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KURZFASSUNG 

Apfeltrester fallen in großen Mengen als Reststoffe bei der industriellen Fruchtsaftproduktion 

an und können im Sinne einer rückstandsarmen Verarbeitung zur Wertstoffgewinnung einge-

setzt werden. Neben der Pektinherstellung können Apfeltrester u. a. für die Alkoholerzeugung 

genutzt werden. Im Gegensatz zur Produktion von technischem Alkohol werden bei der Trink-

alkoholherstellung jedoch höhere Anforderungen an die chemische Zusammensetzung und 

die sensorischen Eigenschaften der erzeugten Destillate gestellt. Apfeltrester besitzen eine 

Trockensubstanz von ca. 25 %, die sich zum größten Teil aus löslichen Restzuckern sowie 

unlöslichen Polysacchariden, darunter Cellulose, Hemicellulosen und Pektin, zusammensetzt. 

Die zusätzliche Nutzung von Glucose als Grundbaustein der Cellulose und potentiell vergär-

barer Zucker kann zu einer signifikanten Erhöhung der Alkoholausbeute führen, 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 für eine signifikante 

Alkoholausbeutesteigerung zu schaffen. Für den enzymatischen Aufschluss wurden kommer-

zielle, zellwandabbauende Enzympräparate, darunter Cellulasen, Cellobiasen und kombi-

nierte pektinolytische und hemicellulolytische Präparate, eingesetzt. Die Enzyme wurden an-

hand der Freisetzung reduzierender Zucker, Glucose, weiterer Neutralzuckerbausteine sowie 

Galacturonsäure hinsichtlich ihrer Haupt- und Nebenaktivitäten gegenüber Modellsubstraten, 

komplexen Apfeltresterfaserpräparaten und nativen sowie säurehydrolysierten Apfelnasstres-

tern charakterisiert. Die Freisetzung reduzierender Zucker und Glucose aus Apfeltresterfasern 

durch Cellulasen wurde durch die partielle Degradation des Pektin-Hemicellulose-Netzwerkes 

stark begünstigt. Durch die geeignete Kombination von Pektinase und Cellulase wurden hin-

sichtlich der Zuckerfreisetzung in Abhängigkeit der Faserart und des eingesetzten Pektina-

sepräparates überadditive Wechselwirkungseffekte erzielt. Aus nativen Apfelnasstrestern 

konnten mit Hilfe eines komplexen Enzym-Mixes aus Cellulase, Pektinase und Cellobiase 

nach mechanischem Standardaufschluss und 48-stündiger Enzymeinwirkung bis zu 90 % der 

gesamten im Material verfügbaren Glucose freigesetzt werden, was einem Hydrolysegrad 

(Freisetzung unlöslicher Glucose) von 79 % entsprach. Die Anwendung zusätzlicher physika-

lischer Vorbehandlungsmaßnahmen hatte einen signifikanten Einfluss auf die Freisetzung 

reduzierender Zucker und Glucose, was im Fall der Hochdruckhomogenisierung auf den zu-

sätzlichen Zerkeinerungseffekt (Partikelgrößenreduktion) und im Fall der Autoklavenbe-

handlung auf den veränderten physikalischen Zustand des Zellgewebes und der verbesserten 

Zugänglichkeit der Enzyme zu den Zellwandpolymeren zurückgeführt wurde. Die Erhöhung 

des Tresteranteils in den Versuchsansätzen führte zu einer verzögerten Viskositätsabnahme 

und - bezogen auf die Trockensubstanz - zu einer reduzierten Glucosefreisetzung. Durch die 

simultane Verflüssigung, Verzuckerung und Vergärung nativer Apfelnasstrester konnten nach 

mechanisch-enzymatischem Voraufschluss Alkoholausbeuten von über 81 % erzielt werden, 

was einem Hydrolysegrad von über 55 % entsprach. Die erzeugten Destillate wiesen typische 

Gärungsnebenproduktprofile auf, enthielten jedoch große Mengen an Methanol. Die Verwen-

dung säurehydrolysierter Trester führte zu einer weiteren Erhöhung der Hydrolysegrade. Die 

Methanolgehalte in den resultierenden Destillaten waren jedoch stark erhöht. 

In den vergorenen und abdestillierten Trestern reichern sich unterschiedliche Mengen an lös-

lichen und unlöslichen Ballaststoffen sowie Polyphenole an, die durch geeingnete Aufarbei-

tungsschritte als funktionelle Lebensmittelkomponenten genutzt werden könnten. 
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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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1 EINLEITUNG 

In Deutschland werden jährlich 400 bis 750 Mio. Liter Apfelsaft aus Äpfeln deutscher Herkunft 

hergestellt [1]. Dabei fallen zwischen 100.000 und 200.000 Tonnen Apfeltrester an. Die Pa-

lette an Verwertungsmöglichkeiten von Apfeltrestern als Reststoffe der obstverarbeitenden 

Industrie ist breit und erstreckt sich sowohl über den Food- als auch Non-Food-Bereich [2]. 

Seit Jahren werden Anstrengungen unternommen, diese Reststoffe im Sinne der Wertstoff-

gewinnung einer möglichst rückstandsarmen Weiterbehandlung zuzuführen. Je nach Ziel-

setzung werden dabei stoffliche und/oder energetische Verwertungsmöglichkeiten in Betracht 

gezogen, bei denen zahlreiche Einflussfaktoren, wie Transportmöglichkeiten und –kosten, 

Anfallzeitraum und Verwertungskapazität sowie Haltbarmachungsmöglichkeiten und der Anfall 

verbleibender Reststoffe und deren Entsorgung, berücksichtigt werden müssen. Traditionell 

werden Apfeltrester zur Kompostherstellung oder als Futtermittel in frischer, getrockneter oder 

silierter Form in der Tierernährung (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 Abhängigkeit von der angewandten Technologie zum 

großen Teil im Trester verbleibt und durch geeignete Extraktionsverfahren gewonnen wird [7-

10]. Weitere Extraktionsprozesse bieten die Möglichkeit neben Pektin phenolische Kompo-

nenten (u. a. Catechine, Quercetine, Chlorogensäure) als sekundäre Pflanzenstoffe mit ge-

sundheitsfördernder Wirkung aus den Trestern zu gewinnen oder diese als Quelle für Ballast-

stoffpräparate zu nutzen [11-13]. Im Sinne der Biokonversion können Apfeltrester auch für 

Fermentationsprozesse, wie z. B. der Erzeugung von Biogas oder Ethanol genutzt werden 

[14]. Innovative Verfahren zur Nutzung lignocellulosereicher Rohstoffe und Abfallbiomassen 

für die Herstellung von Bio-Ethanol sind heutzutage von immenser Bedeutung [15-17]. Für 

eine maximale Wertschöpfung (Alkoholausbeute) werden dabei für den Biomasse-Aufschluss 

physikalische (Hitze, Druck), chemische (Säuren, Laugen) und enzymatische Verfahrensope-

rationen (polysaccharidabbauende Enzyme) miteinander kombiniert [18, 19]. Prinzipiell bieten 

sich solche Verfahren auch für den Aufschluss von Apfeltrestern an, müssen sich jedoch stark 

an der zu erzielenden Produktqualität orientieren (Bio-Ethanol oder Trinkalkohol). Die Nutzung 

zellwandabbauender Enzyme für die Verflüssigung und Verzuckerung von Maischen ist seit 

Jahrzehnten Stand der Technik in der obst- und gemüseverarbeitenden Industrie [20, 21]. 

Zum Einsatz kommen kommerzielle, meist flüssige Enzympräparate mikrobieller Herkunft. 

Diese Präparate enthalten je nach Verwendungszweck (Maischeenzymierung, Klärung, Maze-

ration, Totalverflüssigung) die entsprechenden Aktivitäten für den Pektin- (Pektinasen), Hemi-

cellulose- (Hemicellulasen) und Celluloseabbau (Cellulasen) [22, 23]. Ein vollständiger Zell-

wandabbau kann idealerweise nur durch den gleichzeitigen Einsatz aller Teilaktivitäten unter 

der Ausnutzung überadditiver Wechselwirkungseffekte (Synergismus) gelingen und führt zum 

höchstmöglichen Maß an Verzuckerung, d. h. der Freisetzung von monomeren Zucker-

bausteinen aus Polysacchariden. In Abhängigkeit von Sorte, Herkunft und Reifegrad der ver-

arbeiteten Äpfel und der Saftherstellungstechnologie enthalten Apfeltrester neben löslichen 

Restzuckern, Pektin und Hemicellulosen Cellulose als weitere Hauptkomponente der Apfel-

trestertrockensubstanz. Die Nutzung der Cellulose als zusätzlichen „Glucoselieferanten“ kann 

somit zur zusätzlichen Freisetzung an vergärbaren Zuckern führen und zur Erhöhung der Al-

koholausbeuten dienen. Dadurch würde eine weitere sinnvolle Verwertungsmöglichkeit von 

Apfeltrestern im Sinne der rückstandsarmen Verarbeitung industrieller Abfallbiomassen ge-

schaffen werden. 
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2 AUFGABEN- UND ZIELSTELLUNG 

Verfahren zum Aufschluss cellulosehaltiger Abfallbiomassen (Getreidestroh, Bagasse) für die 

Herstellung von Bio-Ethanol basieren in den meisten Fällen auf der Anwendung drastischer 

Milieubedingungen mit hohen Temperaturen (  > 120 °C), erhöhten Drücken (  = 3 – 24 bar), 

gekoppelt mit Säurebehandlungen (z. B. H2SO4) gefolgt von der Neutralisation mit Laugen 

(z. B. NaOH) und einer simultanen Verzuckerung und Vergärung der vorbehandelten Biomas-

se [19, 24, 25]. Die Anwendung von Cellulasen und Pektinasen zur Apfeltresterverflüssigung 

ist bislang hinsichtlich der Charakterisierung der gewonnen Extraktionssäfte und der ernäh-

rungsphysiologischen Wirkung der freigesetzten Ballaststoffe untersucht worden [26-28]. Un-

tersuchungen zur simultanen Verzuckerung und Vergärung von Apfeltrestern in Abhängigkeit 

verschiedener Milieubedingungen sind in der 1990er Jahren von indischen Arbeitsgruppen 

durchgeführt worden [14, 29, 30]. Arbeiten, die den Aufschluss und die Vergärung von Apfel-

nasstrestern zu Alkohol unter Einsatz von Enzymen in Kombination mit mechanischen Verfah-

ren näher beleuchtet haben, sind jedoch nicht bekannt. 

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen eines Forschungs- und Entwicklungsprojektes, 

welches zum Ziel hatte, eine Applikationstechnologie für die Erzeugung von Trinkalkohol aus 

Apfelnasstrestern (Apfeltresterbrand) zu entwickeln, mit dem es möglich ist, die Ausbeute an 

Trinkalkohol signifikant zu erhöhen. Dabei sollte eine Prozessführung für den vollständigen 

und produktschonenden Aufschluss der Trester auf Basis der optimierten Kombination von 

verschiedenen Enzymaktivitäten (cellulolytische, hemicellulolytische, pektinolytische) und 

physikalischen Aufschlussverfahren entwickelt werden. Neben der Ausbeuteerhöhung lag der 

Schwerpunkt auf der Entwicklung von qualitativ hochwertigen Bränden 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 Verflüssigung, 

Verzuckerung und Vergärung von Apfeltrestern unter Anwendung zellwandabbauender En-

zyme in Kombination mit geeigneten mechanischen Prozessschritten zur maximalen Freiset-

zung vergärbarer Zucker und zur Erhöhung der Alkoholausbeute im Labormaßstab. Ausge-

wählte kommerzielle Enzympräparate für die Obstverarbeitung wurden anhand ihrer 

Aktivitäten gegenüber 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 zusätzlicher mechanischer und thermischer Vorbehandlungen wurde 

anhand der Freisetzung vergärbarer Zucker (Glucose) aus den Trestern ermittelt und die Kor-

relation zur erzielten Partikelgröße überprüft. Zur Optimierung des Verfahrens wurde versucht, 

die Substratverdünnung durch die mehrstufige Kombination von enzymatischem und mecha-

nischem Aufschluss schrittweise zu minimieren, um somit den Ausgangsgehalt vergärbarer 

Zucker im Ansatz zu erhöhen. In Vergärungsversuchen wurden die Alkoholausbeute und der 

Hydrolysegrad unterschiedlicher Ansatzvarianten unter Anwendung verschiedender Enzym-

kombinationen und Milieubedingungen ermittelt und die Destillatqualität anhand der Gärungs-

nebenproduktprofile und des Methanolgehaltes bestimmt. Als Ausgangsmaterialien dienten 

native und säurehydrolysierte Apfeltrester. Abschließend wurde der Gehalt an Gesamtpoly-

phenolen sowie löslichen und unlöslichen Ballaststoffen in den Trestern an verschiedenen 

Verfahrensstufen ermittelt und Möglichkeiten zur Gewinnung dieser Stoffe aus den abdestil-

lierten Rückständen des Gesamtverfahrens (Brennereischlempen) überprüft. Im Vordergrund 

der durchgeführten Arbeiten stand somit die Ermittlung von Ausbeutebilanzen. Ökonomische 

Abschätzungen zur erarbeiteten Applikationtechnolgie wurden für die großtechnische Ver-

suchsanlage durchgeführt, zählten jedoch nicht zur Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit. 
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3 THEORETISCHE ASPEKTE 

3.1 Apfeltrester 

3.1.1 Apfeltrester als Reststoff der Fruchtsaftgewinnung 

Apfeltrester sind die mehr oder weniger festen Rückstände (Presskuchen) nach dem Ab-

pressen des Saftes bei der Apfelsaftherstellung [2]. Sie bestehen zum größten Teil aus den 

Schalenbestandteilen und dem entsafteten Fruchtfleisch sowie Kernen und Stielen. Abb. 1 

zeigt ein vereinfachtes Verfahrensschema zur Fruchtsaftherstellung aus Kernobst [31]. 

 

Äpfel     

     

Waschen, Sortieren     

     

Zerkleinern     

    

 

Maischebehandlung  Enzyme  

    

Entsaften (Pressen)  Trester  

    

Schönung, Filtration    

 

  

 

Kurzzeiterhitzung 

 

Abfüllung 

     

Pasteurisation     

     

Saft     

     

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

 

Die erntefrischen oder gelagerten Äpfel werden zunächst sortiert und gewaschen und an-

schließend durch mechanische Obstmühlen, z. B. Rätz- oder Hammermühlen, zerkleinert [31]. 

Die Zerkleinerung des Mahlgutes in Hammermühlen erfolgt zum größten Teil durch die 

Schlagwirkung beweglicher Stahlhämmer, 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 äußeren Umfang der Maschine passt. 

Insbesondere bei der Herstellung von Säften aus Lageräpfeln wird die Fruchtmaische häufig 

einer Enzymbehandlung mit pektinolytischen Enzymen unterzogen, da während der Lagerung 

der Äpfel zunehmend unlösliches Protopektin in lösliches Pektin umgewandelt wird, was zu 

einer Erhöhung der Maischeviskosität führt und die Drainage des Saftes erschwert [32]. Durch 

den Einsatz kommerzieller, pektinolytischer Enzympräparate, die darüber hinaus häufig noch 

Begleitaktivitäten zum Hemicelluloseabbau aufweisen [23], kann die Presskapazität verbes-

sert und damit die Saftausbeute wesentlich erhöht 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 
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Apfeltrester als Rückstände der Verarbeitung an. Die weiteren Stufen zur Saftaufbereitung 

(Schönung, Klärung, Konzentrierung, Pasteurisation) hängen von der Zielqualität der herzus-

tellenden Säfte (Frischsaft, Direktsaft, Saft aus Konzentrat) ab [31]. 

In Abhängigkeit des Zustandes der Rohware (Sorte, Herkunft, Reifegrad, Lagerung), der Ef-

fektivität des Herstellungsprozesses, der eingesetzten Pressen, sowie dem Temperatur- und 

Zeitregime und der Maischebehandlung mit verflüssigenden 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 Äpfeln durchschnittlich 20 - 25 kg Trester mit einer 

Trockensubstanz von ca. 20 - 30 % anfallen [36, 37]. 

 

3.1.2 Zusammensetzung 

Kennedy et al. veröffentlichten 1999 eine umfassende Zusammenstellung von Literaturdaten 

zur Verwertung, Zusammensetzung und Untersuchung von Apfeltrestern [2]. In Abb. 2 sind 

die wesentlichen Massenströme ausgehend von der Apfelernte bis zum Apfelnasstrester skiz-

ziert. 

 

      

  
Apfelernte 

 
 

 
Direkte Verwertung 
 

  
 

   

  Saftherstellung   Apfelsaft 

  
 

   

  
Apfelnasstrester 

 
   

      
Fruchtfleisch/ 

Schalen 
 Kerne  Stiele  

(22,7 %)  (1,0 %)  (0,3 %)  

      

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

 

Mit ca. 70 % geht der größte Teil der Apfelernte der direkten Verwertung als Frischware zu. 

Für die Saftherstellung werden etwa 30 % genutzt. Bezogen auf die gesamte Feuchtsubstanz 

bestehen die Apfelnasstrester zu über 90 % aus Fruchtfleisch und Schalenteilen. 

Die Literaturdaten für die Zusammensetzung der Apfeltrestertrockensubstanz schwanken in 

weiten Bereichen. Neben der Abhängigkeit von Sorte, Herkunft und Reifegrad der Äpfel und 

den Extraktionsbedingungen bei der Verarbeitung hängen die angegebenen Werte jedoch 

auch stark von der verwendeten Untersuchungsmethode zur Bestimmung der jeweiligen In-

haltsstoffe ab. Zudem sind die Bezugsgrößen der untersuchten Inhaltsstoffe teilweise nicht 

(70 %) 

(30 %) 

(76 %) 

(24 %) 

(100 %) 

(100 %) 
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eindeutig deklariert, so dass häufig 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 größten Fraktionen in der Apfel-

trestertrockensubstanz in etwa wie folgt verteilen (Tab. 1) [37]. 

 

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

 Saccharose 5,5 %  

Zucker Glucose 10 % 35 – 40 % 
 Fructose 20 - 25 % (summiert) 

    

 Stärke 2 - 15 %  
 Cellulose 12 - 16 %  
Polysaccharide Hemicellulosen 4 - 5 % 45 – 50 % 
 Pektin 10 - 13 % (summiert) 

 (Lignin 8 - 10 %)  
    

Proteine  4,5 %  
Fette, Wachse  6 - 7 % 10 – 15 % 
Asche  2,5 % (summiert) 

 

Die Polysaccharide machen dabei den größten Anteil mit durchschnittlich 50 - 55 % aus, wo-

bei bei dieser Aufstellung Lignin als Polysaccharid mit aufgeführt 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) verknüpft ist und die Zellwandstruktur und -stabilität mit beeinflusst (siehe Kap. 3.2.1) 

[38]. Brett et al. geben an, dass die phenolischen Verbindungen unter den wichtigsten Kompo-

nenten der pflanzlichen Zellwände von Früchten und Gemüse mit nur 5 % den geringsten An-

teil ausmachen. Das würde bedeuten, dass der Lignin-Anteil in Apfeltrestern bei ca. 1 % TS 

liegen müsste. Tatsächlich findet man in den Literaturangaben häufig jedoch weitaus höhere 

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 Möglichkeit 

für derartig hohe Werte kann jedoch auch methodenabhängig sein, da Lignin häufig gravi-

metrisch nach mehrstufigen Säurebehandlungen bestimmt wird [40]. Möglicherweise werden 

dabei auch andere schwer hydrolysierbare Zellwandbestandteile miterfasst. 

Die Pektingehalte von Apfeltrestern liegen in den meisten Fällen 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 für Apfelnasstrester mit einer Tro-

ckensubstanz von 20 - 30 % Pektingehalte von 1,5 - 2,5 % 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 zweitgrößte Fraktion 

in der Trestertrockensubstanz. Der Gesamtgehalt an löslichen Restzuckern hängt maßgeblich 

von der Effektivität der Saftextraktion und der damit im Trester verbleibenden Menge an Rest-

saft ab. Fructose macht dabei mit 20 - 25 % generell den größten Anteil aus und ist ca. zwei-

bis dreimal mehr enthalten als Saccharose bzw. Glucose. Dies entspricht im Wesentlichen 

dem Zuckerverhältnis in frischen Äpfeln [43]. 
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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 unlöslich 55,5 * * 36,5 
 löslich 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 * 4,1 3,1 
Asche  1,7 1,5 1,9 0,6 
*nicht bestimmt, **Gesamtzucker 

 

In vielen Fällen werden als weitere Kennwerte für Obst- und Gemüseprodukte, so auch für 

Apfeltrester, die Gehalte an Ballaststoffen angegeben [44]. Dabei handelt es sich vor allem 

um lösliche und unlösliche Nicht-Stärke-Polysaccharide (Cellulose, Hemicellulose, Pektin) 

sowie resistente Stärke und Lignin [45-47]. Neben Vitaminen, Antioxidantien und Mineral-

stoffen zählen die Ballaststoffe zu den sogenannten „health ingredients“ in funktionellen Le-

bensmitteln, denen man einen zusätzlichen Nutzen zuschreibt und die hinsichtlich der Vor-

beugung von Krankheiten einen medizinischen oder gesundheitlichen Zweck erfüllen können 

[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 Maße 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 großem Interesse [54]. Nähere 

Erläuterungen zur Gewinnung von Polyphenolen aus Trestern sind in Kap. 3.1.3.3 aufgeführt. 

 

3.1.3 Verwertungsmöglichkeiten 

Bei der Fruchtsaftproduktion fallen jährlich große Mengen an Apfelnasstrestern an [1]. Da die 

Trester bei Raumtemperatur innerhalb weniger Stunden mikrobiellen Veränderungen unterlie-

gen, stellt deren Entsorgung bzw. Weiterverwertung ein generelles Problem dar. Nach Cohn 

et al. kommen als grundsätzliche Lösungsansätze die Verfütterung der Trester an Tiere, die 

Silierung von Nasstrestern, sowie die Trocknung der Trester für die Pektinproduktion oder die 

Tierverfütterung in Frage [36]. Die Nutzung als Tierfutter ist wohl das älteste Verwertungskon-

zept für 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 für Wiederkäuer als für Schweine. Die 

Kompostierung von Nasstrester ist aufgrund der hohen Wassergehalte nicht ohne weitere 
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Aufarbeitung möglich [37]. Die wesentlichen Verwertungsmöglichkeiten 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 gemüse-

verarbeitenden Industrie jedoch eindeutig in Richtung der Gewinnung von Wertstoffen durch 

geeignete Extraktionsverfahren. In diesem Zusammenhang veröffentlichte Endreß 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, 

Apfelkernölen oder Polyphenolen als wertgebende Inhaltsstoffe für den Einsatz in Lebens-

mitteln ist zwar von großem Interesse. Diese Stoffe kommen jedoch in den Trestern in nur 

geringen Mengen vor, so dass nach deren Extraktion immer noch verhältnismäßig große 

Restmengen verbleiben [2]. Die fortlaufenden Anstrengungen in Forschung und Entwicklung 

machen deutlich, dass die ideale Nutzung bzw. Verwertung von Apfeltrestern noch gefunden 

werden muss. 

 

3.1.3.1 Pektin 

Pektin ist aus industrieller Sicht wohl der bedeutendste Inhaltsstoff in Apfeltrestern. Pektine 

zählen neben der Cellulose und den Hemicellulosen zu den wichtigsten Polysacchariden in 

pflanzlichen Zellwänden (Kap. 3.2.1) [38, 57, 58]. Sie werden im wässrigen Milieu unter sau-

ren Bedingungen (pH 1 - 3, meist Salpetersäure) und erhöhten Temperaturen (50 - 90 °C) aus 

den Trestern extrahiert und anschließend aus den Filtraten mit hochprozentigem Alkohol (Iso-

Propanol) gefällt. Nach mehreren Waschschritten wird das Pektin schonend getrocknet, ge-

mahlen und standardisiert [7, 9, 10]. Für die industrielle Herstellung von Pektin werden aus-

schließlich getrocknete Trester verwendet. Die Extraktionsbedingungen richten sich im We-

sentlichen nach der Zielqualität der herzustellenden Pektine [59-61]. Durch geeignete 

chemische Verfahren lassen sich Pektine mit unterschiedlichen Veresterungsgraden, Gelier-

eigenschaften und Viskositätsbereichen herstellen [62-67]. Für 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 

-Eliminierungsvorgängen insbesondere bei erhöhten Temperaturen zu groß sind [9, 68-71]. 

Große Unternehmen verknüpfen die Pektinherstellung heutzutage mit der stufenweisen Ex-

traktion weiterer Lebensmittelinhaltsstoffe, wie Zucker, Aroma- und Farbstoffen für die Herstel-

lung von Süßungsmitteln, Aromakonzentraten oder Apfelethanol [56]. Als feste Reststoffe fal-

len hierbei noch die entpektinisierten Trester an, die der Tierfütterung zugeführt werden. 
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3.1.3.2 Zellwandmaterialien, Ballaststoffpräparate 

Eine weitere Möglichkeit, die Rückstände der Apfelverarbeitung einer sinnvollen Verwertung 

zuzuführen, ist die Herstellung faserreicher Ballaststoffpräparate, die in der Literatur häufig als 

Zellwandmaterialien bezeichnet werden und eine Form der alkoholunlöslichen Substanz dar-

stellen [72-74]. Dabei werden die physiko-chemischen Eigenschaften in starkem Maße von 

den wesentlichen Aufarbeitungsschritten (physikalische, chemische, enzymatische Vorbe-

handlungen) beeinflusst [75, 76]. Durch gezielte Extraktionsverfahren lassen sich Präparate 

erzeugen, die nach Rehydratisierung ein hohes Wasserbindevermögen und viskoelastische 

Eigenschaften aufweisen [77-79] und sie für die Verwendung als Quell- und Dickungsmittel in 

Lebensmitteln interessant machen. Zahlreiche Untersuchungen in den 1990er Jahren haben 

jedoch gezeigt, dass sich Apfeltrester für die Herstellung solcher Präparate schlechter eignen 

als frische Äpfel [80, 81], da die Hohlraumstruktur der Zellen durch vorangegangene mecha-

nische und enzymatische Einflüsse nur noch teilweise erhalten bleibt. Tab. 4 zeigt die Zu-

sammensetzung verschiedener Faserpräparate aus Äpfeln und Apfeltrester. 

 

Tab. 4: Zusammensetzung von Fasern aus Äpfeln und Apfeltresterfasern 

g/100 g TS 

Apfelfasern 
(Parenchym) a 

Fasern aus 
Apfeltrester b 

Fasern aus 
Apfeltrester c 

Fasern aus 
entpektinisierten 
Apfeltrestern b 

Rhamnose 1,6 1,0 0,3 - 1,5 0,7 
Fucose 1,1 0,5 0,6 - 1,2 0,5 
Arabinose 7,4 8,0 5,1 - 14,3 1,5 
Xylose 7,4 5,5 5,8 - 6,6 7,0 
Mannose 2,0 1,8 1,0 - 3,4 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 1,5 - 2,0 2,7 
a-[Massiot et al. 1997], b-[Renard et al. 1991], c-[Grohmann et al. 1994] 

 

Die Zusammensetzung solcher Zellwandmaterialien aus Früchten und Gemüse 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 Fällen auf der kombinierten, sauren-

enzymatischen Hydrolyse der Zellwände mit anschließender Derivatisierung und Quantifizie-

rung der Zuckerbausteine mittels gaschromatographischer Methoden [84-87]. 

 

3.1.3.3 Polyphenole 

Polyphenole sind wichtige sekundäre Pflanzenstoffe in Äpfeln [88]. Die wichtigsten pheno-

lischen Verbindungen in Äpfeln sind Quercetine, Catechine, Phloridzin und Chlorogensäure, 

die starke antioxidative Wirkung besitzen [89-91] und daher häufig im Zusammenhang mit der 

Vorbeugung von Herzkrankheiten durch den Verzehr von frischem Obst und Gemüse in Ver-

bindung gebracht werden [92]. Desweiteren beeinflussen Polyphenole maßgeblich die orga-

noleptischen Eigenschaften von Lebensmitteln, wie Bittergeschmack und Adstringenz und 

werden bei mechanischer Beschädigung der Zellen (z. B. Zerkleinerung) durch pflanzen-

eigene Enzymsysteme (Polyphenoloxidasen) abgebaut, was in zerkleinertem Obst zu einer 
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Braunfärbung führt (enzymatische Bräunungsreaktion) [88, 93, 94]. Frische Äpfel enthalten 

etwa 6 - 7 g Polyphenole je kg frisches Parenchymgewebe [95]. Da auch die Polyphenolge-

halte stark sortenabhängig sind, schwanken die Literaturangaben teilweise enorm. Kennedy 

et al. geben in Abhängigkeit 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]. 

 

3.1.3.4 Ethanol 

In den 1980er und 1990er Jahren beschäftigten sich verschiedene internationale Arbeitsgrup-

pen mit der Festbettfermentation (engl.: solid state fermentation (SSF)) von Apfeltrestern [29, 

96, 97]. Diese Untersuchungen basierten auf der Nutzung (Vergärung) der im Trester verblie-

benen Restzucker. Gupta et al. verwendeten für die Vergärung von Apfelnasstrestern ver-

schiedene Hefestämme (Saccharomyces, Pichia, Candida) und ermittelten nach 48-stündiger 

Vergärung 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 über 70 % gesteigert werden. Joshi et al. schlugen den 

Zusatz von SO2 als Alternative zur Hitzesterilisation von Apfeltrester vor [30]. Für verschiede-

ne Hefen wurden optimale Einsatzmengen von 150 - 200 ppm SO2 ermittelt. 

Sandhu et al. verglichen die Vergärung von rehydratisierten getrockneten Apfeltrestern unter 

natürlichen Bedingungen (kein Hefezusatz) mit der Vergärung unter Einsatz von Reinzuchthe-

fen (S. cerevisiae) [14]. Ohne Zusatz von Hefen wurden dabei um 50 % geringere Alkoholaus-

beuten erzielt. Unter dem Aspekt der möglichen Trinkalkoholerzeugung aus Apfeltrester er-

mittelten Joshi et al. die Zusammensetzung der aus der Vergärung 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  % v/v 38 g/kg 43 41 
Methanol  µL/L 3898 g/kg 0,33 0,29 
n-Propanol µL/L 18 g/kg - 0,03 
i-Butanol µL/L 25 g/kg 0,12 0,10 
i-Amylalkohol µL/L 280 g/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 häufig hohe Gehalte an Methanol in den 

Destillaten, die nicht als Gärungsnebenprodukt der Hefen entstehen, sondern durch die Ab-

spaltung von Methanol aus dem Zellwandpektin durch native Pektinesterasen [99, 100]. Die 

höheren Alkohole machen dabei einen wesentlich geringeren Anteil aus. 
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Hang et al. erzielten bei Vergärungsversuchen praktische Alkoholausbeuten im Bereich von 

29 bis über 40 g pro kg Apfeltrester und Fermentationsgrade von 70 bis 94 % in Abhängigkeit 

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 Vergärung von Apfelnasstrestern in horizontalen 

Batch-Reaktoren mit Hilfe mathematischer Funktionen beschreiben [97]. In Abhängigkeit der 

Fermentationsbedingungen (Mischgeschwindigkeit, Tresterfeuchtegehalt) dauerten die Gär-

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 Papayafrüchten (Carica papaya) in 

großen Mengen in Nigeria anfallen, konnten afrikanische Wissenschaftler unter Verwendung 

von Saccharomyces cerevisiae und Aspergillus niger nach 48-stündiger simultaner Verzucke-

rung und Vergärung Alkoholausbeuten von bis zu 5,2 % (bezogen auf die Ansatzmasse) er-

reichen [101]. 

 

3.1.3.5 Weitere Anwendungen 

Neben den bereits genannten Verwertungsmöglichkeiten können Apfeltrester für eine Reihe 

weiterer biochemischer und biotechnologischer Verfahren genutzt werden. Bushan et al. ver-

wendeten Apfeltresterextrakte für die Herstellung von Bäckerhefen in aeroben fed-batch-Ver-

fahren [102]. Mit Hilfe von Aspergillus niger konnten Apfeltrester als Substrat für die mikro-

bielle Produktion von Zitronensäure 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 für die Gewinnung von Polygalacturonase mit Hilfe von Lentinus 

edodes [107]. 
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3.2 Struktur pflanzlicher Zellwände und Zellwandabbau 

3.2.1 Zellwandstruktur 

Pflanzliche Zellwände stellen die wichtigsten Strukturelemente von Pflanzen und zahlreichen 

pflanzlichen Lebensmitteln dar. Sie beeinflussen maßgeblich eine ganze Reihe von Quali-

tätsmerkmalen, von der organoleptischen Textur bis hin zu den Eigenschaften von Ballast-

stoffen [108, 109]. Seit längerem 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 ältere Zellwandmo-

delle zur detaillierten Charakterisierung der Zellwandstruktur nicht mehr aus, da diese die 

Wechselbeziehungen zwischen Zellwandkomponenten, der Funktionalität und der daraus re-

sultierenden Qualität nur unzureichend aufklären können. Dennoch lassen sich anhand sol-

cher Modelle die grundlegenden Strukturen der Zellwandpolymere und deren Verknüpfungen 

untereinander gut beschreiben und sollen daher in den folgenden Abschnitten kurz erläutert 

werden. 

Im Wesentlichen bestehen pflanzliche Zellwände aus drei verschiedenen Lagen. Dies sind die 

Mittellamelle, die Primärwand sowie die Sekundärwand [38]. Die Mittellamelle verbindet die 

Einzelzellen miteinander, wobei die Primärwände zweier benachbarter Zellen, an beiden Sei-

ten an die Mittellamelle angrenzen. Die Sekundärwand schließt sich an die Primärwand an 

und grenzt in der anderen Richtung an den Zellinnenraum. Die wichtigsten Zellwandkompo-

nenten sind Cellulose, Pektin, die Hemicellulosen, Proteine und phenolische Verbindungen. 

Den größten Anteil in den Zellwänden von Früchten und Gemüse 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. 

 

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

 

In den meisten Fällen wird in der Literatur von der Einbettung der hauptsächlich kristallinen 

Cellulosefibrillen in einer amorphen Matrix, bestehend aus einer Vielzahl von Komponenten 

unterschiedlicher Stoffgruppen, hauptsächlich pektischer Polysaccharide, gesprochen [57, 

112, 113]. 
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Die Cellulose ist Hauptbestandteil der Sekundärwand und besteht aus -1,4 glykosidisch ver-

knüpften Glucose-Bausteinen mit einem Polymerisationsgrad von 2000 – 10000 [108]. An die 

Cellulosefibrillen sind über Wasserstoffbrückenbindungen Xyloglucan-Ketten geknüpft, die 

stabilisierende Verbindungen zu benachbarten Fibrillen ausbilden oder mit anderen pek-

tischen Polysacchariden verknüpft sind. Dies können 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 hauptsächlich in der Primärwand und der Mittellamelle 

vor. Die drei Hauptvertreter dieser Gruppe sind das Homogalacturonan, das Rhamnogalactu-

ronan I und das Rhamnogalacturonan II [114, 115]. Das Homogalacturonan (HG) besteht aus 

unverzweigten Ketten von -1,4 glykosidisch verknüpften Galacturonsäure-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 unlöslichen Protopektins der Mittellamelle. Die in der Literatur häufig 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-Ionen möglich [63]. Solche Strukturen kom-

men in der nativen Zellwand praktisch nicht vor, da deren Ausbildung durch den hohen Veres-

terungsgrad nicht möglich ist. Schols et al. konnten darüber hinaus Verknüpfungen der Galac-

turonsäure-Bausteine mit Xylose nachweisen, die zur Ausbildung des Xylogalacturonans 

führen [116]. Abb. 5 zeigt den schematischen Aufbau der verschiedenen Pektinpolymere. 

