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Z u r   Aufbereitung  von  Tabak  werden  die  unlöslichen 
Proteine  zunächst  durch  enzymatische  Behandlung  löslich 
gemacht,  ausgelöst  und  dann  in  der  Lösung  durch  metabo- 
lische  Assimilation  eliminiert.  Die  übrigen  Lösungsbestand- 
teile  werden  an  den  Tabak  zurückgegeben. 



Die  E r f i n d u n g   b e t r i f f t   e i n   V e r f a h r e n   zur  A u f b e r e i t u n g   von  T a b a k  
be i   dem  z u n ä c h s t   u n l ö s l i c h e   P r o t e i n b e s t a n d t e i l e   u n d . P r o t e i n -  
u n t e r e i n h e i t e n   du rch   e n z y m a t i s c h e   B e h a n d l u n g   in  l ö s l i c h e   P r o -  

t e i n f r a g m e n t e   z e r l e g t   werden   und  dann  die  l ö s l i c h e n   B e s t a n d -  
t e i l e   in  Wasse r   g e l ö s t   werden   und  die  gewonnene  Lösung  vom  b e -  
h a n d e l t e n   Tabak  a b g e t r e n n t   wi rd   und  Tabak,   a u f b e r e i t e t   n a c h  
d i e s e m   V e r f a h r e n .  

Bei  e inem  aus  der   US-PS  3  132  651  b e k a n n t e n   V e r f a h r e n ,   be i   dem 
du rch   Enzyme  der   A l t e r u n g s p r o z e ß  -   s o g e n a n n t e s   a g i n g  -   b e -  

s c h l e u n i g t   und  N i k o t i n   e n t f e r n t   werden   s o l l ,   werden   aus  dem 

Tabak  P r o t e i n b e s t a n d t e i l e   zusammen  mit  l ö s l i c h e n   I n h a l t s s t o f -  

fen   des  Tabaks  e x t r a h i e r t .   Man  gewinn t   so  e i n e n   a u f b e r e i t e t e n  

Tabak,   in  dem  zwar  die   P r o t e i n b e s t a n d t e i l e ,   die  d o r t   u n e r -  
w ü n s c h t   s i n d ,   f e h l e n ,   der   abe r   außerdem  v i e l e   s e i n e r   l ö s l i c h e n  

I n h a l t s s t o f f e   e n t b e h r t   und  dami t   nur  noch  e i n   kaum  g e n i e ß b a r e s  
T a b a k p r o d u k t   i s t .  

Dem  e r f i n d e r i s c h e n   V e r f a h r e n   l i e g t  d i e   Aufgabe   z u g r u n d e ,   e i n e n  

a u f b e r e i t e t e n   Tabak  zu  e r z i e l e n ,   d e s s e n   G e h a l t   an  P r o t e i n b e -  
s t a n d t e i l e n   und  d e r e n   U n t e r e i n h e i t e n   e r h e b l i c h   r e d u z i e r t   i s t ,  
d e s s e n   G e h a l t   an  ü b r i g e n   l ö s l i c h e n   B e s t a n d t e i l e n   j e d o c h   m ö g -  
l i c h s t   n i c h t   r e d u z i e r t   i s t .  

Das  e r f i n d e r i s c h e   V e r f a h r e n   i s t   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  a u s  
der   a b g e t r e n n t e n   Lösung  du rch   von  M i k r o o r g a n i s m e n   h e r v o r g e r u f e -  

ne,  m e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n   und  a n s c h l i e ß e n d e s   A b t r e n n e n   d e r  



Biomasse   P r o t e i n b e s t a n d t e i l e   und  P r o t e i n u n t e r e i n h e i t e n   u n d  
n i e d e r m o l e k u l a r e   S t i c k s t o f f v e r b i n d u n g e n   e l i m i n i e r t   werden   u n d  
daß  die   in  der   R e s t l ö s u n g   v e r b l e i b e n d e n   L ö s u n g s b e s t a n d t e i l e  
v o r b e h a n d e l t e m   Tabak  z u g e s e t z t   w e r d e n .  

Durch  die  m e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n   g e l a n g e n   die   u n e r w ü n s c h t e n  
P r o t e i n b e s t a n d t e i l e   und  d e r e n   U n t e r e i n h e i t e n   sowie  n i e d e r m o l e -  

k u l a r e   S t i c k s t o f f v e r b i n d u n g e n ,   wie  Amine,  Ammoniak,  N i t r a t   u n d ,  
f a l l s   v o r h a n d e n ,   N i t r i t   in  die  B i o m a s s e ,   während   die  ü b r i g e n  
l ö s l i c h e n   B e s t a n d t e i l e ,   die  aus  dem  Tabak  h e r a u s g e l ö s t   w u r d e n ,  
im  w e s e n t l i c h e n   in  der   R e s t l ö s u n g   v e r b l e i b e n   und  dem  Tabak  g e -  
g e b e n e n f a l l s   nach  E i n e n g u n g   der   R e s t l ö s u n g  w i e d e r   z u g e s e t z t  
werden   k ö n n e n .  

Im  g r ü n e n   Tabak  s i n d   die   m e i s t e n   P r o t e i n b e s t a n d t e i l e   l ö s l i c h ,  
so  daß  man  s i e   ohne  e n z y m a t i s c h e   B e h a n d l u n g   h e r a u s l ö s e n   k ö n n t e .  

