Veresterungsgrades erfolgte entsprechend [230] mit Chromotropsaure.
Die einzusetzende Substanzmenge wurde aus dem Galacturonangehalt und dem erwarteten
Veresterungsgrad berechnet. Das Material wurde zunachst in 500mL-Rundkolben eingewo-
gen, mit 1 mL absolutem Ethanol benetzt und dann mit 75 mL dest. Wasser und 5 Tropfen
Tashiro-Indikator versetzt. Nach Zugabe von 5 mL 1 N Natronlauge wurde 1 h gerthrt. Die
Verseifung wurde durch Zugabe von 5 mL 1 N Schwefelsdure beendet. Fir die Destillation
wurden die Kolben an die Apparatur nach Parnal3/Wagner angeschlossen. In einem im Eis-
bad gekuhlten Erlenmeyerkolben wurden ca. 20 mL dest. Wasser mit 4 mL absolutem Ethanol
vorgelegt. Die Destillation erfolgte so lange bis im Vorlagekolben ein Fullstand von etwa
80 mL erreicht war. Das Destillat wurde in Mal3kolben auf 100 mL aufgefillt.

Fur die Erstellung der Eichgeraden wurden 6 Konzentrationen (0,005, 0,01, 0,02, 0,04, 0,06,
0,1 mL/L) einer Methanol-Lésung hergestellt. Die Eichldsungen wurden wie die Probelésun-
gen (siehe unten) behandelt.

Fir die Bestimmung des Veresterungsgrades wurden 2 mL Probeldésung mit 1 mL Kaliumper-
manganat-Losung versetzt und nach 15 min 0,6 mL Natriumdisulfit-Ldsung dazugegeben. Im
Eisbad erfolgte die Zugabe von 10 mL Chromotropsaure. Die Lésungen wurden dann 20 min
bei 70 °C im Wasserbad erhitzt und anschlie3end 20 min im Thermostaten auf 20 °C zurtck-
gekunhlt. Die Extinktion wurde bei einer Wellenlange von 570 nm gemessen. Bei den mitge-
fuhrten Blindwerten wurde statt der Probel6sung eine 5%ige ethanolische Lésung eingesetzt.
Der Veresterungsgrad VG der Proben liel3 sich aus folgender Beziehung (21) ermitteln:

=4 2 in % 21
VG 695, G E 0 (21)

4.2.8.11 Bestimmung von Ballaststoffen

In den getrockneten, zerkleinerten Apfeltrestermaterialien (nativ, vergoren, vergoren und ab-
destilliert) und in den feuchten Fraktionen der Brennereischlempen (Kap. 4.1.1 und 4.2.7.2)
wurden die Gehalte an l6slichen und unl6slichen Ballaststoffen nach der enzymatisch-
gravimetrischen AOAC-Bestimmungsmethode ermittelt [156, 231]. Zundchst wurden 0,59
(trockene Proben) bzw. 5-10g (feuchte Proben) Probenmaterial in 50 mL Natriumphos-
phatpuffer (pH 6) suspendiert und der pH-Wert mit 5%iger NaOH auf pH 6 eingestellt. Zur
Suspension wurden 100 pL a-Amylase (Termamyl 120 L, Novozymes) gegeben und im Was-
serbad fur 30 min bei 100 °C temperiert. Nach dem Abkuhlen auf ca. 60 °C wurde der pH-
Wert mit 0,275 M NaOH auf 7,5 eingestellt, 200 pL Protease (Alcalase AF 2,4 L, Novozymes)
dazugegeben und weitere 30 min bei 60 °C behandelt. Nach pH-Einstellung auf 4,5 mit
0,35 HCI wurden 300 pL Amyloglucosidase (Amylase AG 300 L, Novozymes) zur Suspension
gegeben und nochmals 30 min bei 60 °C im Wasserbad stehen gelassen. Nach der enzymati-
schen Behandlung wurde die Probe Uber eine Glasfritte (Por. 2) abgesaugt, die vorher mit
0,5 g eines Filterhilfsmittels (Celite®) beschickt wurde. Der Riickstand wurde je zweimal mit
15 mL Ethanol (78 %), 15 mL Ethanol (99 %) und 15 mL Aceton gewaschen, anschlie3end
bei 105 °C bis zur Massekonstanz getrocknet und nach dem Abkuhlen ausgewogen (UBS).
Das abgesaugte Filtrat wurde zur Ausfallung der I6slichen Ballaststoffe mit 500 mL 99%igem
Ethanol versetzt und 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. AnschlieBend erfolgte die
Filtration der Suspension wiederum Uber Glasfritten. Der Rickstand wurde analog per L6-
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sungsmittelaustausch (siehe oben) gewaschen und getrocknet (LBS). In den getrockneten
Ruckstanden wurden der Asche- und Restproteingehalt bestimmt. Aus der Einwaage und den
asche- und proteinkorrigierten Ruckstanden der zwei Fraktionen konnten die Gehalte an 16sli-
chen (LBS) und unlgdslichen (UBS) Ballaststoffen in g/100 g TS bestimmt werden. Der Ge-
samtballaststoffgehalt ergab sich aus der Summe von UBS und LBS.

4.2.8.12 Bestimmung von Polyphenolen

In den getrockneten, zerkleinerten Apfeltrestermaterialien (nativ, vergoren, vergoren und ab-
destilliert) und in den feuchten Fraktionen der Brennereischlempen (Kap. 4.1.1 und 4.2.7.2)
wurde der Gehalt an Gesamtpolyphenolen nach Extraktion mit Methanol photometrisch nach
folgender Methode bestimmt [232, 233]. Zunéchst wurden 0,5 g (trockene Proben) bzw. 5-
20 g (feuchte Proben) Probenmaterial im 50mL-MaRkolben mit 25 mL absolutem Methanol
und 0,1 mL H,O, versetzt und 30 min im Ultraschallbad bei Raumtemperatur unter gelegentli-
chem Schwenken extrahiert. AnschlieBend wurde auf 50 mL mit Methanol aufgefillt und durch
einen Faltenfilter filtriert. Flr die Bestimmung wurden 0,1 mL Probelésung im Reagenzglas mit
0,4 mL dest. Wasser, 0,25 mL Folin-Ciocalteu-Reagenz und 1,25 mL 20%iger Na,COs-
Losung versetzt, auf dem Vortex gemixt und die Extinktion nach 40 min bei 725 nm gegen
einen Reagenzienblindwert (0,1 mL Methanol absolut) gemessen. Die Erstellung der Eichge-
rade erfolgte mittels Gallussaure im Konzentrationsbereich zwischen 0,04 und 0,2 mg/mL. Der
Gesamtpolyphenolgehalt PPG wurde anhand der Eichgerade nach Gleichung (22) als Gallus-
saure-Aquivalente berechnet:

CrioV - VF .
PPG = GAT £100 in g/100 g TS 22)
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4.2.9 Statistik
4.2.9.1 Durchschnittliche absolute Mittelwertabweichung

Im Rahmen der verschiedenen Versuchsserien erfolgte die Berechnung der Mittelwerte in
Abhéangigkeit der Analysenmethode aus Doppel- oder Mehrfachbestimmungen. Um die Streu-
ung innerhalb einer Datengruppe zu berechnen und in den Diagrammen als Fehlerindikatoren
darzustellen, wurde in allen Fallen die durchschnittliche absolute Mittelwertabweichung dj
nach Gleichung (23) berechnet:

1 n
d, =EZ|xi—f| (23)
i=1

n — Anzahl der Einzelmesswerte
x; — Messwert der i-ten Messung
[ — Laufzahl von 1 bis n

X — arithmetischer Mittelwert

Aufgrund des in einigen Fallen geringeren Stichprobenumfanges (n < 5) erschien es sinnvol-
ler, d; anstatt der allgemein tblich verwendeten Standardabweichung s zu berechnen.

4.2.9.2 Multifaktorielle Varianzanalyse

In ausgewahlten Féllen wurden die experimentell ermittelten Versuchsdaten in mehrfaktoriel-
len Versuchsplanen zusammengefasst [234] und mit Hilfe des Softwareprogramms Statgra-
phics Plus 5.0 (Statistical Graphics Corp., USA) einer Varianzanalyse (ANOVA, multifactor
categorical) unterzogen. Eine Ubersicht iiber die aufgestellten Versuchsplane mit den jeweili-
gen experimentellen Faktoren und den untersuchten ZielgréRen ist im Anhang (Kap. 12.6)
dargestellt.

Fur jeden untersuchten Einzelfaktor, sowie den Interaktionen zwischen den Einzelfaktoren
wurden multiple Mittelwertsvergleiche nach der LSD-Methode (LSD — Least significant diffe-
rence) bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,05 durchgefiihrt. In den jeweiligen Diag-
rammen sind die Mittelwerte flr die Einzelfaktoren und Interaktionen mit 95%-Konfidenzinter-
vallen angegeben. Uberschneiden sich die Konfidenzintervalle der untersuchten Faktoren
nicht, so kann angenommen werden, dass hinsichtlich der untersuchten Zielgro3e (z. B. Glu-
cosegehalt nach Enzymierung) mit 95%iger Sicherheit ein signifikanter Unterschied zwischen
beiden Einflussfaktoren besteht.
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5 AKTIVITATEN ZELLWANDABBAUENDER ENZYME GEGENUBER MODELL-
SUBSTRATEN UND APFELTRESTERFASERN

5.1 Enzymaktivitaten gegenltber Modellsubstraten
5.1.1 Enzymaktivitaten anhand der freigesetzten, reduzierenden Endgruppen
5111 Cellulolytische Aktivitaten

Zunéchst wurden die Aktivitaten der vier cellulolytischen (CYT, RCL, CCL, CFD) und der finf
pektinolytischen (ADP, RPT, SPL, AFP, PEC) Enzympréaparate einzeln gegenuber Cellulose-
Modellsubstraten (mikrokristalline Cellulose MCC, Carboxymethylcellulose CMC, Cellobiose)
bestimmt (Abb. 17). Jede hydrolytische Spaltung innerhalb der Polymerkette von MCC und
CMC bzw. innerhalb des Dimers Cellobiose bewirkt die Freisetzung einer zusatzlichen redu-
zierenden Endgruppe. Je hoher die Anzahl der freigesetzten, reduzierenden Endgruppen,
desto hoher ist die Enzymaktivitdt EA. In einigen Fallen ist die Bezugsgrole fiur die Berech-
nung der Enzymaktivitat nicht das Volumen an Enzympraparat in mL sondern der Proteinge-
halt des Préparates in g. Die nachfolgend ermittelten Ergebnisse sind auf das Volumen in mL
berechnet. Die Proteingehalte der Enzymlésungen sind im Anhang (Abb. 65) dargestellt.
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Abb. 17: Cellulolytische Aktivitaten

Erwartungsgeman besalRen die vier Cellulasen die héchsten Aktivitditen gegentber MCC. Un-
ter diesen zeigte CFD die hochste Aktivitat, wie auch gegentber Cellobiose (B-Glucosidase-
Aktivitat). Auffallend hoch waren die Cellobiase-Aktivitaten von AFP und PEC. SPL zeigte
gegeniber den drei Modellsubstraten nur geringe Aktivitat. ADP wies zwar verhaltnismaiig
geringe Endo- und Exo-Glucanase-Aktivitat auf, besall jedoch recht hohe Aktivitat gegenlber
Cellobiose. RPT zeigte allgemein geringe cellulolytische Aktivitdten. Die Unterschiede in den
Endoglucanase-Aktivitaiten (CMC) aller Praparate waren weitaus geringer. Es ist bekannt,
dass CMC auch relativ leicht durch pektinolytische Enzympréparate gespalten wird, wenn
diese nur eine Nebenaktivitdt an Cellulasen enthalten. Auch Tableros et al. fanden fur ver-
schiedene pektinolytische Praparate annéhernd hohe Aktivitdten gegeniiber CMC wie fir Cel-
lulasen [235].
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51.1.2 Hemicellulolytische Aktivitaten

Die hemicellulolytischen Aktivitdten der neun Praparate wurden anhand des Abbaus von Xy-
lan und Arabinogalactan ermittelt (Abb. 18).
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Abb. 18: Hemicellulolytische Aktivitaten

Cellulolytische Praparate aus Trichoderma reesei besitzen gemalf Herstellerangaben ausge-
wiesene Xylanase-Begleitaktivitaten. Diese Angaben konnten im Rahmen der Aktivitatsbe-
stimmungen gegenuber Xylan eindeutig belegt werden. Insbesondere CYT zeigte unter den
vier cellulolytischen Enzymen hohe Xylanase-Aktivitat. Auch die pektinolytischen Enzyme be-
sallen zum Teil hohe hemicellulolytische Begleitaktivtaten. Erstaunlich hoch waren diese im
Falle von PEC, welches bereits erhthte cellulolytische Altivitaten aufwies (Abb. 17). Die Aktivi-
taten gegenuber Arabinogalactan waren in allen Fallen gering.

5.1.1.3 Pektinolytische Aktivitaten

Abb. 19 zeigt die Aktivitdten der Cellulasen und Pektinasen gegenlber hochverestertem (HV-
Pektin) und niedrigveresterten Pektin (Pektinséaure) (VG siehe Kap. 4.1.2.3).
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Abb. 19: Pektinolytische Aktivitaten
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Wie erwartet, waren die pektinolytischen Aktivitdten der Cellulase-Praparate nur gering aus-
gepragt. Bei den Pektinasen waren deutliche Unterschiede beim Abbau von HV-Pektin und
Pektinsdure zu erkennen. HV-Pektin wurde insbesondere durch ADP innerhalb der zweistin-
digen Inkubation bei 30 °C und pH 3,6 starker abgebaut als durch die anderen Pektinasepra-
parate. Bis auf RPT zeigten alle Praparate eine hohere Aktivitat gegenluber Pektinsaure als
gegeniuber HV-Pektin. Dieser Unterschied war besonders im Fall von PEC und SPL stark
ausgepragt.

Generell sind fir den Pektinabbau, wie beschrieben, sowohl Polygalacturonasen (PG), Pekti-
nesterasen (PE) und Pektinlyasen (PL) verantwortlich [168]. In kommerziellen, mikrobiellen
Praparaten aus Aspergillus niger, die in der Fruchtsaftindustrie eingesetzt werden, sind neben
Pektinmethylesterasen, die Endo-PG und PL die wichtigsten Enyzme [236]. Exo-PG und Pek-
tatlyasen spielen eine eher untergeordnete Rolle. Die Pektinspaltung hochveresterter Pektine
durch Pektinlyasen fuhrt neben der Freisetzung einer reduzierenden Endgruppe zu einer
Doppelbindung zwischen dem C4- und C5-Atom am nichtreduzierenden Ende des Ga-
lacturonsauremolekils [170]. Pektinlyase-Aktivitaten werden in der Regel anhand der Zu-
nahme der Absorption bei einer Wellenlange von 235 nm gemessen [237].

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Versuche wurden Pektinlyase- und Pektinmethylesterase-
Aktivitaten nicht bestimmt. Dennoch wird der Abbau von HV-Pektin bei diesen Versuchen zum
groleren Teil auf die Wirkung von Polygalacturonasen zurlickzuftihren sein, da die pH-Optima
mikrobieller Pektinlyasen eher im Bereich von pH 5 bis 6 liegen [170, 237]. Das bedeutet dem-
zufolge, dass hohe Aktivitdten gegeniiber HV-Pektin erst im Beisein ausreichender Mengen
Pektinesterasen erzielt wiirden. Dies scheint fir ADP der Fall zu sein. PEC und SPL scheinen
hingegen ein geringes Verhéltnis von PE/PG aufzuweisen, da die Aktivitat gegentiber Pektin-
saure deutlich erhdht ist.

5.1.2 Enzymaktivitdten anhand der Viskositatsabnahme

Im Gegensatz zu den Aktivitdtsbestimmungen anhand der reduzierenden Endgruppen, bei
denen jede Kettenspaltung zur Freisetzung einer reduzierenden Gruppe fiihrt, werden bei der
Ermittlung der Viskositatsabnahme von Modellsubstratlosungen vom Wesen des Viskositéats-
begriffes her im Wesentlichen Aktivitaten erfasst, die im Inneren der Polymere wirken (Endo-
Aktivitaten). Kettenspaltungen, die vorrangig vom auf3eren Kettenende stattfinden (Exo-
Aktivitaten) fihren hingegen zu keiner messbaren oder nur zu einer minimalen Viskositatsan-
derung.

Zunéchst wurden die cellulolytischen Aktivitaten der vier Cellulasen anhand der Viskositats-
abnahme einer 1%igen CMC-L6sung Uber einen Zeitraum von 1 h mit Hilfe des Torsions-
schwingers Rheoswing® ermittelt (Abb. 20). Der Vorteil dieser Messmethode liegt in der Még-
lichkeit, das Viskositatsverhalten tber den Versuchszeitraum scherunabhangig aufnehmen zu
koénnen.

Im Blindversuch (CMC ohne Enzym) konnte iiber den Messzeitraum von 60 min keine Ab-
nahme der Viskositat verzeichnet werden. Die Viskositat betrug ca. 5,5 mPa:s. Die vier Cellu-
lasen senkten die Viskositat der Substratldsung annahernd gleich schnell. Geringe Unter-
schiede waren erkennbar, so z. B. der vergleichsweise schnellere Abbau durch CYT.
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Abb. 20: Viskositatsabnahme in CMC-L&sungen durch Cellulasen

Die im Versuch ermittelten Kurvenverlaufe konnten mit Hilfe einfacher mathematischer Mo-
delle (Kinetik 1. Ordnung) gut korreliert werden. Auf diese Weise wurden die wichtigsten Reg-
ressionsparameter ermittelt und in Tab. 15 zusammengestellt. Die Bestimmtsheitsmafie r?
lagen in fast allen Fallen Gber 0,99. Nach einer Stunde Enzymeinwirkung néaherten sich die
Viskositaten in allen Féllen einem Wert um 1,0 mPa-s an.

Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Uber die reduzierenden Endgruppen ermittelten Akti-
vitdten (Abb. 17) macht deutlich, dass nach zwei Stunden Enzymeinwirkung eindeutige Unter-
schiede in den cellulolytischen Aktivitaten der vier Cellulasen festgestellt werden konnten,
wohingegen bei den rheologischen Messungen bereits nach 1 h gleiche Viskositdten gemes-
sen wurden. Folglich laufen noch nach 1 h Kettenspaltungen ab, die jedoch nur vom &ufReren
Kettenende her stattfinden. Desweiteren ist anzunehmen, dass die Polymerketten nach
60 min bereits Langen erreicht haben, deren Weiterspaltung zu keiner signifikanten Viskosi-
tatsabnahme mehr fihrt. Es ist jedoch anzumerken, dass mit dem Grenzwert (Gleichge-
wichtsviskositat n,,) von ca. 1 mPa-s die Viskositat des Dispersionsmittels Wasser erreicht ist.
Desweiteren stellt das ermittelte Viskositatslevel ein Integral dar, bei dem das ,Volumen® ei-
nes Partikels/Molekiils am Beispiel des hydrodynamischen Durchmessers bestimmt wird. Lie-
gen in einem System gro3ere Partikulierungen vor, tragen kleinere Partikel/Molekile nicht zur
Viskositatsentwicklung bei. Wenn auch die Unterschiede zwischen den einzelnen Messkurven
der vier Cellulasen nur gering sind, so lasst sich doch eine Reihenfolge bei der Abnahmege-
schwindigkeit (CYT > CFD > CCL > RCL) feststellen, die sich objektiv durch die rechnerisch
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten k, bestatigen lasst (Tab. 15). So lag der k,-Wert fur
CYT mit 188,9 s deutlich Uiber dem Wert fir CFD (155,8 s‘l), welcher wiederum grof3er war
als der fir CCL ermittelte Wert (131,4 s™). Der geringste ko-Wert wurde mit 121,3 s™ fiir RCL
ermittelt. Die Ubereinstimmung der k,-Werte mit den Ergebnissen der reduzierenden End-
gruppen (CFD > CYT > CCL > RCL) war jedoch vergleichsweise gut (Abb. 17).

Bei den Untersuchungen gegentber HV-Pektin zeigten sich deutlichere Unterschiede in der
Aktivitat der verschiedenen pektinolytischen Praparate (Abb. 21). Wie bei den Versuchen ge-
genuber CMC konnte auch bei HV-Pektin im Blindversuch (ohne Enzym) keine wesentliche
Viskositatsanderung tber den Messzeitraum von 60 min festgestellt werden. Die Anfangsvis-
kositaten lagen in allen Fallen bei ca. 8,0 mPa:s.
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Abb. 21: Viskositatsabnahme in Pektin-Ldsungen (HV-Pektin) durch Pekti-
nasen und kombinierte Praparate

Nach Enzymzugabe (0 h) wurde die Viskositat im Verlauf der Einwirkung auf ca. 1,0 mPa-s
herabgesetzt. ADP senkte die Viskositat der Pektinlésung im Vergleich zu den anderen Pro-
dukten relativ schnell. In diesem Fall stimmten die Ergebnisse der rheologischen Untersu-
chungen auch relativ gut mit denen der reduzierenden Endgruppen Uberein, wo ADP die
hochsten Aktivitdaten zeigte (Abb. 19). Ein Vergleich der Messkurven mit den ermittelten Ge-
schwindigkeitskonstanten k, zeigte eine gute Korrelation zwischen Kurvenverlauf und ko-Wert,
woraus sich folgende Reihenfolge ADP (140,0 s) > SPL (81,5s™) = PEC (75,5s™) > AFP
(42,0 s) ableiten lieR. Fiir die Aktivitdten gegeniiber HV-Pektin galt beim Vergleich der Er-
gebnisse aus beiden Methoden wie fir CMC, dass offensichtlich nach 60 min noch weitere
Kettenspaltungen stattfinden, die zu einer Erhéhung des Gehaltes reduzierender Zucker, je-
doch nicht zur Viskositatsabnahme fuhren.

Tab. 15: Parameter der Viskositdtsabnahme in Pektin*- und CMC**-Lésungen, ermittelt aus den kineti-
schen Modellen 1. Ordnung

r2 Meq No k ko
[mPa-s] [mPa-s] [1/s] [1/s]
ADP* 0,994 0,92 (0,11) 6,27 (0,11) 109,0 (1,0) 140,0 (12,0)
SPL* 0,996 0,84 (0,09) 6,55 (0,09) 104,2 (2,8) 81,5 (5,5)
AFP* 0,992 0,41 (0,15) 6,99 (0,02) 89,0 (2,8) 42,0 (1,0
PEC* 0,999 1,03 (0,01) 6,52 (0,01) 90,5 (0,4) 75,5 (2,5)
CYT** 0,981 1,00 (0,03) 3,60 (0,29) 88,7 (3,0) 188,9 (3,4)
CCL** 0,995 1,03 (0,04) 3,83 (0,22) 89,7 (1,2) 131,4 (11,8)
RCL** 0,998 1,03 (0,02) 4,24 (0,07) 90,1 (0,8) 121,3 (0,7)
CFD** 0,996 0,98 (0,01) 4,24 (0,08) 84,8 (6,1) 155,8 (4,3)

(Mittelwertabweichungen in Klammern)

Die Ermittlung der Viskositat mit Hilfe des Rheoswing ist daher insbesondere hinsichtlich der
Anfangskinetik enzymatischer Abbaureaktionen von Interesse und stellt eine Art Referenz-
oder Pauschalmethode zur einfachen Bestimmung der Aktivitat zellwandabbauender Enzyme,
die nach dem Endo-Mechanismus spalten, dar.
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5.2 Enzymaktivitaten gegeniber Apfeltresterfasern
521 Zusammensetzung von Apfeltresterfasern

Nachdem die Haupt- und Nebenaktivititen der verschiedenen Enzympréparate gegeniber
ausgewahlten Modellsubstraten ermittelt wurden, bestand der nachste Schritt in der Ermittlung
ihrer Aktivitdit gegenuber komplexen Substraten. Dazu dienten getrocknete Fasern
(TS > 95 %), die Uber mehrstufige Zerkleinerungs- und Waschschritte aus Apfelnasstrestern
hergestellt wurden (Kap. 4.1.1.2) und als eine Form von Zellwandmaterialien angesehen wer-
den kénnen. Zur Herstellung entpektinisierter Apfeltresterfasern wurde eine zusétzliche Be-
handlung mit HNOz; zur Pektinentfernung durchgefiihrt. Tab. 16 zeigt die Zusammensetzung
beider Materialien.

