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@ Verfahren zur Aufbereitung von Tabak und Tabak, aufbereitet nach diesem Verfahren.

&) Zur Aufbereitung von Tabak werden die unidslichen
Proteine zunéchst durch enzymatische Behandlung I6slich
gemacht, ausgeldst und dann in der Losung durch metabo-
lische Assimilation eliminiert. Die (ibrigen Lésungsbestand-
teile werden an den Tabak zurlickgegeben.
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VERFAHREN ZUR AUFBEREITUNG VON TABAK UND TABAK,
AUFBEREITET NACH DIESEM VERFAHREN

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufbereitung von Tabak
5bei dem zundchst unldsliche Proteinbestandteile und.Protein-
untereinheiten durch enzymatische Behandlung in 18sliche Pro-
teinfragmente zerlegt werden und dann die 18slichen Bestand-
teile in Wasser geldst werden und die gewonnene L¥sung vom be-
handélten Tabak abgetrermnt wird und Tabak, aufbereitet nach
10 diesem Verfahren.

Bei einem aus der US-PS 3 132 651 bekannten Verfahren, bei dem
durch Enzyme der Alterungsprozefl - sogenanntes aging - be-
schleunigt und Nikotin entfernt werden soll, werden aus dem

15 Tabak Proteinbestandteile zusammen mit 18slichen Inhaltsstof-
fen des Tabaks extrahiert. Man gewinnt so einen aufbereiteten
Tabak, in dem zwar die Proteinbestandteile, die dort uner-
wiinscht sind, fehlen, der aber auBerdem viele seiner 10slichen
Inhaltsstoffe entbehrt und damit nur noch ein kaum geniefBbares

20 Tabakprodukt ist.

Dem erfinderischen Verfahren liegt die Aufgabe zugrunde, einen
aufbereiteten Tabak zu erzielen, dessen Gehalt an Proteinbe-
standteilen und deren Untereinheiten erheblich reduziert ist,

25 dessen Gehalt an iibrigen 16slichen Bestandteilen jedoch mog-
lichst nicht reduziert ist.

Das erfinderische Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB aus
der abgetrennten Ldsung durch von Mikroorganismen hervorgerufe-
30 ne, metabolische Assimilation und anschlieBendes Abtrennen der
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Biomasse Proteinbestandteile und Proteinuntereinheiten und
niedermolekulare Stickstoffverbindungen eliminiert werden wnd
daB die in der Restldsung verbleibenden LOsungsbestandteile
vorbehandeltem Tabak zugesetzt werden.

Durch die metabolische Assimilation gelangen die unerwiinschten
Proteinbestandteile und deren Untereinheiten sowie niedermole-
kulare Stickstoffverbindungen, wie Amine, Ammoniak, Nitrat undg,
falls vorhanden, Nitrit in die Biomasse, wdhrend die iibrigen

10 18slichen Bestandteile, die aus dem Tabak herausgeldst wurden,
im wesentlichen in der RestlOsung verbleiben und dem Tabak ge-
gebenenfalls nach Einengung der Restldsung wieder zugesetzt
wverden kdnnen. ‘

15 Im grinen Tabak sind die meisten Proteinbestandteile 1loslich,
so dafl man sie ohne enzymatische Behandlung herausltsen kdnnte.
Das empfiehlt sich aber nicht, weil dann diese Proteinbestand-
teile nicht mehr bei der Trocknung, dem sogenannten curing,
zur Verfiigung stehen, bei der sie eine wichtige Funktion iiber-

20 nehmen. Beim Trocknen jedoch wird ein GrofBteil er urspriinglich
18slichen Proteinbestandteile denaturiert zu unl®slichen Pro-
teinuntereinheiten. Diese k&nnen dann aber -nach dem erfinderi-
schen Verfahren durch die vorgesehene enzymatische Vorbehand-
lung groBtenteils wieder 1ldsiich gemacht werden.

