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(54)  Process  for  enzymatic  treatment  of  tobacco  materials. 
  This  invention  relates  to  processes  for  the  enzymatic 
treatment  of  tobacco  materials,  More  particularly,  the  pre- 
sent  invention  relates  to  processes  for  the  partial  enzymatic 
modification  of  tobacco  materials  by  treatment  with  a 
cellulolytic  or  a  pectolytic  enzyme.  Enzymatic  treatment 
carried  out  according  to  the  processes  of  the  invention 
facilitates  homogenization,  fibrillation  and  processability  of 
tobacco  materials  and  improves  the  characteristics  of  the 
smoke  of  tobacco  products  made  from  the  treated  materials. 



TECHNICAL  FIELD  OF  THE  INVENTION 

T h i s   i n v e n t i o n   r e l a t e s   to   t h e   e n z y m a t i c  

t r e a t m e n t   o f   t o b a c c o   m a t e r i a l s .   More  p a r t i c u l a r l y ,  

t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   r e l a t e s   to   p r o c e s s e s   f o r   t h e  

p a r t i a l   e n z y m a t i c   m o d i f i c a t i o n   of   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,  

u s i n g   c e l l u l a s e   or   p e c t i n a s e ,   to   p e r m i t   t h e i r   u s e   i n  

t o b a c c o   m a n u f a c t u r i n g   p r o c e s s e s .   The  p r o c e s s e s   o f  

t h i s   i n v e n t i o n   f a c i l i t a t e   t h e   p r o c e s s a b i l i t y   o f  

t o b a c c o   m a t e r i a l s   and  i m p r o v e   t h e   c h a r a c t e r i s t i c s   o f  

t h e   smoke   of   t o b a c c o   p r o d u c t s   made  f rom  t h e s e   m a t e r i a l s .  

BACKGROUND  ART 

D u r i n g   p r o c e s s i n g   of   t o b a c c o   m a t e r i a l s   f o r  

t h e   m a n u f a c t u r e   o f   t o b a c c o   p r o d u c t s ,   s u b s t a n t i a l  

q u a n t i t i e s   o f   t o b a c c o   a r e   r e j e c t e d   by ,   or  f a l l  o u t  

o f ,   t h e   p r o c e s s i n g   e q u i p m e n t .   As  a  r e s u l t ,   s i g n i -  

f i c a n t   a m o u n t s   o f   t o b a c c o   b y - p r o d u c t s ,   i n c l u d i n g  

c l a s s   t o b a c c o ,   t o b a c c o   d u s t ,   f i n e s ,   s t e m s ,   v e i n s   a n d  

s t a l k s   a r e   g e n e r a t e d .   B e c a u s e   t h e s e   b y - p r o d u c t s  

c a n n o t   a u t o m a t i c a l l y   be  i n c o r p o r a t e d   i n t o   t h e   t o b a c c o  

m a n u f a c t u r i n g   p r o c e s s ,   t h e y   a r e   e i t h e r   d i s c a r d e d   o r  

t r e a t e d   in   an  e f f o r t   to   make  them  u s e f u l   in   t o b a c c o  

p r o d u c t s .  

H i g h   c e l l u l o s e   or   p e c t i n   c o n t e n t   i s   a  c h a r -  

a c t e r i s t i c   w h i c h   r e n d e r s   some  of   t h e   t o b a c c o   b y -  



p r o d u c t s ,   s u c h   as  s t e m s ,   v e i n s   and   s t a l k ,   s u b j e c -  

t i v e l y   p r o b l e m a t i c   f o r   u s e   i n   s m o k i n g   p r o d u c t s .  