 
Abb. 5: Schematischer Aufbau von Zellwandpektinen 

nach [115] 
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Rhamnogalacturonan I (RG I) ist ein pektisches Polysaccharid, dessen Anteil von der Mittel-

lamelle zur Primarwänd zunimmt und dessen Rückgrat aus Galacturonsäure-Bausteinen und 

-1,2 verküpften L-Rhamnose-Bausteinen besteht, wobei erstere zum Teil mit Methanol und 

Essigsäure verestert vorliegen. Die Seitenketten des RG I bestehen zumeist aus Arabinose- 

sowie Galactose-Bausteinen. Diese verzweigten Bereiche des RG I werden auch als „hairy 

regions“ bezeichnet. Rhamnogalacturonan II stellt lediglich eine Minorkomponente in der 

pflanzlichen Zellwand dar und besitzt eine komplexe Struktur aus Galacturonsäure 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 -1,4 glykosidisch verknüpften Galactose-Bausteinen und kurzen Seiten-

ketten aus -1,5 verknüpfter Arabinose. Die Hemicellulosen kommen vorwiegend in der Pri-

mär- und Sekundärwand vor. Aufgrund ihrer häufig starken Verbindung zur Cellulose, können 

Hemicellulosen erst durch starke Alkali (NaOH, KOH) solubilisiert werden [117]. Der wichtigste 

Vertreter der Hemicellulosen ist das Xyloglucan. Das Rückgrat besteht aus -1,4 glykosidisch 

verknüpften Glucose-Bausteinen, an die Seitenketten aus -1,4 verbundenen Xylose-Baus-

teinen geknüpft sind. Weiterhin können vom Xyloglucan Verknüpfungen mit Neutralzuckern 

(Galactose, Fucose) ausgehen. Weitere Hemicellulosen sind das Xylan, welches aus einer 

Hauptkette aus -1,4 verknüpften 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-

nosäure Hydroxyprolin enthält und daher zur Gruppe der hydroxyprolinreichen Glycoproteine 

(HRGP) zählt. Neben Hydroxyprolin kommen auch Serin, Threonin und Tyrosin vor, wobei 

letzteres intra- möglicherweise auch intermolekulare Verknüpfungen eingehen kann und somit 

eine wichtige Rolle beim Aufbau der Zellwand spielt. Weitere Zellwandproteine sind neben 

anderen Strukturproteinen die löslichen 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 Zellwände stellen das Lignin und 

die Ferulasäure 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 Primär- und Sekundärwand und spielt eine wichtige Rolle beim 

Alterungsprozess der Zellen, kommt jedoch in den Zellwänden von Früchten und Gemüse nur 

in geringen Mengen vor. Einfache phenolische Verbindungen wie die Ferulasäure finden sich 

in pflanzlichen Zellwänden häufig verestert mit den Arabinose- und Galactose-Bausteinen im 

Pektin und können z. B. in Zuckerrübenpektinen eine wichtige Rolle bei intermolekularen Ver-

knüpfungen (cross-linking) der Zellwandpolymere spielen [119-122]. Die mechanische Festig-

keit nicht-lignifizierter Zellwände ist vorrangig der Struktur der Cellulosefibrillen zuzuschreiben 

und ergibt sich durch die unterschiedliche Ausrichtung der Fibrillenschichten zueinander [38]. 

Aufgrund des Übergewichtes an Uronsäureresten 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 Primärwände 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 für den Aufschluss von Früchten und Gemüse in Fra-

ge kommen, ist die Zerkleinerung mittels Obstmühlen die wohl bekannteste und traditionell am 

häufigsten angewandte [31]. Zur Anwendung bei Kernobst kommen in der Regel Rätz- oder 

Hammermühlen, bei denen das Mahlgut mittels rotierender Schlagflügel an einer Mahlwand 

zerkleinert wird und durch ein Sieb/Seiher mit definierter Lochgröße bzw. Spaltbreite befördert 

wird. 

Die wesentlichen Vorteile der durch die Zerkleinerung hervorgerufenen Partikelgrößenreduk-

tion sind nach [123]: 

 die Erhöhung des Oberflächen-Volumen-Verhältnisses des Mahlgutes, was nachfol-

gende technologische Prozesse (Trocknung, Erhitzung, Kühlung, Extraktion) begünsti-

gen kann und 

 die Erzielung eines einheitlichen Partikelgrößenbereiches (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 

führen je nach Intensität 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-

größenverteilungen (Abb. 6) [72, 124-127]. 

 

Äpfel (geschält, entkernt)  

  

Zerkleinerung (Schneidmühle)  

  

Blanchieren, Pressen  

  

Feinzerkleinerung (Ultraturrax)  

  

Sieben, Waschen  

  

Wasser-Ethanol-Austausch, Trocknen  

  

Zellwandmaterial  

  

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

 

Die wichtigsten thermischen Verfahren, die die Struktur pflanzlicher Zellwände maßgeblich 

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) können die Aktivität von Pektinmethylesterasen begünstigen und im Beisein zwei-

wertiger Kationen zur Gewebeverfestigung führen [133, 134]. Beim Kochen hingegen kommt 

es in jedem Fall zur Gewebeerweichung durch die Zerstörung der Zellmembranen [109]. Zu-

sätzlich tritt die Erweichung als Folge der -eliminativen Spaltung der Pektinketten ein [45, 
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130], was durch die Anwesenheit ein- und zweiwertiger Kationen zusätzlich begünstigt wird 

[135]. Stolle-Smits et al. konnten nachweisen, dass bei der Hitzesterilisation grüner 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 Drücke und überkritische 

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 Anwendungsmöglich-

keiten von Ultraschall in der Lebensmittelverarbeitung wieder. 

 

Tab. 6: Anwendungsmöglichkeiten von Ultraschall in der Lebensmittelverarbeitung 

Mechanische Effekte Entgasung 
 Schaumzerstörung 
 Aromaextraktion 
 Mischen und Homogenisieren 

Chemische Bakterizide Wirkung 
und biochemische Effekte Veränderung von Enzymaktivitäten 
 Oxidationsprozesse 
 Sterilisation 

 

Unabhängig 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 anschließend durch sogenannte 

Booster-Hörner verstärkt und an das zu beschallende Medium abgegeben. 

Hochfrequenter Ultraschall ist in der Lage biologische Zellen durch Zerstörung der Zellwände 

zu schädigen [137]. Bereits in den 1970er Jahren wurde der Einfluss einer Ultraschallbehand-

lung auf die Saftextraktion aus Obstmaischen in Abhängigkeit verschiedener Prozesspara-

meter (Flüssigkeitsgehalt, Schallintensität und –dauer) untersucht [138]. Entezari et al. konn-

ten zeigen, dass eine Ultraschallbehandlung zur verbesserten Extraktion von Dattelsirup aus 

Rückständen der Dattelverarbeitung beiträgt 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 für 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 Änderungen der Membran führt. In Abhängigkeit der Behandlungszeit und 

–temperatur, der Pulsform und –energie sowie der elektrischen Feldstärke 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 trüben als auch geklärten Säf-

ten deutlich höhere Gehalte an phenolischen Bestandteilen nach PEF-Behandlung im Ver-

gleich zu den unbehandelten und mazerierten Vergleichssäften nachweisen [143]. Ein erhö-

hender Effekt auf die Pektinausbeute bei der anschließenden 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 einstündiger Behandlung bei 70 °C 

durch PEF- und HHP-Behandlung bis zu 50 % höhere Gesamtpolyphenolgehalte in den Ex-

trakten im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollvarianten nachgewiesen werden. 

Die Anwendung hoher statischer Drücke (50 – 1000 MPa) zählt 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 –stabilität ist die Inaktivierung von Mikroorganis-

men durch HHP. Desweiteren können hohe statische Drücke die funktionellen Eigenschaften 

von Lebensmitteln maßgeblich beeinflussen und dienen daher auch als Werkzeug für die 

Entwicklung neuartiger minimal verarbeiteter Lebensmittel. Die Hochdruckbehandlung kann 

alternativ zu thermischen Verfahren (z. B. Blanchieren) auch für die Inaktivierung von nativen 

pektinabbauenden Enzymen (Pektinesterasen, Polygalacturonasen) eingesetzt werden [146]. 

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

 Lebenmittelverarbeitung bei Raumtemperatur (oder darunter). 

 unmittelmittelbare Druckübertragung im System, unabhägig von der Größe und Geo-

metrie. 

 mikrobielle Abtötung unter praktischem Ausschluss von Hitzeschäden und der Anwen-

dung chemischer Konservierungsstoffe und Zusätze. 

 Herstellung von Ingredienzen mit neuartigen funktionellen Eigenschaften. 

 

Die Anwendung überkritischer Fluide als Alternative zu organischen Lösungsmitteln wird be-

reits seit den 1970er Jahren diskutiert. Im industriellen Maßstab haben sich diese Techniken 

bislang jedoch noch nicht durchgesetz [147]. Im Technikumsmaßstab wurde überkritisches 

CO2 für die Extraktion phenolischer Antioxidantien aus abdestillierten Weißweintrestern ver-

wendet [148]. 

 

3.2.2.3 Autoklavieren 

Autoklaven sind Druckbehälter, die u. a. in der Mikrobiologie zur Hitzesterilisation eingesetzt 

werden, um Wassersiedetemperaturen von über 120 °C zu erreichen [149]. Untersuchungen 

zum Einfluss einer Autoklavenbehandlung auf die Ballaststoffgehalte von Früchten und Ge-

müse sind von verschiedenen Arbeitsgruppen durchgeführt worden. Arrigoni et al. konnten in 

nativen Apfeltrestern eine Abnahme an unlöslichen Ballaststoffen schon nach 15-minütiger 

Autoklavenbehandlung nachweisen, wohingegen die Gehalte an löslichen Ballaststoffen zu-

nahmen [42]. In entpektinisierten Trestern nahmen sowohl die Gehalte an unlöslichen als 

auch löslichen Ballaststoffen ab. Ähnliche Ergebnisse wurden auch bei Versuchen mit Karot-

ten und Steckrüben gefunden [150]. Kunzek et al. fanden heraus, dass eine 15-minütige Au-

toklavenbehandlung von ZM bei 121 °C zu einer beträchtlichen Pektindepolymerisation, je-

doch zu keiner merklichen Pektinentesterung führte [151]. 
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3.2.2.4 Hochdruckhomogenisieren 

Hochdruckhomogenisatoren bestehen aus einer Pumpeneinheit zur Erzeugung von Drücken 

im Bereich von 100 - 700 bar und in der Regel mehreren Ventileinheiten, mit Produktzulauf 

und –ablauf  und werden in den meisten Fällen für die Homogenisierung flüssiger Produkte 

(z. B. Reduzierung der Fetttröpfchengröße in Milch) verwendet [123]. Der Zerkleinerungseffekt 

beruht dabei auf der Kavitation von Wasserdampfblasen durch die extrem hohen Scherkräfte 

im Bereich der Ventile (Spalt und Prallfläche). 

In der Obst- und Gemüseverarbeitung wurden Hochdruckhomogenisatoren bereits für 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 Größenbereich zwischen 80 und 250 µm lagen, 

die jedoch im Vergleich zu den entsprechenden Basisvarianten nur mäßige Wasserbindungs-

eigenschaften aufwiesen. Timamo et al. fanden heraus, dass sich eine zusätzliche Vorbe-

handlung (18 h Rühren) begünstigend auf die Quellungseigenschaften hochdruckhomogeni-

serter ZM auswirkte, das Wasserbindevermögen WBV bei 20 und 80 °C jedoch nicht 

verbessert wurde im Vergleich zur entsprechenden Basisvariante [76]. Zu ähnlichen Ergeb-

nissen kamen Pickardt et al., wobei die im wässrigen Milieu hochdruckhomogenisierten  ZM 

nach zusätzlicher Vorbehandlung (17 h Rühren und 2 min Ultraturrax) ähnlich hohe Quel-

lungseigenschaften aufwiesen, wie die durch Mazeration (enzymatische Zellvereinzelung) 

hergestellten Vergleichsvarianten [154]. 

 

3.2.3 Zellwandabbau durch chemische Verfahren 

Aufgrund der Komplexität pflanzlicher Zellwände ist die Aufklärung der biogenen Struktur, 

insbesondere der Zellwandpolysaccharide und deren Zusammensetzungen und Verknüpfun-

gen untereinander bis heute ein wichtiger Forschungsschwerpunkt bei der Entwicklung pflanz-

licher Lebensmittel [108]. Seit Jahrzehnten beschäftigen sich zahlreiche internationale For-

schungsgruppen mit der Erarbeitung von Extraktionsmethoden zur gezielten Gewinnung 

interessierender Polysaccharidfraktionen und der Untersuchung der gewonnenen Präparate 

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]: 

 

 die Aufarbeitung der biologischen Rohstoffe zu zellstrukturierten Materialien (Entfer-

nung löslicher Bestandteile und Zerkleinerung) 

 die Extraktion von Zellwandkomponenten durch mehrstufige Prozessschritte 

 und die physikalischen und chemischen Untersuchungen der extrahierten Materialien 

 

Durch eine stufenweise Extraktion (Abb. 7) lassen sich ausgehend von ZM unter Einsatz 

wässriger Lösungsmittel verschiedene Fraktionen von Zellwandpolysacchariden mit unter-

schiedlicher Zusammensetzung gewinnen [10, 45]. 
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Material/Extraktionsmittel  Fraktion 

Zellwandmaterial   

   

Wasser  wasserlösliche Pektine 

   

EDTA, CDTA (0,05 M)  chelatorlösliche Pektine 

   

Na2CO3 (0,05 M)  carbonatlösliche Pektine 

   

NaOH, KOH (0,5 - 1,0 M)  alkalilösliche Pektine 

   

NaOH, KOH (4,0 M)  Hemicellulosen 

   

cellulosereicher 
Rückstand 

  

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

 

Dabei ist es möglich, dass durch die Anwendung von Alkali zur Extraktion von Hemicellulosen 

noch weitere Anteile an pektischen Polysacchariden aus der Zellwand gelöst werden. An-

dererseits führen auch drastische Bedingungen mit konzentrierten Alkali (4,0 M) nicht zur voll-

ständigen Freisetzung von Pektin, womit selbst im cellulosereichen Rückstand noch ein Teil 

von Pektin zurückbleibt [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 Rückständen der Apfelfaserextraktion neben verschiedenen Neutralzuckern aus Hemi-

cellulosen noch signifikante Gehalte an Galacturonsäure 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 Äpfeln 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 für die Extraktion 

mittels verdünnter Alkali sowie Harnstoff zur Gewinnung von Hemicellulose-Präparaten unter-

schiedlicher Zusammensetzung [160]. Neben den chelatisierenden Agentien kommen für die 

Extraktion wasserunlöslicher 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 erwähnten Ausbeuteverluste durch alkalische Extraktions-

verfahren ausschließlich Extraktionen im sauren pH-Bereich (pH 1 - 2) durchgeführt [9]. 

 

Um nähere Informationen über die chemische Zusammensetzung der Zellwand bzw. die 

durch die verschiedenen Extraktionsverfahren hergestellten Materialien zu erhalten, müssen 

die Polysaccharid-Bausteine qualitativ und quantitativ bestimmt werden. Häufig müssen die zu 

untersuchenden Proben dabei noch verschiedenen Reinigungs- und Aufarbeitungsschritten 

unterzogen werden [49]. Der erste wesentliche Schritt der Aufarbeitung ist die vollständige 



19 
 

Hydrolyse der Polysaccharide in ihre Grundbausteine (Monomere). Für die Untersuchung von 

Zellwandpolysacchariden aus Früchten und Gemüse haben sich dabei zwei Verfahren etab-

liert. Zum einen können die Polymere durch eine 2-stufige Hydrolyse mit 12 M und 1 M 

Schwefelsäure unter Sieden für 2 h gespalten werden (Saeman-Hydrolyse) [85, 163]. Eine 

weitere häufig 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 (Uronsäuren) prinzipiell auch nach entspre-

chender Aufarbeitung mittels HPLC oder GC untersucht werden können [86, 165, 166], kom-

men am häufigsten kolorimetrische Methoden zur Anwendung [156]. Für die Untersuchung 

pflanzlicher Materialien hat sich die m-Hydroxydiphenyl-Methode nach Blumenkrantz et al. 

etabliert [167]. 

 

3.2.4 Zellwandabbau durch enzymatische Verfahren 

3.2.4.1 Zellwandabbauende Enzyme (Pektinasen, Hemicellulasen und Cellulasen) 

Zellwandpektine werden während der Hauptentwicklungsphasen wie Wachstum, Fruchtrei-

fung und Ernte zu einem bestimmten Grad modifiziert oder abgebaut [100]. Ein wichtiger Fak-

tor für die Beeinflussung der Pektinstruktur während der Fruchtreifung und Fruchtverarbeitung 

ist die Wirkung pektischer (pektinolytischer) Enzyme, die natürlich in zahlreichen Früchten und 

Gemüse vorkommen (endogene oder native Enzyme) [168]. Pektinolytische Enzyme werden 

darüber hinaus von Mikroorganismen produziert. Sie finden unter anderem als Hilfsstoffe, in 

Form von aufgereinigten Flüssigpräparaten, in der Obst- und Gemüseverarbeitung 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). 

Teilaktivitäten, wie Arabanasen und Galactanasen, gehören 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 -1,4-D-glykosidische Bindung 

zwischen den Galacturonsäure-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 

Aktivität mikrobieller Endo-PG mit zunehmendem Veresterungsgrad ab [169]. Der gleichzei-

tige Einsatz von Pektinesterasen kann die Wirkung von Endo-PG jedoch begünstigen [100]. 

Mikrobielle, technische Pektinasepräparate 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 Galacturonsäure-Bausteine im Pektinmolekül, 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 benötigen mikrobielle PE keine Aktivatoren (NaCl, CaCl2) und entestern 

statistisch [170]. 

Pektinlyasen (PL) und Pektatlyasen spalten die -1,4-glykosidischen Bindungen zwischen 

den Galacturonsäure-Bausteinen unter Bildung einer 4,5-ungesättigten Bindung am nichtre-

duzierenden Ende [171]. Pektatlyasen spalten bevorzugt Polygalacturonsäuren, 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 Enzympräparaten in der Regel als Neben- oder 

Begleitaktivitäten der Pektinasen produzierenden Stämme vor [23]. Über Enzyme aus ver-

schiedenen Bakterienstämmen (hauptsächlich A. niger), die Arabinose und Galactose aus 

den Pektin-Seitenketten freisetzen (Arabinanasen, Galactanasen) berichten de Vries et al. 

[174]. Xylane komplexer Struktur können durch sogenannte xylanolytische Systeme, die aus 

Pectinesterase 

-galactosidase 

Pectin lyase  
Polygalac- 

turonase 

Pectate lyase 

-arabino- 

sidase 

 
RGase 
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mehreren Enzymen bestehen (Xylanase, Arabinofuranosidasen, -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 -1,4-glykosi-

dische Verknüpfung zwischen den Anhydroglucose-Bausteinen im Cellulosemolekül [177]. Die 

Cellulasen lassen sich nach ihrem Spaltungsmechanismus in drei Kategorien unterteilen. Die 

Endoglucanasen (EG) ( -1,4-D-glucan-4-glucanohydrolase) spalten statistisch im Inneren der 

Celluloseketten, und zwar hauptsächlich die amorphen (ungeordneten) Bereiche der Cellu-

lose. Exoglucanasen oder Cellobiohydrolasen (CBH) ( -1,4-D-glucan cellobiohydrolase) spal-

ten vom nicht-reduzierenden Ende der Cellulosepolymere oder –oligomere hauptsächlich Cel-

lobiose-Einheiten ab. -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 über gentechnische Möglichkeiten zur 

Herstellung glucosetoleranter Cellobiasen [180].  

Kommerzielle Cellulasepräparate, 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 -Glucosidasen, sowie Begleitaktivtäten an Xylana-

sen, Proteasen und Amylasen [177]. 

 

3.2.4.2 Methoden zur Enzymaktivitätsbestimmung 

Die Methoden zur Ermittlung der Aktivitäten pektinolytischer und cellulolytischer Enzyme äh-

neln sich und unterscheiden sich häufig nur in den verwendeten Substraten. Neben chroma-

tographischen Methoden, die häufig den Vorteil der gleichzeitigen Detektion von oligomeren 

und monomeren Zuckerbausteinen bieten, haben sich Methoden etabliert, die die Enzymakti-

vitäten hydrolytisch wirkenender Enzyme anhand der freigesetzten reduzierenden Endgrup-

pen bestimmen [172, 181, 182]. Als Modellsubstrate werden dabei häufig Carboxymethylcellu-

lose, mikrokristalline Cellulose, Xylan, Arabinogalactan und Pektine mit verschiedenen 

Veresterungsgraden als Suspensionen oder Lösungen in Puffersystemen bei festgelegten pH- 

und Temperaturbedingungen für eine definierte Zeit inkubiert und die Enzymaktivität anhand 

der pro Zeiteinheit und Enzymmenge freigesetzten reduzierenden Zucker bestimmt [183-185]. 

Häufig werden cellulolytische Aktivitäten auch mittels „Filter Paper Assay“ (FPA) analysiert 

[186]. 

Neben der Bestimmung der reduzierenden Endgruppen eignen sich auch viskosimetrische 

Methoden zur Aktivitätsbestimmung [172]. Bis heute werden häufig Kapillarviskosimeter ver-

wendet und die prozentuale Viskositätsabnahme anhand der Auslaufzeiten definierter Poly-

saccharid-Substratlösungen ermittelt [187-189]. Gusakov et al. untersuchten die Endo-

Depolymerase-Aktivitäten verschiedener pektinolytischer Enzympräparate gegenüber ver-

dünnten Apfel-, Zitrus- und Zuckerrübenpektinlösungen (0,5 – 1,5 %) mit Hilfe eines Ostwald-

Viskometers [190]. Sreenath verglich die Freisetzung reduzierender Zucker und Glucose aus 

Carboxymethylcellulose mit der Viskositätsabnahme der CMC-Substratlösungen durch kom-
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merzielle Cellulasen im Ostwald-Viskosimeter [191]. Lopez et al. untersuchten den zeitabhän-

gigen Viskositätsabbau von Polygalacturonsäure-Lösungen 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 Viskosität der Trester in Abhängigkeit von den Milieubedingungen 

(Enzymkonzentration, pH, Temperatur, Ca-Gehalt) um bis zu 90 % gesenkt werden konnte 

[193]. 

 

3.2.5 Enzymeinsatz bei der Verarbeitung von Obst und Gemüse und anderer 

pflanzlicher Materialien 

Zellwandabbauende Enzyme spielen seit langer Zeit eine wichtige Rolle bei der Bearbeitung 

des Feststoffgerüstes von Obst und Gemüse [194]. In der obst- und gemüseverarbeitenden 

Industrie ist die Enzymanwendung heutzutage für die Herstellung verschiedenster Produkte, 

darunter Frucht- und Gemüsesäfte und andere flüssige Obst- und Gemüseerzeugnisse, na-

hezu unabdingbar. Technische Enzympräparate, die für 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 Früchten und Gemüse hauptsächlich für die Klärung trüber 

Fruchtsäfte, die Depektinisierung von Fruchtsäften, den Maischeaufschluss und die Herstel-

lung von Nektaren und Mazeraten eingesetzt [195]. Wie bereits beschrieben, sind für den Zell-

wandabbau verschiedenste Enzymaktivitäten 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 
 

Verflüssigung Abbau von Pektin und Cellulose durch PG, PE, PL sowie C1-
Cellulasen (Exoglucanasen) 
 

Verzuckerung Verflüssigung durch zusätzlichen Abbau von Polysaccharidfrag-
menten mit Hemicellulasen; synergistische Wechselwirkung von 
PG, PE, PL, C1- und CX-(Endo)-Cellulasen und Hemicellulasen 

 

In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwähnen, dass laut der aktuell gültigen Frucht-

saftverordnung für die Herstellung von Fruchtsäften ausschließlich der Einsatz von Pektina-

sen, Proteasen und Amylasen zugelassen ist [197]. Cellulasen sind als Begleitaktivitäten ak-

zeptiert, dürfen jedoch nicht in Form von ausgewiesen Cellulase-Präparaten verwendet 

werden [23]. 



23 
 

Neben dem Einsatz pektinolytischer Enzyme für die Maischebehandlung, sind Verfahren zur 

nachgeschalteten zweiten Extraktion der resultierenden Pressrückstände (Apfeltresterverflüs-

sigung) heutzutage Stand der Technik bei der Herstellung klarer Apfelsaftkonzentrate [28]. 

Dafür eignen sich speziell solche Präparate, die neben den Pektinasen noch größere Mengen 

an hemicellulolytischen Aktivitäten, insbesondere Arabanasen, enthalten [22, 23]. Mehrländer 

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 Tresterextraktionssäfte und konnten in diesen erhöhte Cellobiose-, sowie 

Calcium- und Gesamtpolyphenolgehalte nachweisen [26]. Sembries et al. fanden in den glei-

chen Säften erhöhte Gehalte an löslichen Ballaststoffen, die die Bildung kurzkettiger Fettsäu-

ren begünstigen [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 beschäftigt 

[199-204]. 

Hang et al. untersuchten die Freisetzung löslicher und gesamt reduzierender Zucker aus vor-

zerkleinerten Maiskolben und Maishülsen (Reststoffe der Maisproduktion) mit Hilfe kommer-

zieller Cellulase-Präparate [205, 206]. Dabei wurden größere Mengen löslicher Zucker, insbe-

sondere Xylose, Glucose und Cellobiose freigesetzt (Tab. 8). Die Freisetzung reduzierender 

Zucker aus Maiskolben hing maßgeblich von der eingesetzten Substratkonzentration ab. 

 

Tab. 8: Freisetzung löslicher und reduzierender Zucker aus Maishülsen und –kolben 

 Maishülsen Maiskolben  Maiskolben 
Behandlungsdauer 45 h 48 h  Konzentration 15 h 
 [g/kg TS]  [g/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, Enzympräparat 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-minütiger Vorbehandlung im Autoklaven [207]. 

 

Lignocellulosereiche Biomassen, wie Zuckerrohrbagasse, Weizenstroh und Maispflanzenreste 

sind in den letzten Jahren aufgrund ihres Potentials für die Bioethanol-Gewinnung in das 

Rampenlicht der industriellen Forschung und Entwicklung gelangt [17]. Aufgrund der natür-

lichen Struktur dieser Biomassen und der geringen Zugänglichkeit der Cellulosefasern sind 

geeignete Vorbehandlungen notwendig, die die Schutzschicht aus Lignin und Hemicellulosen 

abbauen und so die Cellulose für die enzymatische Hydrolyse zugänglich machen [208]. Un-

ter den verschiedenen Verfahren, die diesen Aufschluss entweder mit Hilfe von Ammoniak, 

Calciumhydroxid oder Säuren bei hohen Temperaturen und Drücken (70 - 200 °C, 1 - 24 atm) 

bewerkstelligen, haben sich solche mit verdünnten Mineralsäuren (0,5 - 3%ige Schwefel-
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säure) bewährt [18, 19]. Sun et al. verwendeten für den enzymatischen Aufschluss von Ber-

mudagrass und Roggenstroh Cellulasen aus T. reseei und kommerzielle -Glucosidasen nach 

Vorbehandlung mit verdünnter Schwefelsäure [25]. In Abhängigkeit der Säurekonzentration 

und Behandlungsdauer wurden dabei 50 – 66 % des Xylans in monomere Xylose zerlegt. Die 

Glucoseausbeute lag zwischen 30 - 52 %  für Roggenstroh und 46 - 81 % für 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 Aktivität kommerzieller Cellobiasen bereits bei 2,5 g Glu-

cose je Liter Testansatz um 50 % herabgesetzt ist [180]. Durch die simultane Verzuckerung 

und Vergärung lässt sich diese Produkthemmung prinzipiell reduzieren. Jedoch stellen die 

verschiedenen Temperaturoptima der Cellulasen (55 - 60 °C) und der Hefeenzyme 

(30 - 35 °C) häufig ein grundlegendes Problem für effektive Prozesse dar. 

 

3.3 Verarbeitung von Obst zu Trinkalkohol (Obstbrennerei) 

3.3.1 Vorbereitung und Vergärung von Kernobstmaischen 

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Vergärungsversuche mit anschließendem 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 sämtliche Laborversuche an den im späteren Verlauf des For-

schungsprojektes zu realisierenden Verfahrensbedingungen orientierten, soll im Folgenden 

ein kurzer Überblick über die wichtigsten Verfahrensschritte bei der Obstbrandherstellung ge-

geben werden. 

Die wesentlichen brennereitechnischen Schritte bei der Vorbereitung und Verarbeitung von 

Kernobst (insbesondere bei Äpfeln) gleichen denen der Fruchtsaftherstellung. Die Äpfel 

(Mostäpfel) werden zunächst sortiert, gewaschen und anschließend mittels Rätzmühlen, 

Schleuderfräsen oder Hammermühlen zerkleinert [209, 210]. Die zerkleinerte Maische wird 

dann meist über Exzenterschneckenpumpen in die Maische- bzw. Gärbehälter gepumpt. In 

der Brennerei werden pektinolytische Enzyme eingesetzt, um die vornehmlich dickbreiigen 

Obstmaischen zu verflüssigen und somit eine bessere Durchmischung und Verteilung von 

Maischezusätzen, wie Hefen, Säuren und Nährsalzen während der Gärung zu gewährleisten. 

Zur Verbesserung des Nährstoffangebotes können den Obstmaischen, die naturgemäß arm 

an stickstoffhaltigen Verbindungen sind, Nährsalze in Form von Ammoniumphosphaten oder -

sulfaten zugegeben werden. Da Fruchtmaischen aufgrund ihres Gehaltes an Zuckern, Amino-

säuren und Mineralstoffen einen idealen Nährboden für viele Mikroorganismen darstellen, ist 

der pH-Wert zu vergärender Obstmaischen abzusenken [211]. In der Regel verwenden Obst-

brennereien dafür mineralische Säuren, hauptsächlich Schwefelsäure. Der pH-Wert sollte auf 

unter 3,5 eingestellt werden, da hierbei ein großer Teil der Bakterien gehemmt wird, die relativ 

säurebeständigen Brennereihefen jedoch noch keine Schwächung erleiden. 

Die Einleitung der Gärung erfolgt durch Reinzuchthefen der Spezies Saccharomyces cerevi-

siae [210, 212]. Spontangärungen durch sogenannte „wilde“ Hefen führen häufig zu Gär-

stockungen, verminderten Alkoholausbeuten sowie der Bildung von off-flavour-Aroma-

komponenten [210]. Die wichtigsten Vertreter unter ihnen zählen zu den Gattungen 

Brettanomyces, Candida, Hansenula, Kloeckera, Pichia, Torulaspora und Zygosaccharomy-

ces [213]. Im Gegensatz dazu laufen die Gärungen unter Verwendung von Reinzuchthefen in 
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der Regel zügig an und das Wachstum unerwünschter Mikroorganismen wird durch die 

schnelle Vermehrung und das schnelle Wachstum der Hefen weitestgehend unterdrückt. Die 

Anstelltemperaturen von Obstmaischen liegen generell zwischen 15 und 30 °C, wobei höhere 

Temperaturen zu kürzeren Gärzeiten führen. Während der Hauptgärphase kommt es durch 

die intensive Gärtätigkeit zur beträchtlichen Zunahme des Alkoholgehaltes in der Maische bei 

gleichzeitiger Entstehung von Kohlendioxid (CO2). Die Hefen wandeln dabei die vergärbaren 

Zucker, darunter Glucose, Fructose, Saccharose und Mannose mit Hilfe ihres Enzymsystems 

in Alkohol und CO2 um. Nach der Grundgleichung der alkoholischen Gärung entstehen aus 

100 g Zucker theoretisch 51 g Alkohol und 49 g CO2. Unter Berücksichtigung 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 

Gärungsnebenprodukten, Fremdgärungen) und verfahrensbedingte Verluste (Verdunstung, 

Restalkohol in der Schlempe) praktisch nicht vermeiden lassen, ist bei der Obstvergärung im 

besten Fall mit Ausbeuten von 58 L r. A. pro 100 kg Zucker zu rechnen [210]. Zu den wichtigs-

ten Gärungsnebenprodukten zählen Acetaldehyd, Glycerin und höhere Alkohole (u. a. Propa-

nol, Butanol, Hexanol, Amylalkohol) [214]. Essigsäureester sind typische Aromakomponenten 

in Obstbränden, die durch Veresterung von Essigsäure mit Ethanol entstehen. 

Methanol ist kein Gärungsnebenprodukt, sondern entsteht durch die Aktivität nativer (oder 

zugegebener) Pektinmethylesterasen aus dem Pektin der pflanzlichen Zellwände (Kap. 3.2.4). 

Daher gilt Methanol bei Obstbränden auch als Indikator für Maischezuckerungen, wenn ent-

sprechende Mindestgehalte nicht erreicht werden. Andererseits ist Methanol ab bestimmten 

Konzentrationen toxisch. Die zulässigen Höchstwerte an Methanol in Bränden aus Kernobst-

trestern liegen nach derzeit geltender EU-Verordnung bei 1500 mg/100 mL r. A. Andraous et 

al. untersuchten den Einfluss verflüssigender Pektinase-Präparate auf den Methanol-Gehalt in 

Apfelbränden aus verschiedenen Apfelsorten und fanden 3- bis 5-fach höhere Methanolkon-

zentrationen im Vergleich zu Kontrollbränden, die ohne Enzymeinsatz hergestellt wurden 

[215]. Verfahren zur Maischepasteurisation, um native Enzymaktivitäten auszuschalten, sind 

grundsätzlich denkbar, beeinflussen jedoch zumeist die sensorischen Eigenschaften der 

Brände negativ und führen zu einem technischen und damit intensiven Mehraufwand [216]. 
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3.3.2 Destillation/Rektifikation vergorener Obstmaischen 

Sobald die Gärung abgeschlossen ist, wird die vergorene Maische in die Brennblase über-

führt. Diese ist Teil des Brennapparates, in dem die Abtrennung des Alkohols auf destillativem 

Wege erfolgt. Moderne Brenngeräte arbeiten nach dem Prinzip der Destillation und Rektifika-

tion. Abb. 9 zeigt, schematisch vereinfacht, einen nach diesem Prinzip funktionierenden 

Brennapparat mit Verstärker, Dephlegmator und Kühler. 