25
Die enzymatische Behandlung erfolgt. zweckmdfig in einer Mischung
aus zerkleinertem Tabak und Wasser im Gewichtsverhdltnis 1 : 3
bis 1 : 12, vorzugsweise 1 : 5. Dabei kann man zerkleinerten,
getrockneten, griinen Tabak oder zur Wiederaufbereitung zer-

30 kleinerte Tabakabfdlle einsetzen. Wenn man den Tabak pulveri-
siert einsetzt, genligt ein Gewichtsverhdltnis von Tabak zu Was-
ser von 1 : 3 bis 1 : 5. Die enzymatische Behandiung in einer
Aufschldammung ist vorteilhaft, weil dadurch eine intensive Ein-
wirkung des Enzyms auf die Proteinbestandteile und Protein-

‘35 untereinheiten begilinstigt wird. Wenn man dagegen ganze Tabak-
bldtter oder Strips - das sind entrippte Tabakbldtter - ein-
setzt, bendtigt man ein Gewichtsverhdltnis von Tabak zu Wasser
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von 1 : 8 bis 1 ¢ 12, vorzugsweise 1 : 10. Die optimalen Be~-
dingungen bei enzymatischer Behandlung hinsichtlich des Tabak-
Wasser~Verhdltnisses, des pH-Wertes, der Ldsung und der Be-
handlungstemperatur hdngen von dem jeweils eingesetzten Enzym
ab. Man findet sie gegebenenfalls durch Probieren. Die opti-
male Behandlungstemperatur bei den meisten Enzymen liegt im
Bereich zwischen 3OOC (Grad celsius) und 70°C. Viele Enzyme,
auch die Proteasen, haben ein Optimum bei 37°C. Daneben gibt
es aber auch Proteasen, die bei wesentlich hSheren Temperatu-
ren am aktivsten sind, zum Beispiel Waschmittelenzyme. Der op-
timale pH-Wert liegt fiir viele Enzyme im Bereich zwischen

PH 7,0 und pH 7,5. Eine Ausnahme bilden jedoch die sauren Pro-
teasen, zum Beispiel Pepsin, deren pH-Optimum zwischen 1,5 und
4 liegt. Der optimale pH-Wert wird vorzugsweise mit 1 N KOH

( 1 normale Kaliﬁmhydroxydlﬁsung) oder 85 %iger H_,PO
(Phosphorsiure ) eingestellt. >4
Vorzugsweise wird das Enzym mit einer Konzentration eingesetzt,
die so gro8 geWZhlt ist, daB bei fiir das eingesetzte, aktive
Enzym optimaler Behandlungstemperatur im Bereich zwischen 30°C
und 70°C, optimalem pH-Wert und unter stindigem Umrilhren ehe

das Enzym 9/10 seiner urspriinglichen Aktivitdt verloren hat,

der Gehait des Tabaks an unldslichen Prdteinstoffen und Pro- )
teinuntereinheiten auf 20 bis 40 % (Prozent), vorzugsweise 33 %,
des Ausgangswertes reduziert wird. '

Erreicht man bis zu dem angegebenen Enzymabbau die angestrebte
Proteinreduktion nicht, dann wird zweckmdBig eine hOhere Enzym-—
konzentration eingesetzt; erreicht man die angestrebte Protein-
reduktion schon ehe der angegebene Enzymabbau stattgefunden hat,
dann war die Enzymkonzentration unndtig hoch angesetzt und man
kann sie flr spitere Chargen reduzieren. So findet man durch
Probieren leicht die fiir das jeweils eingesetzte Enzym vorteil=~
hafte Konzentration. Man kann bei so als optimal ermittelten
Enzymkonzentration die Proteinreduktion weniger weit treiben,
indem man die Behandlung vorzeitig abbricht. Dann hat man aber
das Bnzym nicht ausgenutzt.



0055073

- 4 - P 28 263.

Als Enzyme k&nnen solche mit proteolitischer Aktivitit verwen-
det werden; die meisten bakteriell und mycologisch gebildeten
proteolitischen Enzyme sind hier geeignet. Es kann sich dabei
um reine Enzyme oder um Enzymgemische handeln. Eine Auswahl

5 geeigneter Enzyme ist in TABELLE 1 am SchiuB der Be-
schreibung angegeben.

Fir die metabolische Assimilation wird zweckmdBig die abge-
trennte Losung sterilisiert und dann mit einer in ihre expo-
10 nentielle Wachstumsphase versetzten Xultur von Mikroorganis-
men, die die Fgéhigkeit besitzen, Protein und Proteinunterein-
heiten, hauptsachlich Aminosduren, zu assimilieren, angeimpft
wird und unter Zugabe von Zucker auf giinstigen Lebeﬁsbedingun—
gen fir diese Xultur gehalten wird, bis die geldsten Protein-
15 fragmente und anderen niedermolekularen Stickstoffverbindungen
zu mindestens 95 % als Aufbaustoffe fir das zelleigene Protein
der Mikroorganismen verbraucht sind. Dann wird die metaboli-
sche Assimilation abgebrochen durch Abtrennen der Biomasse.