C e l l u l o s e   and   p e c t i n   a r e   h i g h   m o l e c u l a r   w e i g h t ,  

i n s o l u b l e   p o l y s a c c h a r i d e s ,   w h i c h   a r e   p a r t i c u l a r l y  

r e s i s t a n t   t o   d e g r a d a t i o n .   The  e n z y m e s   c e l l u l a s e   a n d  

p e c t i n a s e   d e c r e a s e   t h e   m o l e c u l a r   w e i g h t   and   d e g r e e  

of   p o l y m e r i z a t i o n   o f ,   r e s p e c t i v e l y ,   c e l l u l o s e   a n d  

p e c t i n ,   c o n v e r t i n g   t h e m   t o   s o l u b l e   m o n o s a c c h a r i d e s ,  

d i s a c c h a r i d e s ,   o l i g o s a c c h a r i d e s   and   low  or   i n t e r -  

m e d i a t e   m o l e c u l a r   w e i g h t   p o l y s a c c h a r i d e s .  

A  n u m b e r   of   m e c h a n i c a l ,   c h e m i c a l   and   e n z y -  
m a t i c   m e t h o d s   h a v e   b e e n   p r o p o s e d   f o r   t h e   p r o c e s s i n g  

of   t o b a c c o   b y - p r o d u c t s .   Among  t h e   e n z y m a t i c   t r e a t -  

m e n t s ,   U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t   3 , 5 1 7 , 8 5 7   r e f e r s   t o   a  

t r i p l e   e n z y m e   s y s t e m ,   c o n s i s t i n g   o f   a  c e l l u l a s e ,   a  

h e m i - c e l l u l a s e   and  a  p e c t i n a s e ,   w h i c h   i s   u s e d   t o  

t r e a t   t o b a c c o   s t e m s .   U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t   3 , 2 4 0 , 2 1 4  

e m p l o y s   t h e   same   t r i p l e   e n z y m e   s y s t e m   to   t r e a t   g r o u n d  

t o b a c c o   s t e m s   and   f i n e s   f o r   u s e   in   t h e   m a n u f a c t u r e  

of   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   s h e e t s .   B r i t i s h   P a t e n t  

S p e c i f i c a t i o n   2 , 0 6 9 , 8 1 4   r e f e r s   to   a  m e t h o d   f o r   p r o -  
c e s s i n g   t o b a c c o   by  t r e a t m e n t   w i t h   one   or   m o r e   o x i -  

d o r e d u c t a s e ,   l y a s e   or   h y d r o l a s e   e n z y m e s .  
U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t   4 , 2 9 8 , 0 1 3   r e f e r s   t o  

t h e   t r e a t m e n t   o f   c e l l u l o s i c   t o b a c c o   w a s t e   m a t e r i a l s  

w i t h   c e l l u l a s e s ,   s u c h   as  t h o s e   d e r i v e d   f r o m   T r i c h o -  

d e r m a   v i r i d e ,   to   c o m p l e t e l y   c o n v e r t   c e l l u l o s e   t o  

s i m p l e   s u g a r s   f o r   u s e   i n   t o b a c c o   m a n u f a c t u r i n g .   T h e  

p r o c e s s   p r o p o s e s   s t e p s   o f   c o m m i n u t i o n   and  b a s e   t r e a t -  

m e n t   o f   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s   to   r e n d e r   t h e m   m o r e  

s u s c e p t i b l e   t o   e n z y m a t i c   d e g r a d a t i o n .  

U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t   3 , 6 1 6 , 2 2 2   r e l a t e s   t o  

a  p r o c e s s   f o r   t h e   s a c c h a r i f i c a t i o n   o f   c e l l u l o s i c   a n d  

woody   t i s s u e s   by  m i x t u r e s   o f   a  f u n g a l   c u l t u r e   w h i c h  

a t t a c k s   t h e   c e l l u l o s e   m o l e c u l e   f r o m   t h e   e n d ,   y i e l d i n g  

s o l u b l e   s u g a r   p r o d u c t s   and  a  c u l t u r e   w h i c h   c l e a v e s  

t h e   c e l l u l o s e   m o l e c u l e   i n t e r n a l l y   a t   r a n d o m   p o i n t s  



to   y i e l d   s h o r t e r   f i b e r s   b u t   n o t   s o l u b l e   s u g a r s ;   o r  

m i x t u r e s   o f   e n z y m e s   d e r i v e d   f r o m   s u c h   c u l t u r e s .  