 

 

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 entgegengeführt, so dass es zu einem intensiven Wärme- und 

Stoffaustausch kommt. Im Verstärker findet dieser Austausch auf jedem Glockenboden statt, 

wobei der Rücklauf auf dem Weg vom höchsten Boden (niedrigste Temperatur) zur Blase 

(höchste Temperatur) das Wasser aufnimmt und den leichter siedenden Alkohol (höhere rela-

tive Flüchtigkeit) an den aufwärts gerichteten Dampfstrom abgibt, so dass es zur Alkoholan-

reicherung im Dampf kommt [210]. Die Flüssigkeit entzieht dem Dampf Wärme, so dass er 

teilweise kondensiert und die Flüssigkeit gleichzeitig auf Siedetemperatur aufgeheizt wird und 

verdampft. Bevor der alkoholreiche Dampf im Kühler vollständig kondensiert und als Destillat 

abläuft, 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 flüchtige Maischebestandteile in 

das Destillat überführt. 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 lässt sich auf destillativem Weg 

nur bedingt von Ethanol trennen. Verschiedene Möglichkeiten zur Reduzierung des Metha-

nolgehaltes von Obstbränden wurden bereits erörtert, führten jedoch häufig 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 für die Herstellung typischer „Trester“ 

oder Tresterbranntweine (in Italien „Grappa“) darstellen, ist die Verwendung von Obsttrestern 

für die Herstellung von Trinkbranntweinen weitaus weniger verbreitet. In Deutschland werden 

Obsttresterbrände bisweilen nur regional (hauptsächlich in Baden-Württemberg), als Spezia-

litäten angeboten. Hersteller solcher Produkte sind zumeist Mostereien, die einen Teil der 

Trester parallel zur Apfelernte und zur Saftherstellung speziell dafür verwenden. Gegenüber 

Weintrestern bringen Apfeltrester den Nachteil der fruchtbedingten geringeren Zuckergehalte 

mit sich [210]. Da Trester innerhalb weniger Stunden mikrobiellen Veränderungen unterliegen, 

müssen sie in kürzester Zeit weiterverarbeitet werden. Traditionell werden Apfelnasstrester 

keiner weiteren Zerkleinerung unterzogen und umgehend in geeigneten Behältern (idealer-

weise Kunststofffässer) eingestampft und mit Wasser (10 - 20 %) versetzt, um die Luft in den 

verbliebenen Haufwerkshohlräumen zu verdrängen [219]. Wie für die Frischobstverarbeitung 

eignen sich auch hier Reinzuchthefen zur Vergärung. Häufig werden noch Ammoniumsalze 

zugegeben. Eine Ansäuerung mittels Schwefelsäure empfiehlt sich aufgrund des kritischen 

mikrobiellen Status der Trester. Aufgrund der Anreicherung von Pektin als Bestandteil der 

Zellwände ist in Bränden aus Kernobsttrestern generell mit hohen Methanol-Gehalten zu 

rechnen. Desweiteren sind für Tresterbrände höhere Gehalte an höheren Alkoholen, wie n-

Propanol, i-Butanol und Hexanol sowie Ethylestern typisch [220]. Verfahren zur großtechni-

schen Nutzung von Apfeltrestern für die Trinkbrandherstellung sind bislang nicht bekannt. 
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4 MATERIAL UND METHODEN 

4.1 Material 

4.1.1 Apfeltrester 

4.1.1.1 Apfeltrester frisch (Apfelnasstrester) 

Für 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 Äpfel erfolgte mittels Rätzmühle, das Abpressen der 

Apfelmaische mittels Bucherpresse. Die Trester von 2006 (November) stammten aus der 

Süßmost- und Weinkelterei Schulz (Diesdorf/Sachsen-Anhalt). Die Äpfelzerkleinerung erfolgte 

über eine Hammerschlagmühle, das Abpressen der Maische über eine kontinuierliche Zwei-

bandpresse. In allen Fällen 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. 

 

4.1.1.2 Apfeltresterfasern (als Vergleichsubstrate) 

Für die Herstellung von gereinigten, getrockneten Apfeltresterfasern wurde die Apfeltrester-

charge 2004 verwendet. In Abb. 10 sind die Herstellungsschemen für Apfeltresterfasern und 

entpektinisierte Apfeltresterfasern dargestellt. Die jeweiligen Milieubedingungen ( , ) sind im 

nachfolgenden Absatz näher erläutert. 

Apfeltrester 

   

Blanchieren  Waschen 

   

Nasssieben  Abpressen 

   

Zerkleinern  Extraktion 

   

Nasssieben  Abpressen 

   

  Extraktion 

   

Fraktion > 1 mm  Rückstand Filtertuch   

     

Zerkleinern     

     

Waschen, Abpressen 

   

Gefriertrocknen 

   

Trocken zerkleinern, Sieben 

   

Apfeltresterfasern  Entpektinisierte Apfeltresterfasern 

Abb. 10: Herstellungsschema für Apfeltresterfasern 
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Die aufgetauten Trester wurden nach Zugabe einer ausreichenden Menge Wasser (1 Teil 

Wasser + 1 Teil Trester) zunächst 2 min bei 80 °C blanchiert, anschließend über einem Kü-

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) 

zunächst 10 min mit grobem Werkzeug (S50N-G40G), anschließend 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-Rückstand 

wurde direkt weiterbehandelt. Beide Fraktionen wurden mit dest. Wasser auf eine Leitfähig-

keit < 50 µS/cm gewaschen, über einem Filtertuch abgepresst, gefriergetrocknet, trockenzer-

kleinert und gesiebt (315 µm). Beide Tresterfraktionen (< 315 µm) wurden nach dem Sieben 

vereint, gemischt und bis zur jeweiligen Verwendung kühl und trocken gelagert. 

Für die Herstellung von entpektinisierten Apfeltresterfasern wurden die aufgetauten Trester 

mit der zweifachen Menge an dest. Wasser versetzt, gerührt und durch ein Filtertuch mittels 

Ballonpresse 5 min abgepresst. Der Filtertuchrückstand (ca. 1 kg) wurde im Dreihalsrundkol-

ben mit 3 L heißem dest. Wasser und 6,5 mL 65%iger HNO3 versetzt. Der Rundkolben wurde 

mit einem Thermometer, einem Rührer und einem Rückflusskühler bestückt und im Wasser-

bad (Büchi 461, Schweiz) arretiert. Die erste Extraktion erfolgte bei 85 °C für 30 min. Nach 

dem Abpressen (Filtertuch) wurde der Trester mit 2,5 L heißem dest. Wasser und 2,5 mL 

HNO3 versetzt und einer zweiten 30-minütigen Extraktion bei 85 °C unterzogen. Nach dem 

Abpressen (Filtertuch) wurden die Trester auf eine Leitfähigkeit  < 50 µS/cm gewaschen und 

- wie für die Apfeltresterfasern beschrieben - weiterbehandelt. 

 

4.1.1.3 Apfeltrester getrocknet 

Zur Materialcharakterisierung (Kap. 4.2.8) wurden die frischen Apfeltrester (je zwei Portionen) 

gefriergetrocknet (Christ Alpha 1-4, Deutschland), zerkleinert (Analysenmühle IKA, Deutsch-

land) und gesiebt. Alle Analysen wurden mit der Siebfraktion < 315 µm durchgeführt. 

 

4.1.1.4 Apfeltrester säurehydrolysiert 

Säurehydrolysierte Trester wurden in Anlehnung an Verfahren zur industriellen Pektingewin-

nung aus Apfeltrestern der Charge 2006 hergestellt. Die Nasstrester wurden zunächst in 

Lochstahlkästen (Lochgröße 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]. 

Für 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 HNO3 (ca. 6 mL) auf 2,5 eingestellt. Nach 45-

minütigem Kochen wurden die hydrolysierten Trester zunächst per Hand durch ein Filtertuch 

und anschließend mittels Ballonpresse (5 min,  = 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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4.1.1.5 Apfeltrester vergoren 

Die vergorenen Apfeltrester fielen bei den Laborversuchen nach dem Vergären der jeweiligen 

Ansätze der Apfeltresterchargen 2005 und 2006 an (Kap. 4.2.6.2). Ein Teil der vergorenen 

Trester wurde umgehend bei -18 °C tiefgefroren, anschließend gefriergetrocknet, zerkleinert 

und gesiebt (< 315 µm) und bis zur Materialcharakterisierung kühl und trocken gelagert. 

 

4.1.1.6 Apfeltrester vergoren und abdestilliert 

Die vergorenen und abdestillierten Apfeltrester fielen nach dem Destillieren der jeweiligen 

Ansätze der Apfeltresterchargen 2005 und 2006 an (Kap. 4.2.6.3). Die abdestillierten Trester 

wurden umgehend bei -18 °C tiefgefroren, anschließend gefriergetrocknet, zerkleinert und 

gesiebt (< 315 µm) und bis zur Materialcharakterisierung kühl und trocken gelagert. 

 

4.1.2 Modellsubstrate 

4.1.2.1 Cellulosen 

Für die Bestimmungen der cellulolytischen Enzymaktivitäten kamen mikrokristalline Cellulose 

(MCC) (0,019 mm, Serva), Na-Carboxymethylcellulose (CMC) (mittlere Viskosität, Fluka) so-

wie D(+)-Cellobiose (Roth) zum Einsatz. 

 

4.1.2.2 Hemicellulosen 

Die Bestimmung der hemicellulolytischen Aktivitäten erfolgte gegenüber Xylan (aus Hafer-

spelzen, Fluka) sowie Arabinogalactan (Aldrich). 

 

4.1.2.3 Pektine 

Für die Bestimmung der pektinolytischen Aktivitäten wurden hochverestertes Pektin (HV) 

(Veresterungsgrad  = 80 %) und Pektinsäure (  = 3 %) verwendet. Beide Präparate 

stammten von der Firma Herbstreith & Fox (Werder/Brandenburg). Zur weitestgehenden Ent-

fernung löslicher Restzucker wurden beide Präparate vor der Verwendung einem alkoholsau-

ren Waschschritt unterzogen. Dazu wurden ca. 50 g Pektin bzw. Pektinsäure zunächst zwei-

mal 10 min mit 300 mL salzsaurem 70%igem Ethanol (enthielt 5 % konzentrierte HCl), 

anschließend einmal mit 95%igem Ethanol gewaschen und dazwischen jeweils über eine Frit-

te (1000 mL, Por. 3) 5 - 10 min abgesaugt. Die Trocknung der gewaschenen Materialien er-

folgte in großen Petrischalen im Trockenschrank bei 50 °C bis zur Massekonstanz. 

 

4.1.3 Enzyme 

4.1.3.1 Cellulasen 

Bei den cellulolytischen Enzympräparaten handelte es sich um Cellulasen mikrobieller Her-

kunft mit zum Teil ausgewiesenen Xylanase-Aktivitäten 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 Enzympräparate 

Hersteller 
(Herkunft) 

Produktname 
(Produktionsstamm) 

Hauptaktivitäten 
 

Temperatur 
[°C] 

Dosierung 
[g/t] 

AB Enzymes 
(Deutschland) 

Rohament CL 
(T. reesei) 

Cellulasen, 
Xylanasen 

50 150 - 200 

Biopract 
(Deutschland) 

Cellufood AL 140 
(T. reesei) 

Cellulasen, 
Xylanasen 

40 - 65 200 - 800 

DSM 
(Frankreich) 

Cytolase CL 
(T. longibrachiatum) 

Cellulasen 50 50 - 100 

Novozymes 
(Schweiz) 

Celluclast 1.5 L 
(T. reesei) 

Cellulasen 55 - 60 200 - 300 

 Novozym 188 
(A. niger) 

Cellobiase   

 

Die angegebenen Temperaturen und Dosierungen sind Empfehlungen der Hersteller. Für No-

vozym 188 wurde vom Hersteller eine Dosierung empfohlen, die einem Fünftel der zugegebe-

nen Cellulase-Menge entspricht. Die bei den Enzymierungsversuchen angewendeten Dosie-

rungen sind in Kap. 4.2.4.3 näher erläutert. 

 

4.1.3.2 Pektinasen und kombinierte Präparate 

Die pektinolytischen bzw. kombinierten Präparate stammten ebenfalls von den bereits oben 

aufgeführten Produzenten und enthalten laut Herstellerangabe neben diversen Pektinase-Ak-

tivitäten auch Arabanase- sowie weitere Hemicellulaseaktivitäten (Tab. 10). Die Hersteller-

empfehlungen variieren je nach ausgewiesenem Anwendungszweck (Maischefermentation, 

Mazeration, Saftklärung) bezüglich Temperatur und Dosierung zum Teil erheblich. 

 

Tab. 10: Kommerzielle pektinolytische und kombinierte Präparate 

Hersteller 
(Herkunft) 

Produktname 
(Produktionsstamm) 

Hauptaktivitäten 
 

Temperatur 
[°C] 

Dosierung 
[g/t] 

AB Enzymes 
(Deutschland) 

Rohapect DA6L 
(A. niger) 

Pektinasen, 
Arabanasen 

20 - 30 20 - 50 

Biopract 
(Deutschland) 

Pectinase L 100 
(A. niger) 

Pektinasen, 
Hemicellulasen 

35 - 65 100 - 200 

DSM 
(Frankreich) 

Rapidase ADEX P 
(A. niger) 

Pektinasen, 
Arabanasen 

50 200 - 400 

Novozymes 
(Schweiz) 

Pectinex Ultra SP-L 
(A. aculeatus) 

Pektinasen, 
Hemicellulasen 

55 - 60 200 - 300 

 Ultrazym AFP-L 
(T. reesei/A. niger/ 
A. aculeatus) 

Pektinasen, 
Cellulasen 

55 - 60 200 - 300 

 

Während die ersten vier aufgeführten Präparate in Tab. 10 jeweils aus einem Produktions-

stamm hergestellt wurden, handelt es sich bei Ultrazym AFP-L um ein Mischpräparat aus Tri-

choderma- und Aspergillus-Stämmen. 
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Tab. 11: Abkürzungen der Enzym-Produktnamen 

Cellulasen Pektinasen/Kombinierte Präparate 

Produktname Kürzel Produktname Kürzel 

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 

Für die Vergärungsversuche kamen Brennerei-Trockenhefen aus Saccharomyces cerevisiae 

der Fa. DSM (Frankreich) und der Fa. Gammazym (Deutschland) zum Einsatz.  

 

4.2 Methoden 

4.2.1 Enzymaktivitätsbestimmungen 

4.2.1.1 Versuche mit Modellsubstraten 

Die Bestimmung der Enzymaktivitäten gegenüber CMC, Xylan, Arabinogalactan, Pektin und 

Pektinsäure erfolgte nach Herstellung und Inkubation der jeweiligen Substratlösung und Zu-

gabe der Enzymlösung [183, 184]. Dazu wurden 50 mL der 0,1%igen (w/v) Substratlösung 

(Na-Acetat-Puffer 0,1 M, pH 3,6) mit 25 µL Enzymlösung versetzt und 2 h bei 30 °C im Wär-

meschrank (TH 25, E. Büchler, Deutschland) unter kontinuierlichem Schwenken (120 min-1) 

inkubiert. In Abhängigkeit vom Substrat wurden die Enzyme vor der Zugabe mit dest. Wasser 

verdünnt. Im Fall von Xylan wurden die Enzyme 1:2, für die Bestimmung gegenüber Pektin 

1:10 und für Pektinsäure 1:50 verdünnt. Im Fall von CMC und Arabinogalactan wurden die 

Enzyme unverdünnt verwendet. Nach der Inkubation wurden die Proben zur Enzyminaktivie-

rung im Wasserbad bei 80 °C für 10 min erhitzt, anschließend abgekühlt und mit dest. Wasser 

nochmals 1:2 verdünnt. Analog zum oben beschriebenen Verfahren wurde bei jeder Bestim-

mung eine Blindprobe untersucht, bei der anstatt der Enzymlösung 25 µL dest. Wasser zum 

Substrat gegeben wurden. Die Substratlösungen wurden als Doppelbestimmungen angesetzt. 

Für die Bestimmung der Aktivität gegenüber MCC [185] wurde eine 0,5%ige Suspension von 

mikrokristalliner Cellulose in Na-Acetat-Puffer mit unverdünnter Enzymlösung inkubiert. Nach 

der Enzyminaktivierung wurde die Suspension in 50 mL-Zentrifugengläser überführt und 

10 min bei 6000 U/min zentrifugiert (T 23 Janetzki, Deutschland). Der klare Überstand wurde 

anschließend nochmals 1:2 verdünnt. 

Für die Bestimmung der reduzierenden Endgruppen [182, 221] wurden 2 mL der Probelösung 

mit 2 mL Kupfer-Reagenz versetzt und 10 min im Wasserbad gekocht. Nach Abkühlen 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 µg/mL) ermittelt und die Enzymaktivität  in 

nkat/µL 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) durchgeführt. Die Enzymaktivitätsbestimmungen wur-

den anhand der Viskositätsabnahme in Modellsubstratlösungen nach Zugabe der Enzymlö-

sung ermittelt. Dazu wurden jeweils 5 g CMC bzw. HV-Pektin unter intensivem Rühren (Mag-

netrührer) in 500 mL Na-Acetat-Puffer (0,1 M, pH 3,6) gelöst, zum Entweichen von Luftblasen 

10 min stehen gelassen und anschließend im Wasserbad auf 30 °C temperiert. Nach Tempe-

ratureinstellung wurde der Rheoswing® auf das Probenbecherglas gesetzt, wobei die Mess-

sonde in die Probelösung eintauchte und im Nanometer-Bereich Torsionsschwingungen aus-

führte. Im untersuchten Medium erfolgt die Ausbildung einer dünnen Grenzschicht , wobei 

zu beachten ist, dass bei partikulierten Systemen der Partikeldurchmesser  häufig größer ist 

als . Durch den Vergleich der Dämpfung durch die Flüssigkeit mit der Dämpfung in Luft 

konnte eine scherunabhängige Prozessviskosität  [mPa·s] der Flüssigkeit bestimmt wer-

den. Die Aufnahme der Viskositätsänderung erfolgte über einen Zeitraum von einer Stunde 

mit Hilfe der Software US 200 (Paar Physica, Stuttgart). Als Referenz wurden die Versuche 

analog mit Substratlösungen von CMC und Pektin durchgeführt, denen anstatt der Enzymlö-

sung dest. Wasser zugesetzt wurde. Die Kinetik der Viskositätsabnahme (viskosimetrische 

Abbaurate) wurde näherungsweise 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). 

 

 in mPa·s (1) 

 

 

 
  

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

Die Aktivitäten der neun Enzympräparate wurden gegenüber 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 µL unverdünnter Enzymlösung 

versetzt und 2 h bei 30 °C inkubiert (125 min-1). Nach 10-minütiger Hitzeinaktivierung der En-

zyme in der Substratlösung bei 80 °C, wurden die Proben 25 min bei 6000 U/min zentrifugiert, 

25 mL des klaren Überstandes entnommen, der pH-Wert mit 0,1 M Na-Acetat-Lösung auf 5,0 

eingestellt und aufgefüllt (Na-Acetat-Puffer pH 5,0). In einer zweiten Serie wurden die beiden 

Faserpräparate analog dem beschriebenen Prozedere mit 4 µL eines 1:1-Enzymgemisches 

aus Cellulase und Pektinase behandelt. Als Substratblindwert wurde bei jeder Bestimmung 

eine Substratsuspension mitgeführt, zu der vor Inkubation hitzebehandelte (10 min, 90 °C) 

Enzymlösung zugegeben wurde. Auf diese Weise konnte ein möglicher Fehler durch reduzie-

rende Zucker in der Enzymlösung kompensiert werden. 

Die Bestimmung der freigesetzten reduzierenden Zucker in den aufgearbeiteten Probelösun-

gen erfolgte nach oben beschriebener Methodik (Modellsubstrate). Parallel zur Bestimmung 

der reduzierenden Zucker erfolgte die Bestimmung der freigesetzten Glucose in den Probelö-

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 für die 

weiteren Aufschlussvarianten. Alle Versuche wurden mit der Apfeltrestercharge 2004 und als 

Doppelbestimmung durchgeführt. 

Für den Standardaufschluss wurden 100 g Apfeltrester in einem 800mL-Becherglas 

(  = 10 cm) mit 300 g dest. Wasser versetzt, mit einem Haushaltsmixer (Waring Blender 

32BL79, Rotor mit Schlagkreuz;  = 860 W) 2 min grob zerkleinert und anschließend 4 min 

mittels Ultraturrax T 50 basic (IKA, Deutschland;  = 700 W) mit feinem Werkzeug S50N-

G40F (  = 4 cm) fein zerkleinert (Dispergiersystem nach Rotor-Stator-Prinzip). Das Durch-

messerverhältnis „Ansatzbehälter/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 Partikelgrößenbestimmung erfolgte für diese Variante 

nicht. Zur näherungsweisen Abschätzung der zugeführten Arbeit/Energie wurde für die ver-

schiedenen Aufschlussvarianten anhand der installierten Geräteleistung , der Behandlungs-

dauer , der Ansatzmenge  und des elektrisch-mechanischen Wirkungsgrades  der 

spezifische Energieeintrag  wie folgt berechnet (2): 

 

 in J·kg-1  (2) 
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4.2.2.2 Ultraschallbehandlung 

Nach dem Standardaufschluss wurde der zerkleinerte Apfeltrester einer 30-minütigen Ultra-

schallbehandlung unterzogen. Zum Einsatz kam ein Ultraschall-Homogenisator SONOPULS 

HD 2200 (Bandelin, Deutschland;  = 200 W) mit Boosterhorn SH 213 G und Titan-Sonotrode 

VS 70 T, welche in das zu beschallende Medium eintauchte. Die Arbeitsfrequenz  betrug 

20 kHz. Die Schwingungsamplitude  wurde auf 60 % der max. Amplitude (  = 153 µm) 

eingestellt. Zur Kühlung wurde der Probenbehälter in ein Eiswasserbad gestellt. Alle 5 min 

wurde der Apfeltrester intensiv durchmischt. Der spezifische Energieeintrag  wurde unter 

Einbeziehung des elektrisch-akustischen Wirkungsgrades  ( ) nach Gleichung (3) be-

rechnet. 

 

 in J·kg-1  (3) 

 

 

4.2.2.3 Autoklavieren 

Für die hydrothermische Behandlung wurde der Apfeltrester nach dem Standardaufschluss in 

eine Glasflasche mit Baumwollstopfen überführt und 30 min bei 121 °C im Autoklaven GVA 

4.6 (Gössner, Deutschland) behandelt. Die in die Probe eingetragene spezifische Wärme-

energie  wurde unter Einbeziehung der spezifischen Wärmekapzität  (Annahme: 

) näherungsweise nach Gleichung (4) berechnet. 

 

 in J·kg-1  (4) 

 

 

4.2.2.4 Hochdruckhomogenisierung 

Für die Hochdruckzerkleinerung wurde der Apfeltrester nach dem Standardaufschluss im 

Hochdruck-Homogenisator (Gaulin APV, Deutschland;  = 2200 W) in 12 Durchläufen bei 

300 bar homogenisiert. Nach 4 und 8 und 12 Durchläufen wurden Proben für die Partikelgrö-

ßenbestimmung entnommen. Für die Behandlung im Homogenisator musste eine ausrei-

chende Probenmenge (ca. 4 kg) vorgelegt werden, so dass zunächst mehrere Ansätze 

(10-fach, bei Berechnung für  berücksichtigt) nach dem Standard-Aufschluss (Kap. 4.2.2.1) 

präpariert und anschließend zu einer Mischprobe vereint wurden. Die Zeit für 12 Durchläufe 

betrug ca. 60 min. Der spezifische Energieeintrag  wurde unter Einbeziehung des Massen-

stroms  (4 kg/h) nach Gleichung (5) berechnet. 

 

 in J·kg-1 (5) 
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4.2.3 Partikelgrößenbestimmung physikalisch aufgeschlossener Apfeltrester 

4.2.3.1 Siebfraktionierung 

Bei jedem Zerkleinerungsansatz (Standard, Ultraschall, Autoklav, Hochdruckhomogenisator) 

wurde die Trockensubstanz  sowie die unlösliche Trockensubstanz  der verwendeten 

Trestercharge bestimmt. Die Methodik ist in Kap. 4.2.8 näher erläutert. Die verschiedenen 

physikalisch aufgeschlossenen Apfeltrester wurden zunächst auf einem Metallsieb (1 mm) mit 

10 L Wasser nassgesiebt. Die Fraktion < 1 mm wurde in einem Eimer aufgefangen, 500 mL 

davon für 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  anschließend durch Subtraktion des Trockengewichtes des Prüfsiebes  gra-

vimetrisch bestimmt. Von der feuchten Probe wurden 1,5 bis 2,0 g für die Bildanalyse entnom-

men und mit Toluidinblau-Lösung (5 g/L) angefärbt. Weitere ca. 3 g der feuchten Probe 

wurden für die Bestimmung der UTS>1 entnommen. Die prozentualen Anteile  (Siebfrakti-

on > 1 mm) und  (Siebfraktion < 1 mm) wurden wie folgt berechnet (6), (7), (8): 

 

 in % (6) 

 in % (7) 

 in g (8) 
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4.2.3.2 Scanning und Bildanalyse 

Für die bildanalytische Auswertung der Zerkleinerungsversuche wurde die angefärbte Probe 

( ) in eine große Petrischale (  ≈ 20 cm) überführt, in dest. Wasser suspendiert und mit 

Hilfe eines Metallspatels möglichst gleichmäßig verteilt. Die Petrischale wurde anschließend 

auf einem Scanner (CanoScan Lide 20, Canon, Deutschland) positioniert, mit weißem Papier 

abgedeckt und bei einer Auflösung 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 Bildhintergründe und Kontrasterhöhung). Die Einteilung der 

Partikel erfolgte nach dem Messparameter „mittlerer Durchmesser“ [mm] in sechs Größen-

klassen (Tab. 12). Die detektierten Partikel wurden im Bild-Overlay farbig dargestellt, wobei 

gleichfarbig dargestellte Partikel zu einer Größenklasse gehören (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 

Siebrückstandes zunächst miterfasst. Zur Vereinfachung der Berechnungen wurde ange-

nommen, dass alle Partikel Kugelform und die gleiche Dichte besitzen. Auf diese Weise ließen 

sich näherungsweise aus der Anzahl der Partikel und dem mittleren Durchmesser jedes ein-

zelnen Partikels eine Gesamtmasse für jede Größenklasse und damit eine relative Massen-

verteilung über den gesamten Größenbereich ermitteln, wobei die bei der Bildanalyse miter-

fassten Partikel < 1 mm der relativen Massenhäufigkeit der Siebfraktion < 1 mm zugeordnet 

wurden. 

 

 

Tab. 12: Klasseneinteilung bei der Partikeldetektion 

Klasse Größenbereich Farbe (Overlay) 

1 0 – 1 mm Rot 
2 1 – 2 mm Grün 
3 2 – 3 mm Blau 
4 3 – 4 mm Gelb 
5 4 – 5 mm Türkis 
6 > 5 mm Pink 

 

Abb. 12: Zerkleinerte Apfeltresterpartikel 
nach Scannen und automatischer 
Partikeldetektion 

 

 

4.2.3.3 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 Probenvorratsbehälter mit Rührer gegeben. 

Im Fall der homogenisierten Variante wurden nur zwei bis vier ml Suspension eingesetzt (Soll-

Anfangstrübung 7 – 15 %). Die Auswertungssoftware ordnete die nach Laserbeugungsprinzip 

vermessenen Partikel in 34 Größenklassen. Als Ergebnis der Messung erhielt man ein Parti-

kelgrößen-Histogramm bzw. durch Aufsummieren der relativen Klassenhäufigkeiten die ent-

sprechenden Volumensummenhäufigkeiten. Alle Messungen wurden als Doppelbestimmung 

durchgeführt. Der Messbereich lag zwischen 1,01 und 1055,23 µm. 
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4.2.3.4 Rasterelektronenmikroskopie 

Für die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der aufgeschlossenen Apfeltrester wur-

den die tiefgefrorenen Proben (Fraktion < 1 mm) gefriergetrocknet, auf geeignete Probenträ-

ger aufgebracht und mit Goldstaub beschichtet. Die Aufnahmen erfolgten im Ras-

terelektronenmikroskop S 2700 (Hitachi, Japan). 

 

4.2.4 Enzymierung physikalisch aufgeschlossener Apfeltrester 

4.2.4.1 Materialvorbereitung 

Für alle Versuche dieser Serie wurde die Apfeltrestercharge 2004 verwendet. Für 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 zunächst 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 Ansätze mit 2%iger Schwefelsäure auf 

pH 3,3 eingestellt. Für jeden Ansatz erfolgte eine Trockensubstanzbestimmung bei 105 °C. 

Pro Variante wurden jeweils zwei Versuchsansätze als Doppelbestimmung vorbereitet. 

 

4.2.4.2 Versuchsdurchführung 

Von den vorbereiteten Tresteransätzen wurden jeweils 50 g in sechs Erlenmeyerkolben ein-

gewogen und mit Enzymlösung versetzt. Die jeweiligen Dosierungen sind in Kap. 4.2.4.3 nä-

her erläutert. Vier Kolben wurden im Wärmeschrank bei 30 °C unter kontinuierlichem 

Schwenken (150 min-1) für 4 h bzw. 24 h (je zwei als Doppelbestimmung) inkubiert. Die bei-

den 0h-Proben wurden nach Enzymzugabe sofort im Wasserbad für 10 min bei 90 °C zur En-

zyminaktivierung erhitzt und anschließend unter fließendem Wasser abgekühlt. 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 Maßkolben mit 0,1 M Na-Acetat-

Puffer auf 50 mL aufgefüllt, kräftig geschüttelt, in Zentrifugengläser überführt und 25 min bei 

6000 U/min zentrifugiert. Der klare Überstand wurde nochmals 1:2 verdünnt, filtriert und zur 

Zuckeranalytik eingesetzt. 

 

4.2.4.3 Enzymdosierung 

Zur Anwendung kamen die vier pektinolytischen Präparate Rapidase ADEX P (ADP), Pectinex 

Ultra SP-L (SPL), Ultrazym AFP-L (AFP) und Pectinase L 100 (PEC) sowie die cellulolyti-

schen Präparate Cellufood AL 140 (CFD) und Novozym 188 (NZ). Diese wurden einzeln, in 

Kombination I (Cellulase + Pektinase) und in Kombination II (Cellulase + Pektinase + Cello-

biase) eingesetzt. Die Dosierungsempfehlungen der Hersteller sowie die in den Versuchen 

eingesetzten Dosierungen sind in Tab. 13 dargestellt. Für die Berechnung der einzusetzenden 

Enzymmengen wurden die unlöslichen Trockensubstanzgehalte von frischen Äpfeln 

( 1,5 g/100 g) sowie von Apfeltrester ( 12 g/100 g) zugrunde gelegt. Daraus resultierte, dass 

die absolut eingesetzten Mengen pro g Trester über den für Maischen aus frischen Äpfeln 

empfohlenen Dosierungen liegen. Bei Bezug auf die UTS lagen die angewendeten Dosierun-

gen jedoch in fast allen Fällen im empfohlenen Bereich (Tab. 13). 
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Tab. 13: Enzymkombinationen und Dosierungen 

 Enzym 
 
 

Empfehlung 
Hersteller 

[mL/kg UTS] 

Eingesetzte Dosierung 
[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 I CFD/ADP - 17/17 
 CFD/SPL - 17/17 
 CFD/AFP - 17/17 
 CFD/PEC - 17/17 

Kombination II 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 Probelös-

ungen nach 1:10-Verdünnung gemäß 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“ (löslich + unlöslich) ( ) 

und „Glucose unlöslich“ ( ) wurden unter Einbeziehung der ermittelten Materialkenn-

werte , ,  und  (Abb. 13) nach den Gleichungen (9) und (10) berechnet. 

 in % (9) 

 in % (10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 13: Schematische Darstellung der Freisetzung löslicher und unlöslicher (gebundener) Glucose aus 
Apfelnasstrestern. (a) vor Enzymeinwirkung, (b) nach Enzymeinwirkung 

 

Apfeltrester 

 (unlöslich) 
 (löslich) 

 (gesamt) 

(a) 

 

(freigesetzt am Ende) 
(b) 
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Da bei der gaschromatographischen Zuckerbestimmung Glucose als Summe aus löslichen 

Glucose (Restzucker) und unlöslicher Glucose (Glucose aus Cellulose und Stärke) erfasst 

wurde und Saccharose im Rahmen der Probenaufarbeitung vollständig zu Glucose und Fruc-

tose invertierte (Kap. 4.2.4.7), waren die ermittelten Glucosegehalte für Saccharose zu korri-

gieren. 

 

4.2.4.5 Bestimmung weiterer Zuckerbausteine mittels HPLC 

Zur Bestimmung weiterer Zuckerbausteine in den aufgearbeiteten Probelösungen wurde eine 

HPLC-Anlage der Firma Jasco (Deutschland) verwendet. Die Probelösungen wurden vor dem 

Einspritzen in die HPLC durch einen Spritzenfilter (0,2 µm) filtriert. Die Laufzeit betrug 30 min. 

Nachfolgend sind die wichtigsten HPLC-Parameter aufgeführt. 

 

Geräte: 

- Degasser GT 103 (Fa. Jasco) 

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

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

- Peltier-Kolonnenthermostat für HPLC 

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

Durchflusszelle 

- Differential-Refraktometer (Fa. Knauer), thermostatiert, 35 °C Range 16, Zeitkonstante 

0,25 s, Zellvolumen 12 µL 

- Software Borwin, Version 1.21 (Fa. Jasco) 

Methode: 

- Laufmittel 0,008 N H2SO4 (isokratisch) 

- Kationenaustausch-Säule H+-Form Gat-Car-H, 300 * 7,8 mm ID 

- Vorsäule 50 * 7,8 mm ID, 10 µm (Fa. Gamma Analysentechnik) 

- Säulentemperatur 45 °C 

- Injektionsvolumen 20 µL 

- Ventil Rheodyne Typ 7125 (vollständige Schleifenfüllung) 

- UV/VIS- und RI-Detektor in Serie 

 

Die Gehalte des jeweiligen Zuckerbausteins in den Probelösungen wurden anhand der Reg-

ressionsdaten nach Eichung mit den entsprechenden Standardlösungen ermittelt. Unter den 

angegebenen Bedingungen konnten in den Standardlösungen Cellobiose, Galacturonsäure, 

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 löslicher 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 

Für 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 Ansätze wurden mit Enzymlösung 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 Enzymlösung 

dest. Wasser zugesetzt wurde. Nach Enzymzugabe wurden die Ansätze im Wasserbad bei 

30 °C für 24 h inkubiert. Zu Beginn (0 h) sowie nach ½, 2, 4, 6, 24 h wurde die Prozessvisko-

sität  mit Hilfe des Rheoswing® bestimmt. Alle Varianten wurden doppelt angesetzt und 

vermessen. 

 

4.2.4.7 Nachweis der Saccharose-Inversion 

25 g vorzerkleinerter Apfeltrester (Standardaufschluss) wurden mit Schwefelsäure (2 %) auf 

pH 3,3 eingestellt, mit dest. Wasser bei Raumtemperatur extrahiert, filtriert und geklärt (Car-

rez-Lösungen I und II). 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 geklärten 

Lösungen wurde anschließend zur Säureinversion der nichtreduzierenden Zucker (Saccharo-

se) mit 10 mL dest. Wasser und 2,5 mL HCl (32 %) versetzt und bei 70 °C im Wasserbad für 

5 min erhitzt. Nach Abkühlen wurde mit 40%iger NaOH neutralisiert (Indikator Methylorange), 

1:2 verdünnt und aufgefüllt. Die Bestimmung der reduzierenden Zucker in allen Proben erfolg-

te nach der Methode von Luff und Schoorl [222]. Dazu wurden 25 mL Luff’sche Lösung mit 

25 mL Probelösung versetzt, 10 min am Rückfluss gekocht, anschließend abgekühlt und 

50 mL 0,4 N Essigsäure und 25 mL 0,1 N Jodlösung zugesetzt. Nach Umschütteln wurden 

55 mL 0,75 N Salzsäure hinzugefügt, geschüttelt und der Jodüberschuss mit 0,1 N Natrium-

thiosulfat-Lösung zurücktitriert. Nach Zusatz von 1 mL Stärkelösung wurde bis zum Umschlag 

titriert und der Gehalt an reduzierenden Zuckern anhand des Verbrauches an 0,1 N Natrium-

thiosulfat-Lösung ermittelt. 

  



42 
 

4.2.5 Enzymierungsversuche mit variierendem Tresteranteil im Ansatz 

4.2.5.1 Versuchsdurchführung 

Im Sinne einer Weiterentwicklung des Laborverfahrens wurden Enzymierungsversuche mit 

Apfeltresteransätzen mit unterschiedlichem Trockensubstanzgehalt durchgeführt. Dabei wur-

de der Tresteranteil im Versuchsansatz gemäß folgendem Schema variiert (Abb. 14). 

 

1 Teil Trester + 3 Teile Wasser 
(a) 

1 Teil Trester + 2 Teile Wasser 
(b) 

1 Teil Trester + 1 Teil Wasser 
(c) 

 
Abb. 14: Schema der Trester/Wasser-Verhältnisse (Massenverhältnisse) 

 

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 Wärmeschrank für 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 für alle drei Varianten gleich. Das bedeutete, dass sich das En-

zym/Substrat-Verhältnis von (a) über (b) nach (c) verringerte. Die Varianten (b) und (c) wur-

den ebenfalls für 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. 