20Durch die Sterilisation und den Einsatz in exponentieller

~ Wachstumsphase wird sichergestellt, daB8 die ausgewdhlte Xultur
selektiv tdtig ist und nicht durch andere Mikroorganismen ver-
seucht wird. Durch den Abbruch der metabolischen Assimilation

wird sichergestellt, daB nur die erwunschten Reaktionen her-
25 vorgerufen werden.

Im Tabakrauch erwlinschte Aromastoffe bilden sich beim Abbrennen
des Tabaks durch Zersetzung von bestimmten Amadoriverbindungen,
die ihrerseits bei der thermischen Reaktion bestimmter Amino-
3osduren mit Zucker entstehen. Diese Aminosiuren sind in dem be~
handelten und mit der Restldsung versetzten Tabak unter Um-
sténden nicht in flir eine optimale Aromabildung hinreichenden
Mengen vorhanden. Man kdnnte die Gehilter auffiillen durch
Fremdzusatz solcher Aminosiuren oder Amadoriverbindungen. Das
351ist aber unter dem Gesichtspunkt, daB mdglichst keine Fremd—

stoffe dem Tabak zugesetzt werden sollen, und auch unter Xosten-
gesichtspunkten ungiinstig.
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Die Zrfindung schldgt daher vor, die in der abgetrennten Bio-
masse enthaltenen Proteine destruktiv zu hydrolisieren, wobei
die Hydrolysebedingungen so gewdhlt werden, daB diejenigen
Aminosduren, wie zum Beispiel Tryptophan, die mit reduzieren—
dem Zucker und Erhitzen (Maillard Reaktion) nicht in solche
Amadoriverbindungen umsetzbar sind, die beim thermischen Zer-
setzen Tabakaromen freisetzen, selektiv zerstdrt werden, und
daB dann die anderen Aminosduren mit reduzierendem Zucker in
Amadoriverbindungen, wie zum Beilspiel Asparaginsdure, Leucin,
Arginin, Threonin, Glutamin, Glycin und Vvalin, umgesetzt wer- .
den und daB die so gewonnenen Amadoriverbindungen dem vorbe-
handelten Tabak zugesetzt werden.

Durch die metabolische Assimilation der Mikroorganismen liegen
unter Umstdnden grdfere Mengen von diesen Aminosduren in der
Biomasse vor als in der abgetrennten LOsung vorhanden waren,
wodurch ohne besonderes Zutun ein wiinschenswerter Gewinn an
diesen flir die Aromabildung wichtigen Aminosduren erzielbar
ist.

Das Zusetzen der in der Restldsung verbliebenen LOsungsbestand=-
teile und/oder der aus der Biomasse separierten Aminosduren
und/oder’ der daraus gewonnenen Amadoriverbindungen an den vor-
behandleten Tabak erfolgt vorzugsweise fein verteilt in wdss-—
rigem Milieu mit anschlieBender Trocknung des angereicherten,
vorbehandelten Tabaks.

Wenn hier und im folgenden davon gesprochen wird, daB dem Ta-
bak Substanzen extrahiert werden und andere Substanzen daraus
wieder zugesetzt werden, dann mufB das sich nicht unbedingt auf
die gleiche Tabakcharge beziehen. Man kann einer ersten Tabak-
charge Substanzen entziehen und die wieder zuzusetzenden Sub-
stanzen einer zweiten Tabakcharge, die vorher einer entspre-
chenden Extraktion unterzogen wurde, wieder zusetzen.
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Mit dem erfinderischen Verfahren ist ein aufbereiteter, als
Rauchprodukt geeigneter Tabak erzielbar, der gekennzeichnet
ist durch einen Proteingehalt von 2 bis 10, vorzugsweise 3,
Trockengewichtsprozent und einen Amadoriverbindungsgehalt von

50,1 bis 10, vorzugsweise 5,0, Trockengewichtsprozent. Bei den
Amadoriverbindungen handelt es sich um diejenigen, die beim
thermischen Zerfall Tabakaromen freisetzen.

Zigaretten, die aus solchem Tabak hergestellt wurden, ergaben
10die in TABELLE 2 am Schiufl der
Beschreibung angegebenen Analysewerte.

