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Zusammenfassung: Derzeit kdnnen agroindustrielle Abfalle zur Gewinnung bioaktiver Verbindungen genutzt werden. Die
Feststofffermentation ist eine Alternative zur Aufwertung dieser Abfalle und zur Freisetzung

bioaktive Verbindungen, die fur verschiedene Industriezweige von Interesse sein kdnnten. Ziel dieser Studie war es, die
Bedingungen der Feststofffermentation unter Verwendung von Ananasschalenabfallen als Substrat mit Aspergillus niger spp.
zu bewerten, um mithilfe eines Plackett-Burman-Explorationsdesigns bioaktive Verbindungen freizusetzen. Die Bedingungen
fr Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Inokulum, NaNO3 , MgS0O4 , KCI und KH2PO4 im Fermentationsprozess wurden bewertet.
Die antioxidative Kapazitat wurde bestimmt und die Hauptverbindungen der Fermentationsextrakte wurden identifiziert. Die
Ergebnisse zeigten, dass der Stamm Aspergillus niger HT3 eine Freisetzung von hydrolysierbarem Tannin von 10,00 mg/g
erreichte, wahrend Aspergillus niger Aa20 eine Freisetzung von kondensiertem Tannin von 82,59 mg/g erreichte. KH2PO4
beeinflusst die Freisetzung von kondensierten Tanninen bei A. niger Aa20, und MgSO4 beeinflusst die Freisetzung von
hydrolysierbaren Tanninen bei A. niger HT3. Darliber hinaus wurde fur die DPPH-, ABTS- und FRAP-Technik eine positive

antioxidative Aktivitdt nachgewiesen. Die Hauptverbindungen in der fermentierten Ananasschale waren unter anderem 3-

Feruloylchinaséaure, Kaffeesaure, Lariciresinol und 3-Hydroxyphloretin - 2y -O-Xylosyl-Glucosid. Der Feststofffermentationsprozess

ist eine biotechnologische Alternative zur Freisetzung bioaktiver Verbindungen.

Schlisselwdrter: kondensierte Tannine; hydrolysierbare Tannine; Antioxidans; Plackett—Burman; DPPH; FRAP

1. Einleitung

Derzeit stol3en bioaktive Verbindungen aufgrund ihres groRen Nutzens fur die menschliche Gesundheit
und ihrer Anwendung in der Lebensmittel-, Pharma- und Kosmetikindustrie, um nur einige zu nennen, auf
groRes Interesse. Diese Verbindungen werden Tannine genannt; sie sind sekundare Metaboliten, die in
Pflanzen und Fruchten vorkommen [1]. Tannine wurden in mehrere Gruppen eingeteilt; darunter gibt es
kondensierte Tannine, die Oligomere oder Polymere von Flavan-3-olen und Flavan-3,4-diolen sind [2].
Innerhalb dieser Gruppen gibt es auch Proanthocyanidine, und zu den haufigsten gehéren Epicatechin,
Gallocatechin, Catechin und Epigallocatechin.

Dariber hinaus werden hydrolysierbare Tannine in zwei grof3e Gruppen unterteilt: Gallotannine,
die Ester der Gallusséaure sind, und Ellagitannine, die Ester der Ellagsaure sind [3,4].

Tannine sind aufgrund ihrer biologischen Aktivitaten wie ihrer antioxidativen, antimikrobiellen,
entziindungshemmenden, chemotherapeutischen, antiglykdmischen und anderen Aktivitdten von groRem
Interesse. Sie konnen auch in Medikamenten, Lebensmitteln, Nahrungserganzungsmitteln, dermatologischen

Produkten und Kosmetika eingesetzt werden [3,5]. Bioaktive Verbindungen wurden in Abfallschalenfriichten gefunden
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wie Traube, Orange, Granatapfel und Rambutan. Laut der Ernéhrungs- und Landwirtschaftsorganisation
(FAO) betrug die weltweite Ananasproduktion im Jahr 2022 29.361.138 Tonnen [6].

Zu den Produktionslandern zéhlen Costa Rica, die Philippinen, Brasilien, Thailand und Indien.
Ananasabfélle kdnnen je nach Sorte zwischen 60 und 80 % variieren und bestehen aus Krone, Schale,
Blattern, Kerngehéuse und Stielen [7]. Aus diesem Grund werden Alternativen fir die Verwendung dieser
Abfallart gesucht. Zu den méglichen Verwendungen zahlen unter anderem die Herstellung von Textilien,
Papier und Tierfutter [8], die Produktion von Bioethanol [9], die Herstellung von Recyclingverpackungen
[10] und die Herstellung naturlicher Pigmente [11] .