Das  e m p f i e h l t   s i c h   a b e r   n i c h t ,   we i l   dann  d i e s e   P r o t e i n b e s t a n d -  
t e i l e   n i c h t   mehr  be i   der   T r o c k n u n g ,   dem  s o g e n a n n t e n   c u r i n g ,  
zur  V e r f ü g u n g   s t e h e n ,   bei   der  s i e   e ine   w i c h t i g e   F u n k t i o n   ü b e r -  
nehmen.   Beim  T r o c k n e n   j e d o c h   wi rd   e i n   G r o ß t e i l   er   u r s p r ü n g l i c h  
l ö s l i c h e n   P r o t e i n b e s t a n d t e i l e   d e n a t u r i e r t   zu  u n l ö s l i c h e n   P r o -  

t e i n u n t e r e i n h e i t e n .   Diese   können  dann  a b e r - n a c h   dem  e r f i n d e r i -  

s c h e n   V e r f a h r e n   d u r c h   die   v o r g e s e h e n e   e n z y m a t i s c h e   V o r b e h a n d -  

lung   g r ö ß t e n t e i l s   w i e d e r   l ö s l i c h   gemacht   w e r d e n .  

Die  e n z y m a t i s c h e   B e h a n d l u n g   e r f o l g t . z w e c k m ä ß i g   in  e i n e r   M i s c h u n g  

aus  z e r k l e i n e r t e m   Tabak  und  Wasse r   im  G e w i c h t s v e r h ä l t n i s   1  :   3 
b i s   1  :  1 2 ,   v o r z u g s w e i s e   1  :  5.  Dabei   kann  man  z e r k l e i n e r t e n ,  

g e t r o c k n e t e n ,   g rünen   Tabak  oder   zur  W i e d e r a u f b e r e i t u n g   z e r -  
k l e i n e r t e   T a b a k a b f ä l l e   e i n s e t z e n .   Wenn  man  den  Tabak  p u l v e r i -  
s i e r t   e i n s e t z t ,   genüg t   e i n   G e w i c h t s v e r h ä l t n i s   von  Tabak  zu  W a s -  

s e r   von  1  :  3  b i s   1  :  5.  Die  e n z y m a t i s c h e   B e h a n d l u n g   in  e i n e r  

Auf sch l ämmung   i s t   v o r t e i l h a f t ,   wei l   d a d u r c h   e i n e   i n t e n s i v e   E i n -  

w i r k u n g   des  Enzyms  auf   die  P r o t e i n b e s t a n d t e i l e   und  P r o t e i n -  
u n t e r e i n h e i t e n   b e g ü n s t i g t   w i r d .   Wenn  man  d a g e g e n   ganze  T a b a k -  
b l ä t t e r   oder   S t r i p s  -   das  s i n d   e n t r i p p t e   T a b a k b l ä t t e r  -   e i n -  

s e t z t ,   b e n ö t i g t   man  e i n   G e w i c h t s v e r h ä l t n i s   von  Tabak  zu  W a s s e r  



von  1  :  8  b i s   1  :  12,  v o r z u g s w e i s e   1  :  10.  Die  o p t i m a l e n   B e -  

d i n g u n g e n   be i   e n z y m a t i s c h e r   B e h a n d l u n g   h i n s i c h t l i c h   des  T a b a k -  

W a s s e r - V e r h ä l t n i s s e s ,   des  p H - W e r t e s ,   der   Lösung  und  der   B e -  

h a n d l u n g s t e m p e r a t u r   hängen  von  dem  j e w e i l s   e i n g e s e t z t e n   Enzym 
ab.  Man  f i n d e t   s i e   g e g e b e n e n f a l l s   du rch   P r o b i e r e n .   Die  o p t i -  
male  B e h a n d l u n g s t e m p e r a t u r   be i   den  m e i s t e n   Enzymen  l i e g t   im 

B e r e i c h   z w i s c h e n   300C  (Grad  C e l s i u s )   und  70°C.  V i e l e   E n z y m e ,  
auch  die  P r o t e a s e n ,   haben  e in   Optimum  bei   37°C.  Daneben  g i b t  
es  abe r   auch  P r o t e a s e n ,   die  bei   w e s e n t l i c h   h ö h e r e n   T e m p e r a t u -  
ren   am  a k t i v s t e n   s i n d ,   zum  B e i s p i e l   W a s c h m i t t e l e n z y m e .   Der  o p -  
t i m a l e   pH-Wert  l i e g t   fü r   v i e l e   Enzyme  im  B e r e i c h   z w i s c h e n  
pH  7,0  und  pH  7 ,5 .   Eine  Ausnahme  b i l d e n   j e d o c h   d i e  s a u r e n   P r o -  
t e a s e n ,   zum  B e i s p i e l   P e p s i n ,   d e r e n   pH-Optimum  z w i s c h e n   1,5  u n d  
4  l i e g t .   Der  o p t i m a l e   pH-Wert  wi rd   v o r z u g s w e i s e   mit  1  N  KOH 
(  1  no rmale   K a l i u m h y d r o x y d l ö s u n g )   ode r   85  %iger   H3PO4 
( P h o s p h o r s ä u r e )   e i n g e s t e l l t .  

V o r z u g s w e i s e   wi rd   das  Enzym  mit   e i n e r   K o n z e n t r a t i o n   e i n g e s e t z t ,  

die  so  groß  g e w ä h l t   i s t ,   daß  be i   fü r   das  e i n g e s e t z t e ,   a k t i v e  

Enzym  o p t i m a l e r   B e h a n d l u n g s t e m p e r a t u r   im  B e r e i c h   z w i s c h e n   300C 

und  70°C,  o p t i m a l e m   pH-Wert  und  u n t e r   s t ä n d i g e m   Umrühren  e h e  

das  Enzym  9/10  s e i n e r   u r s p r ü n g l i c h e n   A k t i v i t ä t   v e r l o r e n   h a t ,  

der   G e h a l t   des  Tabaks  an  u n l ö s l i c h e n   P r o t e i n s t o f f e n   und  P r o -  

t e i n u n t e r e i n h e i t e n   auf  20  b i s   40  %  ( P r o z e n t ) ,   v o r z u g s w e i s e   33  %, 

des  A u s g a n g s w e r t e s   r e d u z i e r t   w i r d .  