 

4.2.5.2 Zuckerbestimmung und rheologische Untersuchungen 

Der Gehalt an reduzierenden Zucker und Glucose in den Ansätzen 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 Viskosität wurden mit dem Torsions-

schwinger Rheoswing® nach oben beschriebener Methodik (Kap. 4.2.4.6) zu den genannten 

Zeitpunkten durchgeführt. 
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4.2.6 Vergärungsversuche mit Apfeltrester 

4.2.6.1 Materialvorbereitung 

Für die Vergärungsversuche wurden Apfeltrester der Chargen 2005 und 2006, sowie die säu-

rehydrolysierten Trester, die aus Charge 2006 hergestellt wurden (Kap. 4.1.1.4), verwendet. 

Es wurden vier Versuchsserien durchgeführt, wobei jede Variante doppelt angesetzt wurde. 

Tab. 14 gibt einen Überblick über die variierenden Versuchsbedingungen. 

 

Tab. 14: Versuchsserien und Varianten der Vergärungsversuche 

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  1 + 1 einfach  DSM 

2 5 2005 1 + 1 einfach  DSM 

 6  1 + 1 dreifach  DSM 

 7  1 + 1 dreifach Trester vorerhitzt DSM 

3 8 2005 1 + 1 dreifach Enzym-Mix Start Gammazym 

 9  1 + 1 dreifach Enzym gestaffelt Gammazym 

 10  1 + 1 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 

 

Für die Varianten 1 und 2 wurden 200 g Apfeltrester im 1L-Becherglas mit 600 g dest. Was-

ser, und 10 mL (NH4)2PO4-Lösung (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 Enzymlösung, zugesetzt. Die Ansätze wurden im 

Waring-Blender 2 min vorzerkleinert, anschließend der pH-Wert mit Schwefelsäure (2 %) auf 

3,3 eingestellt, 1 h im Wärmeschrank bei 30 °C inkubiert, anschließend wieder 2 min mit dem 

Waring-Blender zerkleinert und für eine weitere Stunde inkubiert. Danach erfolgte die dritte 

Zerkleinerungsstufe, zunächst 2 min mit dem Waring-Blender, anschließend 4 min mit dem 

Ultraturrax. 580 g des homogenisierten Tresters wurden in einen 1L-Gärbehälter aus Glas 

überführt, mit 20 mL Hefesuspension versetzt, durchmischt und an die Versuchsapparatur 

angeschlossen (Abb. 15). Vor der Hefezugabe wurde in allen Fällen eine Trockensubstanzbe-

stimmung im Ansatz für die Berechnung der Alkoholausbeute durchgeführt. Die Hefesuspen-

sion wurde bereits 24 h vor Zugabe angesetzt, wobei 1 g Trockenhefe (Fermiol, DSM, Frank-

reich bzw. T01, Gammazym, Deutschland) zunächst in 100 mL Wasser suspendiert und 

30 min bei 30 °C aufgeschlämmt wurde. Um die Hefen in einen für die Vergärung 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 erhöht wurde (400 g Trester + 400 g Wasser). In 

Versuchsserie 2 wurden drei Varianten bei hohem Trester-Wasser-Verhältnis (1 + 1) herges-

tellt, davon zwei Varianten (Variante 6 und 7) mit dreifacher Enzymkonzentration (Tab. 13). 

Bei Variante 7 wurde der Ansatz zusätzlich 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 Vergärungszeit, um 

mögliche Enzym-Inhibierungseffekte zu testen. Bei Variante 10 wurde das Pektinase-Präparat 

Rapidase ADEX P in gleicher Konzentration wie der Enzym-Mix in Variante 8 zu Beginn zum 

Ansatz gegeben. In Versuchsserie 4 wurde ausschließlich die Apfeltrestercharge 2006 bzw. 

die daraus hergestellten säurehydrolysierten Trester verwendet. Variante 11 wurde analog zu 

Variante 6 behandelt. Bei den Varianten 12 (rapid-set) und 13 (slow-set) wurden die säure-

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 Vergärung der Ansätze 

Die gemäß Kap. 4.2.6.1 hergestellten Gäransätze wurden wie folgt an die Versuchsapparatur 

angeschlossen (Abb. 15). 

 

Abb. 15: Versuchsapparatur für Vergärungsversuche 

 

Zunächst wurden die Gärbehälter mit einem zweifach durchbohrten (mit Glasröhrchen verse-

henen) Gummistopfen verschlossen. Über 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 Vergärung nach den jeweiligen 

Zerkleinerungsstufen dem Ansatz entnommen wurden. Während der Vergärung wurden je-

weils 2 g vom Gäransatz per Kunststoffspritze abgezogen, in einen 50mL-Maßkolben über-

Im gesamten 

Versuchsraum: 

 = 30 °C 
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führt, mit Na-Acetat-Puffer (0,1 M, pH 5) versetzt und 10 min im Wasserbad bei 90 °C erhitzt. 

Nach dem Abkühlen wurde mit Puffer aufgefüllt und die Suspension anschließend bei 

6000 U/min zentrifugiert. Ein Aliquot des klaren Überstands wurde je nach erwartetem Gluco-

segehalt nochmals verdünnt und anschließend der Glucosegehalt mittels Enzym-Testkit (r-

biopharm) bestimmt. Über den zweiten Schlauch konnte das während der Vergärung gebilde-

te CO2 in einen 1L-Meßzylinder entweichen, welcher umgedreht in einem 2,5L-Becherglas 

arretiert wurde. Der Messzylinder war mit einer Sperrflüssigkeit (0,1 M HCl mit Tashiro-

Indikator) gefüllt, in der sich das CO2 aufgrund des stark sauren pH-Wertes (pH~1) nur mini-

mal löste und somit die Sperrflüssigkeit verdrängte. Das Becherglas diente dabei als Flüssig-

keitsreservoir. In regelmäßigen Zeitabständen (zu Beginn stündlich) wurde das gebildete Gas 

im Kopfraum des Messzylinders über eine volumenskalierte 100mL-Spritze entzogen und so 

der Flüssigkeitsspiegel wieder auf das Anfangslevel zurückgebracht. Auf diese Weise ließ sich 

das während der Vergärung gebildete CO2 als Prozessparameter näherungsweise ermitteln. 

Da die Versuche bei 30 °C durchgeführt wurden, mussten die mittels skalierter Spritze ermit-

telten CO2-Volumina mit Hilfe der idealen Gasgleichung auf Normvolumen (Normalzustand bei 

273 K und 1,013 bar) berechnet werden [223]. Als Abbruchkriterium für die Vergärungsversu-

che dienten der Gehalt an löslicher Glucose (Glucose 0) im Trester sowie das gebildete 

Gasvolumen (Gasbildung 0). Die Varianten 1 - 6 sowie 8 - 11 fermentierten über 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 Ansätze, Ausbeuteberechnung, Methanol und Gärungsnebenpro-

dukte 

Nach Beendigung der Vergärung wurden die vergorenen Trester in einer Labordestillations-

apparatur abdestilliert [224]. Dazu wurden 400 g vergorener Trester unter Nachspülen mit 

3 * 20 mL dest. Wasser in einen 1000mL-Rundkolben überführt und mit 3 - 4 Tropfen Silikon-

Entschäumer sowie 2 Keramikscherben zur Vermeidung von Siedeverzügen versetzt. Die 

Erhitzung der Trester erfolgte in Heiznestern, wobei der Alkohol bzw. das Alkohol-Wasserge-

misch langsam (1,5 h) in einen 100mL-Maßkolben (Vorlage) bis zu einem Gesamtvolumen 

von ca. 90 mL überdestilliert und nach Temperieren auf 20 °C mit dest. Wasser bis zur Marke 

aufgefüllt wurde. In den auf 20 °C temperierten Destillaten wurde der Alkoholgehalt aräomet-

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 für 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 

zusätzlich mit einer Standard-Alkoholmischung (10 %mas) getestet. Die Wiederfindung im 

Destillat betrug knapp 99 % (9,87 %mas). Für alle Varianten wurde eine praktische Alkohol-

ausbeute  nach den Gleichungen (11), (12) berechnet: 

 

 in % (11) 

 in g (12) 
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Die Menge an abdestilliertem reinem Alkohol  [g] 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 Gärung 

(1 g Zucker  0,5184 g Ethanol + 0,4816 g CO2). In die Bilanz der gesamt vergärbaren Zu-

cker ( ) gingen sowohl die löslichen Zucker Glucose, Fructose und Saccharose als auch 

die vergärbaren Zucker aus den unlöslichen Zellwandpolysacchariden (Glucose aus Cellulo-

se, Stärke, Xyloglucan; Mannose aus Hemicellulosen) ein. Die Bestimmung der einzelnen 

Zuckerbausteine wird in den Kap. 4.2.8.3 bis 4.2.8.6 näher erläutert. 

Für die Varianten der Versuchsserien 3 und 4 wurden zusätzlich der Fermentationsgrad  

und der Hydrolysegrad unlöslicher Zucker  nach den Gleichungen (13) und (14) bestimmt 

(Abb. 16). 

 

 in % (13) 

 in % (14) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 16: Schematische Darstellung der Anteile vergärbarer Zucker im Gäransatz vor (a) und nach (b) der 
alkoholischen Vergärung 

 

Da nach der Vergärung keine löslichen Zucker mehr im Ansatz waren (enzymatisch be-

stimmt), ergab sich der Gehalt an Restzuckern  im Gäransatz  aus der Summe der aus 

den Zellwandpolymeren stammenden Glucose und Mannose. Da Glucose vor der Vergärung 

auch als löslicher Zucker vorliegt, ergab sich der Gehalt an „unlöslicher“ (gebundener) Gluco-

se aus der Differenz zwischen der gaschromatographisch bestimmten Gesamt-Glucose 

(Kap. 4.2.8.3) und der mittels Enzym-Testkit bestimmten löslichen Glucose im Trester 

(Kap. 4.2.8.4). 

Gäransatz  (gesamt) 

lösliche vergärbare Zucker 

(Glucose, Fructose, Saccharose) (a)  (unlöslich) 

 (gesamt) 

(b) 

Alkohol 
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Neben der aräometrischen Gesamtalkoholbestimmung wurden in den Destillaten Methanol 

sowie verschiedene Gärungsnebenprodukte gaschromatographisch (Headspace-GC) be-

stimmt. Die quantitativ ermittelten Gärungsnebenprodukte sowie die Angaben zum verwende-

ten GC-System sind nachfolgend aufgeführt. 

 

Gärungsnebenprodukte: 

- Acetaldehyd 

- Ethylacetat 

- i-Amylacetat 

- n-Propanol 

- i-Butanol 

- n-Butanol 

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

- Hexanol 

 

GC-System: 

- Geräte  GC-14a Shimadzu Kapillargaschromatograph 

C-R4AX Integrator und Steuereinheit mit Festplatte 

HSS-2B Headspace und automatischer Probengeber 

AOC-14 automatischer Probengeber für Flüssigprobenaufgabe 

- Headspace 10 mL Gesamtvolumen, Vorheizphase 20 min bei 80 °C 

- Injektion  1 mL Probevolumen aus dem Gasraum, Kanülentemperatur 80 °C 

- Injektor  Split/splitless-Injektor 

Splitverhältnis 1:45 

Temperatur 200 °C 

- Säule  Permabond CW20M-DF-0,25 Machery-Nagel 

25 m, 0,25 mm Innendurchmesser 

- Temperatur- 

regime  Ofenanfangstemperatur 40 °C, Haltezeit 1 min 

Aufheizphase 10 K/min auf Endtemperatur 

Ofenendtemperatur 180 °C, Haltezeit 7 min 

Abkühlphase auf 40 °C 

- Detektor  FID, Temperatur 240 °C 

 

Zur Analyse wurden die Destillate nochmals 1:10 verdünnt. 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. Gärunsgnebenprodukt je 

100 mL r. A. angegeben. 
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4.2.7 Aufarbeitung von Brennereischlempen 

4.2.7.1 Materialvorbehandlung 

Für diese Untersuchungen wurden die Destillationsrückstände (Schlempe) von großtech-

nischen Vergärungsversuchen, die in der Obstbrennerei Kullmann mit Apfeltrester der Charge 

2006 durchgeführt wurden, verwendet. Die Schlempe wurde direkt nach der Destillation der 

vergorenen Trester heiß in hitzesterilisierte Weckgläser abgefüllt. Nach dem Abkühlen wurden 

1 kg Schlempe im Weckglas für 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 50µm-Trennsieb 

(mit Siebboden und Deckel) gegeben und in 5 - 6 Durchgängen je 5 min bei einer Amplitude 

von 60 - 100 in der Siebmaschine AS 200 basic (Retsch, Deutschland) nassgesiebt. An-

schließend erfolgten die Bestimmung der absoluten Feuchtmassen, Trockensubstanzen, Ge-

halte an löslichen und unlöslichen Ballaststoffen und Gesamt-Polyphenolgehalte beider Sieb-

fraktionen. 

  



49 
 

4.2.8 Materialcharakterisierung 

4.2.8.1 Bestimmung der Trockensubstanz 

Etwa 1 g (trockene Proben) bzw. 10 g (feuchte Proben) wurden in vorgetrocknete Tiegel ( ) 

eingewogen ( ) und im Trockenschrank (Memmert M600, Deutschland) bei 105 °C getrock-

net, anschließend im Exsikkator abgekühlt und ausgewogen. Die Trocknung wurde bis zur 

Massekonstanz (Massenänderung kleiner 0,002 g) wiederholt und nach der Trocknung die 

Endmasse ermittelt ( ). Die Trockensubstanz ergab sich aus folgender Gleichung (15) 

[225]. 

 

 in % (15) 

 

4.2.8.2 Bestimmung von unlöslicher und löslicher Trockensubstanz 

Zur Bestimmung der unlöslichen ( ) und löslichen ( ) Trockensubstanz wurden ca. 15 g 

Apfelnasstrester auf einem Filtergewebetuch ( ) eingewogen ( ), fest verschnürt und 

in ein Soxhlet-Extraktionsgefäß überführt. In einem 2L-Rundkolben wurden 1000 mL 10%iger 

Ethanol vorgelegt und 3 Keramikscherben gegen Siedeverzüge hinzugefügt. Nach dem Auf-

setzen des Extraktionsgefäßes auf den Rundkolben wurde bei maximaler Wärmezufuhr 3 h 

am Rückfluss gekocht, anschließend die Probe aus der Apparatur entnommen und bis zur 

Massekonstanz bei 105 °C getrocknet und die Endmasse  ermittelt. Die unlösliche Tro-

ckensubstanz  berechnete sich nach Gleichung (16): 

 

 in % (16) 

 

Die lösliche Trockensubstanz  ergab sich als berechneter Wert unter Einbeziehung der 

Trockensubstanz [g/100 g] aus Gleichung (17). 

 

 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 anschließender Reduktion und Derivatisierung der Zucker zu Alditolacetaten. 15 mg Pro-

be wurden mit 5 mL Enzym-Puffer-Lösung (0,05 M Natriumacetat, 200 ppm Rohapect AP 1, 

100 ppm Rohapect B1L, 100 ppm Rohalase 7069) versetzt, 48 h bei 40 °C im Schüttel-

wasserbad inkubiert und anschließend 3 - 4 h bei 70 °C im N2-Strom zur Trockne einge-

dampft. Die Säurehydrolyse erfolgte nach Zugabe von 2,5 mL 2 M Trifluoressigsäure für 1 h 

bei 120 °C. Als innerer Standard wurden 50 µL einer 1,5%igen myo-Inositol-Lösung dazuge-

geben und zur Alkalisierung 0,4 mL Ammoniak dazugegeben. Nach Filtration (0,45 µm) wur-
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den 0,2 mL des Filtrates zur Reduktion mit 2 mL NaBH4-Lösung (2 g/100 mL Dimethylsulfoxid) 

versetzt und für 90 min bei 40 °C behandelt. Die Acetylierung erfolgte durch Zugabe von 

0,2 mL Eisessig (Kühlen), 0,4 mL Methylimidazol und 4 mL Essigsäureanhydrid (10 min, 20 -

 25 °C). Anschließend wurden 10 mL bidest. Wasser dazugegeben, gekühlt und die Alditola-

cetate mit 8 mL Dichlormethan (DCM) ausgeschüttelt. 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 Maßkolben überführt, 40 µL -Glucose-Penta-Acetat (2,5 mg/mL) zugesetzt und 

mit DCM zur Marke aufgefüllt. Die Auswertung erfolgte über die Eichgerade des jeweiligen 

Zuckerstandards (Rhamnose, Fucose, Arabinose, Xylose, Mannose, Galactose, Glucose). 

 

GC-System 

- Geräte   GC-14a Shimadzu Kapillargaschromatograph 

AOC-17 Shimadzu Autoinjektor 

- Steuerung und 

Auswertung   Class VP Chromatography Data System V 4.2, Shimadzu 

- Injektor   Split/splitless-Injektor 

Splitverhältnis 30:1 

Temperatur 275 °C 

- Injektionsvolumen  1 µL 

- Säule    Rtx 2330; 30 m, 0,32 mm Innendurchmesser 

Filmdicke 0,2 µm, Restek 

- Trägergas   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 

 

4.2.8.4 Bestimmung löslicher Zucker (gesamt) 

In den getrockneten, zerkleinerten Apfeltrestern der verschiedenen Chargen (Kap. 4.1.1.1 und 

4.1.1.3) wurden die löslichen Restzucker Glucose, Fructose und Saccharose mittels Enzym-

Testkit (r-biopharm, Deutschland) bestimmt [226]. Dazu wurden 0,2 g Probe in einen 100mL-

Maßkolben eingewogen, mit ca. 60 mL dest. Wasser versetzt, 1 h gerührt (Magnetrührer) und 

anschließend bis zur Marke aufgefüllt. Die Suspension wurde über einen Faltenfilter filtriert 

und 50 ml des Filtrates in einem weiteren 100mL-Maßkolben nacheinander mit je 5 mL Car-

rez-I- und Carrez-II-Lösung versetzt, der pH-Wert mit ca. 20 mL 0,1 M NaOH auf ca. 7 einges-

tellt und mit dest. Wasser bis zur Marke aufgefüllt. Es wurde nochmals über einen Faltenfilter 

filtriert und 0,1 mL des Filtrates zur Bestimmung mittels Enzym-Testkit eingesetzt. Unter Be-

rücksichtigung sämtlicher Verdünnungsfaktoren 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 löslicher Zucker (frei verfügbar) 

Als frei verfügbare Zucker wurde der Anteil an löslichen Restzuckern bestimmt, der sich durch 

eine dreistündige Kaltwasserextraktion aus den Apfelnasstrestern entfernen ließ. Dazu wur-

den ca. 20 g Apfelnasstrester in ein Gewebefiltertuch eingewogen, fest verschnürt und in ei-

nen Soxhlet-Aufsatz eingebracht. Im Extraktionskolben (500mL-Dreihalsrundkolben) wurden 

300 mL dest. Wasser mit 2 - 3 Keramikscherben vorgelegt. Gegen Siedeverzüge wurde des 

Weiteren eine fein ausgezogene Glaskapillare verwendet. Um die Wasserextraktion bei 

Raumtemperatur durchführen zu können, musste die Apparatur an eine Wasserstrahlpumpe 

angeschlossen werden, die einen Absolutdruck von ca. 30 mbar (Siedetemperatur ca. 24 °C) 

erzeugte. Für die Kondensation des Wasserdampfes wurde Kühlwasser von 5 °C mit Hilfe 

eines Umwälzkryostats im Kreislauf durch den aufgesetzten Kühler gepumpt. Um die für die 

Verdampfung erforderliche Temperaturdifferenz zu erzeugen, wurde der Rundkolben im Was-

serbad auf ca. 45 °C temperiert. Nach 3 h Extraktion wurde die Extraktionslösung aus dem 

Rundkolben unter Nachspülen mit dest. Wasser in einen 500mL-Maßkolben überführt. Nach 

bereits beschriebenem Verfahren (Kap. 4.2.8.4) wurden nach Carrez-Fällung und Filtration die 

löslichen 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 Stärke 

Für die Stärkebestimmung mittels Testkit (r-biopharm, Deutschland) wurden zunächst 0,2 g 

getrocknetes, zerkleinertes Trestermaterial zum Lösen der Stärke mit 5 mL 8 M HCl und 

20 mL Dimethylsulfoxid versetzt und 30 min bei 60 °C inkubiert. Nach dem Abkühlen wurden 

ca. 40 mL dest. Wasser dazugegeben, der pH-Wert mit 5 M (grob) bzw. 1 M (fein) NaOH auf 

4 - 5 eingestellt, im Maßkolben auf 100 mL aufgefüllt und über einen Faltenfilter filtriert. Für 

die Bestimmung mittels Enzym-Testkit wurden 0,1 mL des Filtrates eingesetzt und der Stär-

kegehalt [g/100 g TS] berechnet [227]. 

 

4.2.8.7 Bestimmung von Protein 

Die Proteinbestimmung wurde als Dreifachbestimmung nach der Methode nach Kjeldahl 

(N 6,25) durchgeführt [228]. Dazu wurden 500 mg Probematerial in einem Kjeldahlkolben mit 

5 mL konzentrierter Schwefelsäure versetzt und eine Spatelspitze Selenreaktionsgemisch 

dazugegeben. Im Aufschlussblock wurde die Probe erhitzt bis sie klar und grünlich, 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-

naß/Wagner. In einem Erlenmeyerkolben wurden 10 mL 2%ige Borsäure 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 durchgeführt. Anschließend wurde das auf-

gefangene Destillat mit 0,01 N Schwefelsäure titriert und der Proteingehalt  nach Glei-

chung (18) berechnet: 

 

 in g/100 g TS (18) 
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4.2.8.8 Bestimmung von Asche 

Der Gehalt an Asche wurde im Muffelofen bei 525 °C bestimmt [229]. Die Tiegel wurden 1 h 

vorgeglüht, im Exsikkator abgekühlt und die Leermasse bestimmt ( ). 1 g Material wurden in 

die Tiegel eingewogen ( ), über dem Bunsenbrenner verascht und 2 h im Ofen verglüht. 

Wurde die Asche nicht grau bzw. weiß, musste ein wässriger Auszug erfolgen. Die Tiegel 

wurden im Exsikkator abgekühlt, ausgewogen, in 30-min-Intervallen bis zur Massekonstanz 

(Massenänderung kleiner 0,001 g) weiter verglüht und die Endmasse ( ) gravimetrisch 

bestimmt. Der Aschegehalt  wurde nach Gleichung (19) bestimmt. 

 

 in g/100 g 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-III-Lösung versetzt, der pH-Wert mit 1 N Natronlauge auf 11,8 eingestellt und mit 

5 mL Chelaplex-III-Lösung nachgespült. Nach 1 h Verweilzeit wurde der pH mit 1 N Essigsäu-

re auf 5,0 eingestellt und mit 5 mL einer pH-5-Essigsäurelösung (eingestellt mit 1 N Natron-

lauge) nachgespült. Anschließend wurden 2 mL einer 0,5%igen Polygalacturonaselösung zur 

Suspension gegeben und diese für 16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die enzymierte Probe 

wurde in einen Messkolben überführt, auf 100 mL mit dest. Wasser aufgefüllt und durch einen 

Faltenfilter filtriert. Das Filtrat wurde nochmals 1:10 verdünnt. 

Für das Aufstellen der Eichgeraden wurden 6 Konzentrationen (2, 4, 10, 20, 32, 40 µg/mL) 

einer Galacturonsäure-Monohydrat-Lösung hergestellt. Die Eichlösungen wurden wie die Pro-

belösungen (siehe unten) behandelt.  

Für die Bestimmung des Galacturonangehaltes wurden 0,5 mL Probelösung mit 3,0 mL 

Schwefelsäure-Tetraborat-Lösung gemischt, 10 min im siedenden Wasserbad erhitzt und an-

schließend im Eiswasserbad auf Raumtemperatur zurückgekühlt. Nach Zugabe von 50 µL m-

Hydroxydiphenyl-Lösung erfolgte die Messung der Extinktion bei einer Wellenlänge von 

520 nm. Die Messungen wurden als Dreifachbestimmung durchgeführt. Bei den mitgeführten 

Blindwerten wurde statt der m-Hydroxydiphenyl-Lösung eine 0,5%ige Natronlauge eingesetzt. 

Anhand der Eichgeraden konnten über die gemessenen Extinktionen die jeweiligen Konzent-

rationen an Galacturonsäure  in den Probelösungen bestimmt werden. Unter Berück-

sichtigung der Verdünnung  und der Einwaage  wurde daraus der Galacturonangehalt 

 nach Gleichung (20) bestimmt: 

 

 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 Chromotropsäure. 

Die einzusetzende Substanzmenge wurde aus dem Galacturonangehalt und dem erwarteten 

Veresterungsgrad berechnet. Das Material wurde zunächst 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 gerührt. Die 

Verseifung wurde durch Zugabe von 5 mL 1 N Schwefelsäure beendet. Für die Destillation 

wurden die Kolben an die Apparatur nach Parnaß/Wagner angeschlossen. In einem im Eis-

bad gekühlten Erlenmeyerkolben wurden ca. 20 mL dest. Wasser mit 4 mL absolutem Ethanol 

vorgelegt. Die Destillation erfolgte so lange bis im Vorlagekolben ein Füllstand von etwa 

80 mL erreicht war. Das Destillat wurde in Maßkolben auf 100 mL aufgefüllt. 

Für die Erstellung der Eichgeraden wurden 6 Konzentrationen (0,005, 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 

0,1 mL/L) einer Methanol-Lösung hergestellt. Die Eichlösungen wurden wie die Probelösun-

gen (siehe unten) behandelt. 

Für die Bestimmung des Veresterungsgrades wurden 2 mL Probelösung mit 1 mL Kaliumper-

manganat-Lösung versetzt und nach 15 min 0,6 mL Natriumdisulfit-Lösung dazugegeben. Im 

Eisbad erfolgte die Zugabe von 10 mL Chromotropsäure. Die Lösungen wurden dann 20 min 

bei 70 °C im Wasserbad erhitzt und anschließend 20 min im Thermostaten auf 20 °C zurück-

gekühlt. Die Extinktion wurde bei einer Wellenlänge von 570 nm gemessen. Bei den mitge-

führten Blindwerten wurde statt der Probelösung eine 5%ige ethanolische Lösung eingesetzt. 

Der Veresterungsgrad  der Proben ließ sich aus folgender Beziehung (21) ermitteln: 

 

 in % (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 löslichen und unlöslichen Ballaststoffen nach der enzymatisch-

gravimetrischen AOAC-Bestimmungsmethode ermittelt [156, 231]. Zunächst wurden 0,5 g 

(trockene Proben) bzw. 5 - 10 g (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 µL -Amylase (Termamyl 120 L, Novozymes) gegeben und im Was-

serbad für 30 min bei 100 °C temperiert. Nach dem Abkühlen auf ca. 60 °C wurde der pH-

Wert mit 0,275 M NaOH auf 7,5 eingestellt, 200 µL 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 HCl wurden 300 µL 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 über eine Glasfritte (Por. 2) abgesaugt, die vorher mit 

0,5 g eines Filterhilfsmittels (Celite®) beschickt wurde. Der Rückstand wurde je zweimal mit 

15 mL Ethanol (78 %), 15 mL Ethanol (99 %) und 15 mL Aceton gewaschen, anschließend 

bei 105 °C bis zur Massekonstanz getrocknet und nach dem Abkühlen ausgewogen ( ). 

Das abgesaugte Filtrat wurde zur Ausfällung der löslichen Ballaststoffe mit 500 mL 99%igem 

Ethanol versetzt und 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschließend erfolgte die 

Filtration der Suspension wiederum über Glasfritten. Der Rückstand wurde analog per Lö-
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sungsmittelaustausch (siehe oben) gewaschen und getrocknet ( ). In den getrockneten 

Rückständen wurden der Asche- und Restproteingehalt bestimmt. Aus der Einwaage und den 

asche- und proteinkorrigierten Rückständen der zwei Fraktionen konnten die Gehalte an lösli-

chen ( ) und unlöslichen ( ) Ballaststoffen in g/100 g TS bestimmt werden. Der Ge-

samtballaststoffgehalt ergab sich aus der Summe von  und . 

 

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]. Zunächst wurden 0,5 g (trockene Proben) bzw. 5-

20 g (feuchte Proben) Probenmaterial im 50mL-Maßkolben mit 25 mL absolutem Methanol 

und 0,1 mL H2O2 versetzt und 30 min im Ultraschallbad bei Raumtemperatur unter gelegentli-

chem Schwenken extrahiert. Anschließend wurde auf 50 mL mit Methanol aufgefüllt und durch 

einen Faltenfilter filtriert. Für die Bestimmung wurden 0,1 mL Probelösung im Reagenzglas mit 

0,4 mL dest. Wasser, 0,25 mL Folin-Ciocalteu-Reagenz und 1,25 mL 20%iger Na2CO3-

Lösung 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 Gallussäure im Konzentrationsbereich zwischen 0,04 und 0,2 mg/mL. Der 

Gesamtpolyphenolgehalt  wurde anhand der Eichgerade nach Gleichung (22) als Gallus-

säure-Äquivalente berechnet: 

 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 

Abhängigkeit 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 Fällen die durchschnittliche absolute Mittelwertabweichung  

nach Gleichung (23) berechnet: 

 (23) 

 – Anzahl der Einzelmesswerte 

 – Messwert der i-ten Messung 

 – Laufzahl von 1 bis n 

 – arithmetischer Mittelwert 

 

 

Aufgrund des in einigen Fällen geringeren Stichprobenumfanges (n < 5) erschien es sinnvol-

ler,  anstatt der allgemein üblich verwendeten Standardabweichung  zu berechnen. 

 

4.2.9.2 Multifaktorielle Varianzanalyse 

In ausgewählten Fällen wurden die experimentell ermittelten Versuchsdaten in mehrfaktoriel-

len Versuchsplänen zusammengefasst [234] und mit Hilfe des Softwareprogramms Statgra-

phics Plus 5.0 (Statistical Graphics Corp., USA) einer Varianzanalyse (ANOVA, multifactor 

categorical) unterzogen. Eine Übersicht über die aufgestellten Versuchspläne mit den jeweili-

gen experimentellen Faktoren und den untersuchten Zielgrößen ist im Anhang (Kap. 12.6) 

dargestellt. 

Für 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 durchgeführt. In den jeweiligen Diag-

rammen sind die Mittelwerte für die Einzelfaktoren und Interaktionen mit 95%-Konfidenzinter-

vallen angegeben. Überschneiden sich die Konfidenzintervalle der untersuchten Faktoren 

nicht, so kann angenommen werden, dass hinsichtlich der untersuchten Zielgröße (z. B. Glu-

cosegehalt nach Enzymierung) mit 95%iger Sicherheit ein signifikanter Unterschied zwischen 

beiden Einflussfaktoren besteht. 
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5 AKTIVITÄTEN ZELLWANDABBAUENDER ENZYME GEGENÜBER MODELL-

SUBSTRATEN UND APFELTRESTERFASERN 

5.1 Enzymaktivitäten gegenüber Modellsubstraten 

5.1.1 Enzymaktivitäten anhand der freigesetzten, reduzierenden Endgruppen 

5.1.1.1 Cellulolytische Aktivitäten 

Zunächst wurden die Aktivitäten der vier cellulolytischen (CYT, RCL, CCL, CFD) und der fünf 

pektinolytischen (ADP, RPT, SPL, AFP, PEC) Enzympräparate einzeln gegenüber 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 zusätzlichen redu-

zierenden Endgruppe. Je höher die Anzahl der freigesetzten, reduzierenden Endgruppen, 

desto höher ist die Enzymaktivität . In einigen Fällen ist die Bezugsgröße für die Berech-

nung der Enzymaktivität nicht das Volumen an Enzympräparat in mL sondern der Proteinge-

halt des Präparates in g. Die nachfolgend ermittelten Ergebnisse sind auf das Volumen in mL 

berechnet. Die Proteingehalte der Enzymlösungen sind im Anhang (Abb. 65) dargestellt. 

 

 
Abb. 17: Cellulolytische Aktivitäten 

 

Erwartungsgemäß besaßen die vier Cellulasen die höchsten Aktivitäten gegenüber MCC. Un-

ter diesen zeigte CFD die höchste Aktivität, wie auch gegenüber Cellobiose ( -Glucosidase-

Aktivität). Auffallend hoch waren die Cellobiase-Aktivitäten von AFP und PEC. SPL zeigte 

gegenüber den drei Modellsubstraten nur geringe Aktivität. ADP wies zwar verhältnismäßig 

geringe Endo- und Exo-Glucanase-Aktivität auf, besaß jedoch recht hohe Aktivität gegenüber 

Cellobiose. RPT zeigte allgemein geringe cellulolytische Aktivitäten. Die Unterschiede in den 

Endoglucanase-Aktivitäten (CMC) aller Präparate waren weitaus geringer. Es ist bekannt, 

dass CMC auch relativ leicht durch pektinolytische Enzympräparate gespalten wird, wenn 

diese nur eine Nebenaktivität an Cellulasen enthalten. Auch Tableros et al. fanden für ver-

schiedene pektinolytische Präparate annähernd hohe Aktivitäten gegenüber CMC wie für Cel-

lulasen [235]. 
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5.1.1.2 Hemicellulolytische Aktivitäten 

Die hemicellulolytischen Aktivitäten der neun Präparate wurden anhand des Abbaus von Xy-

lan und Arabinogalactan ermittelt (Abb. 18). 

 

 
Abb. 18: Hemicellulolytische Aktivitäten 

 

Cellulolytische Präparate aus Trichoderma reesei besitzen gemäß Herstellerangaben ausge-

wiesene Xylanase-Begleitaktivitäten. Diese Angaben konnten im Rahmen der Aktivitätsbe-

stimmungen gegenüber Xylan eindeutig belegt werden. Insbesondere CYT zeigte unter den 

vier cellulolytischen Enzymen hohe Xylanase-Aktivität. Auch die pektinolytischen Enzyme be-

saßen zum Teil hohe hemicellulolytische Begleitaktivtäten. Erstaunlich hoch waren diese im 

Falle von PEC, welches bereits erhöhte cellulolytische Altivitäten aufwies (Abb. 17). Die Aktivi-

täten gegenüber Arabinogalactan waren in allen Fällen gering. 

 

5.1.1.3 Pektinolytische Aktivitäten 

Abb. 19 zeigt die Aktivitäten der Cellulasen und Pektinasen gegenüber hochverestertem (HV-

Pektin) und niedrigveresterten Pektin (Pektinsäure) (  siehe Kap. 4.1.2.3). 

 

 
Abb. 19: Pektinolytische Aktivitäten 
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Wie erwartet, waren die pektinolytischen Aktivitäten der Cellulase-Präparate nur gering aus-

geprägt. Bei den Pektinasen waren deutliche Unterschiede beim Abbau von HV-Pektin und 

Pektinsäure zu erkennen. HV-Pektin wurde insbesondere durch ADP innerhalb der zweistün-

digen Inkubation bei 30 °C und pH 3,6 stärker abgebaut als durch die anderen Pektinaseprä-

parate. Bis auf RPT zeigten alle Präparate eine höhere Aktivität gegenüber Pektinsäure als 

gegenüber HV-Pektin. Dieser Unterschied war besonders im Fall von PEC und SPL stark 

ausgeprägt. 

Generell sind für den Pektinabbau, wie beschrieben, sowohl Polygalacturonasen (PG), Pekti-

nesterasen (PE) und Pektinlyasen (PL) verantwortlich [168]. In kommerziellen, mikrobiellen 

Präparaten 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 führt neben der Freisetzung einer reduzierenden Endgruppe zu einer 

Doppelbindung zwischen dem C4- und C5-Atom am nichtreduzierenden Ende des Ga-

lacturonsäuremoleküls [170]. Pektinlyase-Aktivitäten werden in der Regel anhand der Zu-

nahme der Absorption bei einer Wellenlänge von 235 nm gemessen [237]. 