Es hat sich jedoch gezeigt, dass Ananasschalenabfélle auch eine potenzielle Quelle fir die
Gewinnung von Tanninen sind [12]. Diese Abfélle sind reich an Mineralien (unter anderem Magnesium,
Kalium, Zink und Natrium), verschiedenen Vitaminen wie A, C, K und E [13] und aromatischen
Verbindungen wie Limonen, Ethylhexanoat, Butylacetat, 1-Butanol und Furfural [14]. Zur Gewinnung
dieser Art von Verbindungen wurden verschiedene konventionelle und neue Technologien eingesetzt,
darunter Soxhlet-unterstitzte Extraktion, Flissig-Flissig- Extraktion, Dampfextraktion, Infusion,
Ultraschallextraktion [15], Autohydrolyse [16], Mikrowellen und Uberkritische Fluidextraktion [17].

Derzeit wird nach neuen umweltfreundlichen Alternativen zur Gewinnung von Tanninen gesucht .
Die Feststofffermentation ist ein Bioprozess, der bei niedrigem Wasserstand stattfindet. Dabei wurde
hauptséachlich tber die Verwendung von Hefen und filamentdsen Pilzen berichtet [18]. Es ist sehr wichtig,
die Faktoren zu untersuchen , die den Feststofffermentationsprozess beeinflussen, wie unter anderem
Temperatur, Feuchtigkeit und pH-Wert [19].

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Bedingungen des Feststofffermentationsprozesses unter
Verwendung von Aspergillus niger spp. zur Freisetzung von Polyphenolverbindungen aus
Ananasschalenabfallen zu bewerten und die wichtigsten Verbindungen mit antioxidativer Aktivitat zu identifizieren.

2. Materialien und Methoden
2.1. Beschaffung von Ananasschalenabféllen und

Reagenzien Ananasschalenabfélle wurden auf einem lokalen Markt im Zentrum der Stadt Saltillo, Coahuila,
gesammelt. Die Abfélle wurden in kleine Stiicke geschnitten, gewaschen, in Behélter gefullt und 72 Stunden lang
bei 60 °C in einem Ofen (Luzeren®, Modell WGL-65B, Shanghai, China) getrocknet . Nach dem Trocknen wurden
sie in einem Mixer gemahlen, wodurch schlie3lich ein Pulver entstand.

Gallussaure (CAS 149-91-7), Catechin (CAS 18829-70-4), Trolox (CAS 53188-07-1), DPPH (CAS
1898-66-4), ABTS (CAS 30931-67-0) und TPTZ (CAS 3682-36-7) stammten von Sigma-Aldrich® (St.
Louis, MI, USA). Phenol (CAS 108-95-2), Natriumnitrat (CAS 7631-99-4), Kaliumchlorid (CAS 7447-40-7),
Magnesiumsulfat (CAS 10034-99-8), Natriumacetat (CAS 127-09-3), Kaliumpersulfat (7727-21-1) und
Eisensulfat (CAS 7782-63-7) stammten von FAGA®Lab. Schwefelsdure (CAS 7664-93-9), Salzsaure (CAS
7647-01-0), Monokaliumphosphat (CAS 7778-77-0) von Analytyka®. Ethanol (CAS 64-17-5),
Natriumcarbonat (CAS 497-19-8), Isobutanol (CAS 78-83-1), Methanol (CAS 67-56-1) und Dextrose
(50-99-7) stammten von Jalmek® (Nuevo Leon, Mexiko). Essigsaure (CAS 64-19-7) stammte von Macron
Fine ChemicalsTM. Kartoffel-Dextrose-Agar stammte von BD BioxonTM (Kowale, Polen). Folin-Reagenz
stammte von Godel BellMR Reagents. Destilliertes Wasser wurde von der Fakultat fur Chemiewissenschaften
der Autonomen Universitat Coahuila bereitgestellt.

2.2. Physikalisch-chemische Eigenschaften von

Ananasschalenabfallen Zur Charakterisierung des Substrattragers wurden die Ananasschalenabfélle
zwei Analysen unterzogen, namlich dem Wasserabsorptionsindex (WAI) und dem kritischen Feuchtigkeitspunkt (CM
Diese Analysen wurden nach der Methodologie von Buenrostro-Figueroa et al. [20]
durchgefuhrt. Fir WAI wurden 1,5 g Trockenmasse in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen mit
15 ml destilliertem Wasser gegeben, 1 min bei Raumtemperatur manuell geschdttelt und
dann 10 min bei 3000x g zentrifugiert (Premiere ®, Modell XC-2450, Muskogee, OK, USA).
Der Uberstand wurde verworfen und der WAI aus dem verbleibenden Gewicht des Gels berechnet,
ausgedriickt in g Gel/g Trockengewicht. Der CMP wurde durch Zugabe von 1 g Probe auf einer
Thermowaage (OHAUS, Modell MB23, Greifensee, Schweiz) geschétzt.
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Dabei wurde der Gewichtsverlust durch Dehydration Gberwacht, bis der Wendepunkt zur
Parameterbestimmung erreicht war.