E r r e i c h t   man  b i s   zu  dem  a n g e g e b e n e n   Enzymabbau  die  a n g e s t r e b t e  

P r o t e i n r e d u k t i o n   n i c h t ,   dann  wi rd   zweckmäßig  e ine   höhe re   E n z y m -  

k o n z e n t r a t i o n   e i n g e s e t z t ;   e r r e i c h t   man  die  a n g e s t r e b t e   P r o t e i n -  

r e d u k t i o n   schon  ehe  der  a n g e g e b e n e   Enzymabbau  s t a t t g e f u n d e n   h a t ,  

dann  war  die  E n z y m k o n z e n t r a t i o n   u n n ö t i g   hoch  a n g e s e t z t   und  man 

kann  s ie   fü r   s p ä t e r e   Chargen   r e d u z i e r e n .   So  f i n d e t   man  d u r c h  

P r o b i e r e n   l e i c h t   die  fü r   das  j e w e i l s   e i n g e s e t z t e   Enzym  v o r t e i l -  

h a f t e   K o n z e n t r a t i o n .   Man  kann  be i   so  a l s   o p t i m a l   e r m i t t e l t e n  

E n z y m k o n z e n t r a t i o n   die  P r o t e i n r e d u k t i o n   w e n i g e r   we i t   t r e i b e n ,  

indem  man  die  B e h a n d l u n g   v o r z e i t i g   a b b r i c h t .   Dann  ha t   man  a b e r  

das  Enzym  n i c h t   a u s g e n u t z t .  



Als  E n z y m e ' k ö n n e n   s o l c h e   mit  p r o t e o l i t i s c h e r   A k t i v i t ä t   v e r w e n -  
det   we rden ;   die  m e i s t e n   b a k t e r i e l l   und  m y c o l o g i s c h ' g e b i l d e t e n  
p r o t e o l i t i s c h e n   Enzyme  s i n d   h i e r   g e e i g n e t .   Es  kann  s i c h   d a b e i  
um  r e i n e   Enzyme  oder   um  Enzymgemische   h a n d e l n .   Eine  A u s w a h l  

g e e i g n e t e r   Enzyme  i s t   in  TABELLE  1  am  Sch luß   der   B e -  
s c h r e i b u n g   a n g e g e b e n .  

Für  die   m e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n   wird   zweckmäßig  die   a b g e -  
t r e n n t e   Lösung  s t e r i l i s i e r t   und  dann  mit  e i n e r   in  i h r e   e x p o -  
n e n t i e l l e   W a c h s t u m s p h a s e   v e r s e t z t e n   K u l t u r   von  M i k r o o r g a n i s -  
men,  die   die  F ä h i g k e i t   b e s i t z e n ,   P r o t e i n   und  P r o t e i n u n t e r e i n -  
h e i t e n ,   h a u p t s ä c h l i c h   A m i n o s ä u r e n ,   zu  a s s i m i l i e r e n ,   a n g e i m p f t  
wi rd   und  u n t e r   Zugabe  von  Zucker   auf  g ü n s t i g e n   L e b e n s b e d i n g u n -  
gen  fü r   d i e s e   K u l t u r   g e h a l t e n   w i r d ,   b is   die  g e l ö s t e n   P r o t e i n -  
f r a g m e n t e   und  a n d e r e n   n i e d e r m o l e k u l a r e n   S t i c k s t o f f v e r b i n d u n g e n  
zu  m i n d e s t e n s   95 %  a l s   A u f b a u s t o f f e   f ü r   das  z e l l e i g e n e   P r o t e i n  
der   M i k r o o r g a n i s m e n   v e r b r a u c h t   s i n d .   Dann  wird   die  m e t a b o l i -  
sche  A s s i m i l a t i o n   a b g e b r o c h e n   du rch   A b t r e n n e n   der   B i o m a s s e .  

D u r c h   die   S t e r i l i s a t i o n   und  den  E i n s a t z   in  e x p o n e n t i e l l e r  
W a c h s t u m s p h a s e   wi rd   s i c h e r g e s t e l l t ,   daß  die  a u s g e w ä h l t e   K u l t u r  
s e l e k t i v   t ä t i g   i s t   und  n i c h t   durch   a n d e r e   M i k r o o r g a n i s m e n   v e r -  
s e u c h t   w i r d .   Durch  den  Abbruch   der   m e t a b o l i s c h e n   A s s i m i l a t i o n  
wird   s i c h e r g e s t e l l t ,   daß  nur  d ie   e r w ü n s c h t e n   R e a k t i o n e n   h e r -  
v o r g e r u f e n   w e r d e n .  