Tab. 16: Zusammensetzung getrockneter, gereinigter Apfeltresterfasern

Zusammensetzung Entpektinisierte Apfeltrester-

[9/100 g TS] Apfeltresterfasern fasern
Rhamnose 1,6 0,8
Fucose 0,7 0,5
Arabinose 9,9 1,1
Xylose 4,4 4,3
Mannose 1,6 2,1
Galactose 7,1 41
Glucose 24,3 27,4
Galacturonan 22,2 8,0
Veresterungsgrad [%] 66,4 59,1
Protein 4,5 9,5
Asche 1,9 0,6

Die Apfeltresterfasern bestanden zum grof3ten Teil aus den Neutralzuckern und dem Galactu-
ronan als Bausteine der Apfelzellwande. Unter den Neutralzuckern war Glucose mit
24,3 g/100 g TS am meisten enthalten. Der Galacturonangehalt war mit 22,2 g/100 g TS ty-
pisch fur Zellwandmaterialien, die aus den Resten der Apfelverarbeitung hergestellt wurden
[238]. Die Protein- und Aschegehalte machten in der Fasertrockensubstanz einen verhéaltnis-
malig geringen Anteil aus. Generell lagen die gefundenen Gehalte im Bereich verdffentlichter
Literaturdaten fur Fasern aus Apfeltrestern und entpektinisierten Apfeltrestern [81]. Die redu-
zierten Gehalte an Rhamnose, Arabinose und Galactose sind auf den Abbau grol3er Teile des
Hemicellulose-Pektin-Netzwerkes in der Zellwand durch die Saureextraktion zurtickzufthren.
Es zeigte sich, dass durch die extremen Bedingungen bei niedrigen pH-Werten und hohen
Temperaturen (85 °C) zwar Pektin entfernt wurde, jedoch mit 8,0 g/100 g TS auch ein relativ
groBBer Teil noch im Material zurlickblieb. Die Aschegehalte in den entpektinisierten Fasern
waren durch die Extraktions- und Waschschritte ebenfalls reduziert, wohingegen eine Anrei-
cherung an Glucose und Protein zu verzeichnen war. Zum Methodenvergleich wurden die
gaschromatographisch ermittelten Glucosegehalte mit den Werten verglichen, die nach zwei-
stufiger Saurebehandlung (Saeman-Hydrolyse) der Fasern erhalten wurden [85]. Dabei zeig-
ten sich praktisch keine Unterschiede in den gefundenen Glucose-Gehalten (Anhang, Tab.
26). Loésliche Restzucker (Glucose, Fructose und Saccharose) konnten in beiden Apfeltres-
termaterialien nicht nachgewiesen werden (nicht dargestellt).
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5.2.2 Enzymaktivitaten anhand der freigesetzten, reduzierenden Endgruppen und
der Freisetzung von Glucose

Die Ermittlung der Aktivitat gegeniber den Tresterfasern erfolgte zum einen anhand der redu-
zierenden Endgruppen nach zweisttindiger Inkubation bei pH 3,6 und 30 °C und zum anderen
anhand der Freisetzung von Glucose aus den Fasermaterialien. Die neun Préaparate wurden
zunéachst einzeln gegeniber beiden Fasermaterialien getestet (Abb. 22 und Abb. 23).
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Abb. 22: Aktivitaten gegenuber Apfeltresterfasern — Abb. 23: Glucosefreisetzung aus Apfeltresterfa-
Enzyme einzeln sern — Enzyme einzeln

Gegenuber den Apfeltresterfasern zeigten die pektinolytischen Enzympréaparate bis auf RPT
eindeutig hohere Gesamtaktivitdten als die cellulolytischen Praparate. Dabei setzte ADP die
meisten reduzierenden Zucker frei. Gegenliber den entpektinisierten Fasern hingegen zeigten
die Cellulasen deutlich h6here Aktivitaten als die Pektinasen. Wie auch schon gegentiber den
Modellsubstraten, erwiel3 sich CFD als das cellulolytische Préaparat, welches die hdchsten
Abbaugrade erzielte.

Die Aktivitaten der pektinolytischen Enzyme gegentiber den entpektinisierten Fasern waren in
allen Fallen geringer als gegeniber den nativen Tresterfasern. Dies lasst die Vermutung zu,
dass die Aktivitaten der pektinolytischen Praparate zum grof3en Teil auf dem Abbau der Pek-
tin- und Hemicellulosefraktionen beruhen, die durch die Saurehydrolyse entfernt wurden. Die
erhdhten Cellulase-Aktivitaten deuten hingegen auf eine verbesserte Zuganglichkeit der Cellu-
losefasern nach dem Teilabbau des Pektin-Hemicellulose-Netzwerkes.

Die Ermittlung der wahrend der zweistiindigen enzymatischen Hydrolyse freigesetzten Glu-
cose diente dem Screening solcher Préparate, die sich insbesondere dazu eignen, aus Apfel-
trestern hdohere Gehalte an zuséatzlich vergarbaren Zucker zu liefern. Dabei zeigte sich, dass
CFD unter den Cellulasen die eindeutig hochsten Glucosemengen aus beiden Fasermateria-
lien freisetzte (Abb. 23). Generell setzten alle Praparate unterschiedlich hohe Mengen an Glu-
cose frei, jedoch absolut aus den entpektinisierten Fasern mehr als aus den nativen. Nach
CFD war AFP als Mischpraparat aus Pektinasen und Cellulasen am besten geeignet und
setzte sogar mehr Glucose als die anderen drei Cellulasen frei. Die durch die pektinolytischen
Préaparate erzielten Glucosegehalte deuten darauf hin, dass entsprechende hemicellulolyti-
sche Begleitaktivitaten enthalten sind, die Glucose mdglichweise auch aus den Hemicellulo-
sen freisetzen (z. B. Xyloglucan). Sreenath et al. konnten in den Ultrafiltraten enzymbehan-
delter Karotten-ZM durch die Verwendung kommerzieller Pektinasepraparate ebenfalls
erhdhte Glucosegehalte finden [239].
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Erstaunlich niedrig waren die Gesamtaktivitdt und Glucosefreisetzung durch PEC, welches
gegenlber den Modellsubstraten mit die besten Ergebnisse lieferte. Trotz der hohen Aktivita-
ten der Cellulasen gegenuber den entpektinisierten Fasern waren die freigesetzten Glucose-
mengen doch noch sehr gering. So lagen die Gehalte an prozentual freigesetzter Glucose
(Quotient aus freigesetzter Glucose und Gesamtglucose im Material) durch Cellulasen im bes-
ten Fall bei 5,0 % (Abb. 24). Es ist zu vermuten, dass wahrend der zweistlindigen Hydrolyse
die Cellulosefibrillen zwar durch die Kombination aus Endo- und Exo-Glucanasen zu Oligome-
ren, abgebaut, jedoch nicht in groRerem Mal3e zu Glucose weitergespalten werden.
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Abb. 24: Relative Glucosefreisetzung [%] aus Apfeltresterfasern nach enzyma-
tischer Behandlung

In einer zweiten Versuchserie wurden die erfolgversprechendsten pektinolytischen Praparate
(ADP, SPL, AFP, PEC) mit der am meisten Erfolg versprechenden Cellulase (CFD) gegen-
Uber beiden Tresterfasern getestet, um Kombinationen mit besonders hohen synergistischen
Wechselwirkungseffekten hinsichtlich des Zellwandabbaus und insbesondere hinsichtlich der
Glucosefreisetzung herauszufinden. Die Ergebnisse sind in Abb. 25 und Abb. 26 dargestellt.
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Abb. 25: Aktivitdten gegenuber Apfeltresterfasern — Abb. 26: Glucosefreisetzung aus Apfeltresterfa-
Enzyme kombiniert sern — Enzyme kombiniert
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Dabei zeigte sich zunachst, dass alle Kombinationen von Pektinase und Cellulase deutlich
hohere Aktivitaten gegeniuber den nativen Apfeltresterfasern (AF) aufwiesen, als die sum-
mierten Aktivitdten der Einzelpraparate (Superposition = synergistische Wechselwirkung). Die-
ser Effekt konnte erstaunlicherweise gegeniber den entpektinisierten Fasern nicht nachge-
wiesen werden. So ergaben die Einzelsummen-Aktivitaten in allen Fallen héhere Werte als die
kombinierten Aktivitaten. Fur mogliche Konkurrenzreaktionen zwischen Pektinasen, Hemicel-
lulasen und Cellulasen bei partiell abgebauten Zellwandmaterialien konnten bislang keine
Literaturangaben gefunden werden.

Hinsichtlich der Glucosefreisetzung aus beiden Fasern kehrten sich die angesprochen Effekte
zumindest zum Teil wieder um. Hier waren die synergistischen Effekte zwischen Pektinase
und Cellulase gegenliber den Tresterfasern im Fall von ADP und SPL deutlich geringer. Da-
hingegen wurden durch die Kombination von CFD mit AFP und insbesondere mit PEC die
freigesetzten Glucosegehalte drastisch erhoht (Abb. 26). Im Gegensatz zu den ermittelten
Gesamtaktivitaten konnte dieser Effekt bei AFP/CFD und PEC/CFD auch gegentiber den ent-
pektinisierten Fasern festgestellt werden. Durch diese Kombinationen lie3en sich die prozen-
tualen Freisetzungen an Glucose aus beiden Trestern auf 12,2 % (AFP-AF) bzw. 14,9 %
(PEC-AF) erhdhen (Abb. 24).

Mit Hilfe der multifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) konnten die ermittelten Ergebnisse
statistisch abgesichert werden und die Haupt- und Wechselwirkungseffekte (Anhang, Tab. 30)
der drei Faktoren ,Faser”, ,Enzympraparat‘ und ,Enzymkombination® (Anhang, Tab. 29) in
Mittelwertdiagrammen graphisch dargestellt werden (Anhang, Abb. 81 bis Abb. 92). Dabei
zeigten bis auf die Kombination ,Faser-Aktivitat“ (99 %) alle Haupt- und Wechselwirkungsef-
fekte einen signifikanten Einfluss hinsichtlich der untersuchten Variablen ,Aktivitat* und ,Glu-
cose”“ von 99,9 %. Betrachtet man die Haupteffekte, so lasst sich bestatigen, dass sowohl die
Aktivitat als auch die Freisetzung an Glucose bei den entpektinisierten Fasern héher war als
bei den nativen Fasern (Anhang, Abb. 81 und Abb. 89).

Hinsichtlich des Faktors ,Enzymkombination“ wurden zwar mittels ANOVA signifikant h6here
Aktivitaten und Glucosegehalte fur die Enzymkombinationen gegeniber den Einzelsummen
ermittelt (Anhang, Abb. 85 und Abb. 91). Die Untersuchung des Wechselwirkungseffektes
.Faser-Enzymkombination“ zeigte jedoch deutlich die bereits diskutierten Unterschiede zwi-
schen beiden Fasermaterialien (Anhang, Abb. 82 und Abb. 88). Die durchweg signifikant ho-
heren Glucosemengen aus den entpektinisierten Fasern, die Uber den Mittelwertvergleich der
Varianzanalyse ermittelt wurden, ergaben sich aus der deutlichen hdheren Glucosefreiset-
zung im Falle von AFP und PEC. Die differenziertere Betrachtung der Ergebnisse (Abb. 26)
zeigt jedoch, dass dieser Effekt nicht fir ADP und SPL gilt und macht deutlich, dass die tuber
die ANOVA ermittelten Ergebnisse in jedem Fall im Zusammenhang mit den Einzelergebnis-
sen diskutiert werden mussen.

Hinsichtlich des Wechselwirkungseffektes ,Faser-Enzympraparat” zeigten sich bei den Aktivi-
taten signifikante Unterschiede zwischen den Enzympraparaten in Abhangigkeit der verwen-
deten Faser (Anhang, Abb. 84). Wahrend ADP gegeniiber AF die signifikant hochste Aktivitat
aufwies, war diese gegeniiber EAF deutlich reduziert. Der gleiche Effekt konnte fiir SPL
nachgewiesen werden, wobei hier die Abnahme deutlich geringer war. ADP zeichnet sich of-
fensichtlich durch hohe pektinolytische Aktivitdten aus, die im Falle von partiell abgebauten
Materialien deutlich verringert werden. Im Gegensatz dazu stiegen die Aktivititen von AFP
und PEC in Kombination mit CFD durch die Entpektinisierung deutlich an, was darauf deutet,
dass diese Praparate insbesondere dazu geeignet sind, die Zuganglichkeit der Cellulosefib-
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rillen durch den Abbau der Hemicellulose-Matrix zu beglinstigen, wahrscheinlich aufgrund der
entsprechenden Begleitaktivitaten in den Praparaten. Dies steht in guter Ubereinstimmung zu
den Ergebnissen, die fir den Wechselwirkungseffekt ,Faser-Enzympraparat® hinsichtlich der
freigesetzten Glucosegehalte ermittelt wurden (Anhang, Abb. 90). So zeigten AFP und PEC
sowohl flir AF als auch fur EAF deutlich héhere Mengen an freigesetzter Glucose als SPL und
ADP. Es war jedoch auch zu erkennen, dass letztere dennoch aus EAF mehr Glucose frei-
setzten als aus AF, was wiederrum die Vermutung zulie3, dass auch diese Praparate ent-
sprechende Nebenaktivitaten aufweisen und damit die Untersuchungen gegeniiber den Mo-
dellsubstraten bestatigen.

5.3 Zusammenfassende Wertung

Mit dem Ziel, geeignete Enzyme fur einen maoglichst vollstandigen Zellwandabbau zu finden,
wurden neun kommerzielle Enzympréparate verschiedener Hersteller hinsichtlich ihrer Aktivi-
tét gegenuber verschiedenen Substraten getestet. Bei den Enzymen handelte es sich um
Praparate, die hauptsachlich in der obst- und gemiseverarbeitenden Industrie zum Einsatz
kommen, darunter vier Cellulase- und vier Pektinase-Praparate und ein Mischpréparat aus
Cellulasen und Pektinasen. Es zeigte sich bei den Einzelaktivitaten, dass die Pektinaseprapa-
rate neben den pektinolytischen Hauptaktivitaten, verschiedene Begleitaktivitaten aufwiesen.
Inshesondere PEC wies als ausgewiesenes Pektinasepraparat (Herstellerangabe) hohe Xyla-
nase- und Cellobiase-Aktivitat auf. Neben den Cellulasen zeigten alle Pektinase-Praparate
CMC-Aktivitat. Ahnliche Ergebnisse konnten bereits in der Literatur gefunden werden [20,
235, 240]. Schonfeld et al. bestimmten in kommerziellen Pektinasepréaparaten neben den PG-,
PE- und PL-Aktivititen Begleitaktivitaten an Exo-Cellulasen und Xylanasen [187]. Massiot et
al. konnten in einem Pektinasepréaparat Endo-Cellulase- und Cellobiase-Aktivitdten nachwei-
sen [184]. Die Cellulasen zeigten erwartungsgemal hohe Aktivitdten gegentber mikrokristalli-
ner Cellulose.

Im Vergleich zu den Aktivitaten, die Uber die Freisetzung reduzierender Endgruppen bestimmt
wurden, konnte mit Hilfe des Torsionsschwingers Rheoswing®, der unter anderem zur Unter-
suchung von Milchgerinnungsvorgéngen eingesetzt wird [241], eine rheologische Referenz-
methode zur Ermittlung des zeitabhangigen und scherunabhédngigen Viskositatsabbaus von
Pektin- und CMC-L6sungen genutzt werden. Es zeigte sich, dass die Pektinasen und Cellula-
sen die Viskositat der Substratldsungen innerhalb von 60 min auf nahezu gleiche Endwerte
senkten. Sowohl bei den Cellulasen als auch bei den Pektinasen waren jedoch Unterschiede
in den Anfangskinetiken des Viskositatsabbaus erkennbar. Der Vergleich der Ergebnisse bei-
der Methoden zeigte, dass Spaltungsreaktionen der Polysaccharide ab einer bestimmten Ket-
tenlange zu keinem weiteren messbaren Viskositatsabbau filhrten (Grenzwert 1 mPa:s, Vis-
kositat des Dispersionsmittels).

Bei den Untersuchungen gegentber komplexen Substraten (Apfeltresterfasern) zeigten sich
signifikante Unterschiede in den ermittelten Gesamtaktivitditen und freigesetzten Glucose-
mengen in Abhéngigkeit von der Faserart (nativ oder entpektinisiert), des Enzympraparates
und der Enzymkombination (einzeln, in Kombination, als Einzelsummen). Die zweistufige Sau-
rehydrolyse der Apfeltrester fihrte zum Abbau groRer Teile des Pektin-Hemicellulose-
Netzwerkes, was zu einer erhdhten Aktivitat der Cellulasen und zu einer reduzierten Aktivitét
der Pektinasen fuhrte. Die prozentuale Freisetzung an Glucose durch die Einzelpraparate war
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jedoch gering. Durch die Kombination von Pektinase und Cellulase zeigten sich in Abhéangig-
keit von der Faserart synergistische Wechselwirkungseffekte [196] hinsichtlich der Aktivitat
und der Glucosefreisetzung, wobei letztere insbesondere bei zwei Kombinationen stark aus-
gepragt war. Die geringen Freisetzungsgrade an Glucose resultieren vermutlich aus den ver-
haltnismaRig kurzen Einwirkungszeiten der Enzyme.

Untersuchungen gegeniber Karottenfasern zeigten, dass der gréf3te Teil der Neutralzucker-
bausteine erst nach 20-stiindiger Behandlungsdauer aus den Fasern entfernt werden konnte
[184]. Diese Ergebnisse verdeutlichen auch die Notwendigkeit langerer Enzymeinwirkzeiten
fur eine moglichst vollstandige Verzuckerung, was bei der Technololgieentwicklung fur grof3-
technische Versuchsanlagen (z. B. in der Brennerei) ebenfalls berticksicht werden muss.
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6 ENZYMATISCH-PHYSIKALISCHER AUFSCHLUSS ZUR VERFLUSSIGUNG
UND VERZUCKERUNG VON APFELTRESTERN

6.1 Zusammensetzung von Apfeltrestern

Fur die Untersuchungen zum enzymatisch-physikalischen Aufschluss von Apfelnasstrestern
wurde die Charge aus dem Jahr 2004 verwendet, fUr die Vergarungsversuche (Kap. 7) die
Chargen 2005 und 2006. Die Zusammensetzung aller drei verwendeten Chargen ist in Tab.
17 dargestellt. FUr die Saftgewinnung, bei denen die jeweiligen Apfeltrester anfielen, wurden
keine Enzyme zugesetzt. Die Ausbeute lag bei Herstellung der Charge 2006 bei 75 bis 80 %
(Liter Saft je 100 kg Apfel).

Tab. 17: Zusammensetzung von nativen Apfeltrestern (Apfelnasstrester)

Apfeltrester

Zusammensetzung 2004* 2005* 2006**
TS [9/100 g FS] 21,6 20,7 20,4
uTsS [9/100 g FS] 12,9 10,3 13,2
LTS [9/100 g FS] 8,7 10,4 7,2
Galacturonan [9/100 g TS] 11,6 111 13,8
Veresterungsgrad [%0] 62,8 63,2 67,9
Protein [9/100 g TS] 3,5 4,0 52
Asche [9/100 g TS] 1,6 15 1,7
Starke [9/100 g TS] 3,2 1,5 0,6
Rhamnose [0/100 g TS] 0,8 0,8 0,9
Fucose [0/100 g TS] 0,4 0,4 0,3
Arabinose [0/100 g TS] 4.4 4,5 4,2
Xylose [0/100 g TS] 2,1 2,2 2,4
Mannose [9/100 g TS] 2,2 1,9 14
Galactose [9/100 g TS] 3,7 3,4 3,0
Glucose unléslich [9/100 g TS] 14,9 13,3 15,6
Glucose l6slich [9/100 g TS] 8,5 7,1 8,0
Fructose [9/100 g TS] 23,0 23,1 19,3
Saccharose [9/100 g TS] 55 10,1 3,9

*Kelterei Wilke, Fredersdorf (Bucher-Presse) *SiRmost- und Weinkelterei Schulz, Diesdorf (Zweibandpresse)

Die Apfelnasstrester hatten Trockensubstanzen zwischen 20 und 22 %, wobei die unldsliche
Trockensubstanz geringfiigig groRer als die l6sliche Trockensubstanz war. Der Pektingehalt
(Galacturonan) lag mit 11,1 bis 13,8 % im Bereich der Literaturwerte [2]. Von groRem Inter-
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esse fur die Bewertung des Erfolges der mechanischen und enzymatischen Verflissigung
bzw. Verzuckerung sind die Gehalte an freigesetzten vergarbaren Zuckern wahrend des Hyd-
rolyseprozesses. Die wichtigsten vergarbaren Zucker im Apfeltrester sind Glucose, Fructose
und Saccharose. Die beiden letzteren bleiben ausschlielich als l6sliche Restzucker des nicht
abgepressten Restsaftes im Trester zuriick. Glucose kommt im Trester zum Teil ebenfalls als
I6slicher Restzucker (7,1-8,59g/100g TS) vor. Der groRere Teil liegt mit 13,3 bis
15,6 g/100 g TS hingegen in gebundener Form in den Zellwandpolysacchariden (insbeson-
dere Cellulose) vor. Zu einem nicht vernachlassigbaren Anteil (0,6 — 3,2 %) beinhaltet diese
Fraktion unter anderem auch Starke (Tab. 17). Im Allgemeinen lagen die ermittelten Werte fur
alle drei Chargen im Bereich der Literaturwerte [2]. Binnig gibt fir Cellulose einen Gehalt von
12 - 16 %, fur Hemicellulosen 4 -5 % und fur Pektin Gehalte von 10 - 13 % an [37]. Villas-
Boas et al. fanden in Apfeltrestern lediglich 5,5 % Pektin und 7,2 % Cellulose [6]. Joshi et al.
ermittelten in nativen Apfeltrestern Gesamtzuckergehalte von 50 g/100 g TS und eine l6sliche
Trockensubstanz von 59,4 g/100 g TS [4]. Die Gehalte an Protein und Asche machen an der
Trestertrockensubstanz mit 3,5 - 5,2 bzw. 1,5 - 1,7 einen geringen Anteil aus und liegen eben-
falls im Bereich der in der Literatur gefundenen Werte [4, 6, 41]. Das Galacturonan (Pektin)
der Apfeltrester lag erwartungsgemald zum Uberwiegenden Teil (63 - 68 %) mit Methanol ver-
estert vor. Es ist durchaus moglich, dass die gefundenen Werte gegeniiber den frischen Ap-
feln (Werte nicht ermittelt) aufgrund der Wirkung nativer Pektinesterasen bereits reduziert
wurden.

25,0
= Frei verflgbar Trester 2004 I
B Gesamt l6slich Trester 2004
20,0 1 oFrei verfligbar Trester 2005 |
E O Gesamt l6slich Trester 2005
(@]
o 15,0
o
o
=2 =
- o)
kS . I
S 10,0 T 7T
=}
N
-
50
0,0

Glucose Fructose Saccharose

Abb. 27: Frei verfugbare Zucker in Apfeltrestern der Chargen 2004 und 2005

Da der Erfolg der Freisetzung vergarbarer Zucker aus den Apfelnasstrestern durch mecha-
nische und enzymatische Verfahrensschritte nicht allein auf dem Abbau glucosehaltiger Zell-
wandpolymere (insbesondere Cellulose) beruht, sondern dariiberhinaus auf der Freisetzung
der l6slichen Restzucker, hat der Einsatz von Pektinase-Praparaten mit hohen Hemicellulose-
Begleitaktivitdten zwei wichtige Effekte. Zum einen wird die Zuganglichkeit der Cellulosefasern
fur die cellulolytischen Enzyme durch den Abbau der Pektin-Hemicellulose-Matrix wesentlich
verbessert. Zum anderen kann durch die enzymatische Zellwandverflissigung eine verbes-
serte Restsaftextraktion erfolgen. Kommerzielle Enzympréaparate, die zur Tresterverflissigung
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eingesetzt werden koénnen, enthalten dazu die entsprechenden Haupt- und Nebenaktivitaten
[22, 23, 26].