2.3. Néhere Analyse von Ananasschalenabféllen

Die proximate Analyse umfasste die Bestimmung des Feuchtigkeits-, Asche- und Fettgehalts entsprechend der
AOAC-Methode nach Polania-Rivera et al. [20]. Der Gesamtkohlenhydratgehalt wurde mit der Phenol-Schwefel-
Methode nach Polonia-Rivera et al. [21] mit einigen Modifikationen bestimmt, wobei eine Standardkurve mit Dextrose
mit einer Konzentration von 0-140 ppm durchgefiihrt wurde. Reduzierende Zucker wurden nach Selvanathan und
Masngut [22] bestimmt. Der Proteingehalt wurde mit der spektrophotometrischen Lowry-Methode gemaf: der von
Redmile-Gordon et al. [23] beschriebenen Methode ermittelt. Die Ballaststoffbestimmung erfolgte geman der von Pua
et al. [24] beschriebenen Methode.

2.4. Bewertung von Pilzstdmmen mit invasiver Kapazitat auf Ananasschalenabfallen

Funf Pilzstamme der Abteilung fiir Lebensmittelforschung der Autonomen Universitat Coahuila,
die zuvor identifiziert und charakterisiert wurden (Aspergillus HT3, Aspergillus niger GH1 [MUM
23.16], Aspergillus niger Aa20, Aspergillus Aa120 und Aspergillus oryzae), wurden bewertet. Die
Stamme wurden 5 Tage lang bei 30 °C auf Kartoffel-Dextrose-Agar (PDA) reaktiviert . Die invasive
Wachstumskapazitat des Mikroorganismus wurde mit gemahlenen Ananasschalenabféllen als
Substrat bewertet. Die Wachstumskinetik wurde durchgefuhrt, indem 5 Tage lang alle 24 Stunden
Messungen durchgefiihrt und die Wachstumsrate bestimmt wurde [25]. AnschlieRend wurden
Extraktionen durch Ruckgewinnung mit 15 ml Ethanol (50 %) zur anschlie3enden Analyse durchgefuhrt.

2.5. Quantifizierung von Polyphenolverbindungen

Hydrolysierbare Tannine (HTs) wurden unter Verwendung der von Zaki et al. [26]
beschriebenen Folin-Ciocalteu-Methode, mit einigen Modifikationen, bestimmt. Ein Aliquot von 20
pl Fermentationsextrakt (die Proben wurden 1:100 verdinnt) wurde in eine Mikrotiterplatte gegeben,
dann wurden 20 pl Folin-Ciocalteu-Reagenz hinzugefiigt und 5 min stehengelassen, dann wurden
20 pl Natriumcarbonat (0,01 M) hinzugefigt und 5 min stehengelassen und schlie3lich in 125 pl
destilliertem Wasser verdiinnt und bei 750 nm in einem Mikroplattenlesegerat (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) abgelesen. Die Werte wurden unter Verwendung einer Gallussaure-
Kalibrierungskurve (0—200 ppm) berechnet . Der Gehalt an hydrolysierbarem Tannin wurde in mg/
g Ananasschalengewicht angegeben . Kondensierte Tannine (CTs) wurden entsprechend der von
Palacios et al. [27] beschriebenen Methode, mit einigen Modifikationen, bestimmt. Das HCI-
Isobutanol wurde durch Auflésen von 70 mg FeSO4.7H20 in 10 ml 36%iger HCI hergestellt und
die Lésung mit Isobutanol auf 200 ml aufgefillt. Aliquots von 333 pl des Extrakts wurden zu 2 ml
HCl-Isobutanol-Reagenz in einem Glasréhrchen mit Schraubverschluss bei 100 yC 1 h lang
gegeben. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 180 ul in Mikroplattenvertiefungen
pipettiert und bei 460 nm in einem Mikroplattenlesegerat (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
abgelesen . Die Werte wurden anhand einer Catechin-Kalibrierungskurve (0 — 1500 ppm) berechnet.
Der CT-Gehalt wurde in mg/g Ananasschalengewicht ausgedriickt .

2.6. Bewertung der Bedingungen fir die Feststofffermentation (SSF) unter Verwendung von Ananasschalenabfallen
zur Freisetzung bioaktiver Verbindungen

Zur Bewertung der SSF-Bedingungen wurde ein exploratives Plackett-Burman-Design fiir die
Freisetzung von Polyphenolen verwendet. Das Design verwendete zwei Ebenen (+1, y1): 7
Faktoren, namlich Temperatur, Feuchtigkeit, Inokulum, NaNO3, MgS0O4, KCIl und KH2PO4, und 8
Behandlungen, die dreifach durchgefiihrt wurden; die Faktoren und Behandlungen sind in Tabelle
1 aufgefuhrt. Die Antwortvariable war die Menge an HT und CT; ihre Quantifizierung erfolgte geman
den Methoden in Abschnitt 2.5. Die Extrakte wurden durch Zugabe von 15 ml einer Ethanol-Wasser-
Mischung (50 % v/v) wiederhergestellt und dann gefiltert und fur weitere Analysen aufbewahrt.
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Tabelle 1. Kondensierte Matrix der Plackett-Burman-Designbehandlungen und Faktorniveaus fir Polyphenol

freigeben.
Behandlungen Temperf:\tur Feuchtigkeit Inokulum NaNO3 MgSO4 Kal KH2PO4
(¥yC) (%) (Sporen/g)
1 g1 y1 91 1 1 1 §1
2 1 y1 y1 y1 y1 1 1
3 y1 1 y1 y1 1 y1 1
4 1 1 vyl 1 vyl y1 y1
5 y1 y1 1 1 1 y1 1
6 1 y1 1 y1 1 g1 y1
7 y1 1 1 y1 y1 1 y1
8 1 1 1 1 1 1 1
Ebenen
Faktoren " o1
Temperatur (yC) 30 25
Feuchtigkeit (%) 80 70