Im  T a b a k r a u c h   e r w ü n s c h t e   A r o m a s t o f f e   b i l d e n   s i c h   beim  A b b r e n n e n  
des  Tabaks  du rch   Z e r s e t z u n g   von  b e s t i m m t e n   A m a d o r i v e r b i n d u n g e n ,  
die   i h r e r s e i t s   be i   der   t h e r m i s c h e n   R e a k t i o n   b e s t i m m t e r   A m i n o -  
s ä u r e n   mit  Zucker   e n t s t e h e n .   Diese   A m i n o s ä u r e n   s ind   in  dem  b e -  
h a n d e l t e n   und  mit   der  R e s t l ö s u n g   v e r s e t z t e n   Tabak  u n t e r   Um- 
s t ä n d e n   n i c h t   in  fü r   e i n e   o p t i m a l e   A r o m a b i l d u n g   h i n r e i c h e n d e n  
Mengen  v o r h a n d e n .   Man  könn te   die  G e h ä l t e r   a u f f ü l l e n   d u r c h  
F r e m d z u s a t z   s o l c h e r   A m i n o s ä u r e n   oder   A m a d o r i v e r b i n d u n g e n .   Das  
i s t   abe r   u n t e r   dem  G e s i c h t s p u n k t ,   daß  m ö g l i c h s t   ke ine   F r e m d -  
s t o f f e   dem  Tabak  z u g e s e t z t   werden   s o l l e n ,   und  auch  u n t e r   K o s t e n -  
g e s i c h t s p u n k t e n   u n g ü n s t i g .  



Die  E r f i n d u n g   s c h l ä g t   d a h e r   vo r ,   d ie   in  der  a b g e t r e n n t e n   B i o -  

masse  e n t h a l t e n e n   P r o t e i n e   d e s t r u k t i v   zu  h y d r o l i s i e r e n ,   w o b e i  

die  H y d r o l y s e b e d i n g u n g e n   so  gewäh l t   werden ,   daß  d i e j e n i g e n  

A m i n o s ä u r e n ,   wie  zum  B e i s p i e l   T r y p t o p h a n ,   die  mit  r e d u z i e r e n -  

dem  Zucker   und  E r h i t z e n   ( M a i l l a r d   R e a k t i o n )   n i c h t   in  s o l c h e  

A m a d o r i v e r b i n d u n g e n   u m s e t z b a r   s i n d ,   die  beim  t h e r m i s c h e n   Z e r -  

s e t z e n   Tabaka romen   f r e i s e t z e n ,   s e l e k t i v   z e r s t ö r t   we rden ,   u n d  

daß  dann  die  a n d e r e n   A m i n o s ä u r e n   mit  r e d u z i e r e n d e m   Zucker   i n  

A m a d o r i v e r b i n d u n g e n ,   wie  zum  B e i s p i e l   A s p a r a g i n s ä u r e ,   L e u c i n ,  

A r g i n i n ,   T h r e o n i n ,   G l u t a m i n ,   G l y c i n   und  V a l i n ,   u m g e s e t z t   w e r -  
den  und  daß  die  so  gewonnenen  A m a d o r i v e r b i n d u n g e n   dem  v o r b e -  

h a n d e l t e n   Tabak  z u g e s e t z t   w e r d e n .  

Durch  die  m e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n   der  M i k r o o r g a n i s m e n   l i e g e n  

u n t e r   Umständen   g r ö ß e r e   Mengen  von  d i e s e n   A m i n o s ä u r e n   in  d e r  

Biomasse   vor   a l s   in  der   a b g e t r e n n t e n   Lösung  v o r h a n d e n   w a r e n ,  
wodurch   ohne  b e s o n d e r e s   Zutun  e i n   w ü n s c h e n s w e r t e r   Gewinn  a n  
d i e s e n   fü r   die  A r o m a b i l d u n g   w i c h t i g e n   A m i n o s ä u r e n   e r z i e l b a r  

i s t .  

Das  Z u s e t z e n   der  in  der  R e s t l ö s u n g   v e r b l i e b e n e n   L ö s u n g s b e s t a n d -  
t e i l e   u n d / o d e r   der   aus  der   Biomasse   s e p a r i e r t e n   A m i n o s ä u r e n  

u n d / o d e r ' d e r   d a r a u s   gewonnenen   A m a d o r i v e r b i n d u n g e n   an  den  v o r -  

b e h a n d l e t e n   Tabak  e r f o l g t   v o r z u g s w e i s e   f e i n   v e r t e i l t   in  w ä s s -  

r igem  M i l i e u   mit  a n s c h l i e ß e n d e r   T rocknung   des  a n g e r e i c h e r t e n ,  
v o r b e h a n d e l t e n   T a b a k s .  

Wenn  h i e r   und  im  f o l g e n d e n   davon  g e s p r o c h e n   w i r d ,   daß  dem  T a -  

bak  S u b s t a n z e n   e x t r a h i e r t   werden   und  a n d e r e   S u b s t a n z e n   d a r a u s  

w i e d e r   z u g e s e t z t   we rden ,   dann  muß  das  s i c h   n i c h t   u n b e d i n g t   a u f  

die   g l e i c h e   T a b a k c h a r g e   b e z i e h e n .   Man  kann  e i n e r   e r s t e n   T a b a k -  

c h a r g e   S u b s t a n z e n   e n t z i e h e n   und  die  w i e d e r   z u z u s e t z e n d e n   S u b -  

s t a n z e n   e i n e r   z w e i t e n   T a b a k c h a r g e ,   die  v o r h e r   e i n e r   e n t s p r e -  
c h e n d e n   E x t r a k t i o n   u n t e r z o g e n   wurde ,   w i e d e r   z u s e t z e n .  