Um festzustellen, wie hoch der Anteil an l6slichen Zuckern war, die auch ohne mechanische
und enzymatische Behandlungsschritte als sogenannte freie Zucker zur Verfligung standen,
wurden die Apfeltrester mit Wasser mehrmals Uber einen Zeitraum von 3 h bei Raumtempe-
ratur extrahiert und anschlieBend der Gehalt an extrahierten Zuckern ermittelt (Abb. 27). Da-
bei zeigte sich, dass aus beiden Tresterchargen nur etwa 14 bis 20 % der Gesamtgehalte an
Glucose, Fructose bzw. Saccharose ausgewaschen werden konnten. Dies verdeutlicht die
Notwendigkeit des Einsatzes von leistungsfahigen tresterverfliissigenden Enzymen und deren
Kombinationen um synergistische Wechselwirkungseffekte insbesondere hinsichtlich der Frei-
setzung vergarbarer Zucker (I6slich und unléslich) maximal nutzen zu kénnen.

6.2 Enzymatische Verflissigung und Verzuckerung nach mechani-
schem Standardaufschluss

6.2.1 Ermittlung der optimalen Enzymvariante

In einer weiteren Versuchsserie zur Charakterisierung der Aktivitat zellwandabbauender En-
zyme wurden die vier Pektinase-Praparate einzeln, in Kombination mit der Cellulase CFD
(Kombination I) und in Kombination mit CFD und einem kommerziellen $-Glucosidase-Prépa-
rat (Kombination 1) gegentber Apfelnasstrestern getestet. Die Trester wurden zunachst im
Verhaltnis von 1:4 mit Wasser verdinnt und anschlieRend per mechanischem Standardauf-
schluss (Labormixer + Ultraturrax) zerkleinert. Die Enzymierung erfolgte tber einen Zeitraum
von 24 h. In Abb. 28 sind die Gehalte an freigesetzten reduzierenden Zuckern in Abhangigkeit
der Einwirkdauer der eingesetzten Pektinase in der Mischung und der Art der Enzymkombina-
tion dargestellt.
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Abb. 28: Freisetzung reduzierender Zucker nach 0, 4 und 24 h
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Zur Bestimmung signifikanter Einflussfaktoren und deren Wechselwirkungseffekten wurden
die ermittelten Daten fur reduzierende Zucker und Glucose zusatzlich einer multifaktoriellen
Varianzanalyse unterzogen (Anhang, Kap. 12.6.2.1, Abb. 93 bis Abb. 104).

Nach dem mechanischen Voraufschluss waren durchschnittlich etwa 315 mg reduzierende
Zucker je g TS freigesetzt (Abb. 28). In allen Fallen stiegen wahrend der Enzymierung die
Zuckergehalte nach 4 und 24 h signifikant an. Bis auf ADP zeigte sich bei allen Enzymprapa-
raten nach 4 h eine geringere Zuckerfreisetzung durch die Kombination Il als durch die Kom-
bination I. Der gleiche Effekt war nach 24 h noch bei SPL und PEC zu erkennen. Bei ADP war
in Kombination mit Cellulase und Cellobiase die freigesetzte Menge an reduzierenden Zu-
ckern nach 24 h signifikant hoher als durch alleinige Kombination mit der Cellulase und zeigte
unter allen Praparate und deren Kombinationen die hdchste Gesamtaktivitat. Generell konnte
jedoch keine signifikante Erhdéhung des Gehaltes an reduzierenden Zuckern nach
24-stundiger Behandlungsdauer durch Kombination Il im Vergleich zu Kombination | erzielt
werden, wie der Mittelwertvergleich der statistischen Auswertung in Abb. 98 (Anhang) zeigt.

Da durch die Enzymeinwirkung aus der Zellwand sowohl Polysaccharide als auch Oligo- und
Monosaccharide freigesetzt werden [28], die in ihrer Summe den Gehalt an reduzierenden
Zuckern maRgeblich beeinflussen, erweisen sich differenziertere Aussagen zum Zellwandab-
bau mittels dieser Ergebnisse als nicht moglich.

Bessere Hinweise ergaben sich aus der Betrachtung der freigesetzten monomeren Zucker-
bausteine, wie der Glucose (Abb. 29). Die Gehalte an Glucose lagen nach mechanischem
Voraufschluss im Mittel bei etwa 90 mg/g TS. Damit war bereits der gré3te Teil an I6slicher
Glucose freigesetzt. Die Mengen an Glucose nahmen im Verlauf der Enzymierung nach 4 h
und 24 h deutlich zu.

Glucose Einzel

[mg/g TS] Kombination |

Kombination Il

ADP 24 h
SPL4h
SPL24h
AFP O h
AFP 4 h
AFP 24 h
PECOh
PEC 4 h
PEC 24 h

Abb. 29: Freisetzung von Glucose nach 0,4 und 24 h

Unabhéngig von der verwendeten Pektinase wurden nach 4 h und 24 h signifikant héhere
Mengen an Glucose durch Kombination Il als durch Kombination | freigesetzt (Anhang, Abb.
104). Offensichtlich beginstigt der Einsatz der Cellobiase den Cellulose-Abbau durch die
synergistische Wechselwirkung von Endo- und Exo-Glucanasen zusatzlich. Insbesondere
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wurde die Freisetzung von Glucose durch die Kombination aus PEC und CFD begunstigt, die
sich wie auch schon gegeniuber den Apfeltresterfasern als die beste Enzymvariante heraus-
stellte.

Im Vergleich zu allen anderen Varianten lieRen sich durch die Zugabe von Cellobiase bei die-
ser Variante mit 188 mg/g TS die hochsten Mengen an Glucose aus den Apfeltrestern freiset-
zen. Im Gegensatz zu PEC, was hinsichtlich der Glucosefreisetzung bereits durch die Kombi-
nation mit CFD alleine stark begunstigt wurde, war der Effekt bei ADP und SPL minimal. Die
Glucosefreisetzung wurde bei letzterer erst durch den Zusatz von Cellobiase beglnstigt, was
vermuten lasst, dass durch die Kombination | zwar Cellobiose in groReren Mengen gebildet
wurde, diese jedoch aufgrund der fehlenden B-Glucosidase-Aktivitéat nicht weiter zu Glucose
abgebaut werden konnte.

Diese Vermutung lief3 sich durch die mittels HPLC bestimmten Cellobiosegehalte in den en-
zymierten Proben bestatigen (Abb. 30). So war zunachst deutlich zu erkennen, dass in allen
Fallen durch die Pektinase-Praparate alleine keine Cellobiose freigesetzt wurde. Durch die
Kombination mit der Cellulase (Komination I) h&uften sich hingegen bei ADP und SPL uber
den Zeitraum der Enzymeinwirkung gréRere Mengen an Cellobiose an, wohingegen sich bei
AFP und PEC lediglich nach 4 h geringe Mengen an Cellobiose nachweisen lie3en, die je-
doch nach 24 h vermutlich durch die in den jeweiligen Préaparaten enthalten Cellobiase-Akti-
vitaten zu Glucose abgebaut wurden. Dies steht auch in guter Ubereinstimmung zu den er-
mittelten Aktivitadten gegeniiber dem Modellsubstrat Cellobiose (Abb. 17). Erst durch die
Zugabe von Cellobiase wurde Cellobiose in allen Féllen, so auch bei ADP und SPL, in ent-
sprechendem MalR3e zu Glucose weiter abgebaut. Hang et al. konnten beim enzymatischen
Aufschluss von Maishiilsen feststellen, dass wéahrend der Einwirkung eines Enzymmischpra-
parates aus A. niger und T. reesei, welches offenbar nicht ausreichende Cellobiaseaktivitat
aufwies, neben verschiedenen monomeren Neutralzuckern erhebliche Mengen an Cellobiose
akkumuliert wurden [205]. Bonnin et al. 2000 stellten fest, dass die gebildeten Cellobiosemen-
gen wahrend der enzymatischen Hydrolyse cellulosereicher Materialien aus Zuckerriiben-
schnitzeln mit einer kommerziellen Cellulase nach zwei bis vier Stunden ihr Maximum er-
reichten [242].
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Abb. 30: Freisetzung von Cellobiose nach 0, 4 und 24 h
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Die mittels HPLC ermittelten Gehalte an Galacturonsaure, die wéhrend der Enzymierung aus
den Apfelzellwanden freigesetzt wurden, sind in Abb. 31 dargestellt.
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Abb. 31: Freisetzung von Galacturonséaure nach 0, 4 und 24 h

Auch hier lie3en sich eindeutige Parallelen zu den Untersuchungen gegeniber den Modell-
substraten ziehen. So konnten insbesondere durch ADP und SPL aber auch durch AFP gro-
Rere Mengen an Galacturonsdure freigesetzt werden. Durch die Einwirkung von PEC hinge-
gen wurden nur geringe Gehalte freier Galacturonsdure gefunden. Dabei ist offensichtlich,
dass mit Ausnahme von PEC in allen Fallen bereits durch die alleinige Einwirkung des Pekti-
nase-Praparates nach 24 h genauso viel Galacturonséaure freigesetzt wurde, wie durch die
Kombination mit Cellulase oder Cellulase und Cellobiase. Der Abbau scheint lediglich etwas
verzogert abzulaufen, wie der Vergleich der Werte nach 4 h fir die Einzelpraparate und die
Kombination mit der Cellulase zeigt. Die hochsten Werte fir freie Galacturonséure wurden mit
88 mg/g TS nach 24 h bei SPL und Kombination | bzw. Il gefunden. Das entsprach in etwa
76 % der gesamt enthaltenen Galacturonsaure (116 mg/g TS) im Trester (Tab. 17). Im Fall
von PEC lag der Freisetzungsgrad von Galacturonsdure mit ca. 29 % deutlich niedriger. Die
Freisetzung von Galacturonsaure aus der Zellwand fuhrte aul3erdem zur deutlichen Absen-
kung des pH-Wertes im Apfeltrester wahrend der Enzymeinwirkung (Abb. 32). So wurde bei
allen Enzymkombinationen eine pH-Reduzierung um mindestens 0,3 Einheiten erreicht. Die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Enzympréparaten korrelierten in bestimmten Fal-
len mit den Gehalten an freier Galacturonsaure. So war doch zumindest im Falle von PEC zu
erkennen, dass die pH-Absenkung im Gegensatz zu den anderen Enzymen geringfiigig
schwécher war. Diese Ergebnisse sind in guter Ubereinstimmung mit Untersuchungen von
Bauckhage et al., die in den Extraktionssaften aus enzymatisch aufgeschlossenen Apfeltres-
tern deutlich h6here Mengen an Galacturonsaure als in den entsprechenden Premium-Séften
fanden [26]. Zudem trugen die freigesetzten Galacturonséuren im Wesentlichen zur Erh6hung
der Gesamtsauregehalte der entsprechenden Séfte bei.
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Abb. 32: pH-Wert-Verlauf wahrend des enzymatischen Ab-
baus von Apfeltrester

Bei der Ermittlung der freigesetzten Arabinosegehalte aus den Apfeltrestern fiel auf, dass be-
reits zu Beginn, nach mechanischem Voraufschluss, geringe Gehalte an ldslicher Arabinose
vorhanden waren (Abb. 33). Wahrend der Enzymierung nahmen die Arabinosegehalte in den
Extrakten inbesondere nach 24 h deutlich zu. Durch die Kombination | konnte bei allen En-
zympraparaten eine geringe Zunahme im Gegensatz zu den Einzelenzymen festgestellt wer-
den. Die Zugabe von Cellobiase zur Kombination | flihrte zu keiner weiteren Freisetzung an
Arabinose. Die hochsten Arabinosegehalte wurden mit 21 und 24 mg/g TS nach 24 h fiir ADP
bzw. AFP in Kombination | bzw. 1l ermittelt. Dies entsprach in etwa 55 % des Gesamtgehaltes
an Arabinose (44 mg/g TS) im Trester. Mehrlander et al. 2002 fanden in den Kolloiden von
Extraktionssaften aus Apfeltrester ebenfalls erhohte Arabinosegehalte im Vergleich zu den
entsprechenden Premiumséften [198].
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Abb. 33: Freisetzung von Arabinose nach 0, 4 und 24 h

Weitere Aussagen Uber den Zellwandabbau anhand der Detektion zuséatzlicher Neutralzu-
ckerbausteine war im Rahmen dieser Versuchsserie nicht méglich, da die Peaks der entspre-
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chenden Zucker (Rhamnose, Galactose, Mannose, Xylose) bei der HPLC durch den ver-
gleichsweise grofRen Fructosepeak Uberlagert wurden (Anhang, Abb. 67 und Abb. 68). Abb.
69 zeigt die summarischen Mengen an freigesetzter Fructose und Neutralzuckern und macht
deutlich, dass differenzierte Aussagen Uber die Wirkung der Enzyme und deren Kombinatio-
nen auf diese Weise nicht moglich waren.

Neben der Untersuchung der Freisetzung von reduzierenden Zuckern und verschiedenen
monomeren Zuckern und den rheologischen Versuchen zum Viskositdtsabbau von Modell-
substratldsungen sollten die eingesetzten Enzyme hinsichtlich ihrer Verflissigungsleistung
anhand des Viskositatsabbaus von Apfelnasstrestern ndher charakterisiert werden. Zu diesem
Zweck wurden die Trester analog zu den oben beschriebenen Versuchen mit Wasser ver-
dunnt (1:4), mechanisch vorzerkleinert (Standardaufschluss) und anschlieRend 24 h bei 30 °C
mit den Enzymmischungen nach ,Kombination 11“ (Pektinase/Cellulase/Cellobiase) behandelt.
Abb. 34 zeigt die fur die vier untersuchten Varianten ermittelten Kurvenverlaufe zum Viskosi-
tatsabbau im Vergleich zur Blindprobe (ohne Enzym).
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Abb. 34: Viskositatsverlauf wahrend des enzymatischen Abbaus von Apfel-
trester (Enzymkombination II)

Die Anfangsviskositat der Trester lag in allen Fallen bei etwa 90 mPa-s. Innerhalb der ersten
30 min sank die Tresterviskositat in Abhangigkeit der Enzymvariante bereits drastisch ab. So
betrug die Viskositat im Fall von ADP nur noch 25 mPa-s und war damit hach 30 min bereits
um 72 % (bezogen auf die Anfangsviskositat) gesunken, wohingegen AFP und SPL zu einer
Viskositatsabnhame um 56 % (= 40 mPa-S) fihrten und PEC die Viskosiat lediglich um 44 %
senkte. Diese Erbgebnisse sind in guter Ubereinstimmung mit den Untersuchungen gegenii-
ber den Modellsubstraten, wobei gegeniber dem HV-Pektin eine ahnliche Aktivitatstendenz
hinsichtlich der Anfangskinetik in der Reihenfolge ADP > SPL = AFP > PEC ermittelt werden
konnte (Abb. 21, Tab. 15).

Nach 2 h Enzymeinwirkung waren die Unterschiede zwischen den Varianten nur noch minimal
und nach 4 h war die Tresterviskositat bereits auf unter 7 mPa-s abgesunken und keine Un-
terschiede mehr zwischen den Varianten erkennbar. Singh et al. 1999 konnten anhand rheo-
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logischer Untersuchungen von Mangopulpe nachweisen, dass die scheinbare Viskositat durch
die enzymatische Verflissigung mit Hilfe eines Enzym-Cocktails aus Pektinasen und Cellula-
sen im Vergleich zu unbehandelter Pulpe bereits nach 30 min um bis zu 78 % absank, wohin-
gegen innerhalb weiterer 90 min keine wesentlichen Veranderungen mehr beobachtet werden
konnten [243]. Zu gleichen Ergebnissen kamen Sreenath et al. 1987 und 1995 bei der Unter-
suchung zur Verflissigung von Mangopulpe mit pektinolytischen sowie cellulolytischen Enzy-
men und deren Kombinationen [244, 245]. Bei der Verfliissigung von Karottentrestern konnten
Stoll et al. hingegen eine vergleichbar starke Viskositdtsabnahme erst bei sehr hohen Enzym-
konzentrationen erreichen [193].

Bei der Tresterblindprobe ohne Enzymzusatz wurde die Viskositat im Vergleich zu den En-
zymvarianten Uber den Zeitraum der Inkubation um lediglich 17 % gesenkt. Innerhalb der ers-
ten 2 h nimmt die Viskositat, wahrscheinlich aufgrund der Wirkung nativer Pektinasen, etwas
starker ab, steigt anschlieRend jedoch wieder an. Mdglicherweise spielen hierbei Quel-
lungsvorgange durch die Zugabe des Wassers zum Verdinnen der Trester eine Rolle. Wie
auch schon bei den Untersuchungen mit den Modellsubstraten dargestellt, eignet sich der
Rheoswing®-Torsionschwinger insbesondere dazu, die Wirkung von Enzymen zu untersu-
chen, die vorwiegend im Inneren der Polysaccharidketten spalten. Durch den Abbau der Poly-
saccharide zu Oligosacchariden kommt es vergleichsweise schnell zur Viskositatsabnahme
[189, 191, 246]. Daher eignen sich die zeitabhangigen Untersuchungen hauptséchlich zur
Ermittlung der Anfangskinetik enzymatischer Reaktionen. Der Vergleich mit den Untersuchun-
gen zur Freisetzungen der monomeren Zuckerbausteine macht jedoch deutlich, dass mit Hilfe
der rheologischen Messmethode nur Teilaussagen zum Zellwandabbau getroffen und keine
naheren Rickschlisse auf den Abbau von Oligo- zu Monosacchariden gezogen werden kon-
nen. Grundsatzlich spielen rheologische Methoden jedoch eine wesentliche Rolle bei der Cha-
rakterisierung des FlieRBverhaltens von fllissigen oder pastdsen Frucht- und Gemuseprodukten
in Abh&ngigkeit innerer (Gehalt Idslicher/unltslicher Feststoffe, Partikelgrofl3e, native Enzyme,
pH-Wert) und duRRerer Faktoren (z. B. Temperatur) [247-249]. Die physikalischen Wechselwir-
kungen zwischen den Polysacchariden (Verhakungen, Verfilzungen) sind hinsichtlich der Vis-
kositat von Partikelsuspensionen ebenfalls von maf3geblicher Bedeutung [250].

6.2.2 Einfluss der mechanischen Vorzerkleinerung und der Enzymkonzentration
auf die Zuckerfreisetzung

Ein wesentlicher Faktor bei der Erarbeitung des Laborverfahrens zur Verflissigung und Ver-
zuckerung von Apfeltrestern war das Erreichen einer moglichst hohen Menge an vergarbaren
Zucker. Daruiberhinaus sollte Gberprift werden, inwiefern der mechanische Feinaufschluss mit
Hilfe des Ultraturrax die Glucosefreisetzung zusatzlich zum Grobaufschluss mittels Waring
Blender begulnstigt. Dartber hinaus wurde die Inkubationsdauer auf 48 h verlangert und die
Enzymdosage (PEC/CFD/NZ) auf die dreifache Menge erhoht.

Es zeigte sich zunéachst, dass die Freisetzung von Glucose durch den Feinaufschluss bei ein-
facher Enzymkonzentration deutlich begunstigt wurde (Abb. 35). Gegeniiber dem Grobauf-
schluss waren die Anfangsglucosegehalte (0 h) leicht erh6ht, was auf die bessere Freisetzung
an loslichen Zuckern durch die intensivere mechanische Vorbehandlung der Trester zuriickzu-
fuhren war.
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Abb. 35: Freisetzung von Glucose nach Grob- und Feinauf-
schluss von Apfeltrester in Abhangigkeit der Enzym-
konzentration (PEC/CFD/NZ)

Der Unterschied in den Anfangszuckergehalten wurde beim Betrachten der ermittelten Werte
fur gesamt reduzierende Zucker noch deutlicher (Anhang, Abb. 71). Der zuséatzliche Auf-
schluss mit Hilfe des Ultraturrax fihrte vermutlich zu einer weiteren Reduzierung der Parti-
kelgrofien und eventuell auch zur Umwandlung von unldslichem Pektin in 16sliches Pektin, so
dass einerseits die verfligbare Oberflache fir den Enzymangriff vergrof3ert sowie eine bessere
Zuganglichkeit der Cellulosematrix erreicht wurde [251, 252]. Begunstigt wurde die stufenwei-
se Zerkleinerung durch den Ultraturrax dartiberhinaus durch die Abnahme der Prozessviskosi-
tat wahrend der Enzymierung (Abb. 34). Desweiteren zeigte sich, dass nach 48 h weitere Glu-
cosemengen freigesetzt wurden, die Zunahme jedoch geringer war als innerhalb der ersten
24 h. Die gegenliber dem Grobaufschluss erzielte Ausbeuteerh6hung an Glucose macht je-
doch die Nutzlichkeit und Notwendigkeit effektiver Zerkleinerungsverfahren fir die vollstandige
Verflissigung und Verzuckerung pflanzlicher Zellgewebe deutlich. Anzustreben wéren dies-
bezlglich PartikelgrofRenspektren im Bereich von 0 — 200 um. Eine weitere Erhdéhung der
Glucosegehalte konnte dartiberhinaus durch Erhdéhung der Enzymkonzentration erreicht wer-
den (Abb. 35). Tab. 18 verdeutlicht die Effektivitat der zusétzlichen mechanischen Behand-
lung und der héheren Enzymkonzentration anhand der prozentualen Glucosezunahme wéh-
rend der 48-stlindigen Enzymierung.

Tab. 19: Freisetzung von ,,Glucose gesamt“ und ,,Glucose unléslich®“ aus Apfeltrester

Enzym- Enzym- Glucose zu Glucose am FRSgic6 FRFG?CU
komblnatlon ] Konzentration Beginn Ende (gesamt) (unléslich)
(Zeit) [9/100 g TS] [9/100 g TS] [%0] [%0]
ADP (24 h) einfach 9,4 16,4 58 34
SPL (24 h) einfach 9,1 15,1 52 25
AFP (24 h) einfach 9,1 16,4 58 34
PEC (24 h) einfach 8,8 18,7 69 51
PEC (48 h) einfach 8,8 20,1 74 60
PEC (48 h) dreifach 8,9 23,1 87 79
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In Tab. 19 sind die Werte der prozentualen Glucosefreisetzung bezogen auf die gesamt ver-
fugbare Glucose und die Glucose aus den unl6slichen Polysacchariden fir sechs ver-
schiedene Versuchsvarianten angegeben. Unter den vier verschiedenen Pektinase-Enzymen
in Kombination mit Cellulase und Cellobiase konnten nach 24 h mit PEC die héchsten Freiset-
zungsgrade an Gesamtglucose (74 %) und Glucose aus den unléslichen Bestandteilen (51 %)
erzielt werden. Durch die Verlangerung der Inkubationszeit und durch Erh6hung der Enzym-
konzentration konnten die Freisetzungsgrade nochmals auf 87 % bzw. 79 % erhdht werden.
Im Ergebnis dieser Untersuchungen wurde die Enzymkombination PEC/CFD/NZ als Vorzugs-
variante fur die weiteren Versuche verwendet.

6.3 Einfluss zusatzlicher physikalischer Aufschlussvarianten auf die
Verflissigung und Verzuckerung

6.3.1 PartikelgréRe und Partikelstruktur physikalisch aufgeschlossener Apfeltres-
ter

6.3.1.1 PartikelgroRenverteilungen physikalisch aufgeschlossener Apfeltrester

Im Rahmen der Entwicklung des Laborverfahrens zur enzymatischen Verfliissigung und Ver-
zuckerung von Apfelnasstrestern sollte der Einfluss zusatzlicher physikalischer Vorauf-
schlussvarianten auf die Zuckerfreisetzung untersucht werden. Zum Einsatz kamen dabei
solche Verfahren, die sich einerseits hinsichtlich ihres Grundwirkungsprinzips (thermisch,
nicht-thermisch) unterschieden und andererseits grundlegende Prozessschritte (Erhitzung,
Zerkleinerung) bei der Verarbeitung von Friichten und Gemise darstellten bzw. simulierten.
Zusatzlich bzw. nachfolgend zum bislang angewendeten Vorzerkleinerungsschritt mittels War-
ing Blender (Hauptwirkprinzip ,Schlag®, siehe Kap. 4.2.2.1) und Ultraturrax (Standard-
Aufschluss) wurden die Apfeltrester drei verschiedenen Aufschlussvarianten unterzogen. Dies
waren eine Ultraschallbehandlung, die Behandlung im Autoklaven und die Behandlung im
Hochdruckhomogenisator tber 12 Durchlaufe (Kap. 4.2.2). In Abb. 36 sind die relativen Mas-
senhaufigkeiten der sechs ermittelten Partikelgré3enklassen dargestellt.
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Abb. 36: Relative Massenhaufigkeitsverteilungen von Apfeltresterpartikeln
(0 =1 mm ermittelt iber LPA, 1 - >56 mm ermittelt Giber Bildanalyse)
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In allen Fallen wurden durch die angewendeten physikalischen Voraufschlussvarianten Parti-
kel erzeugt, die zu Uber 80 % Kkleiner als 1 mm waren. Dementsprechend gering waren die
relativen Massenhdaufigkeiten innerhalb der anderen Partikelgrof3enklasse. Zudem konnten
zwischen diesen Klassen keine signifikanten Unterschiede erkannt werden. Eindeutigere Un-
terschiede zwischen den Aufschlussvarianten zeigten sich jedoch darin, dass durch die Ultra-
schallbehandlung ein signifikant groéRerer Anteil an Partikeln <1 mm vorlag und die Autokla-
venbehandlung wiederum einen héheren Anteil kleiner Partikel im Vergleich zur Ultraschall-
behandelten Variante aufwies. Durch die Hochdruckbehandlung im Homogensiator konnten
bereits nach 4 Durchlaufen keine Partikel groRer 1 mm mehr nachgewiesen werden. Die Abb.
72 bis Abb. 74 im Anhang zeigen mikroskopische Aufnahmen zerkleinerter Apfeltresterpartikel
nach 4 bzw. 8 und 12 Durchlaufen im Hochdruckhomogenisator. Nach 4 Durchlaufen waren
noch vereinzelte Zellen bzw. Zellgewebepartikel zu erkennen (Abb. 72), wohingegen nach 12
Durchlaufen fast ausschlieB3lich Zellfragmente nahezu gleicher Form vorlagen (Abb. 74).