U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t   3 , 1 3 2 , 6 5 1   r e f e r s   t o  

t h e   t r e a t m e n t   o f   t o b a c c o   w i t h   c e l l u l a s e   to   e f f e c t  

r a p i d   a g i n g   and  to   s i m u l t a n e o u s l y   e l i m i n a t e   or  s u b -  

s t a n t i a l l y   r e d u c e   n i c o t i n e   c o n t e n t   o f   t h e   t o b a c c o .  

U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t   4 , 3 0 7 , 7 3 3   r e f e r s   to   a  

p r o c e s s   f o r   t r e a t i n g   t o b a c c o   m a t e r i a l s   w i t h   a  b u f f e r e d  

s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   an  e n z y m e   e x h i b i t i n g   c e l l u l a s e  

a c t i v i t y   to   e n h a n c e   t h e   e x p a n s i o n   c a p a b i l i t y   a n d  

f i l l i n g   c a p a c i t y   o f   t h e   m a t e r i a l s .  

U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t s   3 , 3 5 3 , 5 4 1 ;   3 , 3 8 6 , 4 4 9 ;  

3 , 4 0 9 , 0 2 6 ;   3 , 4 1 1 , 5 1 5 ;   3 , 4 2 0 , 2 4 1   and  3 , 4 3 5 , 8 2 9   a n d  

B r i t i s h   P a t e n t   S p e c i f i c a t i o n   1 , 1 5 3 , 1 2 0   r e f e r   t o  

m e t h o d s   f o r   p r o d u c i n g   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   p r o d u c t s .  

A c c o r d i n g   t o   t h e s e   m e t h o d s ,   t o b a c c o   p l a n t   p a r t s   a r e  

t r e a t e d ,   t o   r e l e a s e   p e c t i n s ,   w i t h   s o l u t i o n s   o f ,  

r e s p e c t i v e l y ,   d i a m m o n i u m   a c i d   p h o s p h a t e ,   d i a m m o n i u m  

a c i d   p h o s p h a t e   f o l l o w e d   by  a l k a l i n e   e a r t h   m e t a l   p h o s -  

p h a t e ,   a l k a l i   c a r b o n a t e ,   s o d i u m   or   p o t a s s i u m   o r t h o -  

p h o s p h a t e ,   ammonium  o r t h o p h o s p h a t e ,   i n o r g a n i c   a c i d  

f o l l o w e d   by  a l k a l i n e   m a t e r i a l   or   ammonium  s u l f a t e  

o p t i o n a l l y   f o l l o w e d   by  a  p e c t i c   e n z y m e .  
U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t   3 , 6 3 6 , 0 9 7   r e f e r s   to   a  

p r o c e s s   f o r   o b t a i n i n g   m a l i c   a c i d   f r o m   t o b a c c o   b y  

e x t r a c t i o n   o f   w a t e r   s o l u b l e s   i n c l u d i n g   m a l i c   a c i d  

and  w a t e r   s o l u b l e   p e c t i n s ,   f o l l o w e d   by  t r e a t m e n t  

w i t h   p e c t i n a s e   e n z y m e   and  a l k a l i n e   e a r t h   m e t a l   o x i d e  

or   h y d r o x i d e .   U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t   3 , 7 4 7 , 6 0 8   r e f e r s  

to   a  m e t h o d   f o r   t h e   d i g e s t i o n   o f   p e c t i n - b o u n d   p l a n t  

m a t e r i a l   by  p e c t o l y t i c   e n z y m e - p r o d u c i n g   m i c r o o r g a n i s m s  

u n d e r   c o n t r o l l e d   pH,  m o i s t u r e ,   t i m e   and  t e m p e r a t u r e  

c o n d i t i o n s .  