Im Rahmen der hier durchgeführten Versuche wurden Pektinlyase- und Pektinmethylesterase-

Aktivitäten nicht bestimmt. Dennoch wird der Abbau von HV-Pektin bei diesen Versuchen zum 

größeren Teil auf die Wirkung von Polygalacturonasen zurückzuführen sein, da die pH-Optima 

mikrobieller Pektinlyasen eher im Bereich von pH 5 bis 6 liegen [170, 237]. Das bedeutet dem-

zufolge, dass hohe Aktivitäten gegenüber HV-Pektin erst im Beisein ausreichender Mengen 

Pektinesterasen erzielt würden. Dies scheint für ADP der Fall zu sein. PEC und SPL scheinen 

hingegen ein geringes Verhältnis von PE/PG aufzuweisen, da die Aktivität gegenüber Pektin-

säure deutlich erhöht ist. 

 

5.1.2 Enzymaktivitäten anhand der Viskositätsabnahme 

Im Gegensatz zu den Aktivitätsbestimmungen anhand der reduzierenden Endgruppen, bei 

denen jede Kettenspaltung zur Freisetzung einer reduzierenden Gruppe führt, werden bei der 

Ermittlung der Viskositätsabnahme von Modellsubstratlösungen vom Wesen des Viskositäts-

begriffes her im Wesentlichen Aktivitäten erfasst, die im Inneren der Polymere wirken (Endo-

Aktivitäten). Kettenspaltungen, die vorrangig vom äußeren Kettenende stattfinden (Exo-

Aktivitäten) führen hingegen zu keiner messbaren oder nur zu einer minimalen Viskositätsän-

derung. 

Zunächst wurden die cellulolytischen Aktivitäten der vier Cellulasen anhand der Viskositäts-

abnahme einer 1%igen CMC-Lösung über einen Zeitraum von 1 h mit Hilfe des Torsions-

schwingers Rheoswing® ermittelt (Abb. 20). Der Vorteil dieser Messmethode liegt in der Mög-

lichkeit, das Viskositätsverhalten über den Versuchszeitraum scherunabhängig aufnehmen zu 

können. 

Im Blindversuch (CMC ohne Enzym) konnte über den Messzeitraum von 60 min keine Ab-

nahme der Viskosität verzeichnet werden. Die Viskosität betrug ca. 5,5 mPa·s. Die vier Cellu-

lasen senkten die Viskosität der Substratlösung annähernd gleich schnell. Geringe Unter-

schiede waren erkennbar, so z. B. der vergleichsweise schnellere Abbau durch CYT. 
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Abb. 20: Viskositätsabnahme in CMC-Lösungen durch Cellulasen 

 

Die im Versuch ermittelten Kurvenverläufe 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 Bestimmtsheitsmaße r² 

lagen in fast allen Fällen über 0,99. Nach einer Stunde Enzymeinwirkung näherten sich die 

Viskositäten in allen Fällen einem Wert um 1,0 mPa·s an. 

Ein Vergleich mit den Ergebnissen der über die reduzierenden Endgruppen ermittelten Akti-

vitäten (Abb. 17) macht deutlich, dass nach zwei Stunden Enzymeinwirkung eindeutige Unter-

schiede in den cellulolytischen Aktivitäten der vier Cellulasen festgestellt werden konnten, 

wohingegen bei den rheologischen Messungen bereits nach 1 h gleiche Viskositäten gemes-

sen wurden. Folglich laufen noch nach 1 h Kettenspaltungen ab, die jedoch nur vom äußeren 

Kettenende her stattfinden. Desweiteren ist anzunehmen, dass die Polymerketten nach 

60 min bereits Längen erreicht haben, deren Weiterspaltung zu keiner signifikanten Viskosi-

tätsabnahme mehr führt. Es ist jedoch anzumerken, dass mit dem Grenzwert (Gleichge-

wichtsviskosität ) von ca. 1 mPa·s die Viskosität des Dispersionsmittels Wasser erreicht ist. 

Desweiteren stellt das ermittelte Viskositätslevel ein Integral dar, bei dem das „Volumen“ ei-

nes Partikels/Moleküls am Beispiel des hydrodynamischen Durchmessers bestimmt wird. Lie-

gen in einem System größere Partikulierungen vor, tragen kleinere Partikel/Moleküle nicht zur 

Viskositätsentwicklung bei. Wenn auch die Unterschiede zwischen den einzelnen Messkurven 

der vier Cellulasen nur gering sind, so lässt sich doch eine Reihenfolge bei der Abnahmege-

schwindigkeit (CYT > CFD > CCL > RCL) feststellen, die sich objektiv durch die rechnerisch 

ermittelten Geschwindigkeitskonstanten  bestätigen lässt (Tab. 15). So lag der -Wert für 

CYT mit 188,9 s-1 deutlich über dem Wert für CFD (155,8 s-1), welcher wiederum größer war 

als der für CCL ermittelte Wert (131,4 s-1). Der geringste k0-Wert wurde mit 121,3 s-1 für RCL 

ermittelt. Die Übereinstimmung der -Werte mit den Ergebnissen der reduzierenden End-

gruppen (CFD > CYT > CCL > RCL) war jedoch vergleichsweise gut (Abb. 17). 

Bei den Untersuchungen gegenüber HV-Pektin zeigten sich deutlichere Unterschiede in der 

Aktivität der verschiedenen pektinolytischen Präparate (Abb. 21). Wie bei den Versuchen ge-

genüber CMC konnte auch bei HV-Pektin im Blindversuch (ohne Enzym) keine wesentliche 

Viskositätsänderung über den Messzeitraum von 60 min festgestellt werden. Die Anfangsvis-

kositäten lagen in allen Fällen bei ca. 8,0 mPa·s. 
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Abb. 21: Viskositätsabnahme in Pektin-Lösungen (HV-Pektin) durch Pekti-
nasen und kombinierte Präparate 

 

Nach Enzymzugabe (0 h) wurde die Viskosität im Verlauf der Einwirkung auf ca. 1,0 mPa·s 

herabgesetzt. ADP senkte die Viskosität der Pektinlösung 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 überein, wo ADP die 

höchsten Aktivitäten zeigte (Abb. 19). Ein Vergleich der Messkurven mit den ermittelten Ge-

schwindigkeitskonstanten  zeigte eine gute Korrelation zwischen Kurvenverlauf und k0-Wert, 

woraus sich folgende Reihenfolge ADP (140,0 s-1) > SPL (81,5 s-1) ≈ PEC (75,5 s-1) > AFP 

(42,0 s-1) ableiten ließ. Für die Aktivitäten gegenüber HV-Pektin galt beim Vergleich der Er-

gebnisse aus beiden Methoden wie für CMC, dass offensichtlich nach 60 min noch weitere 

Kettenspaltungen stattfinden, die zu einer Erhöhung des Gehaltes reduzierender Zucker, je-

doch nicht zur Viskositätsabnahme führen. 

 

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

 r² 
 

[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 Viskosität 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 Aktivität zellwandabbauender Enzyme, 

die nach dem Endo-Mechanismus spalten, dar. 
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5.2 Enzymaktivitäten gegenüber Apfeltresterfasern 

5.2.1 Zusammensetzung von Apfeltresterfasern 

Nachdem die Haupt- und Nebenaktivitäten der verschiedenen Enzympräparate gegenüber 

ausgewählten Modellsubstraten ermittelt wurden, bestand der nächste Schritt in der Ermittlung  

ihrer Aktivität gegenüber komplexen Substraten. Dazu dienten getrocknete Fasern 

(TS > 95 %), die über mehrstufige Zerkleinerungs- und Waschschritte aus Apfelnasstrestern 

hergestellt wurden (Kap. 4.1.1.2) und als eine Form von Zellwandmaterialien angesehen wer-

den können. Zur Herstellung entpektinisierter Apfeltresterfasern wurde eine zusätzliche Be-

handlung mit HNO3 zur Pektinentfernung durchgeführt. Tab. 16 zeigt die Zusammensetzung 

beider Materialien. 

 

Tab. 16: Zusammensetzung getrockneter, gereinigter Apfeltresterfasern 

Zusammensetzung 
[g/100 g TS] 

Apfeltresterfasern 
Entpektinisierte Apfeltrester-

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 4,1 

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 größten Teil aus den Neutralzuckern und dem Galactu-

ronan als Bausteine der Apfelzellwände. 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 für Zellwandmaterialien, die aus den Resten der Apfelverarbeitung hergestellt wurden 

[238]. Die Protein- und Aschegehalte machten in der Fasertrockensubstanz einen verhältnis-

mäßig geringen Anteil aus. Generell lagen die gefundenen Gehalte im Bereich veröffentlichter 

Literaturdaten für Fasern aus Apfeltrestern und entpektinisierten Apfeltrestern [81]. Die redu-

zierten Gehalte an Rhamnose, Arabinose und Galactose sind auf den Abbau großer Teile des 

Hemicellulose-Pektin-Netzwerkes in der Zellwand durch die Säureextraktion zurückzuführen. 

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 

großer Teil noch im Material zurückblieb. 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 Säurebehandlung (Saeman-Hydrolyse) der Fasern erhalten wurden [85]. Dabei zeig-

ten sich praktisch keine Unterschiede in den gefundenen Glucose-Gehalten (Anhang, Tab. 

26). Lösliche Restzucker (Glucose, Fructose und Saccharose) konnten in beiden Apfeltres-

termaterialien nicht nachgewiesen werden (nicht dargestellt). 
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5.2.2 Enzymaktivitäten anhand der freigesetzten, reduzierenden Endgruppen und 

der Freisetzung von Glucose 

Die Ermittlung der Aktivität gegenüber den Tresterfasern erfolgte zum einen anhand der redu-

zierenden Endgruppen nach zweistündiger Inkubation bei pH 3,6 und 30 °C und zum anderen 

anhand der Freisetzung von Glucose aus den Fasermaterialien. Die neun Präparate wurden 

zunächst einzeln gegenüber beiden Fasermaterialien getestet (Abb. 22 und Abb. 23). 

 

  
Abb. 22: Aktivitäten gegenüber Apfeltresterfasern – 

Enzyme einzeln 
Abb. 23: Glucosefreisetzung aus Apfeltresterfa-

sern – Enzyme einzeln 

 

Gegenüber den Apfeltresterfasern zeigten die pektinolytischen Enzympräparate bis auf RPT 

eindeutig höhere Gesamtaktivitäten als die cellulolytischen Präparate. Dabei setzte ADP die 

meisten reduzierenden Zucker frei. Gegenüber den entpektinisierten Fasern hingegen zeigten 

die Cellulasen deutlich höhere Aktivitäten als die Pektinasen. Wie auch schon gegenüber den 

Modellsubstraten, erwieß sich CFD als das cellulolytische Präparat, welches die höchsten 

Abbaugrade erzielte. 

Die Aktivitäten der pektinolytischen Enzyme gegenüber den entpektinisierten Fasern waren in 

allen Fällen geringer als gegenüber den nativen Tresterfasern. Dies lässt die Vermutung zu, 

dass die Aktivitäten der pektinolytischen Präparate zum großen Teil auf dem Abbau der Pek-

tin- und Hemicellulosefraktionen beruhen, die durch die Säurehydrolyse entfernt wurden. Die 

erhöhten Cellulase-Aktivitäten deuten hingegen auf eine verbesserte Zugänglichkeit der Cellu-

losefasern nach dem Teilabbau des Pektin-Hemicellulose-Netzwerkes. 

Die Ermittlung der während der zweistündigen enzymatischen Hydrolyse freigesetzten Glu-

cose diente dem Screening solcher Präparate, die sich insbesondere dazu eignen, aus Apfel-

trestern höhere Gehalte an zusätzlich vergärbaren Zucker zu liefern. Dabei zeigte sich, dass 

CFD unter den Cellulasen die eindeutig höchsten Glucosemengen aus beiden Fasermateria-

lien freisetzte (Abb. 23). Generell setzten alle Präparate unterschiedlich hohe Mengen an Glu-

cose frei, jedoch absolut aus den entpektinisierten Fasern mehr als aus den nativen. Nach 

CFD war AFP als Mischpräparat aus Pektinasen und Cellulasen am besten geeignet und 

setzte sogar mehr Glucose als die anderen drei Cellulasen frei. Die durch die pektinolytischen 

Präparate erzielten Glucosegehalte deuten darauf hin, dass entsprechende hemicellulolyti-

sche Begleitaktivitäten enthalten sind, die Glucose möglichweise auch aus den Hemicellulo-

sen freisetzen (z. B. Xyloglucan). Sreenath et al. konnten in den Ultrafiltraten enzymbehan-

delter Karotten-ZM durch die Verwendung kommerzieller Pektinasepräparate ebenfalls 

erhöhte Glucosegehalte finden [239]. 
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Erstaunlich niedrig waren die Gesamtaktivität und Glucosefreisetzung durch PEC, welches 

gegenüber den Modellsubstraten mit die besten Ergebnisse lieferte. Trotz der hohen Aktivitä-

ten der Cellulasen gegenüber 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 während der zweistündigen Hydrolyse 

die Cellulosefibrillen zwar durch die Kombination aus Endo- und Exo-Glucanasen zu Oligome-

ren, abgebaut, jedoch nicht in größerem Maße zu Glucose weitergespalten werden. 

 

 
Abb. 24: Relative Glucosefreisetzung [%] aus Apfeltresterfasern nach enzyma-

tischer Behandlung 

 

In einer zweiten Versuchserie wurden die erfolgversprechendsten pektinolytischen Präparate 

(ADP, SPL, AFP, PEC) mit der am meisten Erfolg versprechenden Cellulase (CFD) gegen-

über 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. 

 

 

  

Abb. 25: Aktivitäten gegenüber Apfeltresterfasern – 
Enzyme kombiniert 

Abb. 26: Glucosefreisetzung aus Apfeltresterfa-
sern – Enzyme kombiniert 
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Dabei zeigte sich zunächst, dass alle Kombinationen von Pektinase und Cellulase deutlich 

höhere Aktivitäten gegenüber den nativen Apfeltresterfasern (AF) aufwiesen, als die sum-

mierten Aktivitäten der Einzelpräparate (Superposition = synergistische Wechselwirkung). Die-

ser Effekt konnte erstaunlicherweise gegenüber den entpektinisierten Fasern nicht nachge-

wiesen werden. So ergaben die Einzelsummen-Aktivitäten in allen Fällen höhere Werte als die 

kombinierten Aktivitäten. Für mögliche 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 gegenüber 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 erhöht (Abb. 26). Im Gegensatz zu den ermittelten 

Gesamtaktivitäten konnte dieser Effekt bei AFP/CFD und PEC/CFD auch gegenüber den ent-

pektinisierten Fasern festgestellt werden. Durch diese Kombinationen ließen sich die prozen-

tualen Freisetzungen an Glucose aus beiden Trestern auf 12,2 % (AFP-AF) bzw. 14,9 % 

(PEC-AF) erhöhen (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“, „Enzympräparat“ und „Enzymkombination“ (Anhang, Tab. 29) in 

Mittelwertdiagrammen graphisch dargestellt werden (Anhang, Abb. 81 bis Abb. 92). Dabei 

zeigten bis auf die Kombination „Faser-Aktivität“ (99 %) alle Haupt- und Wechselwirkungsef-

fekte einen signifikanten Einfluss hinsichtlich der untersuchten Variablen „Aktivität“ und „Glu-

cose“ von 99,9 %. Betrachtet man die Haupteffekte, so lässt sich bestätigen, dass sowohl die 

Aktivität als auch die Freisetzung an Glucose bei den entpektinisierten Fasern höher war als 

bei den nativen Fasern (Anhang, Abb. 81 und Abb. 89). 

Hinsichtlich des Faktors „Enzymkombination“ wurden zwar mittels ANOVA signifikant höhere 

Aktivitäten und Glucosegehalte für die Enzymkombinationen gegenüber 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 hö-

heren Glucosemengen aus den entpektinisierten Fasern, die über den Mittelwertvergleich der 

Varianzanalyse ermittelt wurden, ergaben sich aus der deutlichen höheren Glucosefreiset-

zung im Falle von AFP und PEC. Die differenziertere Betrachtung der Ergebnisse (Abb. 26) 

zeigt jedoch, dass dieser Effekt nicht für ADP und SPL gilt und macht deutlich, dass die über 

die ANOVA ermittelten Ergebnisse in jedem Fall im Zusammenhang mit den Einzelergebnis-

sen diskutiert werden müssen. 

Hinsichtlich des Wechselwirkungseffektes „Faser-Enzympräparat“ zeigten sich bei den Aktivi-

täten signifikante Unterschiede zwischen den Enzympräparaten in Abhängigkeit der verwen-

deten Faser (Anhang, Abb. 84). Während ADP gegenüber AF die signifikant höchste Aktivität 

aufwies, war diese gegenüber EAF deutlich reduziert. Der gleiche Effekt konnte für SPL 

nachgewiesen werden, wobei hier die Abnahme deutlich geringer war. ADP zeichnet sich of-

fensichtlich durch hohe pektinolytische Aktivitäten aus, die im Falle von partiell abgebauten 

Materialien deutlich verringert werden. Im Gegensatz dazu stiegen die Aktivitäten von AFP 

und PEC in Kombination mit CFD durch die Entpektinisierung deutlich an, was darauf deutet, 

dass diese Präparate insbesondere dazu geeignet sind, die Zugänglichkeit der Cellulosefib-



65 
 

rillen durch den Abbau der Hemicellulose-Matrix zu begünstigen, wahrscheinlich aufgrund der 

entsprechenden Begleitaktivitäten in den Präparaten. Dies steht in guter Übereinstimmung zu 

den Ergebnissen, die für den Wechselwirkungseffekt „Faser-Enzympräparat“ hinsichtlich der 

freigesetzten Glucosegehalte ermittelt wurden (Anhang, Abb. 90). So zeigten AFP und PEC 

sowohl für AF als auch für EAF deutlich höhere 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 zuließ, dass auch diese Präparate ent-

sprechende Nebenaktivitäten aufweisen und damit die Untersuchungen gegenüber den Mo-

dellsubstraten bestätigen. 

 

 

5.3 Zusammenfassende Wertung 

Mit dem Ziel, geeignete Enzyme für einen möglichst vollständigen Zellwandabbau zu finden, 

wurden neun kommerzielle Enzympräparate verschiedener Hersteller hinsichtlich ihrer Aktivi-

tät gegenüber verschiedenen Substraten getestet. Bei den Enzymen handelte es sich um 

Präparate, die hauptsächlich in der obst- und gemüseverarbeitenden Industrie zum Einsatz 

kommen, darunter vier Cellulase- und vier Pektinase-Präparate und ein Mischpräparat aus 

Cellulasen und Pektinasen. Es zeigte sich bei den Einzelaktivitäten, dass die Pektinasepräpa-

rate neben den pektinolytischen Hauptaktivitäten, verschiedene Begleitaktivitäten aufwiesen. 

Insbesondere PEC wies als ausgewiesenes Pektinasepräparat (Herstellerangabe) hohe Xyla-

nase- und Cellobiase-Aktivität auf. Neben den Cellulasen zeigten alle Pektinase-Präparate 

CMC-Aktivität. Ähnliche Ergebnisse konnten bereits in der Literatur gefunden werden [20, 

235, 240]. Schönfeld et al. bestimmten in kommerziellen Pektinasepräparaten neben den PG-, 

PE- und PL-Aktivitäten Begleitaktivitäten an Exo-Cellulasen und Xylanasen [187]. Massiot et 

al. konnten in einem Pektinasepräparat Endo-Cellulase- und Cellobiase-Aktivitäten nachwei-

sen [184]. Die Cellulasen zeigten erwartungsgemäß hohe Aktivitäten gegenüber mikrokristalli-

ner Cellulose. 

Im Vergleich zu den Aktivitäten, die über die Freisetzung reduzierender Endgruppen bestimmt 

wurden, konnte mit Hilfe des Torsionsschwingers Rheoswing®, der unter anderem zur Unter-

suchung von Milchgerinnungsvorgängen eingesetzt wird [241], eine rheologische Referenz-

methode zur Ermittlung des zeitabhängigen und scherunabhängigen Viskositätsabbaus von 

Pektin- und CMC-Lösungen genutzt werden. Es zeigte sich, dass die Pektinasen und Cellula-

sen die Viskosität der Substratlösungen 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 Viskositätsabbaus erkennbar. Der Vergleich der Ergebnisse bei-

der Methoden zeigte, dass Spaltungsreaktionen der Polysaccharide ab einer bestimmten Ket-

tenlänge zu keinem weiteren messbaren Viskositätsabbau führten (Grenzwert 1 mPa·s, Vis-

kosität des Dispersionsmittels). 

Bei den Untersuchungen gegenüber komplexen Substraten (Apfeltresterfasern) zeigten sich 

signifikante Unterschiede in den ermittelten Gesamtaktivitäten und freigesetzten Glucose-

mengen in Abhängigkeit von der Faserart (nativ oder entpektinisiert), des Enzympräparates 

und der Enzymkombination (einzeln, in Kombination, als Einzelsummen). Die zweistufige Säu-

rehydrolyse der Apfeltrester führte zum Abbau großer Teile des Pektin-Hemicellulose-

Netzwerkes, was zu einer erhöhten Aktivität der Cellulasen und zu einer reduzierten Aktivität 

der Pektinasen führte. Die prozentuale Freisetzung an Glucose durch die Einzelpräparate war 
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jedoch gering. Durch die Kombination von Pektinase und Cellulase zeigten sich in Abhängig-

keit von der Faserart synergistische Wechselwirkungseffekte [196] hinsichtlich der Aktivität 

und der Glucosefreisetzung, wobei letztere insbesondere bei zwei Kombinationen stark aus-

geprägt war. Die geringen Freisetzungsgrade an Glucose resultieren vermutlich aus den ver-

hältnismäßig kurzen Einwirkungszeiten der Enzyme. 

Untersuchungen gegenüber Karottenfasern zeigten, dass der größte Teil der Neutralzucker-

bausteine erst nach 20-stündiger Behandlungsdauer aus den Fasern entfernt werden konnte 

[184]. Diese Ergebnisse verdeutlichen auch die Notwendigkeit längerer Enzymeinwirkzeiten 

für eine möglichst vollständige Verzuckerung, was bei der Technololgieentwicklung für groß-

technische Versuchsanlagen (z. B. in der Brennerei) ebenfalls berücksicht werden muss. 
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6 ENZYMATISCH-PHYSIKALISCHER AUFSCHLUSS ZUR VERFLÜSSIGUNG 

UND VERZUCKERUNG VON APFELTRESTERN 

6.1 Zusammensetzung von Apfeltrestern 

Für die Untersuchungen zum enzymatisch-physikalischen Aufschluss von Apfelnasstrestern 

wurde die Charge aus dem Jahr 2004 verwendet, für die Vergärungsversuche (Kap. 7) die 

Chargen 2005 und 2006. Die Zusammensetzung aller drei verwendeten Chargen ist in Tab. 

17 dargestellt. Für 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 Äpfel). 

 

Tab. 17: Zusammensetzung von nativen Apfeltrestern (Apfelnasstrester) 

  
Apfeltrester 

Zusammensetzung  2004* 2005* 2006** 

TS [g/100 g FS] 21,6 20,7 20,4 

UTS [g/100 g FS] 12,9 10,3 13,2 

LTS [g/100 g FS] 8,7 10,4 7,2 

     

Galacturonan [g/100 g TS] 11,6 11,1 13,8 

Veresterungsgrad [%] 62,8 63,2 67,9 

Protein [g/100 g TS] 3,5 4,0 5,2 

Asche [g/100 g TS] 1,6 1,5 1,7 

Stärke [g/100 g TS] 3,2 1,5 0,6 

     

Rhamnose [g/100 g TS] 0,8 0,8 0,9 

Fucose [g/100 g TS] 0,4 0,4 0,3 

Arabinose [g/100 g TS] 4,4 4,5 4,2 

Xylose [g/100 g TS] 2,1 2,2 2,4 

Mannose [g/100 g TS] 2,2 1,9 1,4 

Galactose [g/100 g TS] 3,7 3,4 3,0 

     

Glucose unlöslich [g/100 g TS] 14,9 13,3 15,6 

Glucose löslich [g/100 g TS] 8,5 7,1 8,0 

Fructose [g/100 g TS] 23,0 23,1 19,3 

Saccharose [g/100 g TS] 5,5 10,1 3,9 

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

 

Die Apfelnasstrester hatten Trockensubstanzen zwischen 20 und 22 %, wobei die unlösliche 

Trockensubstanz geringfügig größer als die lösliche Trockensubstanz war. Der Pektingehalt 

(Galacturonan) lag mit 11,1 bis 13,8 % im Bereich der Literaturwerte [2]. Von großem Inter-
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esse für die Bewertung des Erfolges der mechanischen und enzymatischen Verflüssigung 

bzw. Verzuckerung sind die Gehalte an freigesetzten vergärbaren Zuckern während des Hyd-

rolyseprozesses. Die wichtigsten vergärbaren Zucker im Apfeltrester sind Glucose, Fructose 

und Saccharose. Die beiden letzteren bleiben ausschließlich als lösliche Restzucker des nicht 

abgepressten Restsaftes im Trester zurück. Glucose kommt im Trester zum Teil ebenfalls als 

löslicher Restzucker (7,1 - 8,5 g/100 g TS) vor. Der größere 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 vernachlässigbaren Anteil (0,6 – 3,2 %) beinhaltet diese 

Fraktion unter anderem auch Stärke (Tab. 17). Im Allgemeinen lagen die ermittelten Werte für 

alle drei Chargen im Bereich der Literaturwerte [2]. Binnig gibt für Cellulose einen Gehalt von 

12 - 16 %, für Hemicellulosen 4 - 5 % und für 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 lösliche 

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 erwartungsgemäß zum überwiegenden Teil (63 - 68 %) mit Methanol ver-

estert vor. Es ist durchaus möglich, dass die gefundenen Werte gegenüber den frischen Äp-

feln (Werte nicht ermittelt) aufgrund der Wirkung nativer Pektinesterasen bereits reduziert 

wurden. 

 

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

 

Da der Erfolg der Freisetzung vergärbarer Zucker aus den Apfelnasstrestern durch mecha-

nische und enzymatische Verfahrensschritte nicht allein auf dem Abbau glucosehaltiger Zell-

wandpolymere (insbesondere Cellulose) beruht, sondern darüberhinaus auf der Freisetzung 

der löslichen Restzucker, hat der Einsatz von Pektinase-Präparaten mit hohen Hemicellulose-

Begleitaktivitäten zwei wichtige Effekte. Zum einen wird die Zugänglichkeit der Cellulosefasern 

für die cellulolytischen Enzyme durch den Abbau der Pektin-Hemicellulose-Matrix wesentlich 

verbessert. Zum anderen kann durch die enzymatische Zellwandverflüssigung eine verbes-

serte Restsaftextraktion erfolgen. Kommerzielle Enzympräparate, die zur Tresterverflüssigung 
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eingesetzt werden können, enthalten dazu die entsprechenden Haupt- und Nebenaktivitäten 

[22, 23, 26]. 

Um festzustellen, wie hoch der Anteil an löslichen Zuckern war, die auch ohne mechanische 

und enzymatische Behandlungsschritte als sogenannte freie Zucker zur Verfügung standen, 

wurden die Apfeltrester mit Wasser mehrmals über einen Zeitraum von 3 h bei Raumtempe-

ratur extrahiert und anschließend 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 leistungsfähigen tresterverflüssigenden Enzymen und deren 

Kombinationen um synergistische Wechselwirkungseffekte insbesondere hinsichtlich der Frei-

setzung vergärbarer Zucker (löslich und unlöslich) maximal nutzen zu können. 

 

6.2 Enzymatische Verflüssigung und Verzuckerung nach mechani-

schem Standardaufschluss 

6.2.1 Ermittlung der optimalen Enzymvariante 

In einer weiteren Versuchsserie zur Charakterisierung der Aktivität zellwandabbauender En-

zyme wurden die vier Pektinase-Präparate einzeln, in Kombination mit der Cellulase CFD 

(Kombination I) und in Kombination mit CFD und einem kommerziellen -Glucosidase-Präpa-

rat (Kombination II) gegenüber Apfelnasstrestern getestet. Die Trester wurden zunächst im 

Verhältnis von 1:4 mit Wasser verdünnt und anschließend per mechanischem Standardauf-

schluss (Labormixer + Ultraturrax) zerkleinert. Die Enzymierung erfolgte über einen Zeitraum 

von 24 h. In Abb. 28 sind die Gehalte an freigesetzten reduzierenden Zuckern in Abhängigkeit 

der Einwirkdauer der eingesetzten Pektinase in der Mischung und der Art der Enzymkombina-

tion dargestellt. 

 

 
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 für reduzierende Zucker und Glucose zusätzlich 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 Fällen stiegen während der Enzymierung die 

Zuckergehalte nach 4 und 24 h signifikant an. Bis auf ADP zeigte sich bei allen Enzympräpa-

raten nach 4 h eine geringere Zuckerfreisetzung durch die Kombination II 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 höher als durch alleinige Kombination mit der Cellulase und zeigte 

unter allen Präparate und deren Kombinationen die höchste Gesamtaktivität. Generell konnte 

jedoch keine signifikante Erhöhung des Gehaltes an reduzierenden Zuckern nach 

24-stündiger Behandlungsdauer durch Kombination II im Vergleich zu Kombination I 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 maßgeblich beeinflussen, erweisen sich differenziertere Aussagen zum Zellwandab-

bau mittels dieser Ergebnisse als nicht möglich. 

 

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 größte Teil an löslicher 

Glucose freigesetzt. Die Mengen an Glucose nahmen im Verlauf der Enzymierung nach 4 h 

und 24 h deutlich zu. 

 

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

 

Unabhängig von der verwendeten Pektinase wurden nach 4 h und 24 h signifikant höhere 

Mengen an Glucose durch Kombination II als durch Kombination I freigesetzt (Anhang, Abb. 

104). Offensichtlich begünstigt der Einsatz der Cellobiase den Cellulose-Abbau durch die 

synergistische Wechselwirkung von Endo- und Exo-Glucanasen zusätzlich. Insbesondere 
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wurde die Freisetzung von Glucose durch die Kombination aus PEC und CFD begünstigt, die 

sich wie auch schon gegenüber den Apfeltresterfasern als die beste Enzymvariante heraus-

stellte. 

Im Vergleich zu allen anderen Varianten ließen sich durch die Zugabe von Cellobiase bei die-

ser Variante mit 188 mg/g TS die höchsten 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 begünstigt wurde, war der Effekt bei ADP und SPL minimal. Die 

Glucosefreisetzung wurde bei letzterer erst durch den Zusatz von Cellobiase begünstigt, was 

vermuten lässt, dass durch die Kombination I zwar Cellobiose in größeren Mengen gebildet 

wurde, diese jedoch aufgrund der fehlenden -Glucosidase-Aktivität nicht weiter zu Glucose 

abgebaut werden konnte. 

Diese Vermutung ließ sich durch die mittels HPLC bestimmten Cellobiosegehalte in den en-

zymierten Proben bestätigen (Abb. 30). So war zunächst deutlich zu erkennen, dass in allen 

Fällen durch die Pektinase-Präparate alleine keine Cellobiose freigesetzt wurde. Durch die 

Kombination mit der Cellulase (Komination I) häuften sich hingegen bei ADP und SPL über 

den Zeitraum der Enzymeinwirkung größere Mengen an Cellobiose an, wohingegen sich bei 

AFP und PEC lediglich nach 4 h geringe Mengen an Cellobiose nachweisen ließen, die je-

doch nach 24 h vermutlich durch die in den jeweiligen Präparaten enthalten Cellobiase-Akti-

vitäten zu Glucose abgebaut wurden. Dies steht auch in guter Übereinstimmung zu den er-

mittelten Aktivitäten gegenüber dem Modellsubstrat Cellobiose (Abb. 17). Erst durch die 

Zugabe von Cellobiase wurde Cellobiose in allen Fällen, so auch bei ADP und SPL, in ent-

sprechendem Maße zu Glucose weiter abgebaut. Hang et al. konnten beim enzymatischen 

Aufschluss von Maishülsen feststellen, dass während der Einwirkung eines Enzymmischprä-

parates aus A. niger und T. reesei, welches offenbar nicht ausreichende Cellobiaseaktivität 

aufwies, neben verschiedenen monomeren Neutralzuckern erhebliche Mengen an Cellobiose 

akkumuliert wurden [205]. Bonnin et al. 2000 stellten fest, dass die gebildeten Cellobiosemen-

gen während der enzymatischen Hydrolyse cellulosereicher Materialien aus Zuckerrüben-

schnitzeln mit einer kommerziellen Cellulase nach zwei bis vier Stunden ihr Maximum er-

reichten [242]. 

 

 
Abb. 30: Freisetzung von Cellobiose nach 0, 4 und 24 h 
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Die mittels HPLC ermittelten Gehalte an Galacturonsäure, die während der Enzymierung aus 

den Apfelzellwänden freigesetzt wurden, sind in Abb. 31 dargestellt. 

 

 
Abb. 31: Freisetzung von Galacturonsäure nach 0, 4 und 24 h 

 

Auch hier ließen sich eindeutige Parallelen zu den Untersuchungen gegenüber den Modell-

substraten ziehen. So konnten insbesondere durch ADP und SPL aber auch durch AFP grö-

ßere Mengen an Galacturonsäure freigesetzt werden. Durch die Einwirkung von PEC hinge-

gen wurden nur geringe Gehalte freier Galacturonsäure gefunden. Dabei ist offensichtlich, 

dass mit Ausnahme von PEC in allen Fällen bereits durch die alleinige Einwirkung des Pekti-

nase-Präparates nach 24 h genauso viel Galacturonsäure freigesetzt wurde, wie durch die 

Kombination mit Cellulase oder Cellulase und Cellobiase. Der Abbau scheint lediglich etwas 

verzögert abzulaufen, wie der Vergleich der Werte nach 4 h für die Einzelpräparate und die 

Kombination mit der Cellulase zeigt. Die höchsten Werte für freie Galacturonsäure wurden mit 

88 mg/g TS nach 24 h bei SPL und Kombination I bzw. II gefunden. Das entsprach in etwa 

76 % der gesamt enthaltenen Galacturonsäure (116 mg/g TS) im Trester (Tab. 17). Im Fall 

von PEC lag der Freisetzungsgrad von Galacturonsäure mit ca. 29 % deutlich niedriger. Die 

Freisetzung von Galacturonsäure aus der Zellwand führte außerdem zur deutlichen Absen-

kung des pH-Wertes im Apfeltrester während der Enzymeinwirkung (Abb. 32). So wurde bei 

allen Enzymkombinationen eine pH-Reduzierung um mindestens 0,3 Einheiten erreicht. Die 

Unterschiede zwischen den verschiedenen Enzympräparaten korrelierten in bestimmten Fäl-

len mit den Gehalten an freier Galacturonsäure. So war doch zumindest im Falle von PEC zu 

erkennen, dass die pH-Absenkung im Gegensatz zu den anderen Enzymen geringfügig 

schwächer war. Diese Ergebnisse sind in guter Übereinstimmung mit Untersuchungen von 

Bauckhage et al., die in den Extraktionssäften aus enzymatisch aufgeschlossenen Apfeltres-

tern deutlich höhere Mengen an Galacturonsäure als in den entsprechenden Premium-Säften 

fanden [26]. Zudem trugen die freigesetzten Galacturonsäuren im Wesentlichen zur Erhöhung 

der Gesamtsäuregehalte der entsprechenden Säfte bei. 
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Abb. 32: pH-Wert-Verlauf während 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 löslicher Arabinose 

vorhanden waren (Abb. 33). Während der Enzymierung nahmen die Arabinosegehalte in den 

Extrakten inbesondere nach 24 h deutlich zu. Durch die Kombination I konnte bei allen En-

zympräparaten eine geringe Zunahme im Gegensatz zu den Einzelenzymen festgestellt wer-

den. Die Zugabe von Cellobiase zur Kombination I führte zu keiner weiteren Freisetzung an 

Arabinose. Die höchsten Arabinosegehalte wurden mit 21 und 24 mg/g TS nach 24 h für ADP 

bzw. AFP in Kombination I bzw. II ermittelt. Dies entsprach in etwa 55 % des Gesamtgehaltes 

an Arabinose (44 mg/g TS) im Trester. Mehrländer et al. 2002 fanden in den Kolloiden von 

Extraktionssäften aus Apfeltrester ebenfalls erhöhte Arabinosegehalte im Vergleich zu den 

entsprechenden Premiumsäften [198]. 