6.3.1.2 Laserpartikelanalyse (LPA)

Mit Hilfe der Laserpartikelanalyse wurden die PartikelgroRenfraktionen im Bereich von 0 bis
1 mm der verschiedenen Varianten nochmals gesondert untersucht (Abb. 37). Dabei zeigten
sich anhand der Verlaufe der Volumensummenkurven nahezu identische PartikelgréRenver-
teilungen flr die nach Standardaufschluss (Standard) und Autoklavenbehandlung (AK) zer-
kleinerten Apfeltrester. Lediglich die Ultraschallbehandlung (US) fiihrte im Vergleich dazu zu
einer leichten Verschiebung der Volumensummenkurve in Richtung kleinerer Partikel. Be-
trachtet man die Einzel-Haufigkeitsverteilungen (Anhang, Abb. 79) so féallt auf, dass Standard
und AK ein Maximum im PartikelgroRenbereich von 500 bis 800 um aufwiesen, wobei das
Maximum bei AK geringfigig in Richtung kleinerer Partikel verschoben war. Das Maximum
von US lag ebenfalls im genannten GréR3enbereich. Es zeigte sich jedoch ein geringfiigig gro-
Berer Anteil an Partikeln kleiner 200 um, was darauf deutete, dass insbesondere kleinere
Fragmente von Zellen oder Gewebepartikeln abgespalten wurden. Dies kénnte eine Folge
von Kavitationseffekten an der Oberflache der Zellen sein [136].
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Abb. 37: Volumensummenverteilungen von Apfeltresterpartikeln <1 mm
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Die Hochdruckhomogenisierung fiihrte hingegen zu Partikel, die zu tber 95 % kleiner als
400 um waren (Abb. 37). Genauer betrachtet, waren bereits nach vier Durchlaufen durch den
Homogenisator ca. 80 % der Partikel kleiner als 200 pum (HOM 4D). Nach weiteren vier Durch-
laufen war die Volumensummenkurve nochmals in Richtung kleinerer Partikel verschoben und
bereits Uber 90 % der Partikel kleiner als 200 um (HOM 8D). Im Gegensatz dazu konnte durch
die vier letzten Durchlaufe nur noch ein minimaler Zerkleinerungseffekt erzielt werden (HOM
12D), wie die relativen Haufigkeitsverteilungen in Abb. 79 (Anhang) verdeutlichen. Das Maxi-
mum der Partikelgrof3enhaufigkeit lag fur diese Varianten im Bereich von 100 pum, was darauf
schlie3en lasst, dass es sich bei den vermessenen Partikeln zu einem grof3en Teil um Zell-
fragmente handelt. Khan et al. geben fur Apfelparenchymzellen ZellgréRen im Bereich von
200 bis 300 um an [253]. Kunzek et al. konnten in getrockneten Apfel-ZM nach der Hoch-
druckhomogenisierung im wassrigen Milieu bei den PartikelgroRenverteilungen ein Maximum
im Bereich von 80 bis 200 um finden [152]. Allerdings konnten Partikelaggregationen durch
die Trocknung eine Verschiebung in Richtung gréRerer Partikel bewirkt haben. Bei der Hoch-
druckhomogenisierung frischer Méhren im wassrigen und ethanolischen Milieu konnten hin-
gegen Partikelgrof3en kleiner 50 um erzielt werden [154]. Der Zerkleinerungserfolg im Hoch-
druckhomogenisator ist vermutlich auch stark von der Gewebefestigkeit abhangig, in der sich
Apfel und Mohren offensichtlich unterscheiden. Desweiteren wird auch der Wassergehalt der
zu homogensierenden Materialien den Erfolg maf3geblich beeinflussen [152].

6.3.1.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen verdeutlichen, dass die biologisch ge-
wachse Hohlraumstrukur der Apfelzellen nach dem Standardaufschluss noch weitestgehend
erhalten blieb (Abb. 38). Demgegeniber waren durch die Ultraschallbehandung schon offen-
sichtlich Veranderungen an den Zelloberflachen erkennbar (Abb. 39). Die fibrillaren Strukturen
an den Zellkanten deuten darauf, dass durch die Ultraschallbehandlung Zellfragmente mehr
oder weniger abgerissen werden. Dies wirde auch den mittels Laserpartikelanalyse detektier-
ten hoheren Anteil an kleineren Partikeln erklaren (Abb. 37).
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Abb. 38: REM-Aufnahme zerklei- Abb. 39: REM-Aufnahme zerkleiner-
nerter Apfeltrester (Stan- ter Apfeltrester (US)
dard)
,Weitgehend intaktes raumliches LAngegriffenes rdumliches Netz-
Netzwerk“ werk*“

Eine Art von Fibrillierung lief3 sich auch bei den autoklavierten Apfeltrestern feststellen (Abb.
40). Die Hohlraumstruktur war nahezu vollstandig aufgehoben. Bei den hochdruckhomoge-
nisierten Trestern war die Zellfragmentierung deutlich erkennbar (Abb. 41). Allerdings waren
die nach der Hochdruckzerkleinerung resultierenden Fragmente augenscheinlich noch relativ
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grol3, was mit den Partikelgrof3enverteilungen nach LPA korrelierte und verdeutlicht, dass sich
PartikelgroRen < 100 um auf diese Weise, selbst nach 12 Durchlaufen und relativ hohen Dri-
cken von 300 bar, aus vorzerkleinerten Apfeltrestern nur schwerlich erzeugen liefl3en.

Abb. 40: REM-Aufnahme zerklei- Abb. 41: REM-Aufnahme zerkleiner-

nerter Apfeltrester (AK) ter Apfeltrester (HOM 12D)

,Ubergang zu zweidimensionaler LZweidimensionale Partikelstruktur

Partikelstruktur® (vereinzelt), in der inneren Struktur
aufgelost”

Die Abb. 75 bis Abb. 78 im Anhang zeigen weitere REM-Aufnahmen der zerkleinerten Apfel-
trester nach den verschiedenen Aufschlussvarianten in geringer Verg6Rerung und machen
insbesondere die GréRen- und Strukturunterschiede zwischen den hochdruckhomogenisierten
und den anderen Varianten (Standard, US, AK) deutlich.

6.3.2 Zuckerfreisetzung nach physikalischem Voraufschluss

Der Effekt der verschiedenen Voraufschlussvarianten wurde analog der bereits beschriebe-
nen Versuche nach 24-stundiger Inkubation mittels Enzym-Mix PEC/CFD/NZ (einfache Kon-
zentration) und 1:4 verdunnten Trestern anhand der freigesetzten reduzierenden Zucker und
Glucose ermittelt (Abb. 42, Abb. 43).

Reduzierende
Zucker [mg/g TS] Oh “4h =24h

Standard
us
AK
HOM 4D
HOM 8D
HOM 12D

Abb. 42: Freisetzung reduzierender Zucker nach physikalischem Vorauf-
schluss
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Anhand der Freisetzung der gesamt reduzierenden Zucker konnten in dieser Versuchsserie
wie auch schon in den vorangegangen Versuchen nur bedingt Rickschlisse auf den Zell-
wandabbau gezogen werden. So konnten zwar erwartungsgemaf signifikante Zuckerzunah-
men nach jeweils 4 und 24 h beobachtet werden, die Unterschiede zwischen den einzelnen
Varianten waren jedoch bis auf die Autoklavenbehandlung nicht signifikant, wie mittels va-
rianzanalytischer Auswertung der Daten ermittelt werden konnte (Anhang, Abb. 105 bis Abb.
110, Tab. 33 und Tab. 34). Im Fall von AK konnten signifikant héhere Mengen an reduzieren-
den Zuckern freigesetzt werden. Moglicherweise sind diese auf den vermehrten Pektinabbau
durch die Behandlung bei hohen Temperaturen (> 100 °C) zurlckzufiihren. Kunzek et al.
konnten nachweisen, dass beim Autoklavieren grof3e Anteile des unléslichen Protopektins in
wasserlosliches Pektin umgewandelt werden [151].

Es ist bekannt, dass thermische Behandlungen zum Verlust der Zellwandfestigkeit und damit
zur Gewebeerweichung fuhren, die im Wesentlichen auf dem Abbau der Zellwandpektine,
insbesondere des Mittellamellenpektins beruhen, wodurch unter anderem die Zellseparation
stark beglnstigt wird [45, 128, 131, 134, 254, 255]. Bei diesem Vorgang spielt die p-
eliminative Spaltung des Pektins eine malf3gebliche Rolle, wobei deren Ausprdgung neben
zahlreichen anderen Faktoren stark pH-abhéngig ist und unter alkalischen Bedingungen zu-
nimmt [58, 130]. Unter sauren Bedingungen lauft die Pektindepolymerisation hingegen vor-
nehmlich durch hydrolytische Bindungsspaltung ab, wobei der Abbau durch B-Eliminierung
unter sauren Bedingungen bis heute tiefgrindig untersucht und diskutiert wird [68, 69, 256].

Glucose
[mg/g TS] Oh "4h ©24h

250

200

150

100

50

0 A

Standard
HOM 4D
HOM 8D
HOM 12D

Abb. 43: Freisetzung von Glucose nach physikalischem Voraufschluss

Wie beim Vergeich der verschiedenen Enzymvarianten zuvor (Kap. 6.2.1), zeigte sich bei der
Glucosefreisetzung ein deutlicheres Bild beziglich des Einflusses der Aufschlussvarianten
(Abb. 43). Die Auswertung mit Hilfe der multifaktoriellen Varianzanalyse ergab fiur die unter-
suchten Faktoren ,Aufschluss® und ,Zeit® hochste Signifikanzniveaus fur die Haupt- und
Wechselwirkungseffekte (Anhang, Tab. 33, Tab. 34). Im Vergleich zum Standardaufschluss
konnten durch die zusatzlichen VorbehandungsmalRnahmen (US, AK, HOM) signifikant h6-
here Mengen an Glucose wahrend der anschlieBenden Enzymeinwirkung freigesetzt werden
(Anhang, Abb. 106). Bis auf US waren dabei nach 24 h signifikant hohere Mengen an Glucose
verfugbar, verglichen mit der Standardvariante (Anhang, Abb. 110).
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Die insbesondere nach Autoklaven- und Hochdruckbehandlung erhdhten Glucosemengen in
den Trestern zu Beginn der Enzymierung (0 h) lassen darauf schlie3en, dass hauptsachlich
I6sliche Zucker aus dem Restsaft freigesetzt wurden. Dies konnte auch fur die ultraschallbe-
handelte Probe festgestellt werden. Entezari et al. konnten durch eine Kurzzeit-
Ultraschallbehandlung die Zuckerextraktion aus Datteln wesentlich verbessern [139]. Haeve-
cker konnte bereits 1970 bei der Behandlung von Obstmaischen nachweisen, dass Ultraschall
hoher Intensitat zu irreversiblen Schadigungen der Fruchtzellen durch Zerplatzen des Zell-
kerns, Ablésen des Protoplasten von den Zellwanden und der Zerstorung der Zellwénde fuhr-
te [138]. Der Vergleich der freigesetzten Glucosemengen durch AK und HOM ergab direkt
nach dem Voraufschluss (0 h) keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Va-
rianten. Nach 4 h waren die Werte im Fall von HOM 12D signifikant hoher als bei AK, HOM
4D und HOM 8D. Die hdchsten Glucosemengen wurden nach 24 h fur HOM 8D sowie flr
HOM 12D gefunden. Der grol3ere Anteil kleiner Partikel (Abb. 37) begunstigt offenbar die Ang-
reifbarkeit der Zellwandpolymere durch die Enzyme. Desweiteren wurden durch die Hoch-
druckhomogensierung und anschlieBende Enzymierung héhere Mengen an freier Galacturon-
saure und eine geringfiigige Erhdhung loslicher Hemicellulosebausteine in den Trestern im
Vergleich zum Standardaufschluss gefunden (Anhang, Abb. 70).

Trotz des hoheren Anteils groRRerer Partikel wiesen die autoklavierten Trester eine gute Ab-
baubarkeit durch die zellwandabbauenden Enzyme auf. Man kann davon ausgehen, dass die
Zellwandmatrix durch die hohen Temperaturen und erhéhten Driicke in einen amorphen und
damit energiereicheren Zustand uberfiihrt werden und der physikalische Zustand der Apfel-
tresterpartikel dadurch mafgeblich beeinflusst wird [73, 250, 257]. Durch den verstarkten Ab-
bau unléslicher Zellwandbestandteile, insbesondere der Pektine, kommt es zur Erhéhung des
Anteils 16slicher Komponenten [151, 258] wodurch der Angriff durch die Enzyme zudem ver-
bessert wird [10]. Demzufolge héngt die Effektivitdt der Enzymwirkung nach mechanischer
bzw. thermischer Vorbehandlung nicht nur vom erzielten PartikelgréRenspektrum ab, sondern
auch vom physikalischen Zustand (Quellung, Aufspreizung der Zellwandmatrix). Daher ist
anzunehmen, dass der Enzymangriff nicht ausschliel3lich von der Partikeloberflache, sondern
auch vom Partikelinneren her erfolgt (Diffusionseffekte).

Tab. 20 gibt die spezifischen Energieeintrage fir die verschiedenen Tresteraufschlussvarian-
ten wieder. Dabei ergeben sich die Eintrage fir die zusatzlichen Voraufschlussvarianten US
und HOM aus der Summe der mechanischen Energieeintrége fir den Standard-Aufschluss
und der entsprechenden Zusatzbehandlung. Im Gegensatz zu US korreliert der zusatzliche
Energieeintrag bei HOM sehr gut mit der Mehrausbeute an freigesetzter Glucose nach an-
schlieRender Enzymbehandlung (Tab. 20, Abb. 43).

Tab. 20: Spezifische Einergieeintrage fiir verschiedene Trester-Aufschlussvarianten

Aufschluss Spezifischer Energieeintrag [kJ/kg]
mechanisch thermisch gesamt
Standard 542 - 542
Standard + US 542 + 450 - 992
Standard + AK 542 423 -
Standard + HOM 542 + 1584 - 2126
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Ein direkter Vergleich der summierten Energieeintrage fur AK und HOM wurde aufgrund der
verschiedenen zugefiihrten Energieformen (mechanisch, thermisch) nicht durchgefihrt. Es
fallt jedoch auf, dass der zahlenmé&Rig (423 KJ/kg) weitaus geringere spezifische Energieein-
trag bei der thermischen Behandlung (Standard + AK) offensichtlich zu gleichen Endergebnis-
sen hinsichtlich der Glucosemehrausbeute fihrt (Abb. 43), verglichen mit dem héheren spezi-
fischen Energieeintrag bei der Hochdruckhomogenisierung (Standard + HOM).
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6.4 Versuche zur Optimierung des mechanisch-enzymatischen Auf-
schlusses

6.4.1 Kombination von mechanischen und enzymatischen Prozessschritten im
mehrstufigen Laborverfahren

Mit dem Ziel, die Zuckerkonzentrationen in den Tresteransatzen insbesondere im Hinblick auf
die zu erzielenden Alkoholausbeuten im weiteren Verlauf der Verfahrensentwicklung, zu er-
hohen, wurden die Trestergehalte in den Versuchsansatzen stufenweise erhght. Dabei sollten
die einzelnen Prozessschritte des Laborverfahrens so miteinander kombiniert werden, dass
eine ausreichende Verflussigung der Apfeltrester im Sinne der Herabsetzung der Trestervis-
kositat bei moglichst gleichbleibender Zuckerfreisetzung, insbesondere Glucose, erfolgte. Im
Vergleich zur bisher eingesetzten Tresterverdiinnung von 1:4 (1 Gewichtsanteil Trester + 3
Gewichtsanteile Wasser) wurden nun zusatzlich Tresteransétze mit hoherem Tresterantell
(1 +2 und 1 + 1) hergestellt. Die Herstellung der drei Versuchsvarianten ist in Abb. 44 darge-
stellt.

Tresteransatz Tresteransatz Tresteransatz
Verdiunnung hoch Verdunnung mittel Verdinnung gering
Trester + Wasser Trester + Wasser Trester + Wasser
1 +3) @a+2 a+1)

Enzymzusatz Enzymzusatz

Grob- und Feinstaufschluss
(2 min Waring Blender,
4 min Ultraturrax)

Grobaufschluss
(Waring Blender)

Feinaufschluss Feinaufschluss
Enzymzusatz (2 min Waring Blender) (2 min Waring Blender)

Feinstaufschluss (hach 3 h) Feinstaufschluss (nach 24 h)

(Ultraturrax 4 min) (Ultraturrax 4 min)

) 4 * *
Trester mechanisch-enzymatisch aufgeschlossen
nach 48 h
Abb. 44: Schema des mechanisch-enzymatischen Aufschlusses von Apfeltrestern verschiedener Verdiin-
nungsstufen

Durch den hoheren Tresteranteil in den Varianten mit ,mittlerer” und ,geringer” Verdinnung
mussten die enzymatischen und mechanischen Verfahrensschritte im Sinne einer Ver-
schachtelung so miteinander kombiniert werden, dass der abschlieRende Homogenisierschritt
(Feinstaufschluss mittels Ultraturrax, Prinzip s. Kap. 4.2.2.1) technisch realisiert werden konn-
te. Im Fall der Tresteransatze mit geringer Verdinnung wurde der Feinstaufschluss bei dieser
Versuchsserie erst nach 24 h durchgefuhrt (Abb. 44). Grob- und Feinaufschluss wurden je-
weils mit dem Waring Blender durchgefihrt.
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6.4.2 Einfluss der Tresterverdinnung auf die Zuckerfreisetzung und die Viskositat

wahrend der Verflissigung und Verzuckerung

In den nachfolgenden Abbildungen sind zunachst die freigesetzten Mengen reduzierender
Zucker dargestellt (Abb. 45, Abb. 46). Zum besseren Verstandnis wurden die Zuckermengen
sowohl mit Bezug auf die Trockensubstanz als auch auf die Feuchtsubstanz dargestellt. Zu-
nachst konnte festgestellt werden, dass der Anteil reduzierender Zucker in den Versuchsan-
sétzen zu Beginn der Enzymierung bezogen auf die Feuchtsubstanz mit zunehmendem Tres-
teranteil erwartungsgemafd zunahm (Abb. 45). Wéahrend der 48-stiindigen Enzymeinwirkung
wurden in allen drei Ansatzen deutliche Zuckerzunahmen verzeichnet. Bezog man die freige-
setzten Zucker jedoch auf die Trockensubstanzen der Ansétze, so zeigte sich, dass die Zu-
ckergehalte in den Tresteransétzen mit geringerem Feststoffanteil zu jedem Zeitpunkt deutlich
hoher waren als bei der jeweiligen nachsthdéheren Feststoffkonzentration (Abb. 46).
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Abb. 45: Freisetzung reduzierender Zucker aus Abb. 46: Freisetzung reduzierender Zucker aus

Apfeltrester verschiedender Verdiin-
nungsstufen bezogen auf die Feucht-
substanz

Apfeltrester verschiedender Verdiin-
nungsstufen bezogen auf die Trocken-
substanz

Der gleiche Effekt konnte erwartungsgemar bei der Freisetzung von Glucose aus den ver-
schieden Tresteranséatzen beobachtet werden. So lagen die Glucosegehalte der Varianten mit
hoherem Tresteranteil bezogen auf die Feuchtmasse deutlich Gber denen mit starkerer Ver-

diinnung (Abb. 47).
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Abb. 47: Freisetzung von Glucose aus Apfeltre
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Jedoch zeigte sich auch hier, dass pro Masseneinheit Trockensubstanz bei geringerem Ver-
dunnungsverhaltnis deutlich geringere Mengen an Glucose freigesetzt wurden (Abb. 48). Die
Reduzierung des Wassergehaltes fuhrte offensichtlich zur verminderten Aktivitat der Enzyme
hinsichtlich des Zellwandabbaus. Wahrscheinlich kommt es durch den geringeren Anteil an
freiem Wasser zur starkeren Aneinanderlagerung von Partikeln, Zellgewebestrukturen sowie
Einzelzellen und zu starkeren Wechselwirkungen der Zellwandpolymere [250], die den Angriff
durch die Enzyme maf3geblich erschweren. Das bedeutet, dass vermutlich auch die molekula-
re Flexibilitdt der Polysaccharide eingeschrénkt ist und die Diffusion der Enyzme in das Zell-
gewebe zusatzlich erschwert ist. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Hang et al. 2001 bei der
Untersuchung der Zuckerfreisetzung aus Maiskolben in Abhéangigkeit der Substratkon-
zentration [206].

Die erhohten Feststoffkonzentrationen flhrten zur deutlichen Zunahme der Viskositat der Ap-
feltrester zu Beginn der Inkubation (Abb. 49), im Fall der Variante mit geringer Verdinnung
(1T + 1W) sogar Uber 1000 mPa:s.
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Abb. 49: Viskositdtsabnahme in Apfeltrestern verschiedener Verdinnungsstu-
fen

Hierbei ist zu erwahnen, dass der optimale Messbereich des Rheoswing bei 0 — 100 mPa-s
liegt und somit fir zwei Varianten (1 + 1 und 1 + 2) Prozessviskositdten gemessen wurden,
die weit Uber der oberen praktischen Messgrenze lagen. Im Gegensatz zu den Versuchen mit
Modellsubstraten (kolloidale Losungen) wurden hier reale Suspensionsviskositaten gemes-
sen, bei denen die Partikulierung des Systems (Messung der Bruttoviskositéat — grof3e Partikel)
einen wesentlichen Einfluss nimmt.

Die Anfangsviskositat der Variante 1T + 2W lag bei Beginn bei ca. 450 mPa-s, im Fall der Va-
riante mit dem hochsten Verdinnungsgrad (1T + 3W) bei knapp unter 90 mPa-s. Es zeigte
sich jedoch, dass durch die Kombination der Verfahrensschritte durch den mehrstufigen me-
chanisch-enzymatischen Aufschluss ein fir technische Zwecke hinreichender Ver-
flissigungseffekt Gber einen Zeitraum von 24 h erzielt und die Viskositat der Trester deutlich
reduziert werden konnte.
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Tab. 21: Prozentuale Viskositdtsabnahme und Glucosezunahme nach 24 bzw. 48 h bezogen auf den Aus-
gangszustand (0 h)

Viskositatsabnahme Glucosezunahme
1+1 78 % 87 %
Trester + Wasser 1+2 90 % 97 %
1+3 95 % 113 %

Der Vergleich der Ergebnisse beider Untersuchungen machte jedoch deutlich, dass sowohl
Verflissigungs- als auch Verzuckerungsleistung maf3geblich durch die Feststoffkonzentration
beeinflusst wurden (Tab. 21). So wurden die prozentualen Viskositdtsabnahmen bzw. Gluco-
sezunahmen mit geringerem Tresteranteil deutlich erhoht. Es ist jedoch zu vermuten, dass
auch bei hoheren Feststoffkonzentationen gleiche Freisetzungsgrade erzielt werden kénnen,
wenn die Inkubationszeiten nochmals verlangert wirden (hier nicht untersucht). Die Kurven-
verlaufe der Glucosefreisetzung bei den Varianten mit héherem Tresteranteil deuten durch
das Nicht-Erreichen eines Plateaus auf eine zeitlich verzogerte Reaktion hin (Abb. 48). Eine
weitere Erklarung fur reduzierte Zuckerfreisetzungen kénnte die Produkthemmung der Cellu-
lasen, insbesondere der Cellobiase sein. Lieb et al. stellten fest, dass die B-Glucosidase-
Aktivitdt eines kommerziellen Cellobiasepraparates (wie in vorliegender Arbeit verwendet)
gegeniber mikrokristalliner Cellulose bereits ab Konzentrationen von 2,5 g Glucose pro kg
Testansatz um mehr als 50 % reduziert wurde [180]. Zur Veranschaulichung der durch die
Kombinierung von mechanischen und enzymatischen Verfahrensschritten erzielten Verflissi-
gung sind im Folgenden vier Foto-Aufnahmen ausgehend von den unbehandelten Trestern
(a) Uber die grob (b) und fein (c) aufgeschlossenen Trester bis hin zur feinstzerkleinerten Stu-
fe nach Ultraturraxbehandlung (d) dargestellt (Abb. 50). Der zunehmende Grad der Homoge-
nisierung der Trester ist dabei deutlich zu erkennen.