Mit  dem  e r f i n d e r i s c h e n   V e r f a h r e n   i s t   e i n   a u f b e r e i t e t e r ,   a l s  

R a u c h p r o d u k t   g e e i g n e t e r   Tabak  e r z i e l b a r ,   der   g e k e n n z e i c h n e t  
i s t   du rch   e i n e n   P r o t e i n g e h a l t   von  2  b i s   10,  v o r z u g s w e i s e   3 ,  

T r o c k e n g e w i c h t s p r o z e n t   und  e i n e n   A m a d o r i v e r b i n d u n g s g e h a l t   v o n  
0,1  b i s   10,  v o r z u g s w e i s e   5 ,0 ,   T r o c k e n g e w i c h t s p r o z e n t .   Bei  d e n  

A m a d o r i v e r b i n d u n g e n   h a n d e l t   es  s i c h   um  d i e j e n i g e n ,   die  b e i m  

t h e r m i s c h e n   Z e r f a l l   Tabaka romen   f r e i s e t z e n .  

Z i g a r e t t e n ,   die  aus  so l chem  Tabak  h e r g e s t e l l t   wurden ,   e r g a b e n  
die   in  TABELLE  2  am  S c h l u ß   d e r  

B e s c h r e i b u n g   a n g e g e b e n e n   A n a l y s e w e r t e .  

Die  E r f i n d u n g   w i r d   nun  anhand  e i n i g e r   B e i s p i e l e   n ä h e r   e r l ä u -  

t e r t .  



B e i s p i e l   1 

In  10  1  ( L i t e r )   Wasser   wurden  3,75  g  (Gramm)  des  Enzyms 
P r o t e a s e   EC  3 . 4 . 2 4 . 4   mit   e i n e r   E n z y m a k t i v i t ä t   von  1,0  E n z y m -  
e i n h e i t   pro  mg  ( M i l l i g r a m m )   g e l ö s t .   Eine  E n z y m e i n h e i t   i s t   d i e -  

j e n i g e   A k t i v i t ä t ,  d i e   C a s e i n   be i   pH  7,5  und  37°C  (Grad  C e l s i u s )  

de rmaßen   h y d r o l i s i e r t ,   daß  pro  Minute  die  Menge  von  1  Mykromol  

T y r o s i n   f r e i g e s e t z t   w i r d .   In  d i e s e   10  1  Enzymlösung   w u r d e n  

1  kg  (K i log ramm)   a u f z u b e r e i t e n d e   T a b a k m i s c h u n g   ( A m e r i c a n   B l e n d )  
in  Form  von  s o g e n a n n t e n   S t r i p s   ( e n t r i p p t e   B l ä t t e r )   e i n g e s c h l ä m m t .  
Diese   Schlämme  wurde  6  S t u n d e n   be i   37°C  s t e h e n g e l a s s e n   und  d a -  

be i   g e l e g e n t l i c h   u m g e r ü h r t .   Dann  wurde  die  w ä s s r i g e   Phase  v o n  
den  S t r i p s   a b g e t r e n n t   und  danach   wurden  die  S t r i p s   zweimal  m i t  

je  2,5  1  Wasser   von  80°C  gewaschen   und  a n s c h l i e ß e n d   a u s g e p r e ß t .  
Die  w ä s s r i g e   Phase ,   das  W a s c h w a s s e r   und  die  beim  A u s p r e s s e n  
a n f a l l e n d e   F l ü s s i g k e i t   wurde  zur  Lösung  v e r e i n i g t .   Es  e r g a b e n  
s i c h   i n s g e s a m t   12  1  L ö s u n g .  

Der  v o r b e h a n d e l t e   Tabak,   das  s i n d   die  a u s g e p r e ß t e n   S t r i p s ,   w u r -  
de  in  s t r ö m e n d e r   W a r m l u f t   b i s   auf  e ine   R e s t f e u c h t e   von  18  % 

( P r o z e n t )   g e t r o c k n e t   und  a u f b e w a h r t .   Die  a u f z u b e r e i t e n d e   T a b a k -  

m i s c h u n g ,   die  Lösung  und  der  v o r b e h a n d e l t e   Tabak  wurden  a n a l y -  
t i s c h   u n t e r s u c h t .   Es  e r g a b e n   s i c h   d a b e i   A n a l y s e n w e r t e   wie  i n  

TABELLE  3  .  

a n g e g e b e n .  

Die  TABELLE  3  '   z e i g t ,   daß  58  T r o c k e n g e w i c h t s p r o z e n t   der   in  d e r  

a u f z u b e r e i t e n d e n ,   e i n g e s e t z t e n   T a b a k m i s c h u n g   v o r h a n d e n e n   P r o -  
t e i n e   a b g e b a u t   worden   s i n d   und  die   A b b a u p r o d u k t e   in  die  L ö s u n g  
ü b e r f ü h r t   w u r d e n .  

In  die  12  1  Lösung  wurden  f o l g e n d e   Z u s ä t z e   e i n g e g e b e n :  

G lukose   (40  g  per   1 ,086  g  N03-N  +  NH2/NH3-N)  . . . . . . . . . .   506  g 

KH2PO4  ( K a l i u m h y d r o p h o s p h a t )   (0 ,2   %  pro  E x t r a k t m e n g e )  .   24  g .  