 
Abb. 33: Freisetzung von Arabinose nach 0, 4 und 24 h 
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chenden Zucker (Rhamnose, Galactose, Mannose, Xylose) bei der HPLC durch den ver-

gleichsweise großen Fructosepeak überlagert wurden (Anhang, Abb. 67 und Abb. 68). Abb. 

69 zeigt die summarischen Mengen an freigesetzter Fructose und Neutralzuckern und macht 

deutlich, dass differenzierte Aussagen über die Wirkung der Enzyme und deren Kombinatio-

nen auf diese Weise nicht möglich waren. 

 

Neben der Untersuchung der Freisetzung von reduzierenden Zuckern und verschiedenen 

monomeren Zuckern und den rheologischen Versuchen zum Viskositätsabbau von Modell-

substratlösungen sollten die eingesetzten Enzyme hinsichtlich ihrer Verflüssigungsleistung 

anhand des Viskositätsabbaus von Apfelnasstrestern näher charakterisiert werden. Zu diesem 

Zweck wurden die Trester analog zu den oben beschriebenen Versuchen mit Wasser ver-

dünnt (1:4), mechanisch vorzerkleinert (Standardaufschluss) und anschließend 24 h bei 30 °C 

mit den Enzymmischungen nach „Kombination II“ (Pektinase/Cellulase/Cellobiase) behandelt. 

Abb. 34 zeigt die für die vier untersuchten Varianten ermittelten Kurvenverläufe zum Viskosi-

tätsabbau im Vergleich zur Blindprobe (ohne Enzym). 

 

 
Abb. 34: Viskositätsverlauf während des enzymatischen Abbaus von Apfel-

trester (Enzymkombination II) 

 

Die Anfangsviskosität der Trester lag in allen Fällen bei etwa 90 mPa·s. Innerhalb der ersten 

30 min sank die Tresterviskosität in Abhängigkeit der Enzymvariante bereits drastisch ab. So 

betrug die Viskosität im Fall von ADP nur noch 25 mPa·s und war damit nach 30 min bereits 

um 72 % (bezogen auf die Anfangsviskosität) gesunken, wohingegen AFP und SPL zu einer 

Viskositätsabnhame um 56 % (≈ 40 mPa·S) führten und PEC die Viskosiät lediglich um 44 % 

senkte. Diese Erbgebnisse sind in guter Übereinstimmung mit den Untersuchungen gegenü-

ber den Modellsubstraten, wobei gegenüber dem HV-Pektin eine ähnliche Aktivitätstendenz 

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 Tresterviskosität 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 Viskosität durch 

die enzymatische Verflüssigung 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 Veränderungen mehr beobachtet werden 

konnten [243]. Zu gleichen Ergebnissen kamen Sreenath et al. 1987 und 1995 bei der Unter-

suchung zur Verflüssigung von Mangopulpe mit pektinolytischen sowie cellulolytischen Enzy-

men und deren Kombinationen [244, 245]. Bei der Verflüssigung von Karottentrestern konnten 

Stoll et al. hingegen eine vergleichbar starke Viskositätsabnahme erst bei sehr hohen Enzym-

konzentrationen erreichen [193]. 

Bei der Tresterblindprobe ohne Enzymzusatz wurde die Viskosität im Vergleich zu den En-

zymvarianten über den Zeitraum der Inkubation um lediglich 17 % gesenkt. Innerhalb der ers-

ten 2 h nimmt die Viskosität, wahrscheinlich aufgrund der Wirkung nativer Pektinasen, etwas 

stärker ab, steigt anschließend jedoch wieder an. Möglicherweise spielen hierbei Quel-

lungsvorgänge durch die Zugabe des Wassers zum Verdünnen 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 Viskositätsabnahme 

[189, 191, 246]. Daher eignen sich die zeitabhängigen Untersuchungen hauptsächlich 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 

näheren Rückschlüsse auf den Abbau von Oligo- zu Monosacchariden gezogen werden kön-

nen. Grundsätzlich spielen rheologische Methoden jedoch eine wesentliche Rolle bei der Cha-

rakterisierung des Fließverhaltens von flüssigen oder pastösen Frucht- und Gemüseprodukten 

in Abhängigkeit innerer (Gehalt löslicher/unlöslicher Feststoffe, Partikelgröße, native Enzyme, 

pH-Wert) und äußerer Faktoren (z. B. Temperatur) [247-249]. Die physikalischen Wechselwir-

kungen  zwischen den Polysacchariden (Verhakungen, Verfilzungen) sind hinsichtlich der Vis-

kosität von Partikelsuspensionen ebenfalls von maßgeblicher Bedeutung [250]. 

 

6.2.2 Einfluss der mechanischen Vorzerkleinerung und der Enzymkonzentration 

auf die Zuckerfreisetzung 

Ein wesentlicher Faktor bei der Erarbeitung des Laborverfahrens zur Verflüssigung und Ver-

zuckerung von Apfeltrestern war das Erreichen einer möglichst hohen Menge an vergärbaren 

Zucker. Darüberhinaus sollte überprüft werden, inwiefern der mechanische Feinaufschluss mit 

Hilfe des Ultraturrax die Glucosefreisetzung zusätzlich zum Grobaufschluss mittels Waring 

Blender begünstigt. Darüber hinaus wurde die Inkubationsdauer auf 48 h verlängert und die 

Enzymdosage (PEC/CFD/NZ) auf die dreifache Menge erhöht. 

Es zeigte sich zunächst, dass die Freisetzung von Glucose durch den Feinaufschluss bei ein-

facher Enzymkonzentration deutlich begünstigt wurde (Abb. 35). Gegenüber dem Grobauf-

schluss waren die Anfangsglucosegehalte (0 h) leicht erhöht, was auf die bessere Freisetzung 

an löslichen Zuckern durch die intensivere mechanische Vorbehandlung der Trester zurückzu-

führen war. 
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Tab. 18: Prozentuale Glucosezunah-
me während der Enzymie-
rung nach Grob- und Fein-
aufschluss 

 
Glucosezunahme 

[%] 

 113 

 138 

 160 
 

Abb. 35: Freisetzung von Glucose nach Grob- und Feinauf-
schluss von Apfeltrester in Abhängigkeit der Enzym-
konzentration (PEC/CFD/NZ) 

 

 

Der Unterschied in den Anfangszuckergehalten wurde beim Betrachten der ermittelten Werte 

für gesamt reduzierende Zucker noch deutlicher (Anhang, Abb. 71). Der zusätzliche Auf-

schluss mit Hilfe des Ultraturrax führte vermutlich zu einer weiteren Reduzierung der Parti-

kelgrößen und eventuell auch zur Umwandlung von unlöslichem Pektin in lösliches Pektin, so 

dass einerseits die verfügbare Oberfläche für den Enzymangriff vergrößert sowie eine bessere 

Zugänglichkeit der Cellulosematrix erreicht wurde [251, 252]. Begünstigt wurde die stufenwei-

se Zerkleinerung durch den Ultraturrax darüberhinaus durch die Abnahme der Prozessviskosi-

tät während 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 gegenüber dem Grobaufschluss erzielte Ausbeuteerhöhung an Glucose macht je-

doch die Nützlichkeit und Notwendigkeit effektiver Zerkleinerungsverfahren für die vollständige 

Verflüssigung und Verzuckerung pflanzlicher Zellgewebe deutlich. Anzustreben wären dies-

bezüglich Partikelgrößenspektren im Bereich von 0 – 200 µm. Eine weitere Erhöhung der 

Glucosegehalte konnte darüberhinaus durch Erhöhung der Enzymkonzentration erreicht wer-

den (Abb. 35). Tab. 18 verdeutlicht die Effektivität der zusätzlichen mechanischen Behand-

lung und der höheren Enzymkonzentration anhand der prozentualen Glucosezunahme wäh-

rend der 48-stündigen Enzymierung. 

 

Tab. 19: Freisetzung von „Glucose gesamt“ und „Glucose unlöslich“ aus Apfeltrester 

Enzym- 
kombination II 
(Zeit) 

Enzym-
Konzentration 

Glucose zu 
Beginn 

[g/100 g TS] 

Glucose am 
Ende 

[g/100 g TS] 

 
(gesamt) 

[%] 

 
(unlöslich) 

[%] 

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-

fügbare Glucose und die Glucose aus den unlöslichen Polysacchariden für sechs ver-

schiedene Versuchsvarianten angegeben. Unter den vier verschiedenen Pektinase-Enzymen 

in Kombination mit Cellulase und Cellobiase konnten nach 24 h mit PEC die höchsten Freiset-

zungsgrade an Gesamtglucose (74 %) und Glucose aus den unlöslichen Bestandteilen (51 %) 

erzielt werden. Durch die Verlängerung der Inkubationszeit und durch Erhöhung der Enzym-

konzentration konnten die Freisetzungsgrade nochmals auf 87 % bzw. 79 % erhöht werden. 

Im Ergebnis dieser Untersuchungen wurde die Enzymkombination PEC/CFD/NZ als Vorzugs-

variante für die weiteren Versuche verwendet. 

 

6.3 Einfluss zusätzlicher physikalischer Aufschlussvarianten auf die 

Verflüssigung und Verzuckerung 

6.3.1 Partikelgröße und Partikelstruktur physikalisch aufgeschlossener Apfeltres-

ter 

6.3.1.1 Partikelgrößenverteilungen physikalisch aufgeschlossener Apfeltrester 

Im Rahmen der Entwicklung des Laborverfahrens zur enzymatischen Verflüssigung und Ver-

zuckerung von Apfelnasstrestern sollte der Einfluss zusätzlicher 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 Früchten und Gemüse darstellten bzw. simulierten. 

Zusätzlich 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 über 12 Durchläufe (Kap. 4.2.2). In Abb. 36 sind die relativen Mas-

senhäufigkeiten der sechs ermittelten Partikelgrößenklassen dargestellt. 

 

 
Abb. 36: Relative Massenhäufigkeitsverteilungen von Apfeltresterpartikeln 

(0 – 1 mm ermittelt über LPA, 1 - >5 mm ermittelt über Bildanalyse) 
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In allen Fällen wurden durch die angewendeten physikalischen Voraufschlussvarianten Parti-

kel erzeugt, die zu über 80 % kleiner als 1 mm waren. Dementsprechend gering waren die 

relativen Massenhäufigkeiten innerhalb der anderen Partikelgrößenklasse. 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 größerer Anteil an Partikeln < 1 mm vorlag und die Autokla-

venbehandlung wiederum einen höheren Anteil kleiner Partikel im Vergleich zur Ultraschall-

behandelten Variante aufwies. Durch die Hochdruckbehandlung im Homogensiator konnten 

bereits nach 4 Durchläufen keine Partikel größer 1 mm mehr nachgewiesen werden. Die Abb. 

72 bis Abb. 74 im Anhang zeigen mikroskopische Aufnahmen zerkleinerter Apfeltresterpartikel 

nach 4 bzw. 8 und 12 Durchläufen im Hochdruckhomogenisator. Nach 4 Durchläufen waren 

noch vereinzelte Zellen bzw. Zellgewebepartikel zu erkennen (Abb. 72), wohingegen nach 12 

Durchläufen fast ausschließlich Zellfragmente nahezu gleicher Form vorlagen (Abb. 74). 

 

6.3.1.2 Laserpartikelanalyse (LPA) 

Mit Hilfe der Laserpartikelanalyse wurden die Partikelgrößenfraktionen im Bereich von 0 bis 

1 mm der verschiedenen Varianten nochmals gesondert untersucht (Abb. 37). Dabei zeigten 

sich anhand der Verläufe der Volumensummenkurven nahezu identische Partikelgrößenver-

teilungen für die nach Standardaufschluss (Standard) und Autoklavenbehandlung (AK) zer-

kleinerten Apfeltrester. Lediglich die Ultraschallbehandlung (US) führte im Vergleich dazu zu 

einer leichten Verschiebung der Volumensummenkurve in Richtung kleinerer Partikel. Be-

trachtet man die Einzel-Häufigkeitsverteilungen (Anhang, Abb. 79) so fällt auf, dass Standard 

und AK ein Maximum im Partikelgrößenbereich von 500 bis 800 µm aufwiesen, wobei das 

Maximum bei AK geringfügig in Richtung kleinerer Partikel verschoben war. Das Maximum 

von US lag ebenfalls im genannten Größenbereich. Es zeigte sich jedoch ein geringfügig grö-

ßerer Anteil an Partikeln kleiner 200 µm, was darauf deutete, dass insbesondere kleinere 

Fragmente von Zellen oder Gewebepartikeln abgespalten wurden. Dies könnte eine Folge 

von Kavitationseffekten an der Oberfläche der Zellen sein [136]. 

 

 
Abb. 37: Volumensummenverteilungen von Apfeltresterpartikeln < 1 mm 
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Die Hochdruckhomogenisierung führte hingegen zu Partikel, die zu über 95 % kleiner als 

400 µm waren (Abb. 37). Genauer betrachtet, waren bereits nach vier Durchläufen durch den 

Homogenisator ca. 80 % der Partikel kleiner als 200 µm (HOM 4D). Nach weiteren vier Durch-

läufen war die Volumensummenkurve nochmals in Richtung kleinerer Partikel verschoben und 

bereits über 90 % der Partikel kleiner als 200 µm (HOM 8D). Im Gegensatz dazu konnte durch 

die vier letzten Durchläufe nur noch ein minimaler Zerkleinerungseffekt erzielt werden (HOM 

12D), wie die relativen Häufigkeitsverteilungen in Abb. 79 (Anhang) verdeutlichen. Das Maxi-

mum der Partikelgrößenhäufigkeit lag für diese Varianten im Bereich von 100 µm, was darauf 

schließen lässt, dass es sich bei den vermessenen Partikeln zu einem großen Teil um Zell-

fragmente handelt. Khan et al. geben für Apfelparenchymzellen Zellgrößen im Bereich von 

200 bis 300 µm an [253]. Kunzek et al. konnten in getrockneten Apfel-ZM nach der Hoch-

druckhomogenisierung im wässrigen Milieu bei den Partikelgrößenverteilungen ein Maximum 

im Bereich von 80 bis 200 µm finden [152]. Allerdings könnten Partikelaggregationen durch 

die Trocknung eine Verschiebung in Richtung größerer Partikel bewirkt haben. Bei der Hoch-

druckhomogenisierung frischer Möhren im wässrigen und ethanolischen Milieu konnten hin-

gegen Partikelgrößen kleiner 50 µm erzielt werden [154]. Der Zerkleinerungserfolg im Hoch-

druckhomogenisator ist vermutlich auch stark von der Gewebefestigkeit abhängig, in der sich 

Äpfel und Möhren offensichtlich unterscheiden. Desweiteren wird auch der Wassergehalt der 

zu homogensierenden Materialien den Erfolg maßgeblich 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). Demgegenüber waren durch die Ultraschallbehandung schon offen-

sichtlich Veränderungen an den Zelloberflächen erkennbar (Abb. 39). Die fibrillären Strukturen 

an den Zellkanten deuten darauf, dass durch die Ultraschallbehandlung Zellfragmente mehr 

oder weniger abgerissen werden. Dies würde auch den mittels Laserpartikelanalyse detektier-

ten höheren Anteil an kleineren Partikeln erklären (Abb. 37). 

 

 

 

Abb. 38: REM-Aufnahme zerklei-
nerter Apfeltrester (Stan-
dard) 

 Abb. 39: REM-Aufnahme zerkleiner-
ter Apfeltrester (US) 

„Weitgehend intaktes räumliches 
Netzwerk“ 

 „Angegriffenes räumliches Netz-
werk“ 

 

Eine Art von Fibrillierung ließ sich auch bei den autoklavierten Apfeltrestern feststellen (Abb. 

40). Die Hohlraumstruktur war nahezu vollständig 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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groß, was mit den Partikelgrößenverteilungen nach LPA korrelierte und verdeutlicht, dass sich 

Partikelgrößen < 100 µm auf diese Weise, selbst nach 12 Durchläufen und relativ hohen Drü-

cken von 300 bar, aus vorzerkleinerten Apfeltrestern nur schwerlich erzeugen ließen. 

 

 

 

Abb. 40: REM-Aufnahme zerklei-
nerter Apfeltrester (AK) 

 Abb. 41: REM-Aufnahme zerkleiner-
ter Apfeltrester (HOM 12D) 

„Übergang zu zweidimensionaler 
Partikelstruktur“ 

 „Zweidimensionale Partikelstruktur 
(vereinzelt), in der inneren Struktur 
aufgelöst“ 

 

Die Abb. 75 bis Abb. 78 im Anhang zeigen weitere REM-Aufnahmen der zerkleinerten Apfel-

trester nach den verschiedenen Aufschlussvarianten in geringer Vergößerung und machen 

insbesondere die Größen- 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-stündiger Inkubation mittels Enzym-Mix PEC/CFD/NZ (einfache Kon-

zentration) und 1:4 verdünnten Trestern anhand der freigesetzten reduzierenden Zucker und 

Glucose ermittelt (Abb. 42, Abb. 43). 

 

 
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 Rückschlüsse auf den Zell-

wandabbau gezogen werden. So konnten zwar erwartungsgemäß 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 höhere Mengen an reduzieren-

den Zuckern freigesetzt werden. Möglicherweise sind diese auf den vermehrten Pektinabbau 

durch die Behandlung bei hohen Temperaturen (> 100 °C) zurückzuführen. Kunzek et al. 

konnten nachweisen, dass beim Autoklavieren große Anteile des unlöslichen Protopektins in 

wasserlösliches Pektin umgewandelt werden [151]. 

Es ist bekannt, dass thermische Behandlungen zum Verlust der Zellwandfestigkeit und damit 

zur Gewebeerweichung führen, die im Wesentlichen auf dem Abbau der Zellwandpektine, 

insbesondere des Mittellamellenpektins beruhen, wodurch unter anderem die Zellseparation 

stark begünstigt wird [45, 128, 131, 134, 254, 255]. Bei diesem Vorgang spielt die -

eliminative Spaltung des Pektins eine maßgebliche Rolle, wobei deren Ausprägung neben 

zahlreichen anderen Faktoren stark pH-abhängig ist und unter alkalischen Bedingungen zu-

nimmt [58, 130]. Unter sauren Bedingungen läuft die Pektindepolymerisation hingegen vor-

nehmlich durch hydrolytische Bindungsspaltung ab, wobei der Abbau durch -Eliminierung 

unter sauren Bedingungen bis heute tiefgründig untersucht und diskutiert wird [68, 69, 256]. 

 

 
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 bezüglich des Einflusses der Aufschlussvarianten 

(Abb. 43). Die Auswertung mit Hilfe der multifaktoriellen Varianzanalyse ergab für die unter-

suchten Faktoren „Aufschluss“ und „Zeit“ höchste Signifikanzniveaus für die Haupt- und 

Wechselwirkungseffekte (Anhang, Tab. 33, Tab. 34). Im Vergleich zum Standardaufschluss 

konnten durch die zusätzlichen Vorbehandungsmaßnahmen (US, AK, HOM) signifikant hö-

here Mengen an Glucose während der anschließenden Enzymeinwirkung freigesetzt werden 

(Anhang, Abb. 106). Bis auf US waren dabei nach 24 h signifikant höhere Mengen an Glucose 

verfügbar, verglichen mit der Standardvariante (Anhang, Abb. 110). 
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Die insbesondere nach Autoklaven- und Hochdruckbehandlung erhöhten Glucosemengen in 

den Trestern zu Beginn der Enzymierung (0 h) lassen darauf schließen, dass hauptsächlich 

lösliche Zucker aus dem Restsaft freigesetzt wurden. Dies konnte auch für 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 Intensität zu irreversiblen Schädigungen der Fruchtzellen durch Zerplatzen des Zell-

kerns, Ablösen des Protoplasten von den Zellwänden und der Zerstörung der Zellwände führ-

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 höher als bei AK, HOM 

4D und HOM 8D. Die höchsten Glucosemengen wurden nach 24 h für HOM 8D sowie für 

HOM 12D gefunden. Der größere Anteil kleiner Partikel (Abb. 37) begünstigt offenbar die Ang-

reifbarkeit der Zellwandpolymere durch die Enzyme. Desweiteren wurden durch die Hoch-

druckhomogensierung und anschließende Enzymierung höhere Mengen an freier Galacturon-

säure und eine geringfügige Erhöhung löslicher Hemicellulosebausteine in den Trestern im 

Vergleich zum Standardaufschluss gefunden (Anhang, Abb. 70). 

Trotz des höheren Anteils größerer 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 erhöhten Drücke in einen amorphen und 

damit energiereicheren Zustand überführt werden und der physikalische Zustand der Apfel-

tresterpartikel dadurch maßgeblich beeinflusst wird [73, 250, 257]. Durch den verstärkten Ab-

bau unlöslicher Zellwandbestandteile, insbesondere der Pektine, kommt es zur Erhöhung des 

Anteils löslicher Komponenten [151, 258] wodurch der Angriff durch die Enzyme zudem ver-

bessert wird [10]. Demzufolge hängt die Effektivität der Enzymwirkung nach mechanischer 

bzw. thermischer Vorbehandlung nicht nur vom erzielten Partikelgrößenspektrum ab, sondern 

auch vom physikalischen Zustand (Quellung, Aufspreizung der Zellwandmatrix). Daher ist 

anzunehmen, dass der Enzymangriff nicht ausschließlich von der Partikeloberfläche, sondern 

auch vom Partikelinneren her erfolgt (Diffusionseffekte). 

 

Tab. 20 gibt die spezifischen Energieeinträge für die verschiedenen Tresteraufschlussvarian-

ten wieder. Dabei ergeben sich die Einträge für die zusätzlichen Voraufschlussvarianten US 

und HOM aus der Summe der mechanischen Energieeinträge für den Standard-Aufschluss 

und der entsprechenden Zusatzbehandlung. Im Gegensatz zu US korreliert der zusätzliche 

Energieeintrag bei HOM sehr gut mit der Mehrausbeute an freigesetzter Glucose nach an-

schließender Enzymbehandlung (Tab. 20, Abb. 43).  

 

Tab. 20: Spezifische Einergieeinträge für 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 Energieeinträge für AK und HOM wurde aufgrund der 

verschiedenen zugeführten Energieformen (mechanisch, thermisch) nicht durchgeführt. Es 

fällt jedoch auf, dass der zahlenmäßig (423 KJ/kg) weitaus geringere spezifische Energieein-

trag bei der thermischen Behandlung (Standard + AK) offensichtlich zu gleichen Endergebnis-

sen hinsichtlich der Glucosemehrausbeute führt (Abb. 43), verglichen mit dem höheren 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 Tresteransätzen insbesondere im Hinblick auf 

die zu erzielenden Alkoholausbeuten im weiteren Verlauf der Verfahrensentwicklung, zu er-

höhen, wurden die Trestergehalte in den Versuchsansätzen stufenweise erhöht. Dabei sollten 

die einzelnen Prozessschritte des Laborverfahrens so miteinander kombiniert werden, dass 

eine ausreichende Verflüssigung der Apfeltrester im Sinne der Herabsetzung der Trestervis-

kosität bei möglichst gleichbleibender Zuckerfreisetzung, insbesondere Glucose, erfolgte. Im 

Vergleich zur bisher eingesetzten Tresterverdünnung von 1:4 (1 Gewichtsanteil Trester + 3 

Gewichtsanteile Wasser) wurden nun zusätzlich Tresteransätze mit höherem Tresteranteil 

(1 + 2 und 1 + 1) hergestellt. Die Herstellung der drei Versuchsvarianten ist in Abb. 44 darge-

stellt. 

 

Tresteransatz 
Verdünnung hoch 

 
Tresteransatz 

Verdünnung mittel 
 

Tresteransatz 
Verdünnung gering 

     

Trester + Wasser 
(1 + 3) 

 
Trester + Wasser 

(1 + 2) 
 

Trester + Wasser 
(1 + 1) 

     

  Enzymzusatz  Enzymzusatz 

     

Grob- und Feinstaufschluss 
(2 min Waring Blender, 

4 min Ultraturrax) 
 

Grobaufschluss 
(Waring Blender) 

     

Enzymzusatz  
Feinaufschluss 

(2 min Waring Blender)  
Feinaufschluss 

(2 min Waring Blender) 

     

  
Feinstaufschluss (nach 3 h) 

(Ultraturrax 4 min) 
 

Feinstaufschluss (nach 24 h) 
(Ultraturrax 4 min) 

     

Trester mechanisch-enzymatisch aufgeschlossen 
nach 48 h 

Abb. 44: Schema des mechanisch-enzymatischen Aufschlusses von Apfeltrestern verschiedener Verdün-
nungsstufen 

 

Durch den höheren Tresteranteil in den Varianten mit „mittlerer“ und „geringer“ Verdünnung 

mussten die enzymatischen und mechanischen Verfahrensschritte im Sinne einer Ver-

schachtelung so miteinander kombiniert werden, dass der abschließende Homogenisierschritt 

(Feinstaufschluss mittels Ultraturrax, Prinzip s. Kap. 4.2.2.1) technisch realisiert werden konn-

te. Im Fall der Tresteransätze mit geringer Verdünnung wurde der Feinstaufschluss bei dieser 

Versuchsserie erst nach 24 h durchgeführt (Abb. 44). Grob- und Feinaufschluss wurden je-

weils mit dem Waring Blender durchgeführt. 
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6.4.2 Einfluss der Tresterverdünnung auf die Zuckerfreisetzung und die Viskosität 

während der Verflüssigung und Verzuckerung 

In den nachfolgenden Abbildungen sind zunächst die freigesetzten Mengen reduzierender 

Zucker dargestellt (Abb. 45, Abb. 46). Zum besseren Verständnis wurden die Zuckermengen 

sowohl mit Bezug auf die Trockensubstanz als auch auf die Feuchtsubstanz dargestellt. Zu-

nächst konnte festgestellt werden, dass der Anteil reduzierender Zucker in den Versuchsan-

sätzen zu Beginn der Enzymierung bezogen auf die Feuchtsubstanz mit zunehmendem Tres-

teranteil erwartungsgemäß zunahm (Abb. 45). Während der 48-stündigen Enzymeinwirkung 

wurden in allen drei Ansätzen deutliche Zuckerzunahmen verzeichnet. Bezog man die freige-

setzten Zucker jedoch auf die Trockensubstanzen der Ansätze, so zeigte sich, dass die Zu-

ckergehalte in den Tresteransätzen mit geringerem Feststoffanteil zu jedem Zeitpunkt deutlich 

höher waren als bei der jeweiligen nächsthöheren Feststoffkonzentration (Abb. 46). 

  
Abb. 45: Freisetzung reduzierender Zucker aus 

Apfeltrester verschiedender Verdün-
nungsstufen bezogen auf die Feucht-
substanz 

Abb. 46: Freisetzung reduzierender Zucker aus 
Apfeltrester verschiedender Verdün-
nungsstufen bezogen auf die Trocken-
substanz 

 

Der gleiche Effekt konnte erwartungsgemäß bei der Freisetzung von Glucose aus den ver-

schieden Tresteransätzen beobachtet werden. So lagen die Glucosegehalte der Varianten mit 

höherem Tresteranteil bezogen auf die Feuchtmasse deutlich über denen mit stärkerer Ver-

dünnung (Abb. 47). 

 

  
Abb. 47: Freisetzung von Glucose aus Apfeltrester 

verschiedender Verdünnungsstufen be-
zogen auf die Feuchtsubstanz 

Abb. 48: Freisetzung von Glucose aus Apfeltrester 
verschiedender Verdünnungsstufen be-
zogen auf die Trockensubstanz 
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Jedoch zeigte sich auch hier, dass pro Masseneinheit Trockensubstanz bei geringerem Ver-

dünnungsverhältnis deutlich geringere Mengen an Glucose freigesetzt wurden (Abb. 48). Die 

Reduzierung des Wassergehaltes führte offensichtlich zur verminderten Aktivität der Enzyme 

hinsichtlich des Zellwandabbaus. Wahrscheinlich kommt es durch den geringeren Anteil an 

freiem Wasser zur stärkeren Aneinanderlagerung von Partikeln, Zellgewebestrukturen sowie 

Einzelzellen und zu stärkeren Wechselwirkungen der Zellwandpolymere [250], die den Angriff 

durch die Enzyme maßgeblich erschweren. Das bedeutet, dass vermutlich auch die molekula-

re Flexibilität der Polysaccharide eingeschränkt ist und die Diffusion der Enyzme in das Zell-

gewebe zusätzlich erschwert ist. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen Hang et al. 2001 bei der 

Untersuchung der Zuckerfreisetzung aus Maiskolben in Abhängigkeit der Substratkon-

zentration [206]. 

Die erhöhten Feststoffkonzentrationen führten zur deutlichen Zunahme der Viskosität der Ap-

feltrester zu Beginn der Inkubation (Abb. 49), im Fall der Variante mit geringer Verdünnung 

(1T + 1W) sogar über 1000 mPa·s. 

 

 
Abb. 49: Viskositätsabnahme in Apfeltrestern verschiedener Verdünnungsstu-

fen 

 

Hierbei ist zu erwähnen, dass der optimale Messbereich des Rheoswing bei 0 – 100 mPa·s 

liegt und somit für zwei Varianten (1 + 1 und 1 + 2) Prozessviskositäten gemessen wurden, 

die weit über der oberen praktischen Messgrenze lagen. Im Gegensatz zu den Versuchen mit 

Modellsubstraten (kolloidale Lösungen) wurden hier reale Suspensionsviskositäten gemes-

sen, bei denen die Partikulierung des Systems (Messung der Bruttoviskosität – große Partikel) 

einen wesentlichen Einfluss nimmt. 

Die Anfangsviskosität der Variante 1T + 2W lag bei Beginn bei ca. 450 mPa·s, im Fall der Va-

riante mit dem höchsten Verdünnungsgrad (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 für technische Zwecke hinreichender Ver-

flüssigungseffekt über einen Zeitraum von 24 h erzielt und die Viskosität der Trester deutlich 

reduziert werden konnte. 
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Tab. 21: Prozentuale Viskositätsabnahme und Glucosezunahme nach 24 bzw. 48 h bezogen auf den Aus-
gangszustand (0 h) 

  Viskositätsabnahme Glucosezunahme 

Trester + Wasser 

1 + 1 78 % 87 % 

1 + 2 90 % 97 % 

1 + 3 95 % 113 % 

 

Der Vergleich der Ergebnisse beider Untersuchungen machte jedoch deutlich, dass sowohl 

Verflüssigungs- als auch Verzuckerungsleistung maßgeblich durch die Feststoffkonzentration 

beeinflusst wurden (Tab. 21). So wurden die prozentualen Viskositätsabnahmen bzw. Gluco-

sezunahmen mit geringerem Tresteranteil deutlich erhöht. Es ist jedoch zu vermuten, dass 

auch bei höheren Feststoffkonzentationen gleiche Freisetzungsgrade erzielt werden können, 

wenn die Inkubationszeiten nochmals verlängert würden (hier nicht untersucht). Die Kurven-

verläufe der Glucosefreisetzung bei den Varianten mit höherem Tresteranteil deuten durch 

das Nicht-Erreichen eines Plateaus auf eine zeitlich verzögerte Reaktion hin (Abb. 48). Eine 

weitere Erklärung für reduzierte Zuckerfreisetzungen könnte die Produkthemmung der Cellu-

lasen, insbesondere der Cellobiase sein. Lieb et al. stellten fest, dass die -Glucosidase-

Aktivität eines kommerziellen Cellobiasepräparates (wie in vorliegender Arbeit verwendet) 

gegenüber 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 Verflüssi-

gung sind im Folgenden vier Foto-Aufnahmen ausgehend von den unbehandelten Trestern 

(a) über 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. 

  
(a) (b) 

  
(c) (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 für die Untersuchungen eingesetzten Apfelnasstrester bestanden zum größten Teil aus 

neutralen sowie sauren Zuckern als Bausteine der Zellwandpolysaccharide (Cellulose, Hemi-

cellulose, Pektin) und aus löslichen Restzuckern (Glucose, Saccharose, Fructose). Die Ge-

halte an Protein und Asche waren vergleichsweise gering. Der Anteil an löslichen Zuckern, die 

sich als sogenannte frei verfügbare Zucker durch mehrfache Extraktion mit Kaltwasser ohne 

zusätzlichen Aufschluss aus den Nasstrestern extrahieren ließen, 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 Verflüssi-

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-

wählten Cellulase sowie in Kombination mit Cellulase und Cellobiase in Abhängigkeit der En-

zymierungsdauer. Dabei kam es neben der Freisetzung von Glucose zur Bildung von freier 

Galacturonsäure durch den Abbau der Pektinmatrix, was unter anderem zur deutlichen Ab-

senkung der pH-Werte in den enzymierten Trestern führte. Die Freisetzung von Arabinose 

wurde durch die Kombination von Pektinase und Cellulase ebenfalls begünstigt. Die Kombi-

nation der Pektinasen mit Cellulase und Cellobiase führte innerhalb der ersten vier Stunden 

der Enzymierung zur drastischen Viskositätsabsenkung in den Trestern. Sowohl anhand der 

freigesetzten Zuckerbausteine als auch anhand der rheologischen Untersuchungen konnten 

einige Parallelen zu den Ergebnissen der Untersuchungen gegenüber den Modellsubstraten 

gezogen werden. Durch den mechanischen Standardaufschluss und eine 48-stündige Enzy-

mierung mit dreifacher Enzymkonzentration konnte ein Hydrolysegrad (berechnet als Glucose 

aus den unlöslichen Zellwandpolysacchariden) von 79 % erreicht werden. 

Die Partikel mechanisch aufgeschlossener Apfeltrester lagen zu über 80 % im Größenbereich 

unter 1 mm. Durch zusätzliche physikalische Voraufschlussvarianten (Ultraschall, Autokla-

vieren, Hochdruckhomogensieren) konnte dieser Anteil noch erhöht werden. Die erhöhten 

Freisetzungsgrade insbesondere an Glucose durch die zusätzliche Behandlung wurde einer-

seits auf den höheren Anteil kleinerer Partikel und die damit verbundene Vergrößerung der 

Angriffsfläche für die Enzyme zurückgeführt. Andererseits hat sich der physikalische Zustand 

(amorphe Matrix) durch die hydrothermische Behandlung vermutlich derart verändert, dass 

ein erleichterter Zellwandabbau durch die Enzyme erfolgen konnte. Die Veränderung der Zell-

oberflächenstrukturen und Partikelgrößenverhältnisse konnte durch rasterelektronenmikros-

kopische Aufnahmen belegt werden. 

Durch die Kombination von mechanischen und enzymatischen Prozessschritten im mehrstu-

figen Laborverfahren konnten auch bei den Versuchsansätze mit höherem Tresteranteil ver-

gleichweise gute Verflüssigungserfolge erzielt und somit die absoluten Gehalte vergärbarer 

Zucker (Glucose) erhöht werden. Die prozentuale Freisetzung von Glucose nach 48-stündiger 

Enzymeinwirkung nahm dabei jedoch mit zunehmendem Feststoffanteil ab, was einerseits auf 

den vermutlich erschwerten Zugang der Enzyme zu den Zellwandpolymeren aufgrund ver-

stärkter Wechselwirkungen zwischen den Feststoffpartikeln zurückzuführen sein könnte. An-

dererseits könnte bei den vorliegenden Glucosekonzentrationen in den Tresteransätzen die 

Produktinhibierung der Cellobiase eine Rolle spielen. 
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7 SIMULTANE VERFLÜSSIGUNG, VERZUCKERUNG UND VERGÄRUNG VON 

APFELNASSTRESTER IM LABORMAßSTAB 

7.1 Vergärungsversuche mit nativen Apfeltrestern 

7.1.1 Einfluss des Enzymeinsatzes 

Im Sinne der simultanen Verfüssigung, Verzuckerung und Vergärung wurden die nativen Ap-

feltrester nach zweistündigem mechanisch-enzymatischem Voraufschluss mit Hilfe einer 

kommerziellen Brennereitrockenhefe (S. cerevisiae) über einen Zeitraum von 48 h in Batch-

Versuchen vergoren. Anschließend wurde der Alkohol über eine einfache Labordestillation 

aus den vergorenen Trestern abdestilliert und der Alkoholgehalt aräometrisch bestimmt [224]. 