LB IR

(d)

Abb. 50: Apfeltrester nativ (a), nach Grobaufschluss (b), nach Feinaufschluss (c)
und nach Feinstaufschluss (d)
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6.5 Zusammenfassende Wertung

Die fur die Untersuchungen eingesetzten Apfelnasstrester bestanden zum groten Teil aus
neutralen sowie sauren Zuckern als Bausteine der Zellwandpolysaccharide (Cellulose, Hemi-
cellulose, Pektin) und aus l6slichen Restzuckern (Glucose, Saccharose, Fructose). Die Ge-
halte an Protein und Asche waren vergleichsweise gering. Der Anteil an l8slichen Zuckern, die
sich als sogenannte frei verfigbare Zucker durch mehrfache Extraktion mit Kaltwasser ohne
zusatzlichen Aufschluss aus den Nasstrestern extrahieren lieRen, war mit maximal 20 % eher
gering, so dass die Anforderungen an die zu verwendenden Enzyme neben dem Erzielen ei-
ner hohen Verzuckerungsrate (Freisetzung monomerer Zucker) auch die gezielte Verflissi-
gung der Apfeltrester im Sinne einer zweiten Extraktion waren. Bei den Untersuchungen zur
Ermittlung optimaler Enzymvarianten zeigten sich signifikante Wechselwirkungseffekte hin-
sichtlich der verwendeten pektinolytischen Enzyme und deren Kombination mit einer ausge-
wahlten Cellulase sowie in Kombination mit Cellulase und Cellobiase in Abhangigkeit der En-
zymierungsdauer. Dabei kam es neben der Freisetzung von Glucose zur Bildung von freier
Galacturonsaure durch den Abbau der Pektinmatrix, was unter anderem zur deutlichen Ab-
senkung der pH-Werte in den enzymierten Trestern fuhrte. Die Freisetzung von Arabinose
wurde durch die Kombination von Pektinase und Cellulase ebenfalls beginstigt. Die Kombi-
nation der Pektinasen mit Cellulase und Cellobiase fuhrte innerhalb der ersten vier Stunden
der Enzymierung zur drastischen Viskositdtsabsenkung in den Trestern. Sowohl anhand der
freigesetzten Zuckerbausteine als auch anhand der rheologischen Untersuchungen konnten
einige Parallelen zu den Ergebnissen der Untersuchungen gegeniiber den Modellsubstraten
gezogen werden. Durch den mechanischen Standardaufschluss und eine 48-stiindige Enzy-
mierung mit dreifacher Enzymkonzentration konnte ein Hydrolysegrad (berechnet als Glucose
aus den unléslichen Zellwandpolysacchariden) von 79 % erreicht werden.

Die Partikel mechanisch aufgeschlossener Apfeltrester lagen zu tUber 80 % im GroRRenbereich
unter 1 mm. Durch zusatzliche physikalische Voraufschlussvarianten (Ultraschall, Autokla-
vieren, Hochdruckhomogensieren) konnte dieser Anteil noch erhéht werden. Die erhdhten
Freisetzungsgrade insbesondere an Glucose durch die zusatzliche Behandlung wurde einer-
seits auf den hoheren Anteil kleinerer Partikel und die damit verbundene VergrofRerung der
Angriffsflache fur die Enzyme zuriickgefihrt. Andererseits hat sich der physikalische Zustand
(amorphe Matrix) durch die hydrothermische Behandlung vermutlich derart veréndert, dass
ein erleichterter Zellwandabbau durch die Enzyme erfolgen konnte. Die Veréanderung der Zell-
oberflachenstrukturen und PartikelgroRenverhaltnisse konnte durch rasterelektronenmikros-
kopische Aufnahmen belegt werden.

Durch die Kombination von mechanischen und enzymatischen Prozessschritten im mehrstu-
figen Laborverfahren konnten auch bei den Versuchsansatze mit hoherem Tresteranteil ver-
gleichweise gute Verflissigungserfolge erzielt und somit die absoluten Gehalte vergarbarer
Zucker (Glucose) erhoht werden. Die prozentuale Freisetzung von Glucose nach 48-stiindiger
Enzymeinwirkung nahm dabei jedoch mit zunehmendem Feststoffanteil ab, was einerseits auf
den vermutlich erschwerten Zugang der Enzyme zu den Zellwandpolymeren aufgrund ver-
starkter Wechselwirkungen zwischen den Feststoffpartikeln zuriickzufiihren sein kdnnte. An-
dererseits kénnte bei den vorliegenden Glucosekonzentrationen in den Tresteransatzen die
Produktinhibierung der Cellobiase eine Rolle spielen.
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7 SIMULTANE VERFLUSSIGUNG, VERZUCKERUNG UND VERGARUNG VON
APFELNASSTRESTER IM LABORMARSTAB

7.1 Vergarungsversuche mit nativen Apfeltrestern
7.1.1 Einfluss des Enzymeinsatzes

Im Sinne der simultanen Verfiissigung, Verzuckerung und Vergarung wurden die nativen Ap-
feltrester nach zweistiindigem mechanisch-enzymatischem Voraufschluss mit Hilfe einer
kommerziellen Brennereitrockenhefe (S. cerevisiae) tiber einen Zeitraum von 48 h in Batch-
Versuchen vergoren. AnschlieRend wurde der Alkohol Uber eine einfache Labordestillation
aus den vergorenen Trestern abdestilliert und der Alkoholgehalt ardometrisch bestimmt [224].
Als MaR fur die Effektivitat der verschiedenen Vergarungsvarianten diente in den ersten Ver-
suchen die Alkoholausbeute (Kap. 4.2.6.3, Gl. (11)).
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Abb. 51: Alkoholausbeute nach der Vergarung von Apfeltrestern unterschied-
licher Verdiinnung mit und ochne Enzymeinsatz

Durch den Einsatz des Enzym-Mix PEC/CFD/NZ konnte die Alkoholausbeute im Vergleich zu
den nicht-enzymierten Referenzansatzen bei geringem Trester-Wasserverhaltnis (1T + 3W)
relativ um 36 % und bei erhéhtem Tresteranteil (1T + 1W) im Ansatz um 48 % gesteigert wer-
den (Abb. 51). Die Ausbeutesteigerung war dabei sowohl auf die leicht erhéhten Alkoholaus-
beuten bei der Variante mit Enzym als auch auf die geringfiigig reduzierten Ausbeuten bei der
Variante ohne Enzym zurtickzufihren. Das Erreichen annahernd gleicher Alkoholausbeuten
bei beiden Trester-Wasser-Verhéaltnissen deutete darauf hin, dass mdgliche Inhibierungsef-
fekte bei htherem Tresteranteil im Ansatz und die dadurch erhéhten Glucosegehalte aufgrund
der simultanen Verzuckerung und Vergérung aufgehoben wurden.

Zur Prozesskontrolle wurden bei allen Vergarungsversuchen als Parameter die Glucosege-
halte in den garenden Trestern sowie die gebildeten Gasmengen in festgelegten Abstanden
detektiert. Diese dienten somit vorrangig als Abbruchkriterien fur die jeweiligen Versuche. Da
Glucose als einziger Zucker im Trester sowohl als l6slicher Restzucker als auch zusatzlich
aus den Zellwandpolysacchariden freigesetzter Zucker vorlag, musste zunachst nachgewie-
sen werden, dass auch die weiteren lgslichen Zucker Saccharose und Fructose in etwa zeit-
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gleich wie die Glucose vergoren wurden (Abb. 52). Es muss erwahnt werden, dass die ent-
nommenen Tresterproben in diesem speziellen Fall im Rahmen der Probenaufarbeitung nicht
hitzebehandelt und daher umgehend untersucht wurden, um die Saccharose-Inversion so weit
wie moglich zu minimieren.
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Abb. 52: Zuckerkonzentration in Apfeltrestern wéhrend der Vergarung mit und
ohne Enzym

Durch den Enzymeinsatz kam es im Gegensatz zu den nicht-enzymierten Trestern zu einer
erhohten Freisetzung von Glucose und Fructose innerhalb der ersten 10 h der Vergéarung. Die
Saccharosekonzentration nahm hingegen von Beginn an ab, was auf die Saccharose-Inver-
sion sowohl durch Saurehydrolyse [259] durch die niedrigen pH-Werte als auch auf die Spal-
tung durch hefeeigene Invertase zurtickzufiihren war [214]. Glucose und Saccharose wurden
geringfligig schneller vergoren als Fructose, was aber im Wesentlichen durch die hdheren
Anfangsgehalte an Fructose bedingt war. Dennoch waren nach 48 h alle drei Zucker vergo-
ren. Wahrend die Fructosegehalte der enzymierten Anséatze nach dem Erreichen des Maxi-
mums bei 10 h durch die Hefeaktivitat wieder stark abfielen, nahm die Glucosekonzentration
bei der Vergarung erst nach 25 h ab. Die Glucosefreisetzung durch die Enzymwirkung und die
Glucosevergarung liefen offenbar tGber einen Zeitraum von tber 10 h mit ann&hernd gleicher
Geschwindigkeit ab.

7.1.2 Einfluss der Enzymkonzentration und der Trestervorbehandlung

In der zweiten Versuchsreihe wurden der Einfluss der Enzymkonzentration durch den Ver-
gleich der Varianten mit einfacher und dreifacher Enzymkonzentration sowie der Einfluss einer
zusatzlichen thermischen Vorbehandlung der Trester bei 90 °C fur wenige Minuten zur wei-
testgeheden Inaktivierung der nativen Mikroorganismen, untersucht. Ziel letzterer Behandlung
war die Uberpriifung von Mdglichkeiten zur Alkoholausbeuteerhéhung als auch zur Senkung
des Anteils an Garungsnebenprodukten in den Destillaten, wie Acetaldehyd oder héheren
Alkoholen. Bei der Herstellung von Trinkbranntweinen kommen solche Verfahren jedoch nicht
in Betracht, da diese in der Regel zu Fehlaromen in den Destillaten fihren [210]. Kurze An-
garphasen durch leistungsstarke Reinzuchthefen und deren schnelle Vermehrung zu Beginn
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der Fermentation minimieren in der Regel die Gefahr der Fehlgarungen durch wilde Hefen.
Durch die Erhéhung der Enzymkonzentration auf die dreifache Menge wurden auch die Alko-
holausbeuten, wie aufgrund der Ergebnisse der Enzymierungsversuche zu vermuten war,
erhdht (Abb. 53) und lagen im Fall der nicht erhitzten Variante bei 79,2 % bzw. bei 80,9 % im
Fall der vorerhitzten Variante. Der Effekt der Vorerhitzung auf die Alkoholausbeute war somit
nur minimal. Auf die Garungsnebenprodukte wird im Kap. 7.1.4 naher eingegangen.
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Abb. 53: Alkoholausbeute in Abhangigkeit der Trestervorbehandlung und der
Enzymkonzentration

Insbesondere innerhalb der ersten zwei bis drei Stunden der Vergarung fand durch den er-
hohten Enzymeinsatz eine verstarkte Glucosefreisetzung aus den Trestern statt (Abb. 54).
Dementsprechend hdher waren die insgesamt gebildeten Gasmengen, die als Prozesspara-
meter fur das durch die alkoholische Garung gebildete Kohlendioxid genutzt wurden.
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Abb. 54: Glucosekonzentration und gebildetes Gasvolumen (kumulativ) in
Abhéangigkeit der Trestervorbehandlung und der Enzymkonzentration
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Durch die Hitzebehandlung der Trester wurde die Angéarphase bei der entsprechenden Va-
riante deutlich verlangert (Abb. 54), was moglicherweise auf die inhibierende Wirkung uner-
winschter Abbauprodukte, wie z. B. Furfural, zurtickzufiihren ist, welches wahrend der ther-
mischen Behandlung gebildet werden kdnnte [260]. Aufféllig lang waren jedoch auch die
Angarphasen bei den anderen Varianten, was eventuell auch auf eine vergleichsweise gar-
schache Hefe deutete, da die Milieubedingungen (pH, Temperatur, Zuckerkonzentration, Al-
koholkonzentration) zu jedem Zeitpunkt prinzipiell in den von Saccharomyces-Hefen tolerier-
baren Bereichen lagen [261, 262].

7.1.3 Einfluss des Enzymzugabezeitpunktes und der Enzymkombination

Unter Verwendung einer garstarken Brennereihefe (S. cerevisiae) konnte durch den mecha-
nisch-enzymatischen Aufschluss und der simultanen Vergérung der Apfeltrester der Charge
2006 Alkohol mit einer Ausbeute von 81,2 % gewonnen werden. Diese lag somit nur geringfi-
gig hoher als die Maximal-Ausbeute der vorangegangenen Versuchserie. Die Angarphasen
waren mit 3 bis 4 h jedoch weitaus kurzer und die Vergarung nach ca. 20 h abgeschlossen
(Abb. 55, Abb. 56).
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Abb. 55: Vergérungsparameter in Abh&éngigkeit von Enzymvariante und Zuga-
bezeitpunkt

Bei der Variante ,Gestaffelte Enzymzugabe® wurde ein Teil des Cellulase/Cellobiase-Gemi-
sches nach ca. 10 h Vergarungszeit (Hauptgarphase) zugegeben, um zu testen, ob sich da-
durch eine mdgliche Inhibierung der Cellulasen durch die hohen Glucosekonzentrationen zu
Beginn der Vergarung minimieren liel3. Tatsachlich wurde die Alkoholausbeute jedoch durch
diese MalRnahme sogar auf 73,9 % gesenkt (Abb. 55). Es ist davon auszugehen, dass die
beste Enzymsynergie erreicht wird, wenn die beteiligten zellwandabbauenden Enzyme mit
den jeweiligen Aktivitaten bereits von Beginn an wechselwirken. Varga et al. konnten durch
die gestaffelte Zugabe von Cellulasen und Cellobiasen bei der simultanen Verzuckerung und
Vergarung hydrothermisch vorbehandelter Maispflanzenresten Alkoholausbeuten von bis zu
83 % erreichen [263]. Im Anhang sind die pH-Wert-Verlaufe fur die verschiedenen Verga-
rungsvarianten dargestellt und erlautert (Anhang, Abb. 80).
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Um den synergistischen Enzymeffekt auch bei den Vergarungsversuchen nachzuweisen,
wurde dem Trester in einem weiteren Versuch, das hochverflissigende Pektinase-Praparat
ADP in der gleichen Dosierung wie der Enzym-Mix PEC/CFD/NZ zugesetzt. Die Alkoholaus-
beute lag in diesem Fall jedoch nur noch bei knapp 61 %, was die vorangegangen Erkennt-
nisse aus den Untersuchungen gegenuber den Apfeltresterfasern und Apfelnasstrestern be-
statigte und die Notwendigkeit des Einsatzes geeigneter Kombinationen von Pektinasen und
Cellulasen fiir einen maximalen Zellwandaufschluss unterstrich.
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Abb. 56: Glucosekonzentration und gebildetes Gasvolumen (kumulativ) in
Abhéangigkeit von Enzymvariante und Zugabezeitpunkt

(durchgezogene Linien: Glucose; gestrichelte Linien: Gas)

Die ermittelten praktischen Alkoholausbeuten korrelierten von der Tendenz gut mit den wéh-
rend der Vergarung freigesetzten Gasmengen. Je hoher die Alkoholausbeute war, desto mehr
Gas wurde gebildet (Abb. 56). Allerdings waren die ermittelten Gasmengen in allen Fallen
geringer als anhand der Alkoholausbeute und der Grundgleichung der alkoholischen Géarung
(Kap. 4.2.6.3) berechnet. Neben Gasverlusten in der Apparatur (Schlauchverbindungen, Stop-
fen) kdnnten daflr auch Verluste durch geldstes CO, im Fermentationssubstrat verantwortlich
sein [264]. Da bei der Berechnung der Alkoholausbeute die diversen Gar- und Destillations-
verluste (Garungsnebenprodukte, Aufbau von Hefebiomasse, Verdunstungsverluste, Restal-
kohol in der Schlempe) nicht beriicksichtigt wurden, wurde der Gesamtfermentationsgrad aus
dem Gehalt vergarbarer Zucker vor und nach der Vergarung in den Trestern bestimmt. Es war
erkennbar, dass die Fermentationsgrade tatséchlich deutlich Gber den ermittelten Alkoholaus-
beuten lagen und im besten Fall Gber 88 % der vergarbaren Zucker verstoffwechselt wurden
(Abb. 55). Bezieht man den Restgehalt an vergarbaren Zuckern (aus unléslichen Polymeren;
gaschromatographisch bestimmt) auf den Gehalt an vergarbaren Zuckern aus unldslichen
Polymeren vor der Vergarung, erhalt man den Hydrolysegrad, der im Fall der Vorzugsvariante
(Enzym-Mix Startzugabe) bei knapp Uber 55 % lag, wohingegen durch ADP nur 8,5 % der
potentiell vergarbaren Zucker aus den Zellwandpolysacchariden genutzt wurden.
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7.1.4 Garungsnebenprodukte in Labordestillaten aus nativen Apfeltrestern

In Tab. 22 sind die Gehalte an Garungsnebenprodukten sowie Methanol ausgewaéhlter En-
zymvarianten dargestellt.

Tab. 22: Garungsnebenprodukte in Labordestillaten aus nativen Apfeltrestern

Variante

6 7 8 9 10
Garungsnebenprodukte Enzym +++ Enzym +++ Enzym-Mix Enzym-Mix Pektinase
[mg/100 mL r. A.] ohne V. mit V. Start gestaffelt Start
Acetaldehyd 72,8 35,9 53,8 91,0 89,2
Ethylacetat 8,9 2,6 9,6 14,5 32,4
i-Amylacetat 0,2 0,0 0,2 0,0 0,8
Methanol 3379 3241 3388 3692 4194
n-Propanol 58,6 61,8 50,7 56,2 52,6
i-Butanol 83,5 78,9 57,8 66,1 92,9
n-Butanol 9,0 8,1 9,2 10,6 12,4
i-Amylalkohole 255 239 235 236 422
Hexanol 7,6 7,4 8,5 10,5 11,3
Summe hohere Alkohole 413 395 361 380 591

Im Vergleich zu den Literaturdaten fur Obstbrénde sind die ermittelten Gehalte an Acetalde-
hyd und Ethylacetat sowie i-Amylacetat eher gering [210]. Ethylacetat entsteht durch Vereste-
rung von Ethanol mit Essigsédure, ist eine typische Vorlaufkomponente und kann daher im
technischen Verfahren destillativ relativ einfach abgetrennt werden. Acetaldehyd hingegen ist
ein in Trinkbranntweinen unerwiinschter Stoff, der vornehmlich im Vorlauf abgetrennt wird,
aber auch im Mittellauf vorkommt [210]. Die Hauptkomponente bei den héheren Alkoholen
waren die i-Amylalkohole mit ca. 60 % der gesamt bestimmten héheren Alkohole. Es ist zu
beachten, dass bei der Labordestillation keine Fraktionierung in Vor-, Mittel- und Nachlauf
vorgenommen wurde. Vielmehr ging es hierbei um die Bestimmung der Alkoholausbeuten bei
den verschiedenen Varianten.

Die Methanol-Gehalte in den Labordestillaten lagen in allen Fallen Gber 3000 mg/100 mL r. A.
und damit deutlich Uber den laut EU-Verordnungen zuldssigen Héchstgehalten von
1500 mg/100 mL r. A. Da die verwendeten Apfeltrester aus Herstellungverfahren stammten,
bei denen zur Maischebehandlung keine Enzyme zugesetzt wurden, wiesen diese noch einen
verhaltnismafig hohen Gehalt an Pektin mit hohem Veresterungsgrad auf (Tab. 17). Methanol
ist kein Garungsnebenprodukt, sondern entsteht durch die Freisetzung aus dem Zellwand-
pektin durch die Wirkung von Pektinesterasen [215]. Durch die alleinige Anwendung mit der
Pektinase ADP lagen die Methanolgehalte noch deutlich hoher als bei den Enzym-Mix-Va-
rianten. Die Vorerhitzung der Apfeltrester fiir wenige Minuten bei 90 °C hatte nur einen gerin-
gen Effekt beziglich der Senkung unerwinschter Garungsnebenprodukte. Lediglich die Ace-
taldehydgehalte sowie die Estergehalte waren niedriger als in den unbehandelten
Vergleichdestillaten.
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7.2 Vergarungsversuche mit saurehydrolysierten Apfeltrestern

Entpektinisierte Apfeltrester fallen bei der groRindustriellen Pektingewinnung in gro3en Men-
gen an und werden z. B. in getrockneter Form als Futtermittelzusatz verwendet (Beispiel:
Herbavital F 12, Herbafood Ingredients GmbH). Ziel der Untersuchungen war es, entpektini-
sierte Trester im Labormafistab in Anlehnung an die grofRtechnische Produktion aus nativen
Apfelnasstrestern herzustellen und zu Uberprifen, inwiefern sich auch diese zur Gewinnung
von Alkohol eignen. Ein weiterer Grund fir die erwarteten Erfolgaussichten hinsichtlich der
verbesserten Hydrolyse der Trester waren die Ergebnisse aus den Enzymierungsversuchen
gegenuber den entpektinisierten Apfeltresterfasern (Kap. 5.2.2).

7.2.1 Zusammensetzung saurehydrolysierter Apfeltrester

Zum Vergleich wurden zwei sdurehydrolysierte Varianten aus getrockneten Trestern der
Charge 2006 nach unterschiedlichen Extraktionsbedingungen [10] hergestellt. Tab. 23 zeigt
die Zusammensetzung beider Varianten.

Tab. 23: Zusammensetzung saurehydrolysierter Apfeltrester
(Varianten ,,Rapid Set“ und ,,Slow Set*)

Variante
Zusammensetzung Rapid Set Slow Set
TS [0/100 g FS] 29,8 34,3
Galacturonan [0/100 g TS] 9,5 11,8
Veresterungsgrad [9%6] 61,8 65,4
Protein [0/100 g TS] 9,8 7,6
Asche [0/100 g TS] 0,9 0,8
Starke [9/100 g TS] 0,4 1,0
Rhamnose [9/100 g TS] 1,1 1,3
Fucose [9/100 g TS] 0,6 0,6
Arabinose [9/100 g TS] 2,1 4,7
Xylose [9/100 g TS] 3,0 3,0
Mannose [9/100 g TS] 2,3 1,6
Galactose [9/100 g TS] 3,6 4,2
Glucose unléslich [9/100 g TS] 26,1 25,1
Glucose l6slich [9/100 g TS] 15 1,0
Fructose l6slich [9/100 g TS] 3,2 2,3
Saccharose [9/100 g TS] 0,0 0,0
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Eine Bilanzierung der extrahierten Pektinmenge wurde nicht vorgenommen, sondern nur qua-
litativ mittels Alkoholféllung Gberprift. Zur Vergleichbarkeit mit der grof3technischen Pektinge-
winnung wurde nach dem Abpressen der Trester bewusst auf weitere Auswaschungsschritte
zur Entfernung I6slicher Restbestandteile verzichtet.