Die Erfindung wird nun anhand einiger Beispiele niher erliu-
tert.
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Beispiel 1

In 10 1 (Liter) Wasser wurden 3,75 g (Gramm) des Enzyms
Protease EC 3.4.24.4 mit einer Enzymaktivitdt von 1,0 Enzym-

5 einheit pro mg (Milligramm) gel&st. Eine Enzymeinheit ist die-—
jenige Aktivitit, die Casein bei pH 7,5 und 37°C (Grad Celsius)
dermafien hydrolisiert, daB pro Minute die Menge von 1 Mykromol
Tyrosin freigesetzt wird. In diese 10 1 Enzymldsung wurden
1 kg (Kilogramm) aufzubereitende Tabakmischung (American Blend)

10 in Form von sogenannten Strips (entrippte Blitter) eingeschlimmt.
Diese Schldmme wurde 6 Stunden bei 37°C stehengelassen und da-
bei gelegentlich umgeriihrt. bann wurde die wdssrige Phase von
den Strips abgetrennt und danach wurden die Strips zweimal mit
je 2,5 1 Wasser von 80°¢c gewaschen und anschliefliend ausgeprefit.

15 Die wdssrige Phase, das Waschwasser und die beim Auspressen
anfallende Flissigkeit wurde zur Ldsung vereinigt. Es ergaben
sich insgesamt 12 1 LOsung.

Der vorbehandelte Tabak, das sind die ausgepreBten Strips, wur-
20 de in stromender Warmluft bis auf eine Restfeuchte von 18 %
(Prozent) getrocknet und aufbewahrt. Die aufzubereitende Tabak=
mischung, die Ldsung und der vorbehandelte Tabak wurden analy-
tisch untersucht. Es ergaben sich dabei Analysenwerte wie in
TABELLE 3 ’
25 angegeben.

Die TABELLE 3 ' zeigt, daB 58 Trockengewichtsprozent der in der
aufzubereitenden, eingesetzten Tabakmischung vorhandenen Pro-
teine abgebaut worden sind und die Abbauprodukte in die L8sung
30 iiberfiihrt wurden.

In die 12 1 Ldsung wurden folgende Zusidtze eingegeben:

Glukose (40 g peI‘ 1,086 g N03-N + NHa/NHS—N) sssreccsee 506 g .
35 KH, PO, (Xaliumhydrophosphat) (0,2 % pro Extraktmenge) . 24 g.
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Die so aufbereitete L&sung wurde in einem Autoklaven bei 105°C
unter Druck sterilisiert und dann druckentlastet und auf 30°C
abgekiihlt und in einen 20 1 Fermenter iberfiihrt. Die 30°¢C war-
me, aufbereitete L&sung wurde mit 600 ml (Milliliter) einer
sich in ihrer exponentiellen Wachstumsphase befindenden Kultur

von Candida utilis NCYC 707 . angeimpft. Die
angeimpfte LOsung wurde 8 Stunden lang unter Beliiftung und

laufendem Umrithren im Fermenter belassen. Der pH-Wert wurde
zundchst mit XOH (Xaliumhydroxyd) und spiter mit Zitronensiure
auf pH 5,5 stabilisiert. Dabei wurden die Proteine, Aminosiu-
ren, Nitrate und Nitrite durch metabolische Assimilation abge-
baut. Nach Ablauf der 8 Stunden wurde die Biomasse abzentrifu-
giert. Man erhielt 2,25 1 Biomasse mit einem Feststéffgehalt
von 16 %, entsprechend 360 g wasserfreier Biomasse,

Der durch das Zentrifugieren gewonnene {jberstand - die soge-
nannte Restldsung - enthielt die Tabakalkaloide in der ur-
spriinglich vorhandenen Xonzentration, dariiberhinaus aber nur
noch Spuren an 1l0slichen Stickstoffverbindungen. Das Gesamt-
volumen der Restldsung betrug 9,75 1, die bis zur spdteren
Weiterverwendung bei 2o°g aufbewahrt wurden.

Die abfiltrierte Biomasse wurde mit 1 1 6N Salzsdure 15 Stun-
den in einem Rundkolben unter RiickfiuB gekocht. Dabei zerfiel
die Biomasse und die Proteine wurden destruktiv hydrolisiert,

wobei die Aminosdure Tryptophan so weitgehend zerstort wurde,

daB sie analytisch nach der Hydrolyse nicht mehr nachweisbar
war.

'/

K
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Pas Hydrolysat wurde von den Rilickstdnden der Biomasse durch
Filtrieren getrennt, wobei die iliberschiissige Salzsdure ent-
wich. Der Trockenriickstand, der zu einem groflen Teil aus
Aminosduren bestand, wurde mit 100 ml Wasser angerithrt und
vom unl&slichen Rickstand abfiltriert. Man erhielt ein Amino-
sdurengemisch mit einem Wassergehalt von etwa 50 %.