Als Maß für die Effektivität der verschiedenen Vergärungsvarianten diente in den ersten Ver-

suchen die Alkoholausbeute (Kap. 4.2.6.3, Gl. (11)). 

 

 
Abb. 51: Alkoholausbeute nach der Vergärung von Apfeltrestern unterschied-

licher Verdünnung mit und ohne Enzymeinsatz 

 

Durch den Einsatz des Enzym-Mix PEC/CFD/NZ konnte die Alkoholausbeute im Vergleich zu 

den nicht-enzymierten Referenzansätzen bei geringem Trester-Wasserverhältnis (1T + 3W) 

relativ um 36 % und bei erhöhtem Tresteranteil (1T + 1W) im Ansatz um 48 % gesteigert wer-

den (Abb. 51). Die Ausbeutesteigerung war dabei sowohl auf die leicht erhöhten Alkoholaus-

beuten bei der Variante mit Enzym als auch auf die geringfügig reduzierten Ausbeuten bei der 

Variante ohne Enzym zurückzuführen. Das Erreichen annähernd gleicher Alkoholausbeuten 

bei beiden Trester-Wasser-Verhältnissen deutete darauf hin, dass mögliche Inhibierungsef-

fekte bei höherem Tresteranteil im Ansatz und die dadurch erhöhten Glucosegehalte aufgrund 

der simultanen Verzuckerung und Vergärung aufgehoben wurden. 

Zur Prozesskontrolle wurden bei allen Vergärungsversuchen als Parameter die Glucosege-

halte in den gärenden Trestern sowie die gebildeten Gasmengen in festgelegten Abständen 

detektiert. Diese dienten somit vorrangig als Abbruchkriterien für die jeweiligen Versuche. Da 

Glucose als einziger Zucker im Trester sowohl als löslicher Restzucker als auch zusätzlich 

aus den Zellwandpolysacchariden freigesetzter Zucker vorlag, musste zunächst nachgewie-

sen werden, dass auch die weiteren löslichen Zucker Saccharose und Fructose in etwa zeit-
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gleich wie die Glucose vergoren wurden (Abb. 52). Es muss erwähnt 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 möglich zu minimieren. 

 

  
Abb. 52: Zuckerkonzentration in Apfeltrestern während der Vergärung mit und 

ohne Enzym 

 

Durch den Enzymeinsatz kam es im Gegensatz zu den nicht-enzymierten Trestern zu einer 

erhöhten Freisetzung von Glucose und Fructose innerhalb der ersten 10 h der Vergärung. Die 

Saccharosekonzentration nahm hingegen von Beginn an ab, was auf die Saccharose-Inver-

sion sowohl durch Säurehydrolyse [259] durch die niedrigen pH-Werte als auch auf die Spal-

tung durch hefeeigene Invertase zurückzuführen war [214]. Glucose und Saccharose wurden 

geringfügig schneller vergoren als Fructose, was aber im Wesentlichen durch die höheren 

Anfangsgehalte an Fructose bedingt war. Dennoch waren nach 48 h alle drei Zucker vergo-

ren. Während die Fructosegehalte der enzymierten Ansätze nach dem Erreichen des Maxi-

mums bei 10 h durch die Hefeaktivität wieder stark abfielen, nahm die Glucosekonzentration 

bei der Vergärung erst nach 25 h ab. Die Glucosefreisetzung durch die Enzymwirkung und die 

Glucosevergärung liefen offenbar über einen Zeitraum von über 10 h mit annähernd 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 

zusätzlichen thermischen Vorbehandlung der Trester bei 90 °C für wenige Minuten zur wei-

testgeheden Inaktivierung der nativen Mikroorganismen, untersucht. Ziel letzterer Behandlung 

war die Überprüfung von Möglichkeiten zur Alkoholausbeuteerhöhung als auch zur Senkung 

des Anteils an Gärungsnebenprodukten in den Destillaten, wie Acetaldehyd oder höheren 

Alkoholen. Bei der Herstellung von Trinkbranntweinen kommen solche Verfahren jedoch nicht 

in Betracht, da diese in der Regel zu Fehlaromen in den Destillaten führen [210]. Kurze An-

gärphasen durch leistungsstarke Reinzuchthefen und deren schnelle Vermehrung zu Beginn 
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der Fermentation minimieren in der Regel die Gefahr der Fehlgärungen durch wilde Hefen. 

Durch die Erhöhung der Enzymkonzentration auf die dreifache Menge wurden auch die Alko-

holausbeuten, wie aufgrund der Ergebnisse der Enzymierungsversuche zu vermuten war, 

erhöht (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 Gärungsnebenprodukte wird im Kap. 7.1.4 näher eingegangen. 

 

 
Abb. 53: Alkoholausbeute in Abhängigkeit der Trestervorbehandlung und der 

Enzymkonzentration 

 

Insbesondere innerhalb der ersten zwei bis drei Stunden der Vergärung fand durch den er-

höhten Enzymeinsatz eine verstärkte Glucosefreisetzung aus den Trestern statt (Abb. 54). 

Dementsprechend höher waren die insgesamt gebildeten Gasmengen, die als Prozesspara-

meter für das durch die alkoholische Gärung gebildete Kohlendioxid genutzt wurden.  

 

 
Abb. 54: Glucosekonzentration und gebildetes Gasvolumen (kumulativ) in 

Abhängigkeit der Trestervorbehandlung und der Enzymkonzentration 
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Durch die Hitzebehandlung der Trester wurde die Angärphase bei der entsprechenden Va-

riante deutlich verlängert (Abb. 54), was möglicherweise auf die inhibierende Wirkung uner-

wünschter Abbauprodukte, wie z. B. Furfural, zurückzuführen ist, welches während der ther-

mischen Behandlung gebildet werden könnte [260]. Auffällig lang waren jedoch auch die 

Angärphasen bei den anderen Varianten, was eventuell auch auf eine vergleichsweise gär-

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 gärstarken Brennereihefe (S. cerevisiae) konnte durch den mecha-

nisch-enzymatischen Aufschluss und der simultanen Vergärung der Apfeltrester der Charge 

2006 Alkohol mit einer Ausbeute von 81,2 % gewonnen werden. Diese lag somit nur geringfü-

gig höher als die Maximal-Ausbeute der vorangegangenen Versuchserie. Die Angärphasen 

waren mit 3 bis 4 h jedoch weitaus kürzer und die Vergärung nach ca. 20 h abgeschlossen 

(Abb. 55, Abb. 56). 

 

 
Abb. 55: Vergärungsparameter in Abhängigkeit von Enzymvariante und Zuga-

bezeitpunkt 

 

Bei der Variante „Gestaffelte Enzymzugabe“ wurde ein Teil des Cellulase/Cellobiase-Gemi-

sches nach ca. 10 h Vergärungszeit (Hauptgärphase) zugegeben, um zu testen, ob sich da-

durch eine mögliche Inhibierung der Cellulasen durch die hohen Glucosekonzentrationen zu 

Beginn der Vergärung minimieren ließ. Tatsächlich wurde die Alkoholausbeute jedoch durch 

diese Maßnahme 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 Aktivitäten bereits von Beginn an wechselwirken. Varga et al. konnten durch 

die gestaffelte Zugabe von Cellulasen und Cellobiasen bei der simultanen Verzuckerung und 

Vergärung hydrothermisch vorbehandelter Maispflanzenresten Alkoholausbeuten von bis zu 

83 % erreichen [263]. Im Anhang sind die pH-Wert-Verläufe für die verschiedenen Vergä-

rungsvarianten dargestellt und erläutert (Anhang, Abb. 80). 
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Um den synergistischen Enzymeffekt auch bei den Vergärungsversuchen nachzuweisen, 

wurde dem Trester in einem weiteren Versuch, das hochverflüssigende Pektinase-Präparat 

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 gegenüber den Apfeltresterfasern und Apfelnasstrestern be-

stätigte und die Notwendigkeit des Einsatzes geeigneter Kombinationen von Pektinasen und 

Cellulasen für einen maximalen Zellwandaufschluss unterstrich. 

 

 
Abb. 56: Glucosekonzentration und gebildetes Gasvolumen (kumulativ) in 

Abhängigkeit von Enzymvariante und Zugabezeitpunkt 

 (durchgezogene Linien: Glucose; gestrichelte Linien: Gas) 

 

Die ermittelten praktischen Alkoholausbeuten korrelierten von der Tendenz gut mit den wäh-

rend der Vergärung freigesetzten Gasmengen. Je höher die Alkoholausbeute war, desto mehr 

Gas wurde gebildet (Abb. 56). Allerdings waren die ermittelten Gasmengen in allen Fällen 

geringer als anhand der Alkoholausbeute und der Grundgleichung der alkoholischen Gärung 

(Kap. 4.2.6.3) berechnet. Neben Gasverlusten in der Apparatur (Schlauchverbindungen, Stop-

fen) könnten dafür auch Verluste durch gelöstes CO2 im Fermentationssubstrat verantwortlich 

sein [264]. Da bei der Berechnung der Alkoholausbeute die diversen Gär- und Destillations-

verluste (Gärungsnebenprodukte, Aufbau von Hefebiomasse, Verdunstungsverluste, Restal-

kohol in der Schlempe) nicht berücksichtigt wurden, wurde der Gesamtfermentationsgrad aus 

dem Gehalt vergärbarer Zucker vor und nach der Vergärung in den Trestern bestimmt. Es war 

erkennbar, dass die Fermentationsgrade tatsächlich deutlich über den ermittelten Alkoholaus-

beuten lagen und im besten Fall über 88 % der vergärbaren Zucker verstoffwechselt wurden 

(Abb. 55). Bezieht man den Restgehalt an vergärbaren Zuckern (aus unlöslichen Polymeren; 

gaschromatographisch bestimmt) auf den Gehalt an vergärbaren Zuckern aus unlöslichen 

Polymeren vor der Vergärung, erhält man den Hydrolysegrad, der im Fall der Vorzugsvariante 

(Enzym-Mix Startzugabe) bei knapp über 55 % lag, wohingegen durch ADP nur 8,5 % der 

potentiell vergärbaren Zucker aus den Zellwandpolysacchariden genutzt wurden. 
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7.1.4 Gärungsnebenprodukte in Labordestillaten aus nativen Apfeltrestern 

In Tab. 22 sind die Gehalte an Gärungsnebenprodukten sowie Methanol ausgewählter En-

zymvarianten dargestellt. 

 

Tab. 22: Gärungsnebenprodukte in Labordestillaten aus nativen Apfeltrestern 

 Variante 

 6 7 8 9 10 

Gärungsnebenprodukte 

[mg/100 mL r. A.] 

Enzym +++ 

ohne V. 

Enzym +++ 

mit V. 

Enzym-Mix 

Start 

Enzym-Mix 

gestaffelt 

Pektinase 

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 höhere Alkohole 413 395 361 380 591 

 

Im Vergleich zu den Literaturdaten für Obstbrände sind die ermittelten Gehalte an Acetalde-

hyd und Ethylacetat sowie i-Amylacetat eher gering [210]. Ethylacetat entsteht durch Vereste-

rung von Ethanol mit Essigsäure, ist eine typische Vorlaufkomponente und kann daher im 

technischen Verfahren destillativ relativ einfach abgetrennt werden. Acetaldehyd hingegen ist 

ein in Trinkbranntweinen unerwünschter Stoff, der vornehmlich im Vorlauf abgetrennt wird, 

aber auch im Mittellauf vorkommt [210]. Die Hauptkomponente bei den höheren Alkoholen 

waren die i-Amylalkohole mit ca. 60 % der gesamt bestimmten höheren 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 Fällen über 3000 mg/100 mL r. A. 

und damit deutlich über den laut EU-Verordnungen zulässigen Höchstgehalten 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 

verhältnismäßig hohen Gehalt an Pektin mit hohem Veresterungsgrad auf (Tab. 17). Methanol 

ist kein Gärungsnebenprodukt, 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 höher als bei den Enzym-Mix-Va-

rianten. Die Vorerhitzung der Apfeltrester für wenige Minuten bei 90 °C hatte nur einen gerin-

gen Effekt bezüglich der Senkung unerwünschter Gärungsnebenprodukte. Lediglich die Ace-

taldehydgehalte sowie die Estergehalte waren niedriger als in den unbehandelten 

Vergleichdestillaten. 
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7.2 Vergärungsversuche mit säurehydrolysierten Apfeltrestern 

Entpektinisierte Apfeltrester fallen bei der großindustriellen Pektingewinnung in großen 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 Labormaßstab in Anlehnung an die großtechnische Produktion aus nativen 

Apfelnasstrestern herzustellen und zu überprüfen, inwiefern sich auch diese zur Gewinnung 

von Alkohol eignen. Ein weiterer Grund für die erwarteten Erfolgaussichten hinsichtlich der 

verbesserten Hydrolyse der Trester waren die Ergebnisse aus den Enzymierungsversuchen 

gegenüber den entpektinisierten Apfeltresterfasern (Kap. 5.2.2). 

 

7.2.1 Zusammensetzung säurehydrolysierter Apfeltrester 

Zum Vergleich wurden zwei säurehydrolysierte Varianten aus getrockneten Trestern der 

Charge 2006 nach unterschiedlichen Extraktionsbedingungen [10] hergestellt. Tab. 23 zeigt 

die Zusammensetzung beider Varianten. 

 

Tab. 23: Zusammensetzung säurehydrolysierter Apfeltrester 
(Varianten „Rapid Set“ und „Slow Set“) 

  Variante 

Zusammensetzung  Rapid Set Slow Set 

TS [g/100 g FS] 29,8 34,3 

    

Galacturonan [g/100 g TS] 9,5 11,8 

Veresterungsgrad [%] 61,8 65,4 

Protein [g/100 g TS] 9,8 7,6 

Asche [g/100 g TS] 0,9 0,8 

Stärke [g/100 g TS] 0,4 1,0 

    

Rhamnose [g/100 g TS] 1,1 1,3 

Fucose [g/100 g TS] 0,6 0,6 

Arabinose [g/100 g TS] 2,1 4,7 

Xylose [g/100 g TS] 3,0 3,0 

Mannose [g/100 g TS] 2,3 1,6 

Galactose [g/100 g TS] 3,6 4,2 

    

Glucose unlöslich [g/100 g TS] 26,1 25,1 

Glucose löslich [g/100 g TS] 1,5 1,0 

Fructose löslich [g/100 g TS] 3,2 2,3 

Saccharose [g/100 g TS] 0,0 0,0 
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Eine Bilanzierung der extrahierten Pektinmenge wurde nicht vorgenommen, sondern nur qua-

litativ mittels Alkoholfällung überprüft. Zur Vergleichbarkeit mit der großtechnischen Pektinge-

winnung wurde nach dem Abpressen der Trester bewusst auf weitere Auswaschungsschritte 

zur Entfernung löslicher Restbestandteile verzichtet. 

Im Vergleich zu den nativen Trestern wiesen die hydrolysierten Trester deutlich geringe Ge-

halte an löslichen Zuckern auf (Tab. 23), womit der Gehalt an unlöslichen vergärbaren Zu-

ckern relativ stieg. Auffällig hoch waren hingegen die Pektingehalte in den „entpektinisierten“ 

Trestern mit 9,5 % (rapid set) bzw. 11,8 % (slow set). Dass eine vollständige Pektinentfernung 

aus dem Zellwandgerüst 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 Über-

einstimmung mit den für die entpektiniserten Apfeltresterfasern ermittelten Werte steht (Tab. 

16). Desweiteren ist davon auszugehen, dass nach dem Abpressen Pektine zurückbleiben, 

die bereits aus dem Zellwandgerüst gelöst 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 geringfügig 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 möglich, 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 Vergärungsparame-

ter 

Die säurehydrolysierten Trester wurden insgesamt über einen Zeitraum von 120 h vergoren, 

da nach 48 h nochmals eine leichte Zunahme der Gasmengen in beiden Fällen zu verzeich-

nen war (Abb. 57). 

 

 
Abb. 57: Glucosekonzentration und gebildetes Gasvolumen (kumulativ) in 

nativen und säurehydrolysierten Apfeltrestern 

 (durchgezogene Linien: Glucose; gestrichelte Linien: Gas) 
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In allen drei Versuchsansätzen wurden zu Beginn der Fermentation relativ hohe Glucose-

mengen freigesetzt. Da der Gehalt löslicher Restglucose in den säurehydrolysierten Trestern 

nur noch minimal war (1,0 bis 1,5 % TS), wurde der größte Teil an Glucose folglich aus den 

unlöslichen Polymeren freigesetzt. Die ermittelten Alkoholausbeuten der hydrolysierten Tres-

ter stimmten tendenziell gut mit den gebildeten Gasmengen überein. Die Fermentationsgrade 

als auch die Hydrolyse unlöslicher Zucker waren jedoch im Fall der Slow-Set-Trester vergli-

chen mit den Rapid-Set-Trestern leicht erhöht. Möglicherweise bedingen die längeren 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 über den Werten der nativen 

Trester (53,2 %) (Abb. 58). 

 

 
Abb. 58: Vergärungsparameter für native und säurehydrolysierte Apfeltrester 

 

Da die absoluten Pektingehalte in den hydrolysierten Trestern höher als erwartet waren, war 

auch in den Destillaten aus den jeweiligen vergorenen Ansätzen mit erhöhten Methanolge-

halten zu rechnen. Tatsächlich lagen diese sogar erheblich über den Gehalten, die aus den 

nativen Trestern freigesetzt wurden (Tab. 24). Wahrscheinlich waren nicht nur der Pektinge-

halt und Veresterungsgrad Einflussfaktoren bezüglich des Methanolgehaltes, sondern auch 

der Zustand des Pektins (löslich/unlöslich). Insbesondere im Destillat aus Slow-Set-Trestern 

wurden extrem hohe Methanolgehalte von über 11000 mg/100 mL r. A. gefunden, die darauf 

deuten, dass der Angriff durch die Pektinesterasen besonders stark begünstigt wurde. Die 

verlängerten Vergärungszeiten könnten die Methanolfreisetzung zudem begünstigt haben. 

Eine Senkung der Methanolgehalte könnte sich möglicherweise durch weitere Auswasch-

schritte insbesondere löslicher Pektinfraktionen als auch durch ein intensiveres Abpressen der 

hydrolysierten Trester erreichen lassen, wäre 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 erhöht (Tab. 24). 

 

Tab. 24: Gärungsnebenprodukte in Labordestillaten aus säurehydrolysierten Apfeltrestern 

Gärungsnebenprodukte 

[mg/100 mL r. A.] 
Rapid Set Slow Set Trester nativ 

Acetaldehyd 92,6 65,5 62,9 

Ethylacetat 30,1 35,1 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 5,1 8,9 38,4 

Summe höhere Alkohole 349 413 470 

 

 

7.3 Zusammenfassende Wertung 

Durch den mechanisch-enzymatischen Voraufschluss nativer Apfeltrester mit anschließender 

Verzuckerung und Vergärung ließen sich die Alkoholausbeuten durch die Verwendung der 

Enzymkombination PEC/CFD/NZ auf über 80 % (bezogen auf die Ausbeute bei 100%iger 

Konvertierung vergärbarer Zucker) erhöhen. Dabei konnten die höchsten Fermentaions- und 

Hydrolysegrade durch die Zugabe des Enzym-Mix zu Beginn des Verfahrens erzielt werden. 

Im Gegensatz dazu führten die gestaffelte Enzymzugabe als auch die Verwendung der sehr 

gut verflüssigenden Pektinase ADP zu deutlich geringeren Ausbeuten und Hydrolysegraden, 

sowie zu teilweise stark erhöhten Methanolgehalten in den gewonnen Destillaten. Eine Vorer-

hitzung der Trester im Sinne einer Pasteurisation erwies sich hinsichtlich der Erhöhung der 

Alkoholausbeute und der Reduzierung an Gärungsnebenprodukten als nicht effektiv. 

Die Nutzung „entpektinisierter“ Apfeltrester zur Gewinnung von Alkohol ist grundsätzlich mög-

lich. Durch die eingesetzten Extraktionsverfahren konnte die Freisetzung vergärbarer Zucker 

aus den unlöslichen Zellwandpolymeren der hydrolysierten Trester verbessert werden, was 

vermutlich auf den verbesserten physikalischen Zustand und der damit verbundenen besse-

ren Zugänglichkeit der Zellwandpolymere für die Enzyme zurückzuführen war. 

Kritisch zu betrachten sind allerdings die stark erhöhten Methanolgehalte, die aus den relativ 

hohen Restpektingehalten im Material und den vergleichsweise hohen Veresterungsgraden 

sowie dem vermutlich begünstigten Abbau durch Polygalacturonasen und Pektinesterasen 

resultieren. Entsprechende Nachbehandlungen der hydrolysierten Trester könnten 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 mögliche Gewinnung bioaktiver Stoffe [265] aus den Rückständen des 

Laborverfahrens wurden die Gehalte an löslichen und unlöslichen Ballaststoffen in den vergo-

renen bzw. vergorenen und abdestillierten Trestern untersucht und den jeweiligen Werten der 

nativen Apfeltrester gegenüber gestellt (Abb. 59, Abb. 60). 

 

 
Abb. 59: Ballaststoffgehalte in nativen, vergorenen und abdestillierten Apfel-

trestern 

 (Ergänzung: „vorerhitzt“ = 3 min, 90 °C, anschließend 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 für die nativen Trester gut mit den gefundenen Werten aus der Neutralzuckerana-

lyse und der Galacturonangehaltsbestimmung überein (Tab. 17, Abb. 60). In allen 

untersuchten Tresterproben war der Gehalt an löslichen Ballaststoffen geringer als der Gehalt 

an unlöslichen Ballaststoffen. Das Verhältnis von löslichen zu unlöslichen Ballaststoffen lag 

dabei zwischen 1:2 und 1:3. Sowohl aus ernährungsphysiologischer Sicht als auch hinsichlich 

der funktionellen Eigenschaften wird ein solches Verhältnis als günstig angesehen [11, 266]. 

Mit zunehmener Enzymdosage nehmen sowohl lösliche als auch unlösliche Ballaststoffge-

halte ab. Damit korreliert die Abnahme der Gesamtballaststoffe sehr gut mit der Mehraus-

beute an Ethanol (Abb. 51, Abb. 53). Andererseits fällt 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 während der Vergärung (Hefen-

vermehrung und –wachstum) beruht. So konnten Joshi et al. und Sandhu et al. während der 
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Vergärung von Apfeltrestern in Abhängigkeit der Milieubedingungen Zunahmen des Protein-

gehaltes auf über 20 % feststellen [4, 14]. Zum anderen ist davon auszugehen, dass ein be-

trächtlicher Teil der durch die enzymatische Verflüssigung und Verzuckerung gebildeten Oli-

gomere, insbesondere pektischer und hemicellulosischer Herkunft, nicht miterfasst wurden 

[27]. Gebhardt et al. beschrieben die sogenannte Analysenimbalanz für die wasserlöslichen 

Komponenten im Roggen, die aufgrund ihrer Ethanollöslichkeit 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-

ringfügig niedriger mit Ausnahme der vorerhitzten Trester. Dies deutete zunächst darauf, dass 

durch den Kochprozess beim Abdestillieren sowohl unlösliche Fraktionen zu löslichen abge-

baut [42, 46, 150] und die löslichen ebenfalls weiter abgebaut werden, so dass diese durch 

die ethanolische Behandlung nicht mehr ausgefällt werden. Betrachtet man jedoch die Neu-

tralzuckerzusammensetzung, bei der unabhängig der Ballaststofffraktion alle Neutralzucker 

erfasst werden, kann dort der gleiche Trend erkannt werden (Abb. 60). 

 

 
Abb. 60: Neutralzuckerzusammensetzung in nativen, vergorenen und abdestil-

lierten Apfeltrestern 

 (Ergänzung: „vorerhitzt“ = 3 min, 90 °C, anschließend Enzym+++) 

 

So konnten bei allen Varianten Abnahmen der Neutralzuckergehalte, insbesondere der Glu-

cosegehalte festgestellt werden. Möglicherweise nehmen die oligomeren Zucker an Maillard-

Reaktionen mit den Proteinen in den Trestern teil, die sie für die Neutralzuckeranalyse unver-

fügbar machen. Dies würde 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 vergärbarer Zucker auf. Bei der 

Vergärung der Tresteransätze (  10 %) im Labormaßstab kam es zu keiner signifikanten 

Abnahme der Abproduktmasse (Bilanzen nicht dargestellt). Das bedeutet, dass die resultie-

rende Schlempemenge (Trester abdestilliert) in etwa der Gäransatzmenge zu Beginn der Ver-

gärung entsprach. Durch die alkoholische Fermentation nahm die Feststoffkonzentration im 

Gäransatz bzw. im Endprodukt Schlempe jedoch um ca. 40 % ab. 
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8.1.2 Polyphenole 

Die phenolischen Verbindungen sind in Äpfeln insbesondere in den Schalenbereichen lokali-

siert [53]. Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass durch den enzymatischen Auf-

schluss mittels kommerzieller pektinolytsicher und cellulolytischer Enzympräparate nicht nur 

Zellwandpolysaccharide zu einem bestimmten Grad abgebaut werden, sondern der Zellwand-

abbau gleichzeitig mit einer verstärkten 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 

Chlorogensäure 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 könnten in Abhängigkeit 

des verwendeten Rohmaterials (Sorte, Erntezeitraum) auftreten [92]. 

Da die phenolischen Verbindungen während der Vergärung nicht oder nur minimal abgebaut 

werden, war bei den Vergärungsversuchen mit einer Anreicherung an Polyphenolen in den 

verflüssigten und vergorenen Trestern zu rechnen. Abb. 61 zeigt die Gesamtpolyphenolgehal-

te der untersuchten Varianten. 

 

 
Abb. 61: Polyphenolgehalte in nativen, vergorenen und abdestillierten Apfel-

trestern 

 (Ergänzung: „vorerhitzt“ = 3 min, 90 °C, anschließend Enzym+++) 

 

Die für die nativen Trester ermittelten Gesamtpolyphenolgehalte lagen mit 0,36 g/100 g TS im 

Bereich der angegebenen Literaturwerte (Abb. 61). Während 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 höhere Polyphe-

nolgehalte in den Trestern nach der Vergärung gefunden. Insbesondere in den vorerhitzten 

Trestern konnte eine deutliche Zunahme beobachtet werden, was vermutlich auf die verbes-

serte Enzymwirkung gegenüber dem zunehmend erweichten Gewebe zurückzuführen ist. Die 

Hitzebehandlung durch das Abdestillieren der vergorenen Trester scheint die Freisetzung 

bzw. die Verfügbarkeit der Polyphenole zusätzlich zu begünstigen. 
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8.2 Möglichkeiten zur Isolierung von Ballaststoffen und Polypheno-

len aus abdestillierten Apfeltrestern (Brennereischlempen) 

8.2.1 Hintergrund und Zielstellung 

Trotz der Nutzung zusätzlich vergärbarer Zucker durch die enzymatische Verflüssigung, Ver-

zuckerung und die Vergärung der aufgeschlossenen Apfeltrester, verbleiben nach dem Ab-

destillieren der vergorenen Trester erhebliche Restmengen, die als Schlempen bezeichnet 

werden und in der Regel als Abwässer der Brennerei entsorgt werden müssen. Als Dünge- 

oder Futtermittel sind Obstbrennereischlempen aufgrund ihres hohen Anteils an organischen 

Verbindungen, dem niedrigen pH-Wert und dem vergleichsweise geringen Nährstoffgehalt nur 

bedingt geeignet [210]. 

Nach der näheren Charakterisierung der vergorenen und abdestillierten Trester der Laborver-

suche sollten die im Rahmen des großtechnischen Verfahrens zur Verflüssigung, Vergärung 

und Destillation von Apfeltrestern anfallenden Brennereischlempen nach entsprechender Vor-

behandlung auf den Gehalt an bioaktiven Stoffen untersucht werden. Unter Berücksichtigung 

des möglichen Einsatzes in angereicherten Frucht- oder Gemüsegetränken [52] wurden appa-

rativ einfache Zerkleinerungs- und Siebfraktionierungsversuche zur Gewinnung von Partikeln 

im kleinen Größenbereich (< 50 µm) durchgeführt und die erhaltenen Fraktionen hinsichtlich 

des Ballaststoff- und Polyphenolgehaltes untersucht. 

 

8.2.2 Nassfraktionierung von Apfeltresterschlempen 

Durch die Nassiebung der Schlempe auf dem 50µm-Sieb wurden zwei Fraktionen erhalten, 

die massenbezogen in etwa die gleichen Trockensubstanzgehalte aufwiesen (Abb. 62 a). 

Durch die zusätzliche Ultraturrax-Behandlung vor der Siebung konnte die Massen-Fraktion 

< 50 µm relativ um 15 % vergrößert werden (Abb. 63). Dementsprechend groß war die relative 

Massenabnahme in der Fraktion > 50 µm. 

 

 
Abb. 62: Schlempefraktionen nach Nasssiebung ohne Ultraturrax-

Behandlung (bezogen auf Trockensubstanz) 

 

47%

53% F < 50 µm TS

F > 50 µm TS
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Abb. 63: Schlempefraktionen nach Nasssiebung mit Ultraturrax-

Behandlung (bezogen auf Trockensubstanz) 

 

 

8.2.3 Ballaststoffe und Polyphenole in den Schlempefraktionen 

Die Gehalte an löslichen sowie unlöslichen Ballaststoffen und Polyphenolen in den unzerklei-

nerten (ohne UT) und vorzerkleinerten Schlempen (mit UT) der jeweiligen Siebfraktion sind in 

Abb. 64 dargestellt. 

 

 
 

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 µm zu einer Anreicherung an unlöslichen Ballaststoffen, wohingegen sich die lösli-

chen Ballaststoffe in den Fraktionen < 50 µm anreicherten. Durch die Vorzerkleinerung nah-

men die Gehalte unlöslicher Ballaststoffe in beiden Siebfraktionen ab. Insbesondere in der 

Siebfraktion < 50 µm fand sich ein hohes Verhältnis von löslichen zu unlöslichen 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 µm ausmachten 

und zu vermuten war, dass tatsächlich ein beträchtlicher Teil an ethanol-löslichen Oligosac-

chariden nicht erfasst wurde. Die Vorzerkleinerung hatte hinsichlich der Polyphenolgehalte in 

den Schlempefraktionen keinen Effekt. Eine leichte Anreicherung in beiden Fraktionen 

< 50 µm ließ sich jedoch festellen (Abb. 64). Die Zunahme der Polyphenolgehalte gegenüber 

den nativen Trestern (Charge 2006: 0,60 g/100 g TS) lag dabei im gleichen Größenbereich, 

wie bei den Laborversuchen. 

Laurrauri et al. geben an, dass kommerzielle Ballaststoffpräparate einen Mindestgehalt an 

Gesamtballaststoffen von 50 % enthalten und fett- und kalorienarm sowie geruchs- und ge-

schmacksneutral sind [50]. Tatsächlich weisen Ballaststoffpräparate aus verschiedenen 

Früchten und Getreide in der Regel Ballaststoffgehalte von 60 - 90 % auf [269]. Eine nährere 

Charaktersierung der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Ballaststoffe wurde nicht durch-

geführt. Prinzipiell waren die gefundenen Gehalte an löslichen Ballaststoffen mit 18 - 22 % in 

Brennereischlempen im Vergleich zu herkömmlichen Präparaten als positiv zu bewerten (Tab. 

25). 

Für die Eignung als Ballaststoffe müssten die gewonnen Fraktionen jedoch zunächst grundle-

gend hinsichtlich ihrer genauen chemischen Zusammensetzung, ihrer ernährungsphysiolo-

gischen Eigenschaften (antioxidatives Potential, Fermentation durch Mikoorganismen und 

Bildung kurzkettiger Fettsäuren) sowie ihrer funktionellen Eigenschaften (Wasserbindung, 

Rheologie) untersucht werden [27, 77, 89, 270]. 

 

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

Material 
Lösliche Ballaststoffe 

[%] 

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 Vergä-

rung in Abhängigkeit des Enzymeinsatzes, der Enzymkonzentration und der Trestervorbe-

handlung unterschiedliche Mengen an löslichen und unlöslichen Ballaststoffen sowie Poly-

phenole an. Nach dem Abdestillieren des Alkohols aus den Trestern finden sich in den 

Rückständen (Schlempen) erhöhte Gehalte an Gesamtpolyphenolen, deren Verfügbarkeit 

vermutlich durch die zusätzliche Hitzebehandlung erhöht wird. Die Abnahme der Gesamtbal-

laststoffgehalte und der Restglucosemengen in den vergorenen Trestern korreliert dabei mit 

den Alkoholmehrausbeuten der verschiedenen Vergärungsvarianten. Der Vergleich der Bal-

laststoffgehalte mit den Gehalten an Neutralzuckerbausteinen deutet darauf hin, dass wäh-

rend des Abdestillierens möglicherweise Maillard-Reaktionen zwischen mono- und oligomeren 

Zuckerbausteinen und den Proteinkomponenten im Trester stattfinden. Zum anderen wird 

angenommen, dass ein Großteil der während der enzymatischen Verflüssigung und Verzu-

ckerung freigesetzten kurzkettigen Oligomere aufgrund ihrer Ethanollöslichkeit mit Hilfe der 

angewendeten Ballaststoffanalytik nicht erfasst wird. Wie groß dieser Anteil ist und welche 

Auswirkung dieser auf die ernährungsphysiologischen und technologischen Eigenschaften der 

Ballaststoffe haben könnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht näher untersucht. 

Brennereischlempen, die während der großtechnischen 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 µm reicherten sich insbesondere lösliche Ballaststoffe und Polyphenole an, wobei 

der Gehalt an löslichen Ballaststoffen im Bereich kommerzieller Ballaststoffpräparate lag. 
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9 WEITERFÜHRENDE ARBEITEN 

Da die Anforderungen an die chemische Zusammensetzung und die sensorischen Eigen-

schaften der zu erzeugenden Brände bei der Trinkalkoholherstellung von maßgeblicher Be-

deutung sind und neben der Rohware im Wesentlichen durch die während der Vergärung ge-

gebenen Milieubedingungen (insbesondere pH-Wert und Temperatur) beeinflusst werden, 

waren der Entwicklung eines praktikablen Laborverfahrens zur möglichst vollständigen Verzu-

ckerung der Zellwandpolysaccharide enge Grenzen gesetzt. 

Die angewandten Verfahrensschritte der enzymatischen Verflüssigung, Verzuckerung und 

Vergärung der Apfeltrester führten hinsichtlich der erreichten Fermentationsgrade zu erfolg-

versprechenden Ergebnissen. Dennoch verblieb ein bestimmter Teil an nicht genutztem Rest-

potential vergärbarer Zucker in den Rückständen des Verfahrens, der für die weitere Erhö-

hung der Alkoholausbeute eine maßgebliche Rolle spielen kann. Eine weitere Möglichkeit 

dieses bislang nicht genutzte Restpotential zu nutzen, bestünde in der Anwendung drasti-

scherer Vorbehandlungsmaßnahmen, wie sie bei der Ethanolherstellung aus lignocellulose-

reichen Biomassen breite Anwendung finden. Dabei würden jedoch die hohen Temperaturen 

vermutlich größere Probleme hinsichtlich der chemischen Zusammensetzung und der senso-

rischen Eigenschaften bereiten als die Verwendung verdünnter mineralischer Säuren. 

Da Enzyme prinzipiell einen wichtigen Kostenfaktor bei der Anwendung in großtechnischen 

Prozessen darstellen, wäre desweiteren von großem Interesse, ob die eingesetzten Enzym-

präparate nach der Vergärung noch nutzbare Restaktivitäten aufweisen. Diese könnten mög-

licherweise nach geeigneter Aufarbeitung für nachfolgende Vergärungsansätze wiederver-

wendet werden und somit zu einem bestimmten Maße im Kreislauf geführt werden. Die 

Überprüfung von Möglichkeiten zum „Recycling“ der zellwandabbauenden Enzyme könnte ein 

Ansatzpunkt für weiterführende Forschungs- und Entwicklungsarbeiten sein. 