Im Vergleich zu den nativen Trestern wiesen die hydrolysierten Trester deutlich geringe Ge-
halte an l6slichen Zuckern auf (Tab. 23), womit der Gehalt an unl6éslichen vergarbaren Zu-
ckern relativ stieg. Auffallig hoch waren hingegen die Pektingehalte in den ,entpektinisierten®
Trestern mit 9,5 % (rapid set) bzw. 11,8 % (slow set). Dass eine vollstandige Pektinentfernung
aus dem Zellwandgerist pflanzlicher Materialien nicht gelingt, wurde bereits in zahlreichen
Arbeiten belegt [42, 81, 151, 255]. Selbst chemisch gereinigte Cellulosefasern enthielten nach
dem Waschen mit Wasser noch anteilige Mengen an Galacturonan [76], was in guter Uber-
einstimmung mit den fir die entpektiniserten Apfeltresterfasern ermittelten Werte steht (Tab.
16). Desweiteren ist davon auszugehen, dass nach dem Abpressen Pektine zuriickbleiben,
die bereits aus dem Zellwandgeriist geldst worden sind. Stolle-Smits et al. vermuteten, dass
selbst solubiliserte Zellwandpolymere aufgrund ihrer verzweigten Struktur in der Zellwandmat-
rix verankert blieben [131]. Die ermittelten Veresterungsgrade waren durch die Extraktionen
im Vergleich zum nativen Trester nur geringfligig herabgesenkt worden. Rolin gibt an, dass
Slow-set-Pektine reduzierte Veresterungsgrade im Gegensatz zu Rapid-set-Pektinen aufwei-
sen [9]. Ein Vergleich war hier jedoch nicht méglich, da die Galacturonangehalte in den Tres-
tern und nicht in den extrahierten Pektinen untersucht worden waren.

7.2.2 Einfluss der Hydrolysebedingungen auf die wichtigsten Vergarungsparame-
ter

Die saurehydrolysierten Trester wurden insgesamt Uber einen Zeitraum von 120 h vergoren,
da nach 48 h nochmals eine leichte Zunahme der Gasmengen in beiden Fallen zu verzeich-
nen war (Abb. 57).
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Abb. 57: Glucosekonzentration und gebildetes Gasvolumen (kumulativ) in
nativen und saurehydrolysierten Apfeltrestern

(durchgezogene Linien: Glucose; gestrichelte Linien: Gas)
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In allen drei Versuchsansatzen wurden zu Beginn der Fermentation relativ hohe Glucose-
mengen freigesetzt. Da der Gehalt |6slicher Restglucose in den saurehydrolysierten Trestern
nur noch minimal war (1,0 bis 1,5 % TS), wurde der grof3te Teil an Glucose folglich aus den
unléslichen Polymeren freigesetzt. Die ermittelten Alkoholausbeuten der hydrolysierten Tres-
ter stimmten tendenziell gut mit den gebildeten Gasmengen Uberein. Die Fermentationsgrade
als auch die Hydrolyse unlgslicher Zucker waren jedoch im Fall der Slow-Set-Trester vergli-
chen mit den Rapid-Set-Trestern leicht erhdht. Moglicherweise bedingen die langeren Hydro-
lysezeiten bei geringerer Temperatur (4 h, 60 °C) eine bessere Aufquellung bzw. Erweichung
der Zellwandmatrix, wodurch der Zugang der Enzyme zu den Cellulosefasern verbessert wird.
Die praktischen Alkoholausbeuten und Gesamtfermentationsgrade der hydrolysierten Trester
waren absolut zwar im Vergleich zu den nativen Trestern niedriger. Die Hydrolysegrade lagen
mit 61,8 % (rapid-set) bzw. 68,5 % (slow-set) jedoch deutlich Uber den Werten der nativen
Trester (53,2 %) (Abb. 58).
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Abb. 58: Vergarungsparameter fur native und séurehydrolysierte Apfeltrester

Da die absoluten Pektingehalte in den hydrolysierten Trestern héher als erwartet waren, war
auch in den Destillaten aus den jeweiligen vergorenen Ansatzen mit erhéhten Methanolge-
halten zu rechnen. Tatsachlich lagen diese sogar erheblich Uber den Gehalten, die aus den
nativen Trestern freigesetzt wurden (Tab. 24). Wahrscheinlich waren nicht nur der Pektinge-
halt und Veresterungsgrad Einflussfaktoren beziglich des Methanolgehaltes, sondern auch
der Zustand des Pektins (I6slich/unléslich). Insbesondere im Destillat aus Slow-Set-Trestern
wurden extrem hohe Methanolgehalte von tber 11000 mg/100 mL r. A. gefunden, die darauf
deuten, dass der Angriff durch die Pektinesterasen besonders stark beginstigt wurde. Die
verlangerten Vergarungszeiten konnten die Methanolfreisetzung zudem begunstigt haben.
Eine Senkung der Methanolgehalte konnte sich maoglicherweise durch weitere Auswasch-
schritte insbesondere Ioslicher Pektinfraktionen als auch durch ein intensiveres Abpressen der
hydrolysierten Trester erreichen lassen, ware jedoch im Sinne der Wirtschaftlichkeit der Pek-
tingewinnungsverfahrens wahrscheinlich nicht empfehlenswert.
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Im Gegensatz zu den Destillaten aus nativen Trestern wiesen die Destillate aus den hydroly-
sierten Tresten geringere Gehalte an i-Amylalkoholen und Hexanol auf. Die Gehalte an Ethyl-
acetat waren hingegen leicht erhéht (Tab. 24).

Tab. 24: Garungsnebenprodukte in Labordestillaten aus saurehydrolysierten Apfeltrestern

ﬁnag;flnc?osrrfi) (inApaodukte Rapid Set Slow Set Trester nativ
Acetaldehyd 92,6 65,5 62,9
Ethylacetat 30,1 351 15,8
i-Amylacetat 0,3 0,4 0,3
Methanol 5888 11857 4724
n-Propanol 66,4 68,4 50,2
i-Butanol 75,3 98,2 76,9
n-Butanol 4,2 4,5 13,0
i-Amylalkohole 198 231 291
Hexanol 51 8,9 38,4
Summe hohere Alkohole 349 413 470
7.3 Zusammenfassende Wertung

Durch den mechanisch-enzymatischen Voraufschluss nativer Apfeltrester mit anschlieRender
Verzuckerung und Vergarung lieRen sich die Alkoholausbeuten durch die Verwendung der
Enzymkombination PEC/CFD/NZ auf Uber 80 % (bezogen auf die Ausbeute bei 100%iger
Konvertierung vergarbarer Zucker) erhdhen. Dabei konnten die hdchsten Fermentaions- und
Hydrolysegrade durch die Zugabe des Enzym-Mix zu Beginn des Verfahrens erzielt werden.
Im Gegensatz dazu fihrten die gestaffelte Enzymzugabe als auch die Verwendung der sehr
gut verflissigenden Pektinase ADP zu deutlich geringeren Ausbeuten und Hydrolysegraden,
sowie zu teilweise stark erhéhten Methanolgehalten in den gewonnen Destillaten. Eine Vorer-
hitzung der Trester im Sinne einer Pasteurisation erwies sich hinsichtlich der Erhéhung der
Alkoholausbeute und der Reduzierung an Garungsnebenprodukten als nicht effektiv.

Die Nutzung ,entpektinisierter” Apfeltrester zur Gewinnung von Alkohol ist grundsatzlich mog-
lich. Durch die eingesetzten Extraktionsverfahren konnte die Freisetzung vergéarbarer Zucker
aus den unléslichen Zellwandpolymeren der hydrolysierten Trester verbessert werden, was
vermutlich auf den verbesserten physikalischen Zustand und der damit verbundenen besse-
ren Zugéanglichkeit der Zellwandpolymere fur die Enzyme zurtickzufihren war.

Kritisch zu betrachten sind allerdings die stark erhéhten Methanolgehalte, die aus den relativ
hohen Restpektingehalten im Material und den vergleichsweise hohen Veresterungsgraden
sowie dem vermutlich begiinstigten Abbau durch Polygalacturonasen und Pektinesterasen
resultieren. Entsprechende Nachbehandlungen der hydrolysierten Trester konnten zur Redu-
zierung des Methanols beitragen.
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8 BALLASTSTOFFE UND POLYPHENOLE IN NATIVEN, VERGORENEN UND
ABDESTILLIERTEN APFELTRESTERN

8.1 Ballaststoffe, Neutralzuckerzusammensetzung und Polyphenol-
gehalte in den Laborsubstraten

8.1.1 Ballaststoffe und Neutralzuckerzusammensetzung

Im Hinblick auf die mogliche Gewinnung bioaktiver Stoffe [265] aus den Rlckstanden des
Laborverfahrens wurden die Gehalte an lI6slichen und unléslichen Ballaststoffen in den vergo-
renen bzw. vergorenen und abdestillierten Trestern untersucht und den jeweiligen Werten der
nativen Apfeltrester gegentiber gestellt (Abb. 59, Abb. 60).
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Abb. 59: Ballaststoffgehalte in nativen, vergorenen und abdestillierten Apfel-
trestern

(Erganzung: ,,vorerhitzt“ = 3 min, 90 °C, anschlieBend Enzym+++)

In den nativen Trestern lag der Gesamtballaststoffgehalt bei knapp 45 % (Abb. 59). Prinzipiell
ergaben sich die Gesamtballaststoffgehalte bei Apfelmaterialien aus den Fraktionen der Cel-
lulose, der Hemicellulosen und des Pektins. Dementsprechend stimmten die ermittelten Er-
gebnisse fur die nativen Trester gut mit den gefundenen Werten aus der Neutralzuckerana-
lyse und der Galacturonangehaltsbestimmung Uberein (Tab. 17, Abb. 60). In allen
untersuchten Tresterproben war der Gehalt an I6slichen Ballaststoffen geringer als der Gehalt
an unldslichen Ballaststoffen. Das Verhdltnis von loslichen zu unléslichen Ballaststoffen lag
dabei zwischen 1:2 und 1:3. Sowohl aus erndhrungsphysiologischer Sicht als auch hinsichlich
der funktionellen Eigenschaften wird ein solches Verhéltnis als glinstig angesehen [11, 266].
Mit zunehmener Enzymdosage nehmen sowohl I6sliche als auch unlésliche Ballaststoffge-
halte ab. Damit korreliert die Abnahme der Gesamtballaststoffe sehr gut mit der Mehraus-
beute an Ethanol (Abb. 51, Abb. 53). Andererseits féllt auf, dass die ermittelten Ballaststoffge-
halte bei hoher Enzymkonzentration (Enzym +++ und vorerhitzt, vergoren und abdestilliert) bei
nur noch ca. 40 % liegen. Es wird angenommen, dass dies zum einen auf der relativen Zu-
nahme der Proteingehalte aufgrund der Biomasse-Zunahme wéhrend der Vergarung (Hefen-
vermehrung und —wachstum) beruht. So konnten Joshi et al. und Sandhu et al. wahrend der
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Vergarung von Apfeltrestern in Abh&ngigkeit der Milieubedingungen Zunahmen des Protein-
gehaltes auf Uber 20 % feststellen [4, 14]. Zum anderen ist davon auszugehen, dass ein be-
trachtlicher Teil der durch die enzymatische Verflissigung und Verzuckerung gebildeten Oli-
gomere, insbesondere pektischer und hemicellulosischer Herkunft, nicht miterfasst wurden
[27]. Gebhardt et al. beschrieben die sogenannte Analysenimbalanz fur die wasserléslichen
Komponenten im Roggen, die aufgrund ihrer Ethanolloslichkeit als Ballaststoffe im Rahmen
der AOAC-Methode nicht miterfasst wurden [199, 267]. In den vergorenen und abdestillierten
Trestern lagen die Gesamtballaststoffgehalte im Vergleich zu den vergorenen Trestern ge-
ringfugig niedriger mit Ausnahme der vorerhitzten Trester. Dies deutete zunachst darauf, dass
durch den Kochprozess beim Abdestillieren sowohl unlésliche Fraktionen zu léslichen abge-
baut [42, 46, 150] und die l6slichen ebenfalls weiter abgebaut werden, so dass diese durch
die ethanolische Behandlung nicht mehr ausgeféllt werden. Betrachtet man jedoch die Neu-
tralzuckerzusammensetzung, bei der unabhéngig der Ballaststofffraktion alle Neutralzucker
erfasst werden, kann dort der gleiche Trend erkannt werden (Abb. 60).
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Abb. 60: Neutralzuckerzusammensetzung in nativen, vergorenen und abdestil-
lierten Apfeltrestern

(Erganzung: ,,vorerhitzt“ = 3 min, 90 °C, anschlieBend Enzym+++)

So konnten bei allen Varianten Abnahmen der Neutralzuckergehalte, insbesondere der Glu-
cosegehalte festgestellt werden. Moglicherweise nehmen die oligomeren Zucker an Maillard-
Reaktionen mit den Proteinen in den Trestern teil, die sie fir die Neutralzuckeranalyse unver-
fugbar machen. Dies wirde auch mit dem Ergebnis korrelieren, dass bei den vorerhitzten
Trestern zwischen den vergorenen und den abdestillierten Trestern keine bzw. nur minimale
Unterschiede in den Ballaststoffgehalten und der Neutralzuckerzusammensetzung erkennbar
waren. Die Ergebnisse der Neutralzuckeranalyse korrelierten einerseits mit den Mehrausbeu-
ten an Ethanol bei den entsprechenden Varianten und zeigten andererseits anhand der Rest-
glucosegehalte das verbleibende, nicht genutzte Restpotential vergéarbarer Zucker auf. Bei der
Vergarung der Tresteransatze (TS = 10 %) im Labormal3stab kam es zu keiner signifikanten
Abnahme der Abproduktmasse (Bilanzen nicht dargestellt). Das bedeutet, dass die resultie-
rende Schlempemenge (Trester abdestilliert) in etwa der Garansatzmenge zu Beginn der Ver-
garung entsprach. Durch die alkoholische Fermentation nahm die Feststoffkonzentration im
Géaransatz bzw. im Endprodukt Schlempe jedoch um ca. 40 % ab.
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8.1.2 Polyphenole

Die phenolischen Verbindungen sind in Apfeln insbesondere in den Schalenbereichen lokali-
siert [53]. Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass durch den enzymatischen Auf-
schluss mittels kommerzieller pektinolytsicher und cellulolytischer Enzympréaparate nicht nur
Zellwandpolysaccharide zu einem bestimmten Grad abgebaut werden, sondern der Zellwand-
abbau gleichzeitig mit einer verstarkten Freisetzung von phenolischen Verbindungen mit an-
tioxidativem Potential einhergeht [28, 268]. Schieber et al. konnten in Apfeltrestern 0,24 g Po-
lyphenole je 100 g TS finden, die sich im Wesentlichen aus Catechinen, Quercetinen und
Chlorogenséaure zusammensetzten [12]. Lu et al. fanden 0,72 g und Sudha et al. 1,02 g Poly-
phenole je 100 g TS in nativen Apfeltrestern [13, 90]. Unterschiede kdnnten in Abhangigkeit
des verwendeten Rohmaterials (Sorte, Erntezeitraum) auftreten [92].

Da die phenolischen Verbindungen wéahrend der Vergarung nicht oder nur minimal abgebaut
werden, war bei den Vergarungsversuchen mit einer Anreicherung an Polyphenolen in den
verflissigten und vergorenen Trestern zu rechnen. Abb. 61 zeigt die Gesamtpolyphenolgehal-
te der untersuchten Varianten.
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Abb. 61: Polyphenolgehalte in nativen, vergorenen und abdestillierten Apfel-
trestern

(Erganzung: ,,vorerhitzt“ = 3 min, 90 °C, anschlieBend Enzym+++)

Die fur die nativen Trester ermittelten Gesamtpolyphenolgehalte lagen mit 0,36 g/100 g TS im
Bereich der angegebenen Literaturwerte (Abb. 61). Wahrend in den nicht enzymierten vergo-
renen Trestern keine Unterschiede in Polyphenolgehalten im Vergleich zu den nativen Tres-
tern festgestellt werden konnten, wurden mit zunehmder Enzymmenge hohere Polyphe-
nolgehalte in den Trestern nach der Vergarung gefunden. Insbesondere in den vorerhitzten
Trestern konnte eine deutliche Zunahme beobachtet werden, was vermutlich auf die verbes-
serte Enzymwirkung gegenuber dem zunehmend erweichten Gewebe zurtickzufuhren ist. Die
Hitzebehandlung durch das Abdestillieren der vergorenen Trester scheint die Freisetzung
bzw. die Verfugbarkeit der Polyphenole zusatzlich zu beglnstigen.
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8.2 Maoglichkeiten zur Isolierung von Ballaststoffen und Polypheno-
len aus abdestillierten Apfeltrestern (Brennereischlempen)

8.2.1 Hintergrund und Zielstellung

Trotz der Nutzung zusatzlich vergarbarer Zucker durch die enzymatische Verflissigung, Ver-
zuckerung und die Vergarung der aufgeschlossenen Apfeltrester, verbleiben nach dem Ab-
destillieren der vergorenen Trester erhebliche Restmengen, die als Schlempen bezeichnet
werden und in der Regel als Abwaésser der Brennerei entsorgt werden missen. Als Dinge-
oder Futtermittel sind Obstbrennereischlempen aufgrund ihres hohen Anteils an organischen
Verbindungen, dem niedrigen pH-Wert und dem vergleichsweise geringen Nahrstoffgehalt nur
bedingt geeignet [210].

Nach der n&heren Charakterisierung der vergorenen und abdestillierten Trester der Laborver-
suche sollten die im Rahmen des gro3technischen Verfahrens zur Verflissigung, Vergarung
und Destillation von Apfeltrestern anfallenden Brennereischlempen nach entsprechender Vor-
behandlung auf den Gehalt an bioaktiven Stoffen untersucht werden. Unter Beriicksichtigung
des moglichen Einsatzes in angereicherten Frucht- oder Gemiisegetranken [52] wurden appa-
rativ einfache Zerkleinerungs- und Siebfraktionierungsversuche zur Gewinnung von Partikeln
im kleinen Groflenbereich (< 50 um) durchgefiihrt und die erhaltenen Fraktionen hinsichtlich
des Ballaststoff- und Polyphenolgehaltes untersucht.

8.2.2 Nassfraktionierung von Apfeltresterschlempen

Durch die Nassiebung der Schlempe auf dem 50um-Sieb wurden zwei Fraktionen erhalten,
die massenbezogen in etwa die gleichen Trockensubstanzgehalte aufwiesen (Abb. 62 a).
Durch die zusatzliche Ultraturrax-Behandlung vor der Siebung konnte die Massen-Fraktion
< 50 um relativ um 15 % vergrof3ert werden (Abb. 63). Dementsprechend gro war die relative
Massenabnahme in der Fraktion > 50 pm.

47%

BF>50 um TS

Abb. 62: Schlempefraktionen nach Nasssiebung ohne Ultraturrax-
Behandlung (bezogen auf Trockensubstanz)
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EF<50umTS
46% BF>50umTS

Abb. 63: Schlempefraktionen nach Nasssiebung mit Ultraturrax-
Behandlung (bezogen auf Trockensubstanz)

8.2.3 Ballaststoffe und Polyphenole in den Schlempefraktionen

Die Gehalte an léslichen sowie unléslichen Ballaststoffen und Polyphenolen in den unzerklei-
nerten (ohne UT) und vorzerkleinerten Schlempen (mit UT) der jeweiligen Siebfraktion sind in
Abb. 64 dargestellt.
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Abb. 64: Ballaststoffe und Polyphenole in verschiedenen Schlempefraktionen

Sowohl bei den unzerkleinerten als auch bei den zerkleinerten Schlempen kam es in der Frak-
tion > 50 um zu einer Anreicherung an unléslichen Ballaststoffen, wohingegen sich die 16sli-
chen Ballaststoffe in den Fraktionen < 50 um anreicherten. Durch die Vorzerkleinerung nah-
men die Gehalte unl6slicher Ballaststoffe in beiden Siebfraktionen ab. Insbesondere in der
Siebfraktion < 50 um fand sich ein hohes Verhaltnis von ldslichen zu unléslichen Ballaststof-
fen. Es fiel jedoch auch hier wieder auf, dass die ermittelten Ballaststofffraktionen mit ca. 30 %
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nur einen geringen Teil der Schlempetrockensubstanz in den Fraktionen < 50 um ausmachten
und zu vermuten war, dass tatsachlich ein betrachtlicher Teil an ethanol-léslichen Oligosac-
chariden nicht erfasst wurde. Die Vorzerkleinerung hatte hinsichlich der Polyphenolgehalte in
den Schlempefraktionen keinen Effekt. Eine leichte Anreicherung in beiden Fraktionen
< 50 um lieR sich jedoch festellen (Abb. 64). Die Zunahme der Polyphenolgehalte gegeniber
den nativen Trestern (Charge 2006: 0,60 g/100 g TS) lag dabei im gleichen GréRenbereich,
wie bei den Laborversuchen.

Laurrauri et al. geben an, dass kommerzielle Ballaststoffpraparate einen Mindestgehalt an
Gesamtballaststoffen von 50 % enthalten und fett- und kalorienarm sowie geruchs- und ge-
schmacksneutral sind [50]. Tatsachlich weisen Ballaststoffpraparate aus verschiedenen
Frichten und Getreide in der Regel Ballaststoffgehalte von 60 - 90 % auf [269]. Eine néhrere
Charaktersierung der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Ballaststoffe wurde nicht durch-
gefuhrt. Prinzipiell waren die gefundenen Gehalte an l6slichen Ballaststoffen mit 18 - 22 % in
Brennereischlempen im Vergleich zu herkbmmlichen Praparaten als positiv zu bewerten (Tab.
25).

Fur die Eignung als Ballaststoffe missten die gewonnen Fraktionen jedoch zunachst grundle-
gend hinsichtlich ihrer genauen chemischen Zusammensetzung, ihrer erndhrungsphysiolo-
gischen Eigenschaften (antioxidatives Potential, Fermentation durch Mikoorganismen und
Bildung kurzkettiger Fettsauren) sowie ihrer funktionellen Eigenschaften (Wasserbindung,
Rheologie) untersucht werden [27, 77, 89, 270].

Tab. 25: Losliche Ballaststoffe in Fasermaterialien
(Auszug aus [47] verglichen mit Apfeltresterschlempe)

Losliche Ballaststoffe

Material [%]
Erbsenfasern 9
Johannisbeerfasern 12
Apfelfasern 13
Aroniafasern 16
Apfeltresterschlempe 18 -22
Apfelfaser aufgeschlossen 26
Orangenfasern 35
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8.3 Zusammenfassende Wertung

In mechanisch-enzymatischen aufgeschlossenen Apfeltrestern reichern sich nach der Verga-
rung in Abhangigkeit des Enzymeinsatzes, der Enzymkonzentration und der Trestervorbe-
handlung unterschiedliche Mengen an |6slichen und unldslichen Ballaststoffen sowie Poly-
phenole an. Nach dem Abdestillieren des Alkohols aus den Trestern finden sich in den
Ruckstanden (Schlempen) erhohte Gehalte an Gesamtpolyphenolen, deren Verfugbarkeit
vermutlich durch die zusatzliche Hitzebehandlung erhéht wird. Die Abnahme der Gesamtbal-
laststoffgehalte und der Restglucosemengen in den vergorenen Trestern korreliert dabei mit
den Alkoholmehrausbeuten der verschiedenen Vergarungsvarianten. Der Vergleich der Bal-
laststoffgehalte mit den Gehalten an Neutralzuckerbausteinen deutet darauf hin, dass wah-
rend des Abdestillierens moglicherweise Maillard-Reaktionen zwischen mono- und oligomeren
Zuckerbausteinen und den Proteinkomponenten im Trester stattfinden. Zum anderen wird
angenommen, dass ein Grofdteil der wahrend der enzymatischen Verflissigung und Verzu-
ckerung freigesetzten kurzkettigen Oligomere aufgrund ihrer Ethanolldslichkeit mit Hilfe der
angewendeten Ballaststoffanalytik nicht erfasst wird. Wie grol3 dieser Anteil ist und welche
Auswirkung dieser auf die erndhrungsphysiologischen und technologischen Eigenschaften der
Ballaststoffe haben konnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht naher untersucht.