Dieses Aminosdurengemisch wurde mit NH4OH (Ammoniumhydroxyd )
auf pH 7 eingestellt und mit 100 g Glukose versetzt und 2
Stunden unter RickfluB in einem Rundkolben gekocht, wobei
sich der Rundkolben brdunte und Amadoriverbindungen gebildet
wurden. Der noch heifBle Xolbeninhalt wurde mit der vorher ge-
wonnenen RestlOsung ausgewaschen, so daB die 18slichen Ama-
doriverbindungen in die RestlOsung iibergingen.

Die so gewonnene, nun mit Amadoriverbindungen angereicherte
Restldsung wurde auf den vorbehandelten Tabak, also die aus=
geprefliten Strips, in einer rotierenden Flavourtrommel aufge-
spriht, wobel wahrend des Spriihens das iiberschiissige Wasser
durch Einblasen von Warmiuft abgedampft wurde.

Der so gewonnene, aufbereitete Tabak hatte beziehungsweise
entfaltete sein volles urspringliches Aroma und enthielt
Alkaloidstickstoff, das heiBt Nikotin, in der urspringlichen
Konzentration. Dagegen war der Gehalt an Proteinstickstoff
un 58 % und der Gehalt an Amin-, Ammoniak— und Nitratstick-
stoff um 90 % gegenilber den urspriinglichen Gehdltern im ein-
gesetzten Tabak reduziert.
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Beispiel 2 bis 22

Diese Beispiele unterscheiden sich vom Beispiel 1 nur durch
die aus TABELLE - 4 ersichtlichen
5 Sachverhalte.

In den Beispielen 1 bis 22 wurden als Mikroorganismen die
Candida utilis NCYC 707 eingesetzt. Weitere Mikroorganismen,
die die F#higkeit besitzen, Proteine und Proteinuntereinheiten

10 zu assimilieren, und die anstelle der Candida utilis NCYC 707
einsetzbar sind, sind in '

 TABELLE 5

angegeben.
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TABELLE 1
Auswahl geeigneter Enzyme
*
Protease EC 3.4.4.16
Protease EC 3.4.24.4 ,
Pronase Enzymgemisch aus Streptomyces griseus
Proteinase EC 3.4.21.14
Trypsin EC 3.4.21.4
Pepsin EC 3.4.23.1
*) EC = Enzymecommission
TABELLE 2
Analysenwerte
aufzubereitende
Tabakmischung nach Beispiel
(American Blend) aufbereiteter
wie sie nach Bei- Tabak
spiel 1 eingesetzt
wird
a) Tabakanalyse:
*
Gesamt Alkaloide % 1,96 1,76
Reduzierende o :
Substarzen % 6,7 3,9
Nitrat-N % 0,25 0,03
Amoniak-N % 0,31 0,05
Gesamt-N % 3,22 1,63
b) Analyse des Hauptstromrauchs:
. ¥
co mg/cig 16,1 9,1
NO mg/cig 0,31 0,03
TPM mg/cig 19,1 12,5
Nicotin mg/cig 1,31 1,05
HCN mg/cig 0,243 0,030
Aldehyde mg/cig 1,41 1,29

*) % = Trockengewichtsprozent
*%) mg/cig = Milligramm pro Zigarette
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TABELLE 3 )
ANALYSENWERTE

aufzubereitende vorbehandelter " ;

Tabakmischung Tabak - also wassrige

(American Blend) die ausgepreB- Losung

wie sie nach Bei- ten Strips

spiel 1 einge-

setzt wird
Gesamt-N %% = 2,95 0,99 10,139
Amoniak-N ¢ 0,22 0,02 0,012
Nitrat-N % - 0,22 0,02 0,017
Alkaloid-N % 0,33 0,03 0,025
Protein-N % 2,18 0,92 " 0,085
Protein % 13,62 5,70 0,53
Gesamtheit der — — 1,61

gelosten Stoffe *

*) % = Trockengewichtsprozent
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TABELLE 4 Teil 1
Beispiel 1 2 3 4 5
a) Extraktion von Proteinen aus Tabak
Strips : Wasser 1:15 1:10 1:5 1:20 1:15
5 Temperatur (°c) 37 37 37 37 50
PH 715 795 715 715 715
Zeit (Stunden) 6 6 6 6 6
g 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75