Inokulum (Sporen/g) 1x107 1x 106

NaNO3 (g/L) 15,6 7,65

MgSO04 (g/L) 3,04 1,52

KCl (g/L) 3,04 1,52

KH2PO4 (g/L) 6,08 3.04

2.7. Analyse des Polyphenolgehalts der Fermentationsextrakte mittels RP-HPLC-ESI-MS

Zur Ermittlung des Polyphenolgehalts der Fermentationsextrakte
wurden mit einer 0,45 um Nylonmembran gefiltert ; dann wurden 1,5 mL entnommen und in ein Flaschchen gegeben fir
Chromatographie. Die Identifizierung erfolgte nach der Methode, die in
von Diaz-Herrera et al. [28]. Die Analysen mittels Reverse Phase—High Performance Liquid
Die Chromatographie wurde auf einem Varian HPLC-System mit Autosampler durchgefihrt.
(Varian ProStar 410, Palo Alto, CA, USA), eine terndre Pumpe (Varian ProStar 2301, USA),
und einem PDA-Detektor (Varian ProStar 330, USA). Ein Flissigchromatograph mit lonenfalle
Spektrometer (Varian 500-MS IT Mass Spectrometer, USA) ausgestattet mit einem Elektrospray

Es wurde auch eine lonenquelle verwendet.

2.8. Bestimmung der antioxidativen Kapazitét

Der DPPH-Test wurde nach der von Sepulveda beschriebenen Methode durchgefiihrt.
et al. [16], mit einigen Modifikationen. Das DPPH-Radikal wurde bei einer Konzentration hergestellt
von 60 uM in methanolischer Lésung. Dann wurden 193 uL DPPH-Methanol-Lésung und 7 L
Fermentationsextrakte wurden gemischt und in eine Mikrotiterplatte gegeben. Methanol wurde als Blindprobe verwendet.
und DPPH-Methanol-Losung wurde als Kontrollabsorption verwendet. Eine Standardldsung von Trolox
wurde von 0 bis 200 ppm hergestellt. Die Proben wurden bei 540 nm in einem Mikroplattenlesegerét abgelesen
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Die Radikalfangeraktivitat wurde berechnet
gemaf Gleichung (1):

RSA (%) = x 100 (h)

(Ac y Am)
wobei Ac die Kontrollabsorption und Am die Absorption der Probe ist.
Die ABTS-Untersuchung wurde nach der Methode von Sepulveda et al. [15] durchgefihrt, wobei
einige Modifikationen. Eine ABTS-Lésung (7 mM) wurde hergestellt und mit einer Lésung gemischt
von K2S5208 (2,45 mM). Es wurde 12 h bei Raumtemperatur im Dunkeln stehengelassen.
Ein Aliquot von 193 pL ABTS-Losung und 7 pL Fermentationsextrakt wurden gemischt und
in einer Mikroplatte. Ethanol wurde als Leerwert und ABTS-Ethanol als Kontrollwert verwendet.
Absorption. Eine Trolox-Standardlésung wurde in einem Bereich von 0 bis 200 ppm hergestellt.
Die Proben wurden bei 750 nm in einem Mikroplattenlesegerat (Thermo Scientific, Waltham, MA,
Die Ergebnisse wurden geméaR Gleichung (1) ausgedriickt.
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Der FRAP-Test wurde gemaf Mala et al. [29] mit einigen Modifikationen durchgefiihrt. Das FRAP-Reagenz
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3. Ergebnisse
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Um den SSF-Prozess durchfiihren zu kénnen, ist es notwendig, bestimmte Parameter zu kennen, wie z. B. Um
den SSF-Prozess durchfiihren zu kénnen, ist es notwendig, bestimmte Parameter zu kennen,
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3.3. Quantifizierung von Tanninen anhand der Fermentationskinetik
Die Stamme A. niger Aa20 und A. niger HT3 wurden zur Quantifizierung von HT verwendet.
und CT. Abbildung 2A zeigt die Quantifizierung von HT mit A. niger Aa20 und A. niger HT3.
Der Stamm von A. niger Aa20 setzte nach 48 Stunden 6,02 mg/g HT frei. A. niger HT3 hingegen,
gaben nach 72 Stunden 10,00 mg/g HT frei. Nach diesen Ergebnissen war A. niger HT3 der
Stamm, der die Freisetzung von HT begunstigte. Abbildung 2B zeigt die Quantifizierung von CT mit A. niger
Aa20 und A. niger HT3. Der Stamm von A. niger Aa20 setzte nach 48 Stunden 82,59 mg/g CT frei.
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Abbildung 3. Konzentration der im Fermentationsprozess gefundenen Polyphenole: (A) HT-Konzentrationen von
A. niger HT3-Behandlungen; und (B) CT-Konzentrationen von A. niger Aa20-Behandlungen.