Brennereischlempen, die wahrend der grof3technischen Alkoholerzeugung aus aufgeschlos-
senen und vergorenen Apfelnasstrestern anfielen, wurden hinsichtlich ihres Gehaltes an Bal-
laststoffen und Polyphenolen untersucht. Durch einfache Vorzerkleinerungs- und Nasssie-
bungschritte konnten vier Ballaststofffraktionen unterschiedlicher Zusammensetzung
gewonnen werden. Dabei hatte die Vorzerkleinerung auf die Verteilung der bioaktiven Stoffe
in den verschiedenen einen geringeren Einfluss als die Siebfraktionierung. In den Siebfraktio-
nen < 50 um reicherten sich insbesondere losliche Ballaststoffe und Polyphenole an, wobei
der Gehalt an I6slichen Ballaststoffen im Bereich kommerzieller Ballaststoffpraparate lag.
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9 WEITERFUHRENDE ARBEITEN

Da die Anforderungen an die chemische Zusammensetzung und die sensorischen Eigen-
schaften der zu erzeugenden Brande bei der Trinkalkoholherstellung von mafigeblicher Be-
deutung sind und neben der Rohware im Wesentlichen durch die wahrend der Vergarung ge-
gebenen Milieubedingungen (insbesondere pH-Wert und Temperatur) beeinflusst werden,
waren der Entwicklung eines praktikablen Laborverfahrens zur moglichst vollstandigen Verzu-
ckerung der Zellwandpolysaccharide enge Grenzen gesetzt.

Die angewandten Verfahrensschritte der enzymatischen Verflissigung, Verzuckerung und
Vergarung der Apfeltrester fihrten hinsichtlich der erreichten Fermentationsgrade zu erfolg-
versprechenden Ergebnissen. Dennoch verblieb ein bestimmter Teil an nicht genutztem Rest-
potential vergarbarer Zucker in den Rickstanden des Verfahrens, der flr die weitere Erh6-
hung der Alkoholausbeute eine mafgebliche Rolle spielen kann. Eine weitere Mdglichkeit
dieses bislang nicht genutzte Restpotential zu nutzen, bestiinde in der Anwendung drasti-
scherer Vorbehandlungsmafnahmen, wie sie bei der Ethanolherstellung aus lignocellulose-
reichen Biomassen breite Anwendung finden. Dabei wirden jedoch die hohen Temperaturen
vermutlich grof3ere Probleme hinsichtlich der chemischen Zusammensetzung und der senso-
rischen Eigenschaften bereiten als die Verwendung verdunnter mineralischer S&uren.

Da Enzyme prinzipiell einen wichtigen Kostenfaktor bei der Anwendung in grof3technischen
Prozessen darstellen, ware desweiteren von groliem Interesse, ob die eingesetzten Enzym-
préparate nach der Vergarung noch nutzbare Restaktivitdten aufweisen. Diese kdnnten méog-
licherweise nach geeigneter Aufarbeitung fir nachfolgende Vergarungsansatze wiederver-
wendet werden und somit zu einem bestimmten MafR3e im Kreislauf gefiihrt werden. Die
Uberprifung von Méglichkeiten zum ,Recycling” der zellwandabbauenden Enzyme kénnte ein
Ansatzpunkt fur weiterfihrende Forschungs- und Entwicklungsarbeiten sein.

Es stellte sich sowohl bei den Laborversuchen als auch bei den grof3technischen Versuchen
heraus, dass weniger die Garungsnebenprodukte als vielmehr der Methanolgehalt erwar-
tungsgemald ein kritischer Faktor bei der Verwendung pektinreicher Kernobsttrester fur die
Erzeugung von Trinkalkohol ist, und eben dieser Gehalt gesetzlich stark reglementiert wird.
Das wesentliche Problem liegt in der nachgewiesenen Tatsache, dass der maximale Zell-
wandaufschluss nur dann gelingt, wenn neben den entsprechenden cellulolytischen Aktivita-
ten zur Freisetzung der vergarbaren Zucker ausreichende pektinolytische Hauptaktivitdaten
beteiligt sind, die die Pektinmatrix mdglichst vollstandig zerlegen, um den Zugang zu den Cel-
lulosefibrillen zu erleichtern. Gerade dieser Aufschluss ist im Wesentlichen fur die hohen Me-
thanolgehalte verantwortlich und umso kritischer zu bewerten, je hoher die Ausgangspek-
tingehalte und die Veresterungsgrade der Pektine sind.

Da die Trennung von Methanol und Ethanol bislang nur mit maRigem Erfolg gelingt, kdnnten
detaillierte Untersuchungen der Saftgewinnungsprozesse mit besonderem Hinblick auf die
Verfahrensschritte Maischeenzymierung, Zerkleinerung und Maischeabpressen, weiterere
Ansatzpunkte fur weiterfihrende Arbeiten bieten. Auf diese Weise kdnnten gezielte Aussagen
getroffen werden, inwiefern die genannten Prozesschritte Einfluss nehmen auf die wesentlich-
sten Produktparameter (Tresterzusammensetzung, Destillatzusammensetzung) und auf Ver-
fahrensparameter der nachfolgenden Schritte der Tresterbehandlung (sukzessive Zerkleine-
rungsoperationen, notwendige Enzymaktivitaten, Trester-Wasser-Verhaltnis).

106



Im Hinblick auf die Praktikabilitdt grof3technischer Prozesse waren darlber hinaus zuséatzliche
Informationen Uber die physiko-chemischen Eigenschaften der verflissigten Apfeltrester von
groBem Interesse. Ein weiter zu verfolgender Aspekt kénnte demzufolge die Ermittlung des
rheologischen Verhaltens (u. a. scherabhéngiges FlieBverhalten) von Apfeltrestersuspensio-
nen sein, da anzunehmen ist, dass dieses wie bei allen Feststoffdispersionen neben der
Temperatur im Wesentlichen von der Feststoffkonzentration, der chemischen Zusammenset-
zung, der Partikelgrof3e und der Partikelwechselwirkungen untereinander, beeinflusst wird.

Die Nutzung der Schlempen als Reststoffe des Verfahrens fur die Gewinnung weiterer Wert-
stoffe hangt maRgeblich vom Gehalt und der Zusammensetzung der interessierenden Frak-
tionen ab. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten bioaktiven Stofffraktionen, wie ldsliche
Ballaststoffe und Gesamtpolyphenole deuten darauf hin, dass Apfeltresterschlempen grund-
satzlich noch entsprechende Gehalte der in Frage kommenden Fraktionen enthalten. Nahere
Aussagen zur Eignung dieser Stoffe ergdben sich durch die gezielte Charakterisierung der
gewonnenen Fraktionen hinsichtlich ihrer physiko-chemischen sowie ernahrungsphysiologi-
schen Eigenschaften, wenn mdglich nach entprechender Veredelung (Aufarbeitung zu Zell-
wandpraparaten). Desweiteren ware eine nahere Charaktersierung der im Rahmen der hier
angewendeten Ballaststoffanalytik nicht erfassten ethanolldslichen, oligomeren Bestandteile
von grofRem Interesse. Gleiches gilt fir die Polyphenole. So kénnte ein weiterer Aspekt fir
Forschungsarbeiten die genauere Untersuchung der Polyphenolfraktionen mittels chromato-
graphischer Methoden, z. B. HPLC, sein sowie die Ermittlung deren antioxidativen Potentials.

In groRerem Mal3stab lieRen sich die Obstschlempen dartiberhinaus im Sinne einer energeti-
schen Verwertung flr die Biogaserzeugung (mehrstufige anaerobe Fermentation zu Methan)
einsetzen. Zwar mit vergleichsweise geringen Trockensubstanzgehalten von 2 — 3 %, jedoch
hohem Zerkleinerungsgrad und hohem relativen Anteil an organischer Trockensubstanz
(ca. 95 %) konnten dabei Biogasertradge (TS-bezogen) erreicht werden, die im Bereich der
Werte fur andere haufig verwendete Substrate (z. B. Gulle oder Getreidesilage) liegen [271,
272]. Weitere MalRBnhahmen, wie die Verfutterung und Diingung, waren erst nach entsprechen-
den Aufbereitungsschritten (u. a. pH-Wert-Regulierung) denkbar, spielen jedoch eher eine
untergeordnete Rolle.

Fir den Scale-Up der erarbeiteten Prozesschritte in ein funktionsfahiges und 6konomisches
Gesamtverfahren (groRtechnische Versuchsanlage/Produktionsanlage) waren insbesondere
die Schritte der mechanischen Zerkleinerung zu liberdenken. Hocheffektive Zerkleinerungs-
verfahren zur Erzielung geringer Partikelgro3en lie3en sich moglicherweise durch leistungs-
starke Dispergiermaschinen (z. B. Dispax-Reactor®, IKA Deutschland) erzielen, fiir die jedoch
vergleichsweise dunnflissige Substrate vorliegen missten. Der dafur notwendige Vorauf-
schluss kdnnte mehrstufig mit Hilfe von Ratz- oder Hammermuhlen in Kombination mit dem
enzymatischen Aufschluss erfolgen. Im Hinblick auf die 6konomische Effizienz des Gesamt-
verfahrens (u. a. Reduzierung der Energiekosten fiur Destillation/Rektifikation) lage das
Hauptaugenmerk dabei im Wesentlichen auf der Minimierung der zuzusetzenden Wasser-
mengen.
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10 ZUSAMMENFASSUNG

Apfeltrester sind die Rickstande bei der Apfelsaftherstellung und fallen jahrlich zu grof3en
Mengen als industrielle Reststoffe an. In Abh&angigkeit von der Rohware und der Technologie
der Saftgewinnung besitzen Apfeltrester eine Trockensubstanz von 20 - 30 %, die sich zum
groRten Teil aus loslichen Restzuckern, unléslichen Zellwandpolysacchariden sowie Protei-
nen, Mineralstoffen, Lignin und phenolischen Verbindungen zusammensetzen. Neben der
traditionellen Verwertung von Apfeltrestern, wie der Tierverfltterung oder der Kompostierung
versucht man die Trester heutzutage im Sinne der Wertstoffgewinnung einer sinnvollen Wie-
derverwertung zuzufiihren. Aus industrieller Sicht hat sich dabei die Gewinnung von Pektin
unter Anwendung geeigneter Extraktions- und Aufarbeitungsmaflinahmen etabliert. Moderne
technische Prozesse ermdglichen dartberhinaus die Gewinnung weiterer wertgebender Le-
bensmittelinhaltsstoffe, wie Aromen, Sii3stoffe oder Polyphenole durch die gezielte Aufteilung
der Stoffstrome wahrend und nach der Pektinextraktion. Dennoch verbleiben auch bei solchen
Verfahren groRere Mengen an Restoffen (entpektinisierte Trester), die letztendlich wieder der
Tierverfutterung zugefuhrt werden.

Bei der Apfelverarbeitung zu Fruchtsaft wird der grof3te Teil an loslichen Bestandteilen in den
Saft tUberfuhrt, wahrend sich in den zuriickbleibenden Nasstrestern unldsliche Zellwandbe-
standteile, darunter im Wesentlichen Zellwandpolysaccharide, anreichern. Pflanzliche Zell-
wande bestehen zum grofiten Teil aus Cellulose, Hemicellulosen und Pektin, die innerhalb
der verschiedenen Zellwandbereiche tber unterschiedliche Bindungsformen miteinander ver-
knUpft bzw. verankert sind. Durch geeignete physikalische, chemische bzw. enzymatische
Verfahren lassen sich pflanzliche Gewebe und Zellwandstrukturen zu einem bestimmten Grad
abbauen. Physikalische Verfahren, darunter mechanische und thermische Verfahren, beein-
flussen die Struktur von Zellgeweben insbesondere hinsichtlich der Partikelbeschaffenheit,
-gréRe und -form und fihren in Abhangigkeit von den Milieubedingungen (Wassergehalt,
Temperatur, pH-Wert) zu Verdndungen des physikalischen Zustandes (z. B. Partikulierung,
Gewebeerweichung).Dahingegen lassen sich durch Anwendung chemischer Verfahren in Ab-
hangigkeit von den Extraktionsbedingungen Polysaccharidfraktionen unterschiedlicher Zu-
sammensetzung gewinnen. Am spezifischsten gelingt der Zellwandabbau hingegen durch den
Einsatz zellwandabbauender Enzyme, welche sich entsprechend ihrer Hauptaktivitaten grob
in die drei Klassen der Pektinasen, Hemicellulasen und Cellulasen unterteilen lassen. Kom-
merzielle Enzympraparate mikrobieller Herkunft, die in der obst- und gemiseverarbeitenden
Industrie flr verschiedenste Zwecke eingesetzt werden, besitzen neben den ausgewiesenen
Hauptaktivitaten verschiedene Begleit- bzw. Nebenaktivitaten. Fir die mdglichst vollstéandige
Verflissigung und Verzuckerung der Zellwandpolymere zu Oligo- und Monomeren muissen
die verschiedenen pektinolytischen, hemicellulolytischen und cellulolytischen Aktivitdten zur
Ausnutzung synergistischer Wechselwirkungseffekte miteinander kombiniert werden.

Im Gegensatz zur Fruchtsaftherstellung ist der Einsatz von Cellulasen in Brennereien fir die
Verarbeitung von Obst zu Obstbranden nicht ausdriicklich verboten. Dies erdffnet prinzipiell
die Moglichkeit den Grad der Verflissigung und Verzuckerung polysaccharidreicher Biomas-
sen im Gegensatz zur alleinigen Anwendung pektinolytischer Enzyme zu erhéhen und insbe-
sondere das in der Regel nicht oder nur schwer verfliigbare Potential an zusatzlichen vergar-
baren Zuckern in Form der in der Cellulose gebundenen Glucose zu nutzen. Das Erreichen
hoher Alkoholausbeuten unter der Vorgabe der Einhaltung der wichtigsten Qualtitatsparame-
ter, wie der chemischen Zusammensetzung und der sensorischen Eigenschaften, stellt dabei
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eine groRe Herausforderung an die notwendige Verfahrens- und Produktentwicklung der
Obstbranderzeugung dar.

Im Rahmen der Erarbeitung von Prozesstechniken fiir eine grof3technische Produktionsanlage
zur Obstbrandherstellung war ein praktikables Laborverfahren zur mdéglichst vollstandigen
Verflissigung, Verzuckerung und Vergarung von Apfelnasstrestern zu entwickeln. Zu diesem
Zweck war zunéachst ein umfangreiches Methodenspektrum (LabormalR3stab, Analytik) zu erar-
beiten bzw. anzupassen mit dem die wichtigsten Produkt- und Prozessparameter ermittelt
werden konnten. So wurde die Zusammensetzung der verschiedenen Apfeltrestermaterialien
(Fasern sowie native, saurehydrolysierte, vergorene und abdestillierte Trester) mit Hilfe enzy-
matischer Testkits, der gaschromatographischen Neutralzuckeranalyse sowie verschiedener
photometrischer und nasschemischer Inhaltsstoffanalysen untersucht. Zur Ermittlung der Ver-
fliussigungs- und Verzuckerungsleistung zellwandabbauender Enzyme wurden die gesamt
freigesetzten reduzierenden Zucker, sowie einzelne monomere und dimere Zellwandbaustei-
ne, darunter Glucose, Cellobiose und Galacturonséaure mittels photometrischer und chroma-
tographischer Bestimmungsmethoden ermittelt. Mit Hilfe des Torsionsschwingers Rheoswing®
konnte eine einfache Referenzmethode fir die Abbauleistung verflissigender Enzyme anhand
der Viskositatsabnahme in scherunabhangigen Versuchen ermittelt werden. Fir die Bestim-
mung der PartikelgréRenverteilung physikalisch vorbehandelter Apfelnasstrester wurde eine
Methode zur automatischen Partikeldetektion und GroR3enanalyse der zerkleinerten Apfeltres-
terpartikel mit Hilfe bildanalytischer Verfahren etabliert, die die Ermittlung von Massenhaufig-
keitsverteilungen verschiedener PartikelgroRenfraktionen ermdglichte.

Fur die Vergarungsversuche im Batch-Verfahren wurde eine Laborapparatur errichtet, die
sowohl die anaerobe Fermentation der Tresteransatze als auch die Ermittlung der wichtigsten
Prozessparameter, wie den Gehalt l6slicher Glucose und die Freisetzung von Kohlendioxid
(indirekt), wahrend der Vergarung erlaubte. Die Gewinnung des Alkohols erfolgte in einer ein-
fachen Labordestillationsapparatur.

Im Rahmen der Entwicklung des Laborverfahrens wurden zunachst verschiedene kommer-
zielle zellwandabbauende Enzympréparate hinsichtlich ihrer Haupt- und Nebenaktivitaten ge-
genlber Modellsubstraten charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass neben den Cellulaseprapa-
raten, die erwartungsgemall hohe Exo-Cellulase- und Xylanase-Aktivitditen aufwiesen auch
die pektinolytischen Praparate zum Teil entsprechend hohe Begleitaktivitaten zeigten. Insbe-
sondere zwei Pektinase-Praparate wiesen hohe Aktivitaten gegeniber Cellobiose auf. Der
Vergleich der Ergebnisse der Aktivitaten ermittelt Gber die freigesetzten, reduzierenden End-
gruppen und die Viskositdtsabnahme der entsprechenden Substratldsungen, machte deutlich,
dass sich die rheologische Methode mit Hilfe des Rheoswing® durchaus fiir die Ermittlung der
Anfangskinetik enzymatischer Abbaureaktionen sehr gut eignet, jedoch ab einem bestimmten
Abbaugrad aufgrund der reduzierten Kettenlangen der Oligosaccharide anhand des Viskosi-
tatslevels keine weiteren Kettenspaltungen detektiert werden kdnnen.

Die Untersuchungen gegeniber gereinigten, getrockneten Apfeltresterfasern zeigten, dass die
Freisetzung reduzierender Zucker und Glucose stark durch die Entpektinierung der Trester
beeinflusst wird. Die hoheren Aktivitdten der Cellulasen wurden auf den Teilabbau des Pektin-
Hemicellulose-Netzwerkes zuriickgefuihrt. Es zeigte sich auch, dass trotz zweimaliger saurer
Extraktion bei der Faser-Herstellung noch Restgehalte an Pektin in den Materialien verblie-
ben. Die Kombination von Pektinase und Cellulase fuhrte in Abh&ngigkeit von der Faserart
und der eingesetzten Pektinase zu Uberadditiven Wechselwirkungeffekten hinsichtlich der
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Zuckerfreisetzung. Die prozentual freigesetzten Glucosemengen aus den Fasern waren je-
doch vermutlich aufgrund der relativ kurzen Inkubationszeiten verhéltnismafig gering.

Die fur die Enzymierungs- und Vergarungsversuche verwendeten Apfelnasstrester setzten
sich zum groRten Teil aus l6slichen Restzuckern und unléslichen Zellwandpolysacchariden
zusammen. Alle ermittelten Kennwerte lagen im Bereich der Literaturdaten. Zur Ermittlung
einer optimalen Enzymvariante, mit der die Freisetzung vergarbarer Zucker, insbesondere
Glucose, maximiert werden sollte, wurden ausgewéhlte Pektinasen einzeln und in Ein- und
Zweifach-Kombination mit cellulolytischen Enzympraparaten gegenuiiber Apfelnasstrestern
getestet. Dabei zeigten sich in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer, der Enzymkombination
und der verwendeten Pektinase signifikante Wechselwirkungseffekte hinisichtlich der Zucker-
freisetzung. So konnten nach 48-stiindiger Enzymeinwirkung nach mechanischem Standard-
voraufschluss und erhéhter Enzymkonzentration mit dem Enzym-Mix PEC/CFD/NZ knapp
90 % der gesamten im Material verfigbaren Glucose freigesetzt werden, was einem Hydroly-
segrad (Freisetzung unléslicher Glucose) von 79 % entsprach.

Durch die Enzymeinwirkung kommt es zum starken Abbau der Pektinmatrix, was aufgrund
erhdhter Gehalte an freier Galacturonsaure zur Absenkung des pH-Wertes fiihrt. Durch den
zusatzlichen physikalischen Voraufschluss lief3 sich insbesondere durch die Hochdruckhomo-
genisierung ein zusatzlicher Zerkleinerungseffekt der mechanisch voraufgeschlossenen Ap-
feltrester erzeugen, der zu einer signifikanten Erhéhung der Glucosefreisetzung nach enzy-
matischer Behandlung fihrte. Die Zerkleinerungseffekte durch Ultraschall und
Autoklavenbehandlung waren eher gering. Es wurde angenommen, dass die zusatzliche Zu-
ckerfreisetzung durch die Autoklavenbehandlung auf einem verbesserten physikalischen Zu-
stand des Zellgewebes beruhte und so eine bessere Zugéanglichkeit der Enzyme zu den Cel-
lulosefibrillen durch die Erweichung der amorphen Pektinmatrix ermdglicht wurde. Die durch
die Autoklavenbehandlung und die Hochdruckhomogenisierung erzielten hohen Glucoseaus-
beuten korrelierten dabei auch mit den vergleichsweise hohen spezifischen Energieeintragen
bei den entsprechenden Prozessschritten.

Die Erhdhung des Tresteranteils in den Enzymierungsansétzen fihrte erwartungsgemald zu
hohen Anfangsviskositaten der entprechenden Varianten und zu einer verzégerten Abnahme
der Prozessviskositat Giber den Zeitraum der Inkubation. Trotz der Erh6hung der Anfangszu-
ckergehalte wurde mit zunehmendem Tresteranteil in den Versuchsansatzen weniger Glucose
freigesetzt, was im wesentlichen auf die verstarkten Partikelwechselwirkungen und die herab-
gesetzte Aktivitat hydrolytisch spaltender Enzyme durch die geringeren Wassergehalte zu-
rackgefuhrt wurde.

Durch die simultane Verflissigung, Verzuckerung und Vergarung von nativen Apfelnasstres-
tern nach mechanisch-enzymatischem Standard-Voraufschluss konnte mit Hilfe der Enzym-
Vorzugsvariante PEC/CFD/NZ eine Alkoholausbeute von maximal 81,2 % erzielt werden. Das
Erreichen eines Gesamtfermentationsgrades von 88,3 % wies dabei auf nicht vermeidbare
Alkoholverluste hin. Die Zugabe des Enzymmix zu Beginn des Aufschlusses erwies sich als
beste Variante im Vergleich zur gestaffelten Enzymzugabe oder zur alleinigen Anwendung
hochverfussigender Pektinasepraparate. So konnte im besten Fall ein Hydrolysegrad von
55,1 % erreicht werden.

Eine zusatzliche Trestervorerhitzung zur Inaktivierung der nativen Mikroorganismenflora fiihrte
zu keiner singfikanten Erhéhung der Alkoholausbeute. Durch den Einsatz einer garstarken
Brennereihefe konnten die entsprechenden Tresteransatze innerhalb von 20 Stunden vergo-
ren werden. Die gewonnen Destillate wiesen im Allgemeinen die Ublichen Gehalte an typi-
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schen Garungsnebenprodukten, darunter Acetaldehyd, Essigester und hdhrere Alkohole auf.
Als kritisch zu bewerten waren hingegen die hohen Methanolgehalte, die auf die Wirkung von
Pektinmethylesterasen zurlickzufihren waren.

Die Vergarung saurehydrolysierter Apfeltrester fihrte zwar absolut zu geringeren Alkoholaus-
beuten. Die Hydrolysegrade waren jedoch aufgrund des relativ h6heren Anteils unldslicher
vergarbarer Zucker im Vergleich zu den nativen Trestern erhdht. Dennoch ist deren Verwen-
dung fur die Erzeugung zu Trinkalkohol ohne weitere Aufarbeitung nicht zu empfehlen, da die
Methanolgehalte insbesondere im Fall der Slow-set-Variante stark erhoht waren. Bezogen auf
die Trestertrockensubstanz waren die Pektingehalte und die Veresterungsgrade in den hydro-
lysierten Trestern nur geringfugig herabgesenkt worden. Es wurde geschlussfolgert, dass 16s-
liche Pektine nach der Hydrolyse im Zellgewebe verankert bleiben und damit nur teilweise
entfernt werden und der Angriff dieser Pektinfraktionen durch pektinolytische Enzyme beson-
ders begunstigt wird.

In den vergorenen und abdestillierten Apfeltrestern reichern sich in Abhangigkeit von der
Trestervorbehandlung und Enzymkonzentration unterschiedliche Mengen unléslicher und 16s-
licher Ballaststofffraktionen sowie Polyphenole an, die durch geeignete Nachbehandlungs-
und AufarbeitungsmaflRnahmen einer Wiederverwertung als funktionelle Lebensmittelin-
haltstsoffe genutzt werden kdnnten. Von grol3em Interesse kdnnten dabei aus ernahrungs-
physiologischer Sicht I6sliche Ballaststoffe sein, die im Rahmen der hier durchgefiihrten Bal-
laststoffanalytik nicht erfasst wurden.