10 Bnzym Aktivitdt 1 1 1 1 1
(Einheit/mg Enzym) , . ,
eingesetztes . EC 3_4.24'_4
Enzym
b) unbehandelte Ldsung )

15 Nitrat-N % » 0,017 0,025 0,039 0,013 0,017
Ammonium-N % 6,012 0,020 0,031 0,01 0,012
Protein-N % 0,085 0,120 0,240 0,066 0,90
c) Zusatz und Fermentationsbedinqungen
Glucose % 4,2 6,9 11,4 3,3 4,4

20 Temperatur (°c) 30 30 30 30 30
PH 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5
Xaliumhydrogen-
phosphat 0,2 0,2 0,2 0,2 - 0,2
(KH, PO, )

25 d) behandelte Ldsung
Nitrat-N % o] 0 0 0 0]
Ammonium-N % 0 0] o] 0 o]
Protein-N % 0,005 0,007 0,05 0,003 0,004
Glucose % 0 '

30 Xaliumhydrogen-—
phosphat 8] o 0] o o]

(KH2 P04)
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TABELLE 4 Teil 2
Beispiel 6 7 8 9 10
a) Bxtraktion von Proteinen aus Tabak
Strips : Wasser 1:15 1:15 1:15 1:15 1:15
Temperatur (°C) 65 30 37 37 37
PH 7:5 7,5 7,0 8,0 1,5
Zeit (Stunden) 6 6 6 6 6
mmen
(arog Tamak) 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75
Enzym Aktivitit 1 1 1 1 1
(Einheit/mg Enzym),
i 4
eingesetztes ) ) .
Enzym EC 3.4.24.4 EC 3.4.23.1
b) unbehandelte L&sung
Nitrat-N % 0,017 0,017 0,017 0,017 0,015
Ammonium-N % 0,012 0,012 0,012 0,012 ' 6,010
Protein-N % 0,08 0,08 0,08 0,08 0,07
c) Zusatz und Fermentationsbedingungen
Glucose % 490 4,0 4,0 4,0 3,5
Temperatur (°c) 30 30 30 30 30
PH 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5
Xaliumhydrogen—
phosphat 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
(KH2 PO4)
d) behandelte Ldsung
Nitrat-N % 0 o 0] 0] ]
Ammonium-N % 0 0 c 0 o
Protein-N % 0,003 0,003 0,003 0,003 0
Glucose % 0] 0 0 0 0
Xaliumhydrogen-
phosphat 0 0 0 0 0

(x#, PO, )
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TABELLE. 4 Teil 3
Beispiel 11 12 13 14 15
a) Sxtraktion von Proteinen aus Tabak
Strips : wasser 1:15 1:15 1:15 1:15 1:15
Temperatur (°C) 37 37 37 37 37
PH 4 745 7,5 745 7+5
Zeit (Stunden) 6 10 2 2 6
(g rendsy 375 3,75 3,75 10 1
Bnzym Aktivitdt
(Einheit/mg Enzym) | L 1 1 1 3,75 )
eingesetztes : ~ o
Enzym EC 3.4.23.1 EC 3.4.24.4
b) unbehandelte LBsung
Nitrat-N % 0,015 0,017 0,017 0,017 0,017
Ammonium-N % c,00 0,012 0,072 0,012 0,012
Protein~N % 0,09 0,09 0,06 0,095 0,085
c) Zusatz und Fermentationsbedingungen
Glucose % 4,2 4,4 3,3 4,6 4,2
Temperatur (°C) 30 30 30 30 30
pH _ ' 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5
Xaliumhydrogen-
phosphat 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
V(KH2 PO4)
d) behandelte L&sung
Nitrat-N % o 0 o o 0
Ammonium-N % o o} 0 o 0
Protein-N % 0,004 0,003 8] 0,006 0,005
Glucose % 0 0 o} 0 0
Xaliumhydrogen—
phosphat o - 0 0 o) o)
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TABELLE 4 Teil 4
Beispiel 16 17 18 1S 20
a) sxtraktion von Proteinen aus Tabak
Strips : Wasser 1:15 1:15 1:15 1:15 1:15
5 Temperatur (°C) 37 37 37 37 37
PH 755 755 7,5 7,5 7,5
Zeit (Stunden) 6 6 6 6 6
Enzymmenge
(g/kg Tabak) 75 3,75 3,75 3,75 3,75
10 Enzym Aktivitdt
(Einheit/mg E:nzym)t(_)_’5 1 1 1 1 .,
. h 2
elngesetztes a
Enzym EC 3.4.24.4
b) unbehandelte Ldsung
15Nitrat-N % 0,017 o,017 0,017 0,017 0,017
Ammonium-N % 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012
Protein-N ¢ 0,085 0,085 0,085 0,085 0,085
. c) Zusatz und Fermentationsbedingungen
. Glucose % 4,2 4,2 4,2 4,2 4,2
20 Temperatur (°C) 30 25 36 30 30 ’
PH - 5,5 5,5 5,5 4,0 6,0
Kaliumhydrogen- '
phosphat , 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
(KH2 PO4)
25d) behandelte Ldsung
Nitrat-N % 0 0 o) 0 0
Ammonium-N % 0 0 0 0 0
Protein-N % 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
Glucose % o] o o] 0 0
30 Kaliumhydrogen-
phosphat 0 0 0 0 0