Die  so  a u f b e r e i t e t e   Lösung  wurde  in  e inem  A u t o k l a v e n   be i   105°C 

u n t e r   Druck  s t e r i l i s i e r t   und  dann  d r u c k e n t l a s t e t   und  auf   30°C 

a b g e k ü h l t   und  in  e i n e n   20  1  F e r m e n t e r   ü b e r f ü h r t .   Die  30°C  w a r -  

me,  a u f b e r e i t e t e   Lösung  wurde  mit  600  ml  ( M i l l i l i t e r )   e i n e r  

s i c h   in  i h r e r   e x p o n e n t i e l l e n   W a c h s t u m s p h a s e   b e f i n d e n d e n   K u l t u r  

von  Cand ida   u t i l i s   NCYC  7 0 7 . a n g e i m p f t .   D i e  
a n g e i m p f t e   Lösung  wurde  8  S t u n d e n   l ang   u n t e r   B e l ü f t u n g   u n d  

l a u f e n d e m   Umrühren  im  F e r m e n t e r   b e l a s s e n .   Der  pH-Wert  w u r d e  

z u n ä c h s t   mit   KOH  ( K a l i u m h y d r o x y d )   und  s p ä t e r   mit   Z i t r o n e n s ä u r e  

auf   pH  5 , 5  s t a b i l i s i e r t .   Dabei   wurden  die  P r o t e i n e ,   A m i n o s ä u -  

r e n ,   N i t r a t e   und  N i t r i t e   durch   m e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n   a b g e -  
b a u t .   Nach  A b l a u f   der   8  S tunden   wurde  die  Biomasse   a b z e n t r i f u -  

g i e r t .   Man  e r h i e l t   2,25  1  Biomasse   mit   e inem  F e s t s t o f f g e h a l t  
von  16  %,  e n t s p r e c h e n d   360  g  w a s s e r f r e i e r   B i o m a s s e .  

Der  du rch   das  Z e n t r i f u g i e r e n   gewonnene  ü b e r s t a n d  -   die  s o g e -  
n a n n t e   R e s t l ö s u n g  -   e n t h i e l t   die  T a b a k a l k a l o i d e   in  der   u r -  
s p r ü n g l i c h   v o r h a n d e n e n   K o n z e n t r a t i o n ,   d a r ü b e r h i n a u s   abe r   n u r  
noch  Spuren   an  l ö s l i c h e n   S t i c k s t o f f v e r b i n d u n g e n .   Das  G e s a m t -  
vo lumen  der   R e s t l ö s u n g   b e t r u g   9,75  1,  die  b is   zur  s p ä t e r e n  
W e i t e r v e r w e n d u n g   be i   20°C  a u f b e w a h r t   w u r d e n .  

Die  a b f i l t r i e r t e   B iomasse   wurde  mit  1  1  6 N  S a l z s ä u r e   15  S t u n -  
den  in  e inem  R u n d k o l b e n   u n t e r   R ü c k f l u ß   g e k o c h t .   Dabei   z e r f i e l  
die  Biomasse   und  die  P r o t e i n e   wurden  d e s t r u k t i v   h y d r o l i s i e r t ,  
wobei   die  A m i n o s ä u r e   T r y p t o p h a n   so  w e i t g e h e n d   z e r s t ö r t   w u r d e ,  
daß  s i e   a n a l y t i s c h   nach  der   H y d r o l y s e   n i c h t   mehr  n a c h w e i s b a r  

w a r .  



Das  H y d r o l y s a t   wurde  von  den  R ü c k s t ä n d e n   der   Biomasse   d u r c h  

F i l t r i e r e n   g e t r e n n t ,   wobei  die  ü b e r s c h ü s s i g e   S a l z s ä u r e   e n t -  

wich .   Der  T r o c k e n r ü c k s t a n d ,  d e r   zu  einem  g roßen   Te i l   a u s  
A m i n o s ä u r e n   b e s t a n d ,   wurde  mit  100  ml  Wasser   a n g e r ü h r t   u n d  

vom  u n l ö s l i c h e n   R ü c k s t a n d   a b f i l t r i e r t .   Man  e r h i e l t   e i n   A m i n o -  

s ä u r e n g e m i s c h   mit  e inem  W a s s e r g e h a l t   von  e twa  50  %. 

D i e s e s   A m i n o s ä u r e n g e m i s c h   wurde  mit  NH40H  ( A m m o n i u m h y d r o x y d )  

auf  pH 7  e i n g e s t e l l t   und  mit   100  g  Glukose   v e r s e t z t   und  2 
S t u n d e n   u n t e r   R ü c k f l u ß   in  einem  R u n d k o l b e n   g e k o c h t ,   w o b e i  

s i c h   der  R u n d k o l b e n   b r ä u n t e   und  A m a d o r i v e r b i n d u n g e n   g e b i l d e t  
wurden .   Der  noch  h e i ß e   K o l b e n i n h a l t   wurde  mit  der   v o r h e r   g e -  
wonnenen   R e s t l ö s u n g   a u s g e w a s c h e n ,   so  daß  die  l ö s l i c h e n   Ama- 

d o r i v e r b i n d u n g e n   in  die  R e s t l ö s u n g   ü b e r g i n g e n .  

Die  so  gewonnene ,   nun  mit  A m a d o r i v e r b i n d u n g e n   a n g e r e i c h e r t e  
R e s t l ö s u n g   wurde  auf  den  v o r b e h a n d e l t e n   Tabak,   a l s o   die  a u s -  
g e p r e ß t e n   S t r i p s ,   in  e i n e r   r o t i e r e n d e n   F l a v o u r t r o m m e l   a u f g e -  
s p r ü h t ,   wobei   während   des  Sp rühens   das  ü b e r s c h ü s s i g e   W a s s e r  
du rch   E i n b l a s e n   von  Warmlu f t   a b g e d a m p f t   w u r d e .  