Es stellte sich sowohl bei den Laborversuchen als auch bei den großtechnischen Versuchen 

heraus, dass weniger die Gärungsnebenprodukte als vielmehr der Methanolgehalt erwar-

tungsgemäß ein kritischer Faktor bei der Verwendung pektinreicher Kernobsttrester für 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 Aktivitä-

ten zur Freisetzung der vergärbaren Zucker ausreichende pektinolytische Hauptaktivitäten 

beteiligt sind, die die Pektinmatrix möglichst vollständig zerlegen, um den Zugang zu den Cel-

lulosefibrillen zu erleichtern. Gerade dieser Aufschluss ist im Wesentlichen für die hohen Me-

thanolgehalte verantwortlich und umso kritischer zu bewerten, je höher die Ausgangspek-

tingehalte und die Veresterungsgrade der Pektine sind. 

Da die Trennung von Methanol und Ethanol bislang nur mit mäßigem Erfolg gelingt, könnten 

detaillierte Untersuchungen der Saftgewinnungsprozesse mit besonderem Hinblick auf die 

Verfahrensschritte Maischeenzymierung, Zerkleinerung und Maischeabpressen, weiterere 

Ansatzpunkte für weiterführende Arbeiten bieten. Auf diese Weise könnten 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 Enzymaktivitäten, Trester-Wasser-Verhältnis). 
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Im Hinblick auf die Praktikabilität großtechnischer Prozesse wären darüber hinaus zusätzliche 

Informationen über die physiko-chemischen Eigenschaften der verflüssigten Apfeltrester von 

großem Interesse. Ein weiter zu verfolgender Aspekt könnte demzufolge die Ermittlung des 

rheologischen Verhaltens (u. a. scherabhängiges Fließverhalten) 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 Partikelgröße und der Partikelwechselwirkungen untereinander, beeinflusst wird. 

Die Nutzung der Schlempen als Reststoffe des Verfahrens für die Gewinnung weiterer Wert-

stoffe hängt maßgeblich vom Gehalt und der Zusammensetzung der interessierenden Frak-

tionen ab. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten bioaktiven Stofffraktionen, wie lösliche 

Ballaststoffe und Gesamtpolyphenole deuten darauf hin, dass Apfeltresterschlempen grund-

sätzlich noch entsprechende Gehalte der in Frage kommenden Fraktionen enthalten. Nähere 

Aussagen zur Eignung dieser Stoffe ergäben sich durch die gezielte Charakterisierung der 

gewonnenen Fraktionen hinsichtlich ihrer physiko-chemischen sowie ernährungsphysiologi-

schen Eigenschaften, wenn möglich nach entprechender Veredelung (Aufarbeitung zu Zell-

wandpräparaten). Desweiteren wäre eine nähere Charaktersierung der im Rahmen der hier 

angewendeten Ballaststoffanalytik nicht erfassten ethanollöslichen, oligomeren Bestandteile 

von großem Interesse. Gleiches gilt für die Polyphenole. So könnte ein weiterer Aspekt für 

Forschungsarbeiten die genauere Untersuchung der Polyphenolfraktionen mittels chromato-

graphischer Methoden, z. B. HPLC, sein sowie die Ermittlung deren antioxidativen Potentials. 

In größerem Maßstab ließen sich die Obstschlempen darüberhinaus im Sinne einer energeti-

schen Verwertung für 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 %) könnten dabei Biogaserträge (TS-bezogen) erreicht werden, die im Bereich der 

Werte für andere häufig verwendete Substrate (z. B. Gülle oder Getreidesilage) liegen [271, 

272]. Weitere Maßnahmen, wie die Verfütterung und Düngung, wären erst nach entsprechen-

den Aufbereitungsschritten (u. a. pH-Wert-Regulierung) denkbar, spielen jedoch eher eine 

untergeordnete Rolle. 

Für den Scale-Up der erarbeiteten Prozesschritte in ein funktionsfähiges und ökonomisches 

Gesamtverfahren (großtechnische Versuchsanlage/Produktionsanlage) wären insbesondere 

die Schritte der mechanischen Zerkleinerung zu überdenken. Hocheffektive Zerkleinerungs-

verfahren zur Erzielung geringer Partikelgrößen ließen sich möglicherweise durch leistungs-

starke Dispergiermaschinen (z. B. Dispax-Reactor®, IKA Deutschland) erzielen, für die jedoch 

vergleichsweise dünnflüssige Substrate vorliegen müssten. Der dafür notwendige Vorauf-

schluss könnte mehrstufig mit Hilfe von Rätz- oder Hammermühlen in Kombination mit dem 

enzymatischen Aufschluss erfolgen. Im Hinblick auf die ökonomische Effizienz des Gesamt-

verfahrens (u. a. Reduzierung der Energiekosten für Destillation/Rektifikation) läge das 

Hauptaugenmerk dabei im Wesentlichen auf der Minimierung der zuzusetzenden Wasser-

mengen. 
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10 ZUSAMMENFASSUNG 

Apfeltrester sind die Rückstände bei der Apfelsaftherstellung und fallen jährlich zu großen 

Mengen als industrielle Reststoffe an. In Abhängigkeit von der Rohware und der Technologie 

der Saftgewinnung besitzen Apfeltrester eine Trockensubstanz von 20 - 30 %, die sich zum 

größten Teil aus löslichen Restzuckern, unlöslichen Zellwandpolysacchariden sowie Protei-

nen, Mineralstoffen, Lignin und phenolischen Verbindungen zusammensetzen. Neben der 

traditionellen Verwertung von Apfeltrestern, wie der Tierverfütterung oder der Kompostierung 

versucht man die Trester heutzutage im Sinne der Wertstoffgewinnung einer sinnvollen Wie-

derverwertung zuzuführen. Aus industrieller Sicht hat sich dabei die Gewinnung von Pektin 

unter Anwendung geeigneter Extraktions- und Aufarbeitungsmaßnahmen etabliert. Moderne 

technische Prozesse ermöglichen darüberhinaus die Gewinnung weiterer wertgebender Le-

bensmittelinhaltsstoffe, wie Aromen, Süßstoffe oder Polyphenole durch die gezielte Aufteilung 

der Stoffströme während und nach der Pektinextraktion. Dennoch verbleiben auch bei solchen 

Verfahren größere Mengen an Restoffen (entpektinisierte Trester), die letztendlich wieder der 

Tierverfütterung zugeführt werden. 

Bei der Apfelverarbeitung zu Fruchtsaft wird der größte Teil an löslichen Bestandteilen in den 

Saft überführt, während sich in den zurückbleibenden Nasstrestern unlösliche Zellwandbe-

standteile, darunter im Wesentlichen Zellwandpolysaccharide, anreichern. Pflanzliche Zell-

wände bestehen zum größten Teil aus Cellulose, Hemicellulosen und Pektin, die innerhalb 

der verschiedenen Zellwandbereiche über unterschiedliche Bindungsformen miteinander ver-

knüpft 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, 

-größe und -form und führen in Abhängigkeit von den Milieubedingungen (Wassergehalt, 

Temperatur, pH-Wert) zu Verändungen des physikalischen Zustandes (z. B. Partikulierung, 

Gewebeerweichung).Dahingegen lassen sich durch Anwendung chemischer Verfahren in Ab-

hängigkeit von den Extraktionsbedingungen Polysaccharidfraktionen unterschiedlicher Zu-

sammensetzung gewinnen. Am spezifischsten gelingt der Zellwandabbau hingegen durch den 

Einsatz zellwandabbauender Enzyme, welche sich entsprechend ihrer Hauptaktivitäten grob 

in die drei Klassen der Pektinasen, Hemicellulasen und Cellulasen unterteilen lassen. Kom-

merzielle Enzympräparate mikrobieller Herkunft, die in der obst- und gemüseverarbeitenden 

Industrie für verschiedenste Zwecke eingesetzt werden, besitzen neben den ausgewiesenen 

Hauptaktivitäten verschiedene Begleit- bzw. Nebenaktivitäten. Für die möglichst vollständige 

Verflüssigung und Verzuckerung der Zellwandpolymere zu Oligo- und Monomeren müssen 

die verschiedenen pektinolytischen, hemicellulolytischen und cellulolytischen Aktivitäten zur 

Ausnutzung synergistischer Wechselwirkungseffekte miteinander kombiniert werden. 

Im Gegensatz zur Fruchtsaftherstellung ist der Einsatz von Cellulasen in Brennereien für die 

Verarbeitung von Obst zu Obstbränden nicht ausdrücklich verboten. Dies eröffnet prinzipiell 

die Möglichkeit den Grad der Verflüssigung und Verzuckerung polysaccharidreicher Biomas-

sen im Gegensatz zur alleinigen Anwendung pektinolytischer Enzyme zu erhöhen und insbe-

sondere das in der Regel nicht oder nur schwer verfügbare Potential an zusätzlichen vergär-

baren Zuckern in Form der in der Cellulose gebundenen Glucose zu nutzen. Das Erreichen 

hoher Alkoholausbeuten unter der Vorgabe der Einhaltung der wichtigsten Qualtitätsparame-

ter, wie der chemischen Zusammensetzung und der sensorischen Eigenschaften, stellt dabei 
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eine große Herausforderung an die notwendige Verfahrens- und Produktentwicklung der 

Obstbranderzeugung dar. 

Im Rahmen der Erarbeitung von Prozesstechniken für eine großtechnische Produktionsanlage 

zur Obstbrandherstellung war ein praktikables Laborverfahren zur möglichst vollständigen 

Verflüssigung, Verzuckerung und Vergärung von Apfelnasstrestern zu entwickeln. Zu diesem 

Zweck war zunächst ein umfangreiches Methodenspektrum (Labormaßstab, 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, säurehydrolysierte, vergorene und abdestillierte Trester) mit Hilfe enzy-

matischer Testkits, der gaschromatographischen Neutralzuckeranalyse sowie verschiedener 

photometrischer und nasschemischer Inhaltsstoffanalysen untersucht. Zur Ermittlung der Ver-

flüssigungs- und Verzuckerungsleistung zellwandabbauender Enzyme wurden die gesamt 

freigesetzten reduzierenden Zucker, sowie einzelne monomere und dimere Zellwandbaustei-

ne, darunter Glucose, Cellobiose und Galacturonsäure mittels photometrischer und chroma-

tographischer Bestimmungsmethoden ermittelt. Mit Hilfe des Torsionsschwingers Rheoswing® 

konnte eine einfache Referenzmethode für die Abbauleistung verflüssigender Enzyme anhand 

der Viskositätsabnahme in scherunabhängigen Versuchen ermittelt werden. Für die Bestim-

mung der Partikelgrößenverteilung physikalisch vorbehandelter Apfelnasstrester wurde eine 

Methode zur automatischen Partikeldetektion und Größenanalyse der zerkleinerten Apfeltres-

terpartikel mit Hilfe bildanalytischer Verfahren etabliert, die die Ermittlung von Massenhäufig-

keitsverteilungen verschiedener Partikelgrößenfraktionen ermöglichte. 

Für die Vergärungsversuche im Batch-Verfahren wurde eine Laborapparatur errichtet, die 

sowohl die anaerobe Fermentation der Tresteransätze als auch die Ermittlung der wichtigsten 

Prozessparameter, wie den Gehalt löslicher Glucose und die Freisetzung von Kohlendioxid 

(indirekt), während der Vergärung erlaubte. Die Gewinnung des Alkohols erfolgte in einer ein-

fachen Labordestillationsapparatur. 

Im Rahmen der Entwicklung des Laborverfahrens wurden zunächst verschiedene kommer-

zielle zellwandabbauende Enzympräparate hinsichtlich ihrer Haupt- und Nebenaktivitäten ge-

genüber Modellsubstraten charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass neben den Cellulasepräpa-

raten, die erwartungsgemäß hohe Exo-Cellulase- und Xylanase-Aktivitäten aufwiesen auch 

die pektinolytischen Präparate zum Teil entsprechend hohe Begleitaktivitäten zeigten. Insbe-

sondere zwei Pektinase-Präparate wiesen hohe Aktivitäten gegenüber Cellobiose auf. Der 

Vergleich der Ergebnisse der Aktivitäten ermittelt über die freigesetzten, reduzierenden End-

gruppen und die Viskositätsabnahme der entsprechenden Substratlösungen, machte deutlich, 

dass sich die rheologische Methode mit Hilfe des Rheoswing® durchaus für die Ermittlung der 

Anfangskinetik enzymatischer Abbaureaktionen sehr gut eignet, jedoch ab einem bestimmten 

Abbaugrad aufgrund der reduzierten Kettenlängen der Oligosaccharide anhand des Viskosi-

tätslevels keine weiteren Kettenspaltungen detektiert werden können. 

Die Untersuchungen gegenüber gereinigten, getrockneten Apfeltresterfasern zeigten, dass die 

Freisetzung reduzierender Zucker und Glucose stark durch die Entpektinierung der Trester 

beeinflusst wird. Die höheren Aktivitäten der Cellulasen wurden auf den Teilabbau des Pektin-

Hemicellulose-Netzwerkes zurückgeführt. 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 führte in Abhängigkeit von der Faserart 

und der eingesetzten Pektinase zu überadditiven Wechselwirkungeffekten hinsichtlich der 
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Zuckerfreisetzung. Die prozentual freigesetzten Glucosemengen aus den Fasern waren je-

doch vermutlich aufgrund der relativ kurzen Inkubationszeiten verhältnismäßig gering. 

Die für die Enzymierungs- und Vergärungsversuche verwendeten Apfelnasstrester setzten 

sich zum größten Teil aus löslichen Restzuckern und unlöslichen Zellwandpolysacchariden 

zusammen. Alle ermittelten Kennwerte lagen im Bereich der Literaturdaten. Zur Ermittlung 

einer optimalen Enzymvariante, mit der die Freisetzung vergärbarer Zucker, insbesondere 

Glucose, maximiert werden sollte, wurden ausgewählte Pektinasen einzeln und in Ein- und 

Zweifach-Kombination mit cellulolytischen Enzympräparaten gegenüber Apfelnasstrestern 

getestet. Dabei zeigten sich in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer, der Enzymkombination 

und der verwendeten Pektinase signifikante Wechselwirkungseffekte hinisichtlich der Zucker-

freisetzung. So konnten nach 48-stündiger Enzymeinwirkung nach mechanischem Standard-

voraufschluss und erhöhter Enzymkonzentration mit dem Enzym-Mix PEC/CFD/NZ knapp 

90 % der gesamten im Material verfügbaren Glucose freigesetzt werden, was einem Hydroly-

segrad (Freisetzung unlöslicher Glucose) von 79 % entsprach. 

Durch die Enzymeinwirkung kommt es zum starken Abbau der Pektinmatrix, was aufgrund 

erhöhter Gehalte an freier Galacturonsäure zur Absenkung des pH-Wertes führt. Durch den 

zusätzlichen physikalischen Voraufschluss ließ sich insbesondere durch die Hochdruckhomo-

genisierung ein zusätzlicher Zerkleinerungseffekt der mechanisch voraufgeschlossenen Ap-

feltrester erzeugen, der zu einer signifikanten Erhöhung der Glucosefreisetzung nach enzy-

matischer Behandlung führte. Die Zerkleinerungseffekte durch Ultraschall und 

Autoklavenbehandlung waren eher gering. Es wurde angenommen, dass die zusätzliche Zu-

ckerfreisetzung durch die Autoklavenbehandlung auf einem verbesserten physikalischen Zu-

stand des Zellgewebes beruhte und so eine bessere Zugänglichkeit der Enzyme zu den Cel-

lulosefibrillen durch die Erweichung der amorphen Pektinmatrix ermöglicht wurde. Die durch 

die Autoklavenbehandlung und die Hochdruckhomogenisierung erzielten hohen Glucoseaus-

beuten korrelierten dabei auch mit den vergleichsweise hohen spezifischen Energieeinträgen 

bei den entsprechenden Prozessschritten. 

Die Erhöhung des Tresteranteils in den Enzymierungsansätzen führte erwartungsgemäß zu 

hohen Anfangsviskositäten der entprechenden Varianten und zu einer verzögerten Abnahme 

der Prozessviskosität über den Zeitraum der Inkubation. Trotz der Erhöhung der Anfangszu-

ckergehalte wurde mit zunehmendem Tresteranteil in den Versuchsansätzen weniger Glucose 

freigesetzt, was im wesentlichen auf die verstärkten Partikelwechselwirkungen und die herab-

gesetzte Aktivität hydrolytisch spaltender Enzyme durch die geringeren Wassergehalte zu-

rückgeführt wurde. 

Durch die simultane Verflüssigung, Verzuckerung und Vergärung 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 

hochverfüssigender Pektinasepräparate. So konnte im besten Fall ein Hydrolysegrad von 

55,1 % erreicht werden. 

Eine zusätzliche Trestervorerhitzung zur Inaktivierung der nativen Mikroorganismenflora führte 

zu keiner singfikanten Erhöhung der Alkoholausbeute. Durch den Einsatz einer gärstarken 

Brennereihefe konnten die entsprechenden Tresteransätze innerhalb von 20 Stunden vergo-

ren werden. Die gewonnen Destillate wiesen im Allgemeinen die üblichen Gehalte an typi-
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schen Gärungsnebenprodukten, darunter Acetaldehyd, Essigester und höhrere Alkohole auf. 

Als kritisch zu bewerten waren hingegen die hohen Methanolgehalte, die auf die Wirkung von 

Pektinmethylesterasen zurückzuführen waren. 

Die Vergärung säurehydrolysierter Apfeltrester führte zwar absolut zu geringeren Alkoholaus-

beuten. Die Hydrolysegrade waren jedoch aufgrund des relativ höheren Anteils unlöslicher 

vergärbarer Zucker im Vergleich zu den nativen Trestern erhöht. Dennoch ist deren Verwen-

dung für die Erzeugung zu Trinkalkohol ohne weitere Aufarbeitung nicht zu empfehlen, da die 

Methanolgehalte insbesondere im Fall der Slow-set-Variante stark erhöht waren. Bezogen auf 

die Trestertrockensubstanz waren die Pektingehalte und die Veresterungsgrade in den hydro-

lysierten Trestern nur geringfügig herabgesenkt worden. Es wurde geschlussfolgert, dass lös-

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 begünstigt wird. 

In den vergorenen und abdestillierten Apfeltrestern reichern sich in Abhängigkeit von der 

Trestervorbehandlung und Enzymkonzentration unterschiedliche Mengen unlöslicher und lös-

licher Ballaststofffraktionen sowie Polyphenole an, die durch geeignete Nachbehandlungs- 

und Aufarbeitungsmaßnahmen einer Wiederverwertung als funktionelle Lebensmittelin-

haltstsoffe genutzt werden könnten. Von großem Interesse könnten dabei aus ernährungs-

physiologischer Sicht lösliche Ballaststoffe sein, die im Rahmen der hier durchgeführten Bal-

laststoffanalytik nicht erfasst wurden. 

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass sich Apfelnasstrester grundsätzlich zur 

Herstellung von Obstbränden eignen. Durch die geschickte Kombination zellwandabbauender 

Enyzme mit entsprechenden komplementären Wirkungsmechanismen und effektiven physika-

lischen Aufschlussverfahren konnten erfolgversprechende Ergebnisse hinsichtlich der Freiset-

zung zusätzlich vergärbarer Zucker, deren Umwandlung zu Ethanol und der dadurch erzielten 

höheren Alkoholausbeute verzeichnet werden. Kritisch zu bewerten sind die erwartungsge-

mäß hohen Methanolgehalte der erzeugten Destillate. Umfangreichere Untersuchungen ins-

besondere unter Einbeziehung der Technologie zur Saftgewinnung könnten zu weiteren Fort-

schritten hinsichtlich der untersuchten Thematik führen. Ein weiterer Ansatz für weiterführende 

Forschungsarbeiten könnte die nähere Charakterisierung der Rückstände des entwickelten 

Verfahrens sein, insbesondere des spezifischen Gehalts an bioaktiven Stoffen sowie deren 

genaue Zusammensetzung und die Ermittlung physiko-chemischer und ernäh-

rungsphysiologischer Parameter. 

Im Rahmen eines möglichen Scale-ups der Prozessführung auf die großtechnische Ver-

suchsanlage bzw. die Produktionsanalge müssten Lösungsmöglichkeiten für effeziente Zer-

kleinerungsoperationen in Kombinationen mit geeigneten enzymatischen Aufschlussvarianten 

erabeitet werden, um eine stufenweise Reduzierung der Partikelgröße bei gleichzeitiger Ab-

senkung der Prozessviskosität zu erreichen und somit die Basis für ein praktikables und öko-

nomisches Gesamtverfahren zu schaffen. 
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12 ANHANG 

12.1 Proteingehalte in kommerziellen Enzympräparaten 

Methodik 

„Biuret-Methode“ [273] 

- Spektralphotometrisch bei 330 nm 

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

- Enzymlösungen entsprechend verdünnen 

- 1 mL verdünnte Enzymlösung mit 1 mL 20%iger Trichloressigsäure versetzen 

- Nach 5 min bei 15000 g für 5 min zentrifugieren und Überstand vorsichtig abdekantieren 

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

kantieren 

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

- Extinktion bei 330 nm gegen Blindwert messen und Proteingehalt miitels Eichgerade be-

stimmen 

 

 
Abb. 65: Proteingehalte von Enzymlösungen (n = 4) 

 

Die Untersuchung der Proteingehalte in den Enzymlösungen ergab, dass in den cellulolyti-

schen Enzympräparaten deutlich größere Mengen an Protein enthalten waren, als in den pek-

tinolytischen Präparaten. Insbesondere CFD wies signifikant höhere Gehalte an Protein als 

die anderen Cellulasen auf (Abb. 64). Daraus ließen sich auch die höheren Enzymaktivitäten 

von CFD gegenüber den Cellulose-Modellsubstraten erklären. 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 Enzymlö-

sung in mL und nicht auf den Proteingehalt in g zu beziehen. 
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12.2 Vergleich der Glucosegehalte ermittelt über 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 H2SO4 bei Raumtemperatur 2 h rühren 

- Mit 101,3 mL dest. Wasser verdünnen und 2 h am Rückfluss kochen 

- Neutralisieren mit 32%iger NaOH 

- In 250mL-Maßkolben überführen, mit dest. Wasser auffüllen und über 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 H2SO4** 

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) 

- **bestimmt nach Saeman-Hydrolyse (siehe oben) 

- Mittelwertabweichung in Klammern (n = 4) 

 

 

Zur Absicherung der Ergebnisse der über 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 Extraktionlösungen 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 Ergänzungen zum enzymatisch-physikalischen Aufschluss von 

Apfelnasstrestern 

12.3.1 Nachweis der Saccharose-Inversion während der Aufarbeitung der enzy-

mierten Apfeltrester 

Äpfel enthalten als lösliche 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) durchgeführt wurden, war anzunehmen, dass die Saccharose im 

Trester unter den jeweiligen Bedingungen mehr oder weniger stark invertiert. Da nicht auszu-

schließen war, dass auch die verwendeten Enzympräparate Invertase-Nebenaktivitäten besit-

zen, hätte eine Schwierigkeit bei der Bestimmung von Enzymaktivitäten darin bestehen kön-

nen, dass etwaige Glucosezunahmen nicht allein auf die Wirkung zellwandabbauender 

Enzyme sondern auch zu einem gewissen Teil auf Invertase-Aktivitäten und den Säureabbau 

der Saccharose zurückzuführen gewesen wären. 

 

 
Abb. 66: Invertzuckergehalte von Apfeltrester vor und nach Enzyminaktivierung 

(n = 4) 

 

Da alle enzymierten Tresterproben vor der Zuckerbestimmung zur Enzyminaktivierung für 

10 min bei 90 °C erhitzt wurden, musste nachgewiesen werden, dass durch diese Behandlung 

sämtliche 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 anschließend jeweils nach 

säure-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-minütige Hitzebe-

handlung vollständig zu Glucose und Fructose invertiert, da sich die Zuckergehalte nach der 

Inversion nicht signifikant von denen nach der Hitzebehandlung unterscheiden. Damit war es 

zulässig, jeden Glucoseanstieg nach der Inkubation auf die Wirkung der jeweils verwendeten 

Enzyme zurückzuführen. 
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12.3.2 HPLC-Chromatogramme - Zuckerstandards 

Abb. 67 zeigt ein HPLC-Chromatogramm der für 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 möglich. Cellotetraose und Cellotriose konn-

ten in den aufgeschlossenen Apfeltrestern zu keinem Zeitpunkt der Enyzmierung detektiert 

werden (Kap. 6.2.1). 

 

 
Abb. 67: HPLC-Chromatogramm der Zuckerstandards 

 

Bei der Untersuchung der Zuckerfreisetzung aus den Apfelnasstrestern bestand ein weiteres 

Problem in der Überlappung des Fructose-Peaks mit den Peaks für 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, Galacturonsäure und Cellobiose konnten problemlos detektiert werden. 

 

 
Abb. 68: HPLC-Chromatogramm der Zuckerstandards und Peak-

Überlappung durch Fructose 
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12.3.3 Zuckerfreisetzung aus Apfelnasstrestern 

In den nachfolgenden Diagrammen sind die freigesetzten Mengen verschiedener Zucker 

(summarisch) in Abhängigkeit der Zeit und der Enzymkombination (Abb. 69) und in Abhängig-

keit der physikalischen Vorbehandlung (Standard vs. Hochdruck) (Abb. 70) sowie die freige-

setzten reduzierenden Zucker nach Grob- und Feinaufschluss in Abhängigkeit der Enzymkon-

zentration (Abb. 71) dargestellt. Da die jeweiligen Versuchsergebnisse in den Kapiteln 6.2.2 

und 6.3.2 im ausführlichen Zusammenhang diskutiert werden, wird hier auf eine nähere Erläu-

terung verzichtet. 

 

 
Abb. 69: Freisetzung (summiert) verschiedener Zucker in Abhängigkeit der Zeit 

und der Enzymkombination 

 

 

 
Abb. 70: Freisetzung verschiedener Zucker aus Apfeltrester nach Standard-

Aufschluss und nach 12 Durchläufen im Hochdruckhomogenisator 
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Abb. 71: Freisetzung reduzierender Zucker nach Grob- und Feinaufschluss von 

Apfeltrester in Abhängigkeit 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 

Durchläufen im Hochdruckhomogenisator 

 
Abb. 73: Mikroskop-Aufnahme – Apfeltrester nach 8 

Durchläufen im Hochdruckhomogenisator 

 
Abb. 74: Mikroskop-Aufnahme – Apfeltrester nach 12 

Durchläufen im Hochdruckhomogenisator 
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12.4.2 REM-Aufnahmen zerkleinerter Apfeltrester 

 

  
Abb. 75: REM-Aufnahme – Apfeltrester nach Stan-

dardaufschluss 
Abb. 76: REM-Aufnahme – Apfeltrester nach Ultra-

schallbehandlung 

  
Abb. 77 REM-Aufnahme – Apfeltrester nach Au-

toklavenbehandlung 
Abb. 78 REM-Aufnahme – Apfeltrester nach Hoch-

druckhomogenisieren (12 D) 
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12.4.3 Relative Partikelpartikelgrößenhäufigkeiten nach physikalischem Vorauf-

schluss 

 

 
Abb. 79: Partikelgrößenhäufigkeiten (einzeln) nach Aufschlussvarianten* 

*Standard, US, AK: „behandeltes Partikelspektrum“ – abgesiebte Fraktion > 1 mm 

 

Tab. 27: Partikelgrößenklassen-Häufigkeiten (einzeln und summiert) nach Aufschlussvarianten 
(Basisdaten) 
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12.5 pH-Werte während der Vergärung von Apfeltrester 

Die pH-Wert-Verläufe der verschiedenen Vergärungsvarianten (Tab. 28) sind in Abb. 80 zu-

sammengefasst. 

 

Tab. 28: Beschreibungen zu den aufgeführten Vergärungsvarianten  

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 Abhängigkeit der 

Vergärungsvariante 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 säurehydrolysier-

ten Trester (Var. 12 und 13) zeigen im Lauf der Verflüssigung und Vergärung eine deutlich 

stärkere pH-Absenkung als die Referenzvariante ohne Säurehydrolyse (Var. 11), vermutlich 

aufgrund der verstärkten Freisetzung von Galacturonsäure durch die verstärkte Wirkung pek-

tinolytischer Enzyme. 

  
Abb. 80: pH-Wert-Verläufe während der Vergärung von nativen und 

säurehydrolysierten 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-

aktivitätsbestimmungen gegenüber Apfeltresterfasern und Apfelnasstrestern einer multifakto-

riellen Varianzanalyse unterzogen (Kap. 4.2.9.2). Für die untersuchten Parameter (Variablen) 

Aktivität, 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 für 

den Versuchsplan „Enzymaktivitäten gegenüber Apfeltresterfasern“ pro Variable eine Ge-

samtanzahl an Messwerten von n = 96, für den Versuchsplan „Enzymaktivitäten gegenüber 

Apfelnasstrester – Standardaufschluss“ pro Variable eine Messwertanzahl von n = 144 

(Kap. 12.6.2.1) und für den Versuchsplan „Enzymaktivitäten gegenüber Apfelnasstrester – 

Physikalische Vorbehandlung“ pro Variable eine Messwertanzahl von n = 72 (Kap. 12.6.2.2). 

 

12.6.1 Statistik – Enzymaktivitäten gegenüber Apfeltresterfasern 

 

Tab. 29: Versuchsplan – Enzymaktivitäten gegenüber Apfeltresterfasern 

Faktor Variable 

Faser 
Enzym 

(kombiniert mit CFD) 
Kombination (n = 96) 

Apfeltresterfasern (AF) ADP Einzeln Aktivität 

Entpektinisierte 
Apfeltresterfasern (EAF) 

AFP Summe einzeln Glucose 

 SPL Kombiniert  

 PEC   

 

 

 

Tab. 30: Signifikanzniveaus der Haupt- und Wechselwirkungseffekte – Enzymaktivitäten 
gegenüber Apfeltresterfasern 

 Aktivität Glucose 

Haupteffekte   

Faser ++ +++ 
Enzym +++ +++ 
Kombination +++ +++ 

Wechselwirkungseffekte   

Faser-Enzym +++ +++ 
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-

art auf die Aktivität (n = 96) 
Abb. 82: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-

einfluss der Faserart und Enzymkombina-
tion auf die Aktivität (n = 96) 

  
  

  
Abb. 83: Mittelwertdiagramm – Einfluss der En-

zympräparate auf die Aktivität (n = 96) 
Abb. 84: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-

einfluss der Faserart und Enzympräpara-
te auf die Aktivität (n = 96) 

  
  

  

Abb. 85: Mittelwertdiagramm – Einfluss der Enzym-
kombination auf die Aktivität (n = 96) 

Abb. 86: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-
einfluss der Enzympräparates und der 
Enzymkombination auf die Aktivität 
(n = 96) 
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Abb. 87: Mittelwertdiagramm – Einfluss der Faser-

art auf den Glucosegehalt (n = 96) 
Abb. 88: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-

einfluss der Faserart und Enzymkombina-
tion auf den Glucosegehalt (n = 96) 

  
  

  
Abb. 89: Mittelwertdiagramm – Einfluss der En-

zympräparate auf den Glucosegehalt 
(n = 96) 

Abb. 90: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-
einfluss der Faserart und Enzympräparate 
auf den Glucosegehalt (n = 96) 

  
  

  

Abb. 91: Mittelwertdiagramm – Einfluss der En-
zymkombination auf den Glucosegehalt 
(n = 96) 

Abb. 92: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-
einfluss der Enzympräparate und Enzym-
kombination auf den Glucosegehalt 
(n = 96) 
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12.6.2 Statistik – Enzymaktivitäten gegenüber Apfelnasstrester 

12.6.2.1 Standardaufschluss 

 

 

Tab. 31: Versuchsplan – Enzymaktivitäten gegenüber Apfelnasstrester (Standardaufschluss) 

Faktor Variable 

Enzym Kombination Zeit (n = 144) 

ADP Einzeln 0 h Reduzierende Zucker 

SPL Kombi I 4 h Glucose 

AFP Kombi II 24 h  

PEC    

 

 

 

 

Tab. 32: Signifikanzniveaus der Haupt- und Wechselwirkungseffekte – Enzymaktivitäten ge-
genüber 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 %, 

+++ Signifikanz 99,9 % 
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Abb. 93: Mittelwertdiagramm – Einfluss des En-

zyms auf den Gehalt an reduzierenden 
Zuckern (n = 144) 

Abb. 94: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-
einfluss des Enzyms und der Enzymkom-
bination auf den Gehalt an reduzierenden 
Zuckern (n = 144) 

  
  

  
Abb. 95: Mittelwertdiagramm – Einfluss der En-

zymkombination auf den Gehalt an redu-
zierenden Zuckern (n = 144) 

Abb. 96: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-
einfluss des Enzyms und der Zeit auf den 
Gehalt an reduzierenden Zuckern 
(n = 144) 

  
  

  
Abb. 97: Mittelwertdiagramm – Einfluss der Zeit auf 

den Gehalt an reduzierenden Zuckern 
(n = 144) 

Abb. 98: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-
einfluss der Enzymkombination und Zeit 
auf den Gehalt an reduzierenden Zuckern 
(n = 144) 
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Abb. 99: Mittelwertdiagramm – Einfluss des En-

zyms auf den Gehalt an Glucose 
(n = 144) 

Abb. 100: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-
einfluss des Enzyms und der Enzymkom-
bination auf den Gehalt an Glucose 
(n = 144) 

  
  

  
Abb. 101: Mittelwertdiagramm – Einfluss der En-

zymkombination auf den Gehalt an Glu-
cose (n = 144) 

Abb. 102: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-
einfluss des Enzyms und der Zeit auf den 
Gehalt an Glucose (n = 144) 

  
  

  
Abb. 103: Mittelwertdiagramm – Einfluss der Zeit auf 

den Gehalt an Glucose (n = 144) 
Abb. 104: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-

einfluss der Enzymkombination und Zeit 
auf den Gehalt an Glucose (n = 144) 
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12.6.2.2 Physikalische Vorbehandlung 

 

 

Tab. 33: Versuchsplan – Enzymaktivitäten gegenüber Apfelnasstrester (Aufschluss) 

Faktor Variable 

Aufschluss Zeit (n = 72) 

Standard 0 h Reduzierende Zucker 

US 4 h Glucose 

AK 24 h  

HOM 4D   

HOM 8D   

HOM 12D   

 

 

 

 

Tab. 34: Signifikanzniveaus der Haupt- und Wechselwirkungseffekte – Enzymaktivitäten ge-
genüber Apfelnasstrester (Aufschluss) 

 Reduzierende 
Zucker 

Glucose 

Haupteffekte   

Aufschluss +++ +++ 
Zeit +++ +++ 

Wechselwirkungseffekte   

Aufschluss*Zeit +++ +++ 

- keine Signifikanz, +Signifikanz 95 %, ++ Signifikanz 99 %, 

+++ Signifikanz 99,9 % 
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Abb. 105: Mittelwertdiagramm – Einfluss des Auf-

schlusses auf den Gehalt an reduzieren-
den Zuckern (n = 72) 

Abb. 106: Mittelwertdiagramm – Einfluss des Auf-
schlusses auf den Gehalt an Glucose 
(n = 72) 

  
  

  
Abb. 107: Mittelwertdiagramm – Einfluss der Zeit auf 

den Gehalt an reduzierenden Zuckern 
(n = 72) 

Abb. 108: Mittelwertdiagramm – Einfluss der Zeit auf 
den Gehalt an Glucose (n = 72) 

  
  

  
Abb. 109: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-

einfluss des Aufschlusses und der Zeit 
auf den Gehalt an reduzierenden Zuckern 
(n = 72) 

Abb. 110: Mittelwertdiagramm – Wechselwirkungs-
einfluss des Aufschlusses und der Zeit 
auf den Gehalt an Glucose (n = 72) 
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