(KH2 PO4)
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TABELLE 4 Teil 5
Beispiel 21 22

a) Bxtraktion von Proteinen aus Tabak

Strips : Wasser 1:15 1:15

5 Temperatur (°C) 37 37
PH , 7,5 75
Zeit (Stunden) 6 6
Enz enge

10 Erzym Aktivitdt

(Einheit/mg Enzym)- 1 1 L -
i . | aae

eingesetztes R

Enzym EC 3.4.24.4

b) unbehandelte LOsung

_ 15Nitrat-N % 0,017 0,017
Ammonium-N % 0,012 - 0,012 -
Protein-N % 0,085 0,085

c) Zusatz und Fermentationsbedingungen

Glucose % 4,2 ~ 4,2

20 Temperatur (OC) 30 30
PH ' 5,5 5,5
Xaliumhydrogen- .
phosphat 0,5 1,0
(XH, PO4)

25 d)behandelte Ldsung

Nitrat-N % o] ¢]
Ammonium-N % 0 0
Protein-N % 0,005 0,005
Glucose % C c

30 Xaliumhydrogen-
phosphat 0,2 0,6
(KH2 PO4)

*) % = Trockengewichtsprozent



10

15

20

25

- 18 - P 28 263

TABSLLE 5

Auswahl geeigneter Mikroorganismen, die die Fdahigkeit besitzen,-
Proteine und Proteinuntereinheiten zu assimilieren

Candida utilis DSM 70167 = CBS 359
Candida utilis NCYC 707

Candida utilis CBS 621

Candida utilis : NCYC 321

Candida berthetii CBS 5452

Diese Stédmme sind als sogenannte Standardstdmme der Offentlich-
keit zugdnglich und an den durch die Abkiirzungen bezeichneten
Hinterlegungsstellen unter der angegebenen Nummer erhdltlich.

Die Abkiirzungen bedeuten:

DSM = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
GrisebachstraBe 8
D-3400 Go6ttingen

NCYC = NATIONAL COLLECTION OF YEAST CULTURES
Lyttel Hall, Surrey RH 1 4HY
Nutfield Ridge 2272, GroBbritannien

CBS = Centraalbureau voor Schimmelcultures
Julianalaan 67 a
Delft / Niederlande



\ 3056073
- 1 - - P 28 263

Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Aufbereitung von Tabak, bei dem zunichst un-
1osliche Proteinbestandteile und Proteinuntereinheiten durch
5 enzymatische Behandlung in 10sliche Proteinfragmente zerlegt
- werden und dann die 18slichen Bestandteile in Wasser geldst
werden und die gewonnene LOsung vom behandelten Tabak abge-
trennt wird, dadurch gekennzeichnet, daB aus der abgetrennten
Losung durch von Mikroorganismen hervorgerufene, metabolische
10 Assimilation und anschliefBendes Abtrennen der Biomasse Pro-
teinbestandteile und Proteinuntereinheiten und niedermoleku-
lare Stickstoffverbindungen eliminiert werden und daB die in
der Restlosung verbleibenden LOsungsbestandteile vorbehandel-
tem Tabak zugesetzt werden.
15
‘2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf zur
Aufbereitung von griinem Tabak dieser zunichst unter Denaturie-
rung 1lOslicher Proteinbestandteile in unl®sliche Proteinunter-
einheiten getrocknet wird (curing) und erst dann der enzymati-
20 schen Behandlung unterworfen wird.