Abbildung 4A zeigt die standardisierte Wirkung von Faktoren, die die HT-Freisetzung bei A. niger beeinflussen.
HT3-Belastung. MgSO4 beeinflusst direkt die Freisetzung von HT. Der Rest der Faktoren, die nicht
Uber der gepunkteten Linie haben keinen Einfluss auf die Freisetzung von HT. Abbildung 4B zeigt die standardisierte
Einfluss von Faktoren, die die CT-Freisetzung beim A. niger Aa20-Stamm beeinflussen. KH2PO4 beeinflusst direkt
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die Freigabe von CT. Die ubrigen Faktoren, die die gepunktete Linie nicht Gberschreiten, haben keinen Einfluss auf

die Veroffentlichung von CT.
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2)Moisture (% 0.058266
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Abbildung 4. Pareto-Diagramm der Variablen, die den Fermentationsprozess beeinflussen: (A) HT fur A. niger HT3;

und (B) CT fiir A. niger Aa20.

3.5. Identifizierung von HT und CT durch HPLC-MS

Der Polyphenolgehalt (Tabelle 2) der unfermentierten Probe und der SSF-Extrakte von
Ananasschalen mit A. niger Aa20 (Behandlung 4) und A. niger HT3 (Behandlung 6) wurden

mittels HPLC-MS bestimmt. In der unfermentierten Probe wurden 10 Verbindungen aus den Familien

Hydroxyzimtsauren, Methoxyflavonole, Stilbene, Hydroxybenzoesauren, Flavone und
Isoflavone wurden identifiziert. In Behandlung 4 mit A. niger Aa20 wurden fiinf Verbindungen aus
zu den Familien der Curcuminoide, Hydroxyzimtsduren, Lignane, Methoxyzimtsauren,
und Flavonole wurden identifiziert. In Behandlung 6 mit A. niger HT3 wurden 10 Verbindungen aus

zu den Familien der Lignane, Hydroxyzimtsauren, Methoxyflavonole, Catechine, Flavanone,
Es wurden Methoxyzimtséduren, Hydroxybenzoesauren und Anthocyane identifiziert.

Tabelle 2. Polyphenole, die in Behandlung 6 mit A. niger HT3 und Behandlung 4 mit

A. niger Aa20.

Unfermentierte Probe

Molekil

NEIN. Molekulargewicht Chemische Formel Familie
1 3410 C15H1809 Kaffeeséure-4-O-Glucosid Hydroxyzimtsauren
2 314,9 C16H1207 Rhamnetin Methoxyflavonole
3 389,0 C20H2208 Resveratrol-3-O-Glucosid Stilbene
4 322,9 Gallussaure-3-O-Gallat Hydroxybenzoesauren
5 252,9 C15H1004 7,4y -Dihydroxyflavon Flavone
6 3528 C16H1809 1-Caffeoylchinasaure Hydroxyzimtsauren
7 370,8 C20H2007 Sinensetin Methoxyflavone
8 336,8 C16H1808 3-p-Cumaroylchinasaure Hydroxyzimtsauren
9 622,8 C28H32016 Isorhan;?gfg;]:;(;:;lstsgoad Methoxyflavonole
10 414,9 C21H2009 Daidzin Isoflavone
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C21H2009 Daidzin Isoflavone 941

Behandlung 4 des A. niger Aa20-Stamms

NEIN. Ch&tfische gt ifel Molekiil Eamilie
1 Molekulargewicht 368,8 ~ C21H2006  Behandlung 4 des A. nigeFPWEPMBHamms Curcuminoide
NEIN. MoRulargewicht 350,8  © 1 &HeHiSche Formel 1-CaffeoylchM@ihEIL ariciresinol Hydroxyeuntaguren
2, 368,8 3668 C20H24%%1H2006 Curcumin Curcldighadme
3529 C17H20Q9 & Eorgigylchinasaure 1-Caffeoylchinamstifp I BHAR0S Hjetbygimistis@uren
42 3805 359,8 C17H200@15H1007 QUerestin-lisHiai3-Byriarainasivid1os Ifgmuaacle
3 . . .
5 300,8 366.8 Stammsnigei-387 Quercetin Nr. Molekul&§BARHUNG 6 des A. Methoxyzimisgyresle
4 380,5 Molekl Chemische Formel Flavonole
5 300,8 Behandlung 6 des A. niger HT3-Stamms Flavonole
Familie