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass sich Apfelnasstrester grundsatzlich zur
Herstellung von Obstbrénden eignen. Durch die geschickte Kombination zellwandabbauender
Enyzme mit entsprechenden komplementaren Wirkungsmechanismen und effektiven physika-
lischen Aufschlussverfahren konnten erfolgversprechende Ergebnisse hinsichtlich der Freiset-
zung zusatzlich vergarbarer Zucker, deren Umwandlung zu Ethanol und der dadurch erzielten
hoheren Alkoholausbeute verzeichnet werden. Kritisch zu bewerten sind die erwartungsge-
maf hohen Methanolgehalte der erzeugten Destillate. Umfangreichere Untersuchungen ins-
besondere unter Einbeziehung der Technologie zur Saftgewinnung kdnnten zu weiteren Fort-
schritten hinsichtlich der untersuchten Thematik fihren. Ein weiterer Ansatz fir weiterfihrende
Forschungsarbeiten kénnte die nahere Charakterisierung der Rickstdnde des entwickelten
Verfahrens sein, insbesondere des spezifischen Gehalts an bioaktiven Stoffen sowie deren
genaue Zusammensetzung und die Ermittlung physiko-chemischer und ernah-
rungsphysiologischer Parameter.

Im Rahmen eines mdglichen Scale-ups der Prozessfilhrung auf die groftechnische Ver-
suchsanlage bzw. die Produktionsanalge missten Losungsmoglichkeiten fir effeziente Zer-
kleinerungsoperationen in Kombinationen mit geeigneten enzymatischen Aufschlussvarianten
erabeitet werden, um eine stufenweise Reduzierung der Partikelgrof3e bei gleichzeitiger Ab-
senkung der Prozessviskositat zu erreichen und somit die Basis fir ein praktikables und 6ko-
nomisches Gesamtverfahren zu schaffen.
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12 ANHANG

12.1 Proteingehalte in kommerziellen Enzympraparaten

Methodik
,Biuret-Methode* [273]

- Spektralphotometrisch bei 330 nm

- Eichgerade mittels Rinderserumalbumin (0,1 bis 2 mg/mL)

- Enzymlésungen entsprechend verdinnen

- 1 mL verdiinnte Enzyml6sung mit 1 mL 20%iger Trichloressigséure versetzen

- Nach 5 min bei 15000 g fiir 5 min zentrifugieren und Uberstand vorsichtig abdekantieren

- Sediment mit 1 mL 6%iger Trcihloressigsaure waschen, nochmals zentrifugieren und de-
kantieren

- Sediment mit 5 mL Biuret-Reagenz versetzen und ldsen lassen (90 min)

- Extinktion bei 330 nm gegen Blindwert messen und Proteingehalt miitels Eichgerade be-
stimmen
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Abb. 65: Proteingehalte von Enzymldsungen (n = 4)

Die Untersuchung der Proteingehalte in den Enzymldsungen ergab, dass in den cellulolyti-
schen Enzympraparaten deutlich grofiere Mengen an Protein enthalten waren, als in den pek-
tinolytischen Praparaten. Insbesondere CFD wies signifikant hohere Gehalte an Protein als
die anderen Cellulasen auf (Abb. 64). Daraus lieRen sich auch die hoheren Enzymaktivitaten
von CFD gegeniber den Cellulose-Modellsubstraten erklaren. Nach Auskunft der Enzymher-
steller werden bei den Proteingehaltsbestimmungen auch Nicht-Enzym-Proteine miterfasst.
Aus diesem Grund erschien es sinnvoll, die freigesetzten Zucker auf den Gehalt an Enzyml6-
sung in mL und nicht auf den Proteingehalt in g zu beziehen.
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12.2 Vergleich der Glucosegehalte ermittelt Giber enzymatische TFA-
Hydrolyse und zweistufige schwefelsaure Hydrolyse

Methodik
»2-stufige schwefelsaure Hydrolyse (Saeman-Hydrolyse)“[85, 163]

- 0,25 g trockenes Material in 10 mL 72%iger H,SO, bei Raumtemperatur 2 h rihren

- Mit 101,3 mL dest. Wasser verdiinnen und 2 h am Riuickfluss kochen

- Neutralisieren mit 32%iger NaOH

- In 250mL-MafRkolben Uberfiihren, mit dest. Wasser auffiillen und Uber Faltenfilter filtrieren
- Filtrat zur Glucosebestimmung mittels Enzymtestkit (r-biopharm) einsetzen

Tab. 26: Glucosegehalte nach enzymatischer TFA-Hydrolyse und
zweistufiger schwefelsaurer Hydrolyse

Glucose [mg/g TS]
Enzym + TFA* 2-stufig H,SO4**

Apfeltresterfasern 24,3 (1,92) 25,4 (0,15)

Entpektinisierte Apfeltresterfasern 27,4 (1,42) 27,6 (0,21)

- *bestimmt nach kombinierter enzymatischer TFA-Hydrolyse (siehe Kap. 4.2.8.3)
- **pestimmt nach Saeman-Hydrolyse (siehe oben)
- Mittelwertabweichung in Klammern (n = 4)

Zur Absicherung der Ergebnisse der Uber die gaschromatographische Bestimmungsmethode
ermittelten Glucosegehalte nach enzymatisch-saurer TFA-Hydrolyse wurden die Apfeltrester-
faser-Materialien einer zweistufigen, schwefelsauren Hydrolyse nach Saeman unterzogen. Die
Glucosegehalte in den aufgearbeiteten Extraktionlosungen wurden mittels Enzymtestkit be-
stimmt. Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den Glucosegehalten zwischen
beiden Bestimmungsmethoden (Tab. 26).
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12.3 Erganzungen zum enzymatisch-physikalischen Aufschluss von
Apfelnasstrestern

12.3.1 Nachweis der Saccharose-Inversion wahrend der Aufarbeitung der enzy-
mierten Apfeltrester

Apfel enthalten als I6sliche Zucker Glucose, Fructose und Saccharose, wobei die Gehalte an
Saccharose und Glucose in der Regel geringer sind als die von Fructose [44]. Saccharose ist
nur im neutralen bzw. alkalischen pH-Bereich stabil und invertiert schon unter schwach sauren
Bedingungen teilweise zu Glucose und Fructose [259]. Da die Enzymierungsversuche im sau-
ren pH-Bereich (pH 3,3) durchgefihrt wurden, war anzunehmen, dass die Saccharose im
Trester unter den jeweiligen Bedingungen mehr oder weniger stark invertiert. Da nicht auszu-
schlieRen war, dass auch die verwendeten Enzympréparate Invertase-Nebenaktivitaten besit-
zen, hatte eine Schwierigkeit bei der Bestimmung von Enzymaktivitédten darin bestehen kon-
nen, dass etwaige Glucosezunahmen nicht allein auf die Wirkung zellwandabbauender
Enzyme sondern auch zu einem gewissen Teil auf Invertase-Aktivitaten und den Saureabbau
der Saccharose zuriickzufiihren gewesen waren.
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Abb. 66: Invertzuckergehalte von Apfeltrester vor und nach Enzyminaktivierung
(n=4)

Da alle enzymierten Tresterproben vor der Zuckerbestimmung zur Enzyminaktivierung fur
10 min bei 90 °C erhitzt wurden, musste nachgewiesen werden, dass durch diese Behandlung
samtliche Saccharose zu Glucose und Fructose invertiert. Im Rahmen dieser Versuchsreihe
wurden daher zwei Tresterproben bei pH 3,3 einmal mit und einmal ohne Hitzeinaktivierung
auf den Gehalt an reduzierenden Zuckern untersucht und beide anschliel3end jeweils nach
saure-katalysierter Inversion nach Luff-Schoorl. Abb. 66 zeigt die Ergebnisse der Bestim-
mung. Es wird deutlich, dass Saccharose bei pH 3,3 schon durch die 10-minltige Hitzebe-
handlung vollstandig zu Glucose und Fructose invertiert, da sich die Zuckergehalte nach der
Inversion nicht signifikant von denen nach der Hitzebehandlung unterscheiden. Damit war es
zulassig, jeden Glucoseanstieg nach der Inkubation auf die Wirkung der jeweils verwendeten
Enzyme zurtickzufihren.
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12.3.2 HPLC-Chromatogramme - Zuckerstandards

Abb. 67 zeigt ein HPLC-Chromatogramm der fur die Zuckerquantifizierung eingesetzten Zu-
ckerstandards. Unter den angegebenen HPLC-Bedingungen (Kap. 4.2.4.5) war eine Tren-
nung von Galactose, Mannose und Xylose nicht mdglich. Cellotetraose und Cellotriose konn-
ten in den aufgeschlossenen Apfeltrestern zu keinem Zeitpunkt der Enyzmierung detektiert
werden (Kap. 6.2.1).

Gal, Man, Xyt 21.72

[
B i | W 2398 ’J\

Abb. 67: HPLC-Chromatogramm der Zuckerstandards

Bei der Untersuchung der Zuckerfreisetzung aus den Apfelnasstrestern bestand ein weiteres
Problem in der Uberlappung des Fructose-Peaks mit den Peaks fiir Galactose, Mannose und
Rhamnose (Abb. 68). Daher konnten die entsprechenden Zuckergehalte mittels HPLC nur
summarsich angegeben werden (Abb. 69). Die weiteren untersuchten Zucker Glucose, Arabi-
nose, Galacturonsaure und Cellobiose konnten problemlos detektiert werden.
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Abb. 68: HPLC-Chromatogramm der Zuckerstandards und Peak-
Uberlappung durch Fructose
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12.3.3 Zuckerfreisetzung aus Apfelnasstrestern

In den nachfolgenden Diagrammen sind die freigesetzten Mengen verschiedener Zucker
(summarisch) in Abh&ngigkeit der Zeit und der Enzymkombination (Abb. 69) und in Abh&ngig-
keit der physikalischen Vorbehandlung (Standard vs. Hochdruck) (Abb. 70) sowie die freige-
setzten reduzierenden Zucker nach Grob- und Feinaufschluss in Abhangigkeit der Enzymkon-
zentration (Abb. 71) dargestellt. Da die jeweiligen Versuchsergebnisse in den Kapiteln 6.2.2
und 6.3.2 im ausfuhrlichen Zusammenhang diskutiert werden, wird hier auf eine nahere Erlau-

terung verzichtet.
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Abb. 69: Freisetzung (summiert) verschiedener Zucker in Abhéngigkeit der Zeit
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Abb. 70: Freisetzung verschiedener Zucker aus Apfeltrester nach Standard-
Aufschluss und nach 12 Durchlaufen im Hochdruckhomogenisator
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Abb. 71: Freisetzung reduzierender Zucker nach Grob- und Feinaufschluss von
Apfeltrester in Abhéngigkeit der Enzymkonzentration (PEC/CFD/NZ)
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12.4 Zerkleinerungsversuche mit Apfeltrester

12.4.1 Mikroskopische Aufnahmen hochdruckhomogenisierter Apfeltrester

£

Abb. 72: Mikroskop-Aufnahme — Apfeltrester nach 4
Durchlaufen im Hochdruckhomogenisator
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Abb. 73: Mikroskop-Aufnahme - Apfeltrester nach 8
Durchlaufen im Hochdruckhomogenisator
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Abb. 74: Mikroskop-Aufnahme — Apfeltrester nach 12
Durchlaufen im Hochdruckhomogenisator
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12.4.2 REM-Aufnahmen zerkleinerter Apfeltrester

Abb. 75: REM-Aufnahme — Apfeltrester nach Stan-  Abb. 76: REM-Aufnahme — Apfeltrester nach Ultra-
dardaufschluss schallbehandlung

Abb. 77 REM-Aufnahme — Apfeltrester nach Au- Abb. 78 REM-Aufnahme — Apfeltrester nach Hoch-
toklavenbehandlung druckhomogenisieren (12 D)
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12.4.3 Relative PartikelpartikelgrofRenhaufigkeiten nach physikalischem Vorauf-
schluss
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Abb. 79: PartikelgroRenhaufigkeiten (einzeln) nach Aufschlussvarianten*
*Standard, US, AK: ,behandeltes Partikelspektrum® — abgesiebte Fraktion > 1 mm

Tab. 27: PartikelgréRenklassen-Haufigkeiten (einzeln und summiert) nach Aufschlussvarianten
(Basisdaten)

Partikelgroftenklasse Klassenhau ligkeit
[um] %]
Standard us AK HOM 4D HOM 8D HOM 12D
enzdn summiert einzeln summiert einzeln summiert einzedn summiert einzeln summiert einzeln summiert
1,41 0051 0057 0059 0057 0073 0073 0124 0124 0,145 0,05 0,153 0057
1,75 0041 0092 0048 0107 0069 0,142 0106 0229 0,124 0269 0,130 0283
217 0035 0,127 0044 0151 0071 0213 0098 037 0,114 0383 0,121 0403
2,70 0038 0,65 0050 021 008 0298 0109 0436 0,127 0510 0,135 0539
3,36 0049 0214 0068 0270 0,109 0407 0140 05/6 0,63 0673 0,176 0714
417 0066 0280 0093 0363 0,134 0541 0179 0755 0209 0882 0227 0941
518 0030 0370 0122 0484 0,57 0698 0222 0977 0259 1,14 0,282 1222
6,44 0,123 0493 0158 0643 0,179 0877 0269 1246 0316 145 0,347 1,569
8,00 0,169 0662 0204 0847 0202 1079 0322 1568 0386 1844 0,430 1,999
994 0219 0881 0259 1,105 0222 1302 0383 191 0474 2318 0542 2541
12,35 0266 1,147 0325 1430 0237 1538 0462 2413 0597 2915 073 324
15,35 0,311 1459 0410 1,840 0251 1,789 0590 3004 0802 3717 098 4212
19,08 03%5 1824 052 235 0272 2061 0815 3819 1,162 480 148 5630
23,70 0434 2258 0656 3021 0301 2362 1,172 4991 1,733 6612 2109 7739
29,46 0516 2773 0786 3807 0338 2700 1664 6655 2512 9,124 3,030 10,769
36,60 0613 3387 0910 4717 0385 3,085 2252 8907 3425 12550 4,083 14,852
45,48 0841 4228 1129 5847 0507 3,592 3311 12218 4978 117,527 5739 20,592
56,52 1,181 5409 1503 7350 0724 4315 5021 1723® 7343 24871 8,139 28,730
70,23 1,602 7011 2082 9432 1,118 5433 7470 24710 10,392 35,263 11,006 39,736
87,7 2103 9,114 2872 12304 1690 7,123 10,184 34894 13,056 48,318 12996 52,732
10845 2582 11,695 3511 15815 2327 9450 11851 46,745 13478 61,796 12460 65191
134,76 3371 15066 4236 20051 3,162 12612 12088 58833 11,795 73,592 10301 75492
167 46 4020 19085 4983 25034 4327 16940 11,252 70086 9089 82680 7,715 83208
208,09 5582 24667 6349 31383 6,102 23041 10813 8089 7222 89902 6259 89467
25858 6328 30,995 7143 38526 7341 30,383 8423 89321 4909 94811 4,624 94,091
32131 6642 37637 7270 45796 7539 37922 4713 94034 2516 97,327 2717 96,807
39928 9119 46,756 9224 55019 10,269 48,191 2857 96891 1338 98,665 1,508 98405
496,15 12,357 59,113 11,073 66,093 13,324 61,515 15561 98442 0649 99315 0,799 99,204
616,53 14416 73,529 12,020 78,113 14378 75893 0,752 99,193 0287 99602 0350 99554
766,12 14368 87,897 11,785 89898 13436 89329 0392 99585 0,139 9741 0,163 99,717
952.00 12043 99940 10,034 99932 10,583 99922 0275 99861 0095 99836 0,111 99828
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12.5 pH-Werte wéhrend der Vergarung von Apfeltrester

Die pH-Wert-Verlaufe der verschiedenen Vergarungsvarianten (Tab. 28) sind in Abb. 80 zu-
sammengefasst.

Tab. 28: Beschreibungen zu den aufgefihrten Vergarungsvarianten

Variante Beschreibung

Var. 8 Enzym-Mix Startzugabe

Var. 9 Enzym-Mix Gestaffelte Zugabe
Var. 10 Pektinase Startzugabe

Var. 11 Trester nativ

Var. 12 Rapid Set

Var. 13 Slow Set

Nach dem enzymatisch-mechanischen Voraufschluss sinkt der pH-Wert in Abhangigkeit der
Vergarungsvariante mehr oder weniger stark ab. Durch den Einsatz der Pektinase in hoher
Konzentration (Var. 10) ist der Endwert schon nach 2 h nahezu erreicht. Die sdurehydrolysier-
ten Trester (Var. 12 und 13) zeigen im Lauf der Verflissigung und Vergarung eine deutlich
starkere pH-Absenkung als die Referenzvariante ohne Sé&urehydrolyse (Var. 11), vermutlich
aufgrund der verstarkten Freisetzung von Galacturonsaure durch die verstarkte Wirkung pek-
tinolytischer Enzyme.

3,40 : :
. Hefezugabe ~Var. 8

3,30 it =\ar.9 [
& Var. 10

- 3,20 D seVar, 11 [
§ : -==Var. 12

:g_ 3,10 Var. 13 [

i

2,90 %

=

2,80 : : :
0 10 40 50 60
Zeit [h]

Abb. 80: pH-Wert-Verlaufe wahrend der Vergarung von nativen und
saurehydrolysierten Apfeltrestern
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12.6 Statistische Auswertungen (ANOVA)

In den nachfolgenden Kapiteln 12.6.1 und 12.6.2 wurden die ermitteln Messwerte der Enzym-
aktivitatsbestimmungen gegeniber Apfeltresterfasern und Apfelnasstrestern einer multifakto-
riellen Varianzanalyse unterzogen (Kap. 4.2.9.2). Fur die untersuchten Parameter (Variablen)
Aktivitat, reduzierende Zucker und Glucose wurden pro Variante (z. B. AF—ADP-Einzeln, Tab.
29) 4 Messwerte (n = 4) in die statstistische Auswertung einbezogen. Daraus ergab sich fur
den Versuchsplan ,Enzymaktivitaten gegenuber Apfeltresterfasern® pro Variable eine Ge-
samtanzahl an Messwerten von n = 96, flr den Versuchsplan ,Enzymaktivitdten gegeniber
Apfelnasstrester — Standardaufschluss® pro Variable eine Messwertanzahl von n =144
(Kap. 12.6.2.1) und fur den Versuchsplan ,Enzymaktivititen gegenuber Apfelnasstrester —
Physikalische Vorbehandlung“ pro Variable eine Messwertanzahl von n = 72 (Kap. 12.6.2.2).

12.6.1 Statistik — Enzymaktivitaten gegenitber Apfeltresterfasern

Tab. 29: Versuchsplan — Enzymaktivitaten gegeniiber Apfeltresterfasern

Faktor Variable
Enzym P -
Faser (kombiniert mit CFD) Kombination (n =96)
Apfeltresterfasern (AF) ADP Einzeln Aktivitat
Entpektinisierte AFP Summe einzeln Glucose
Apfeltresterfasern (EAF)
SPL Kombiniert
PEC

Tab. 30: Signifikanzniveaus der Haupt- und Wechselwirkungseffekte — Enzymaktivitaten
gegeniber Apfeltresterfasern

Aktivitat Glucose

Haupteffekte

Faser ++ +H+
Enzym +++ +++
Kombination +++ +++
Wechselwirkungseffekte

Faser-Enzym +++ 4+
Faser-Kombination +++ +++
Enzym-Kombination +++ +++
Faser-Enzym-Kombination +++ +++

- keine Signifikanz, +Signifikanz 95 %, ++ Signifikanz 99 %,
+++ Signifikanz 99,9 %
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Abb. 81: Mittelwertdiagramm — Einfluss der Faser- Abb. 82: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs-
art auf die Aktivitat (n = 96) einfluss der Faserart und Enzymkombina-
tion auf die Aktivitat (n = 96)
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Abb. 83: Mittelwertdiagramm — Einfluss der En- Abb. 84: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs-
zympraparate auf die Aktivitat (n = 96) einfluss der Faserart und Enzympréapara-
te auf die Aktivitat (n = 96)
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Abb. 85: Mittelwertdiagramm — Einfluss der Enzym-  Abb. 86: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs-
kombination auf die Aktivitat (n = 96) einfluss der Enzympréaparates und der
Enzymkombination auf die Aktivitat
(n =96)
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Abb. 87: Mittelwertdiagramm — Einfluss der Faser-  Abb. 88: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs-
art auf den Glucosegehalt (n = 96) einfluss der Faserart und Enzymkombina-
tion auf den Glucosegehalt (n = 96)
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Abb. 89: Mittelwertdiagramm — Einfluss der En- Abb. 90: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs-
zympraparate auf den Glucosegehalt einfluss der Faserart und Enzympréparate
(n =96) auf den Glucosegehalt (n = 96)
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Abb. 91: Mittelwertdiagramm — Einfluss der En- Abb. 92: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs-
zymkombination auf den Glucosegehalt einfluss der Enzympréparate und Enzym-
(n =96) kombination auf den Glucosegehalt
(n =96)
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12.6.2 Statistik — Enzymaktivitaten gegenltber Apfelnasstrester

12.6.2.1 Standardaufschluss

Tab. 31: Versuchsplan — Enzymaktivitaten gegenuber Apfelnasstrester (Standardaufschluss)

Faktor Variable
Enzym Kombination Zeit (n=144)
ADP Einzeln Oh Reduzierende Zucker
SPL Kombi | 4 h Glucose
AFP Kombi 11 24 h

PEC

Tab. 32: Signifikanzniveaus der Haupt- und Wechselwirkungseffekte — Enzymaktivitaten ge-

genuber Apfelnasstrester (Standard-Aufschluss)

Reduzierende

Zucker Glucose

Haupteffekte

Enzym +++ +++
Kombination +++ +++
Zeit +++ +++
Wechselwirkungseffekte

Enzym*Kombination +++ +++
Enzym*Zeit ++ +++
Kombination*Zeit +++ +++
Enzym*Kombination*Zeit - +++

- keine Signifikanz, +Signifikanz 95 %, ++ Signifikanz 99 %,
+4++ Signifikanz 99,9 %
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Abb. 95: Mittelwertdiagramm — Einfluss der En- Abb. 96: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs-
zymkombination auf den Gehalt an redu- einfluss des Enzyms und der Zeit auf den
zierenden Zuckern (n = 144) Gehalt an reduzierenden Zuckern
(n = 144)
510F 7 540 F 7
[ = 1 SRS 1—a.0h
— 470] ] & 00¢ Ve 1—bZ4n
2 : ] F 460} 1 c24h
o 4301 ] 2 = ]
S [ ] 2 4200 1
E 300} . ] E = 1
~ 7 ] N 380F ]
T 350 1 « = 1
[ 1 340 - .
[ 1 = & = ]
310k - ] 300 ]
aOh bd4h c 24h Einzeln Kombil Kombill

Abb. 97: Mittelwertdiagramm — Einfluss der Zeit auf Abb. 98: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs-

den Gehalt an reduzierenden Zuckern einfluss der Enzymkombination und Zeit
(n = 144) auf den Gehalt an reduzierenden Zuckern
(n = 144)
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Abb. 103: Mittelwertdiagramm — Einfluss der Zeit auf Abb. 104: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs-
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12.6.2.2  Physikalische Vorbehandlung

Tab. 33: Versuchsplan — Enzymaktivitdten gegentber Apfelnasstrester (Aufschluss)

Faktor Variable
Aufschluss Zeit (n=72)
Standard Oh Reduzierende Zucker
us 4 h Glucose
AK 24 h
HOM 4D
HOM 8D
HOM 12D

Tab. 34: Signifikanzniveaus der Haupt- und Wechselwirkungseffekte —

genuber Apfelnasstrester (Aufschluss)

Enzymaktivitaten ge-

Reduzierende

Zucker Glucose
Haupteffekte
Aufschluss +++ 4+
Zeit +++ 4+
Wechselwirkungseffekte
Aufschluss*Zeit +++ +++

- keine Signifikanz, +Signifikanz 95 %, ++ Signifikanz 99 %,
+++ Signifikanz 99,9 %
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Abb. 109: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs- Abb. 110: Mittelwertdiagramm — Wechselwirkungs-

einfluss des Aufschlusses und der Zeit einfluss des Aufschlusses und der Zeit
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