Der  so  gewonnene ,   a u f b e r e i t e t e   Tabak  h a t t e   b e z i e h u n g s w e i s e  
e n t f a l t e t e   s e i n   v o l l e s   u r s p r ü n g l i c h e s   Aroma  und  e n t h i e l t  

A l k a l o i d s t i c k s t o f f ,   das  h e i ß t   N i k o t i n ,   in  der  u r s p r ü n g l i c h e n  
K o n z e n t r a t i o n .   Dagegen  war  der  G e h a l t   an  P r o t e i n s t i c k s t o f f  

um  58  %  und  der  G e h a l t   an  Amin-,   Ammoniak-  und  N i t r a t s t i c k -  

s t o f f   um  90  %  g e g e n ü b e r   den  u r s p r ü n g l i c h e n   G e h ä l t e r n   im  e i n -  

g e s e t z t e n   Tabak  r e d u z i e r t .  



B e i s p i e l   2  b i s   22  

Diese   B e i s p i e l e   u n t e r s c h e i d e n   s i c h   vom  B e i s p i e l   1  nur  d u r c h  

die  aus  TABELLE  4  e r s i c h t l i c h e n  

S a c h v e r h a l t e .  

In  den  B e i s p i e l e n   1  b i s   22  wurden   a l s   M i k r o o r g a n i s m e n   d i e  

Cand ida   u t i l i s   NCYC  707  e i n g e s e t z t .   W e i t e r e   M i k r o o r g a n i s m e n ,  

die  die  F ä h i g k e i t   b e s i t z e n ,   P r o t e i n e   und  P r o t e i n u n t e r e i n h e i t e n  

zu  a s s i m i l i e r e n ,   und  die  a n s t e l l e   der   Cand ida   u t i l i s   NCYC  707 

e i n s e t z b a r   s i n d ,   s i n d   i n  

TABELLE  5 

a n g e g e b e n .  



TABELLE  2 

A n a l y s e n w e r t e  

















1.  V e r f a h r e n   zur  A u f b e r e i t u n g   von  Tabak,   be i   dem  z u n ä c h s t   u n -  
l ö s l i c h e   P r o t e i n b e s t a n d t e i l e   und  P r o t e i n u n t e r e i n h e i t e n   d u r c h  
e n z y m a t i s c h e   B e h a n d l u n g   in  l ö s l i c h e   P r o t e i n f r a g m e n t e   z e r l e g t  
werden   und  dann  die  l ö s l i c h e n   B e s t a n d t e i l e   in  Wasser   g e l ö s t  
werden   und  die  gewonnene  Lösung  vom  b e h a n d e l t e n   Tabak  a b g e -  
t r e n n t   w i r d ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  aus  der   a b g e t r e n n t e n  
Lösung  du rch   von  M i k r o o r g a n i s m e n   h e r v o r g e r u f e n e ,   m e t a b o l i s c h e  
A s s i m i l a t i o n   und  a n s c h l i e ß e n d e s   A b t r e n n e n   der  Biomasse   P r o -  
t e i n b e s t a n d t e i l e   und  P r o t e i n u n t e r e i n h e i t e n   und  n i e d e r m o l e k u -  
l a r e   S t i c k s t o f f v e r b i n d u n g e n   e l i m i n i e r t   werden   und  daß  die  i n  
der   R e s t l ö s u n g   v e r b l e i b e n d e n   L ö s u n g s b e s t a n d t e i l e   v o r b e h a n d e l -  
tem  Tabak  z u g e s e t z t   w e r d e n .  

2.  V e r f a h r e n   nach  A n s p r u c h   1,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  z u r  
A u f b e r e i t u n g   von  grünem  Tabak  d i e s e r   z u n ä c h s t   u n t e r   D e n a t u r i e -  

rung  l ö s l i c h e r   P r o t e i n b e s t a n d t e i l e   i n  u n l ö s l i c h e   P r o t e i n u n t e r -  
e i n h e i t e n   g e t r o c k n e t   wi rd   ( c u r i n g )   und  e r s t   dann  der   e n z y m a t i -  
s chen   B e h a n d l u n g   u n t e r w o r f e n   w i r d .  

3.  V e r f a h r e n   nach  A n s p r u c h   1  oder   2,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  
daß  zur  A u f b e r e i t u n g   von  z e r k l e i n e r t e m ,   g e t r o c k n e t e n ,   g r ü n e n  
Tabak  und  zur  W i e d e r a u f b e r e i t u n g   von  z e r k l e i n e r t e n   T a b a k a b f ä l -  
l en   aus  dem  Tabak  und  Wasser   im  G e w i c h t s v e r h ä l t n i s   1  :  3  b i s  

1  :  12,  v o r z u g s w e i s e   1  :  5,  e i n e   Aufsch lämmung   g e b i l d e t   w i r d ,  
die   dann  der   e n z y m a t i s c h e n   B e h a n d l u n g   u n t e r w o r f e n   w i r d .  

4.  V e r f a h r e n   nach  e inem  der   v o r h e r g e h e n d e n   A n s p r ü c h e ,   d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  die  e n z y m a t i s c h e   B e h a n d l u n g   mit  e inem  E n -  

zym  mit  p r o t e o l i t i s c h e r   A k t i v i t ä t   in  e i n e r   T a b a k - W a s s e r - A u f -  

schlämmung  im  G e w i c h t s v e r h ä l t n i s   1  :  3  b i s   1  :  12,  v o r z u g s w e i -  
se  1  :  5,  und  mit  e i n e r   E n z y m k o n z e n t r a t i o n   e r f o l g t ,   die  s o  
g r o ß  g e w ä h l t   i s t ,   daß  be i   fü r   das  e i n g e s e t z t e ,   a k t i v e   Enzym 
o p t i m a l e r   B e h a n d l u n g s t e m p e r a t u r   im  B e r e i c h   z w i s c h e n   30° C 

(Grad  C e l s i u s )   und  70°C,  o p t i m a l e m   pH-Wert  und  u n t e r   s t ä n d i g e m  
Umrühren  .ehe  das  Enzym  9/10  s e i n e r   u r s p r ü n g l i c h e n   A k t i v i t ä t  



v e r l o r e n   h a t ,   der   G e h a l t   des  Tabaks  an  u n l ö s l i c h e n   P r o t e i n -  

s t o f f e n   und  P r o t e i n u n t e r e i n h e i t e n   auf  20  b is   40  %  ( P r o z e n t ) ,  

v o r z u g s w e i s e   33  %,  des  A u s g a n g s w e r t e s   r e d u z i e r t   w i r d .  