1 Caﬁeoylchlnasaure 020H2406 C16H1205 C16H1809 Famllle

ANr. largewicht 352,9
1 283,9 Lariciresinol
3, 352,9 Methyigalangin_ MetHdA K onole
4 2839306,8 1-Ca eoylchlnas_aure Hydroxymegtaetg ﬂ'n
3 , )-Grllgrateahin ; 3
256,7 ga angm Methoxyflavonole
54 306:8 3119 (+G%§Mﬂ&hm e
65 2567 C13H12095H1204 CaffeoyMIREEOME Hydroki2i%uren
76 588,9 311.9 C39H580#3H1209 Schafemybikinatatre RO S Sren
7 600.9 588,9 g39H5804 Schottenolferulat Methox tsauren
8 g 6009 C7HEO Gallensaure Fvdr 3/ vbenzoesauren
2890 ) C7H605 allensaure y\éroxy zo&ﬁguren
9 289,0 ClSH148?5H1406 (+)(%%Hin ne
91010 286.6 286,6 C15H119f5H1106 * Cyaidiigin Ahthifyayane
oS AR Ce SR B RRgakte 3.6.
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Abbildiumg 5. AtidoidetitieeMAliitdtatoroAramasasbeleiabiilfillenabsrFemtaitasexisaikeakier DR PBPPH.
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héheren Prozentsatz an Hemmung und erreichte bis zu 77,38 + 6,64 %. Dieses Ergebnis
im Vergleich zur unfermentierten Probe stellt eine bis zu 2,6-fache Verbesserung der ABTS dar

Aktivitat. Behandlung 6, die A. niger Aa20 entspricht, erzielte einen hdheren Prozentsatz an
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Abbildung 7. Antioxidative Aktivitat von Ananasschalenabfallen aus Fermentationsextrakten fir FRAP.
AZPtBIS n 957 Antioxidative Aktivitat von Ananasschalenabféllen aus Fermentationsextrakten fiir FRAP.

ﬁgg; %%ém[%%ggﬁﬂﬁgwtgﬂgiénﬁaasschalenabfallen aus Fermentationsextrakten fir FRAP.
4. DBkﬁ%@W&iﬁﬁigaﬁMa{?QR@WGﬁ&” von Polania-Rivera et al. [21] in

Ananasschale (5,61 g/g Trockenschale). Es gibt &hnliche Arbeiten, zum Beispiel Traubentrester
sserEE von Polapja-Rivera et al. 2

PRy, % /@( %ﬁ und bel Mangosamen vo EeJl Ie]c rockenmasse [31].
AL R il e R Mt S

Apfelduiatie $506 14963 Pockmssohalelt Wargibd dtinlnber ydyedderder. \B)mBeteNEbanmmiekm .gag] berichtete Wert.
(14,37 %). Aufgrund dieser Ergebnisse sind Ananasschalenabfélle ein vielversprechendes Substrat fir SSF.
Der Feuchtigkeitsgehalt war héher als der von Selani et al. [32] berichtete (3,77%) in
Ananastrester. Die von Morais et al. [33] berichteten Werte (8,8%) in ofengetrockneten Schalen
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waren dhnlich. Die von Huang et al. [34] (10,47-16,1 %) in Ananasschalen verschiedener Sorten berichteten
Werte waren jedoch héher. Der Aschegehalt war ahnlich dem von Sanchez-Prado et al. [35] berichteten
Wert von 1,5 % fiir Ananasschalenabfalle. Selani et al. [32] berichteten jedoch von einem héheren
Aschegehalt von 2,24 % in gefriergetrocknetem Ananastrester. Die von Aparecida-Damasceno et al. [36]
berichteten Werte von 4,57 % in Ananasschalenmehl waren héher.
Andererseits erwahnen einige Autoren, dass diese Ergebnisse darauf zurlickzufiihren sind, dass es sich um
unterschiedliche Ananassorten handelt und diese in unterschiedlichen Regionen der Welt angebaut werden;
aulRerdem kénnen sie von der Bodenart und dem Reifegrad der Frucht abh&ngen [37]. Der in dieser Arbeit
berichtete Fettgehalt liegt innerhalb der von anderen Autoren berichteten Werte; so berichteten beispielsweise
Huang et al. [34] von 2,8 % Fett in Ananasschalen — der Sorte ,,Cayennepfeffer®, wahrend Zakaria et al. [38]
von 1,8 % Fett in Ananasschalen berichteten.

Der Gesamtzuckergehalt liegt innerhalb des in verschiedenen Studien berichteten Bereichs. Diaz-Vela et al.
[39] berichteten von Werten von 22,59 % in Ananasschalenmehl. Andererseits berichteten Huang et al. [34] von
Werten von 69,5 % in Ananasschalen — der glatten Cayenne-Sorte. Die fur reduzierende Zucker erzielten
Ergebnisse waren niedriger als die von Huang et al. [34] berichteten 38 % in Ananasschalen — der glatten Cayenne-
Sorte. In agroindustriellen Riickstanden von Ananas wurden mehrere Zuckerarten gefunden. Berichten von
Sepulveda et al. [16] und Polania-Rivera et al. [21] zufolge handelt es sich bei den gefundenen Zuckern
hauptséchlich um Glucose, Fructose und Saccharose.