A3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
daB zur Aufbereitung von zerkleinertem, getrockneten, grinen
Tabak und zur Wiederaufbereitung von zerkleinerten Tabakabfil-
25 len aus dem Tabak und Wasser im Gewichtsverhdltnis 1 : 3 bis
1 : 12, vorzugsweise 1 : 5, eine Aufschldmmung gebildet wird,
die dann der enzymatischen Behandlung unterworfen wird.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch

30 gekennzeichnet, daB die enzymatische Behandlung mit einem En-
zym mit proteolitischer Aktivitdt in einer Tabak-Wasser-Auf-
schldmmung im Gewichtsverhdltnis 1 : 3 bis 1 : 12, vorzugswei=-
se 1 : 5, und mit einer Enzymkonzentration erfolgt, die so
groB. gewdhlt ist, daB bei fiir das eingesetzte, aktive Enzym

35 optimaler Behandlungstemperatur im Bereich zwischen 30°C 7
(Grad celsius) und 70°C, optimalem pH-Wert und unter stindigem
Umrithren .ehe das Enzym 9/10 seiner urspriinglichen Aktivitit
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verloren hat, der Gehalt des Tabaks an unldslichen Protein-

stoffen und Proteinuntereinheiten auf 20 bis 40 % (Prozent),
vorzugsweise 33 %, des Ausgangswertes reduziert wird.

55. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB zur metabolischen Assimilation die abge-
trennte LOsung sterilisiert und dann mit einer in ihre expo-
nentielle Wachstumsphase versetzten- Kultur von Mikroorganis-
men, die die Fdhigkeit besitzen, Proteine und Proteinunterein-

10 heiten zu assimilieren, angeimpft wird und unter Zugabe von
Zucker auf glinstigen Lebensbedingungen Ffiir diese Kultur gehal-
ten wird, bis die geldsten Proteinfragmente und anderen nie-
dermolekularen Stickstoffverbindungen zu mindestens 95 % als
Aufbaustoffe fiir das zelleigene Protein der Mikroorganismen

15 verbraucht sind und daf dann die metabolische Assimilation ab-
gebrochen wird durch Abtrennen der Biomasse.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB in der abgetrennten Biomasse enthaltene
20 Proteine destruktiv hydrolisiert werden, derart, daB diejeni-
. gen Aminosduren, die mit reduzierendem Zucker und Erhitzen
(Maillard Reaktion) nicht in solche Amadoriverbindungen um-
setzbar sind, die beim thermischen Zersetzen Tabakaromen frei-
setzen, selektiv zerstdrt werden und daB dann die anderen
25 Aminosduren mit reduzierendem Zucker in Amadoriverbindungen
umgesetzt werden und daB die so gewonnenen Amadoriverbindungen
dem vorbehandelten Tabak zugesetzt werden.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch

30 gekennzeichnet, daB das Zusetzen der in der Restldsung ver-
bliebenen Ldsungsbestandteile und/oder der aus der Biomasse
separierten Aminosduren an den vorbehandelten Tabak fein ver-
teilt erfolgt im wdssrigen Milieu mit anschlieBender Trocknung
des angereicherten, vorbehandelten Tabaks.
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- 8. Tabak, aufbereitet nach einem Verfahren aus einem der vor-
hergehenden Anspriiche, gekennzeichnet durch einen Proteinge-
halt von 2 bis 10, vorzugsweise 3 Trockengewichtsprozent und
einen Amadoriverbindungsgehalt von 0,1 bis 10, vorzugsweise

5 5,0 Trockengewichtsprozent.
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TABSLLE 5

Auswahl geeigneter Mikroorganismen, die die r3higkeit besitzen,-
Proteine und Proteinuntereinheiten zu assimilieren

Candida utilis DSM 70167 = NCYC 359
Candida utilis NCYC 707

Candida utilis CBS 621

Candida utilis NCYC 321

Candida berthetii CBS 5452 . -~

Diese Stdmme sind als sogenannte Standardstidmme der Offentlich-
keit zugdnglich und an den durch die Abkiirzungen bezeichneten
Hinterlegungsstellen unter der angegebenen Nummer erhidltlich.

Die Abkiirzungen bedeuten:

DSM = DeUtsche Sammlung von Mikroorganismen
GrisebachstraBe 8
D-3400 Gottingen . .

NCYC = NATIONAL COLLECTION OF YEAST CULTURES
Lyttel Hall, Surrey RH 1 4HY
Nutfield Ridge 2272, GroSbritannien

CBS = Centraalbureau voor Schimmelcultures
Julianalaan 67 a
Delft / Niederlande
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