55.  V e r f a h r e n   nach  e inem  der  v o r h e r g e h e n d e n   A n s p r ü c h e ,   d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  zur  m e t a b o l i s c h e n   A s s i m i l a t i o n   die  a b g e -  
t r e n n t e   Lösung  s t e r i l i s i e r t   und  dann  mit  e i n e r   in  i h r e  e x p o -  
n e n t i e l l e   W a c h s t u m s p h a s e   v e r s e t z t e n - K u l t u r   von  M i k r o o r g a n i s -  

men,  die  die  F ä h i g k e i t   b e s i t z e n ,   P r o t e i n e   und  P r o t e i n u n t e r e i n -  
h e i t e n   zu  a s s i m i l i e r e n ,   a n g e i m p f t   wird   und  u n t e r   Zugabe  v o n  
Zucker   auf   g ü n s t i g e n   L e b e n s b e d i n g u n g e n   fü r   d i e s e   K u l t u r   g e h a l -  
t en   w i r d ,   b is   die  g e l ö s t e n   P r o t e i n f r a g m e n t e   und  a n d e r e n   n i e -  

d e r m o l e k u l a r e n   S t i c k s t o f f v e r b i n d u n g e n   zu  m i n d e s t e n s   95  %  a l s  
A u f b a u s t o f f e   fü r   das  z e l l e i g e n e   P r o t e i n   der   M i k r o o r g a n i s m e n  
v e r b r a u c h t   s i n d   und  daß  dann  die  m e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n   a b -  

g e b r o c h e n   wi rd   du rch   A b t r e n n e n   der  B i o m a s s e .  

6.  V e r f a h r e n   nach  e inem  der   v o r h e r g e h e n d e n   A n s p r ü c h e ,   d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  in  der  a b g e t r e n n t e n   Biomasse   e n t h a l t e n e  

P r o t e i n e   d e s t r u k t i v   h y d r o l i s i e r t   w e r d e n ,   d e r a r t ,   daß  d i e j e n i -  

gen  A m i n o s ä u r e n ,   die  mit  r e d u z i e r e n d e m   Zucker   und  E r h i t z e n  

( M a i l l a r d   R e a k t i o n )   n i c h t   in  s o l c h e   A m a d o r i v e r b i n d u n g e n   um-  
s e t z b a r   s i n d ,   die  beim  t h e r m i s c h e n   Z e r s e t z e n   Tabaka romen   f r e i -  

s e t z e n ,   s e l e k t i v   z e r s t ö r t   werden   und  daß  dann  die  a n d e r e n  

A m i n o s ä u r e n   mit  r e d u z i e r e n d e m   Zucker   in  A m a d o r i v e r b i n d u n g e n  

u m g e s e t z t   werden   und  daß  die  so  gewonnenen  A m a d o r i v e r b i n d u n g e n  
dem  v o r b e h a n d e l t e n   Tabak  z u g e s e t z t   w e r d e n .  

7.  V e r f a h r e n   nach  e inem  der  v o r h e r g e h e n d e n   A n s p r ü c h e ,   d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  das  Z u s e t z e n   der  in  der  R e s t l ö s u n g   v e r -  
b l i e b e n e n   L ö s u n g s b e s t a n d t e i l e   u n d / o d e r   der  aus  der  B i o m a s s e  

s e p a r i e r t e n   A m i n o s ä u r e n   an  den  v o r b e h a n d e l t e n   Tabak  f e i n   v e r -  
t e i l t   e r f o l g t   im  w ä s s r i g e n   M i l i e u   mit  a n s c h l i e ß e n d e r   T r o c k n u n g  
des  a n g e r e i c h e r t e n ,   v o r b e h a n d e l t e n   T a b a k s .  



8.  Tabak ,   a u f b e r e i t e t   nach  e inem  V e r f a h r e n   aus  e inem  der  v o r -  

h e r g e h e n d e n   A n s p r ü c h e ,   g e k e n n z e i c h n e t   du rch   e i n e n   P r o t e i n g e -  
h a l t   von  2  b i s   10,  v o r z u g s w e i s e   3  T r o c k e n g e w i c h t s p r o z e n t   u n d  

e i n e n   A m a d o r i v e r b i n d u n g s g e h a l t   von  0,1  b is   10,  v o r z u g s w e i s e  

5,0  T r o c k e n g e w i c h t s p r o z e n t .  



Der  Stamm  CBS  359  i s t   f a l s c h   z i t i e r t .   Dem  r i c h t i g   z i t i e r t e n   Stamm 
DSM  70167  e n t s p r i c h t   der   NCYC  359.  Ein  Be leg   fü r   d i e s e   E n t s p r e c h u n g  
i s t   b e i g e f ü g t .   Es  wi rd   g e b e t e n ,   d i e s e n   F e h l e r   in  den  A m t s a k t e n   z u  
k o r r i g i e r e n   und  den  F e h l e r   zu  e n t s c h u l d i g e n .   Die  g e ä n d e r t e   S e i t e   18 
i s t   b e i g e f ü g t .  
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