Der Proteingehalt liegt innerhalb der von verschiedenen Autoren berichteten Bereiche. Diaz-Vela et
al. [39] berichteten beispielsweise von Werten von 0,32 % in Ananasschalenmehl. Selani et al. [32]
berichteten von Werten von 4,71 % in Ananastrester. Der Ballaststoffgehalt liegt innerhalb der zuvor von
verschiedenen Autoren berichteten Bereiche. Huang et al. [34] berichteten von Werten zwischen 7 und 8 %
in Ananasschalen — der Sorte Tainung. Morais et al. [33] berichteten von Werten zwischen 14 und 16 % in
Ananasschalen mit unterschiedlichen Behandlungen, wéahrend Apareciada-Damasceno [36] Werte von 4,92
% in Ananasschalenmehl berichtete .

4.2. Anpassung von Aspergillus-Stammen an die Fermentationskinetik

Andrade-Damiéan et al. [25] erwéhnten, dass sich Aspergillus-Stdmme an komplexe Substrate wie
Curcuma longa L. anpassen kdnnen. Buenrostro-Figueroa et al. [30] erwahnten hingegen, dass filamentdse
Pilze am haufigsten in der SSF verwendet werden, da sie sich an Substrate anpassen kénnen, die
Ahnlichkeiten mit dem Medium aufweisen, in dem sie wachsen, und auRerdem ein groRRes Potenzial fur die
Freisetzung bioaktiver Verbindungen haben. Eine andere Studie zeigte die Fahigkeit des Pilzes A. niger,
Verbindungen zu entwickeln und abzubauen , die in agroindustriellen Riickstanden von Ananas vorhanden
sind [40].

4.3 Freisetzung von Tanninen durch Feststofffermentation

Polania-Rivera et al. [21] erwahnten, dass sie einen SSF-Prozess mit Rhizopus oryzae auf
Ananasschale als Substrat durchfiihrten; die erhaltenen Ergebnisse waren 83,77 mg GAE/g HT und 66,5
mg QE/g CT. Einige Autoren erwahnten, dass der niedrige Polyphenolgehalt wahrend der Fermentation von
Ananasrickstanden in Kombination mit Sojabohnenmehl und Rhizopus oligosporus damit zusammenhéngen
kénnte, dass die meisten Verbindungen an die innere Membran gebunden sind [41]. Eine andere Studie
erwahnte, dass Aspergillus-Stamme unter Verwendung von SSF dabei helfen, Polyphenole freizusetzen
und auf natiirliche Weise Enzyme produzieren, die die Zellwand abbauen. Torres-Le6n et al. [31]
verwendeten SSF-Mangosamen mit A. niger GH1, wobei der Gesamtphenolgehalt um das 3,3-fache
anstieg . Buenrostro-Figueroa et al. [30] hingegen verwendeten Feigenriickstande in SSF mit A. niger HT4
und die Ergebnisse zeigten einen Anstieg des Gesamtpolyphenolgehalts von 10,19 + 0,04 mg GAE/g. In
einer anderen Forschungsarbeit wurden die Gesamtphenole und Flavonoide im Fruchtfleisch von Jambolan
nach SSF-Behandlung zu verschiedenen Zeitpunkten mit Aspergillus niger und Aspergillus flavus untersucht.
Die Ergebnisse zeigen, dass das fermentierte Fruchtfleisch von A. flavus erhéhte Gesamtphenole (685,88
mg GAE/100 g) und Flavonoide (388 mg QE/100 g) aufwies [42]. Die Ergebnisse dieser Studie weisen
darauf hin, dass SSF ein vielversprechender biotechnologischer Prozess zur Gewinnung bioaktiver
Verbindungen ist. Ananasschalen waren ein geeignetes Substrat, um als Kohlenstoff- und Energiequelle fir
den filamentdsen Pilz verwendet zu werden.
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4.4. Bewertung der antioxidativen Aktivitat in Fermentationsextrakten

Durch Autohydrolyse kdnnen Extrakte aus Ananasabféllen bei einem DPPH- und ABTS-
Antioxidantientest bis zu 80 % bzw. 94 % aufweisen [16]. Polania et al. [43] verwendeten SSF von Rhizopus
oryzae auf Ananasabféllen, und als Ergebnis wiesen die erhaltenen fermentierten Extrakte bei den DPPH-
und ABTS-Antioxidantientests 61,46 bzw. 77,39 % auf. Darliber hinaus wurde Pfirsichtrester aus SSF unter
Verwendung von A. niger und R. oligosporus untersucht, und die Extrakte zeigten, dass das durch den
DPPH-Radikalfangertest ermittelte antioxidative Potenzial wahrend des Pilzwachstums signifikant zunahm
(>18 %). Dariiber hinaus zeigten Torres-Leon et al. [31] haben eine Korrelation zwischen den durch A. niger
GH1 aus Mangosamen aus SSF gewonnenen Polyphenolen und ihrer antioxidativen Aktivitat festgestellt ,
die auf den Fermentationsprozess zuriickgefuhrt wurde, der anscheinend die antioxidative Aktivitat durch
Verbesserung der Bioverfiigbarkeit der bioaktiven Molekile erhéht. Paz-Artega et al. [40] haben einen
festen Bioprozess durch A. niger GH1 an Ananaskernen und -schalen ausgewertet und die Ergebnisse
deuten auf eine positive Korrelation mit der Freisetzung von Polyphenolen und der antioxidativen Aktivitat
durch DPPH hin, indem eine Steigerung von 25 % beobachtet wurde.

Andererseits untersuchten Chiet et al. [44] den Gehalt an bioaktiven Verbindungen und die
antioxidative Kapazitat von Josapine-, Morris- und Sarawak-Ananas (Ananas comosus). Die
Ergebnisse zeigten, dass die FRAP-Féangeraktivitat in Josapine-Proben die héchste antioxidative
Kapazitat aufwies, gefolgt von Morris und Sarawak mit dem niedrigsten Wert. Brito et al. [45]
gewannen Methanol- und Ethanolextrakte durch Mazeration aus Ananaskronen , wobei die
Extrakte unter Verwendung der FRAP-Methode eine positive antioxidative Wirkung zeigten.
Larios-Cruz et al. [46] erwéhnten, dass die Aufwertung der Nebenprodukte der Grapefruit aufgrund
der Freisetzung von antioxidativen Verbindungen durch den Fermentationsprozess erfolgen kann.
Die Autoren stellten fest, dass der Wassergehalt einen wichtigen Einfluss auf SSF hatte; eine Erhéhung
dieses Parameters forderte die Freisetzung bioaktiver Molekiile. Daher ist SSF nitzlich, um eine grof3e
Anzahl bioaktiver Verbindungen freizusetzen und die antioxidative Aktivitat zu verbessern; dies wurde der
mikrobiellen enzymatischen Hydrolyse zugeschrieben [47].

4.5. Identifizierung von Polyphenolverbindungen mittels HPLC-MS

Laut Banerjee et al. [48] wurden in Ananasabféllen verschiedene bioaktive Verbindungen
wie Phenolsauren, Flavonoide, Catechin, Gallusséure und Ferulasdure gefunden. Andere Autoren
erwahnten, dass durch die Verwendung von SSF mit Rhizopus oryzae auf Ananasabféllen einige
Verbindungen wie Gallussaure, Chlorogenséure, Catechin, Kaffeesaure, Epicatech, Epicatech,
Cumarséure, Scopoletin und Quercetin identifiziert wurden [21]. Andererseits haben Paz-Arteaga
et al. [40] identifizierte mittels SSF mit A. niger GH1 15 Verbindungen, z. B. Caffeoylhexosid, 5-
Caffeoylchinasaure, Spinacetin-3-O-Glucosyl-(1->6)-[Apiosyl(1->2)]-Glucosid, p-
Cumarséaureethylester, Banzoeséaure, p-Cumaroyltyrosin, p-Cumarylalkoholhexosid, 4-Vinylphenol,
p-Cumaroylglykolsaure, Feruloylaldarat, Psoralen, Kaffeesaure- 4-O-Glucosid, p-Cumaroylhexosid,
(+)-Gallocatechin und Gallagylhexosid.

5. Schlussfolgerungen

Die in der vorliegenden Studie erzielten Ergebnisse zeigen, dass Feststofffermentation unter
Verwendung von Aspergillus niger spp.-Stammen und Ananasschalen als Substrat eine starkere
Freisetzung bioaktiver Verbindungen und damit eine ginstige antioxidative Aktivitat ermdglicht.
Der A. niger HT3-Stamm unterstitzte die Freisetzung hydrolysierbarer Tannine, wahrend der A.
niger Aa20-Stamm die Freisetzung kondensierter Tannine unterstutzte. In einer HPLC-Analyse
wurden bis zu 33 Verbindungen identifiziert, von denen drei die wichtigsten waren: 3-
Feruloylchinaséaure, Kaffeeséure, Lariciresinol und 3-Hydroxyphloretin- 2y -O-xylosyl-glucosid.
Das SSF-Verfahren mit Ananasschalen als Substrat ist eine Alternative zur Freisetzung von
Molekulen mit potenzieller Anwendung in der Pharma- und Lebensmittelindustrie.

Beitrage der Autoren: Konzeptualisierung, ADC-R. und LS; Methodik, ADC-R.; Software, LS; Validierung,
ADC-R. und LS; formale Analyse, ADC-R. und LS; Untersuchung, ADC-R.; Ressourcen, JAA-V. und LS;
Datenkuratierung, ADC-R.; Schreiben — Vorbereitung des Originalentwurfs, ADC-R.; Schreiben — Uberpriifung
und Bearbeitung, ADC-R., JAA-V., MDD-M., LL-H., MAM-M. und LS; visuelle
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