DISCLOSURE  OF  THE  INVENTION 

The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   p r o v i d e s   p r o c e s s e s  
f o r   t h e   p a r t i a l   e n z y m a t i c   m o d i f i c a t i o n   o f   t o b a c c o  



m a t e r i a l s   u s i n g   c e l l u l a s e   or   p e c t i n a s e .   I t   a d v a n -  

t a g e o u s l y   p e r m i t s   f o r m e r l y   p r o b l e m a t i c   o r   n o n - u s e f u l  

t o b a c c o   m a t e r i a l s   t o   be  m o d i f i e d   f o r   u s e   i n   t o b a c c o  

m a n u f a c t u r i n g   p r o c e s s e s .  
In  one  e m b o d i m e n t   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,  

c e l l u l o s i c   t o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e   t r e a t e d   w i t h   a  c e l -  

l u l o l y t i c   e n z y m e   t o   a  s a c c h a r i f i c a t i o n   l e v e l   o f   l e s s  

t h a n   100%.  A c c o r d i n g   to   a n o t h e r   e m b o d i m e n t   of   t h i s  

i n v e n t i o n ,   p e c t i c   w o o d y   t o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e   t r e a t e d  

w i t h   a  p e c t o l y t i c   e n z y m e   t o   a  s a c c h a r i f i c a t i o n   l e v e l  

o f   l e s s   t h a n   100%  w h i c h   p e r m i t s   f i b r i l l a t i o n   of   t h e  

m a t e r i a l s   and  i m p r o v e m e n t   o f   t h e i r   s u b j e c t i v e   c h a r a c -  

t e r i s t i c s .   A d v a n t a g e o u s l y ,   m a t e r i a l s   to   be  t r e a t e d  

a c c o r d i n g   to   t h i s   i n v e n t i o n   n e e d   n o t   be  s u b j e c t e d   t o  

any   m e c h a n i c a l ,   c h e m i c a l   or   e n z y m a t i c   p r e - t r e a t m e n t  

i n   o r d e r   t o   f a c i l i t a t e   t h e   d e s i r e d   d e g r e e   o f   e n z y m a t i c  

m o d i f i c a t i o n .  

By  v i r t u e   o f   t h i s   i n v e n t i o n ,   i t   i s   p o s s i b l e  

t o   c o n t r o l   t h e   d e g r e e   o f   m o d i f i c a t i o n   o f   t h e   e n z y -  

m a t i c a l l y   t r e a t e d   t o b a c c o   m a t e r i a l s   and   to   p e r m i t  

t h e i r   u s e   i n   t o b a c c o   p r o d u c t s .  

DETAILED  DESCRIPTION  OF  THE  INVENTION 

In  o r d e r   t h a t   t h e   i n v e n t i o n   h e r e i n   d e s -  

c r i b e d   may  be  more   f u l l y   u n d e r s t o o d ,   t h e   f o l l o w i n g  

d e t a i l e d   d e s c r i p t i o n   i s   s e t   f o r t h .   In   t h e   d e s c r i p -  

t i o n ,   t h e   f o l l o w i n g   t e r m s   a r e   e m p l o y e d :  

A m e r i c a n   C i g a r e t t e   B l e n d -   A  m i x t u r e   o f   d i f f e r e n t  

t y p e s   of   t o b a c c o   s u c h   a s ,   f o r   e x a m p l e ,   F l u e - c u r e d ,  

B u r l e y ,   M a r y l a n d ,   O r i e n t a l ,   and   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o ,  

in   v a r i o u s   p r o p o r t i o n s .  

Oven  V o l a t i l e s   (OV)-   The  p e r c e n t   w e i g h t   l o s s   o f  

t o b a c c o   in   a  c i r c u l a t i n g   a i r   o v e n   in   t h r e e   h o u r s   a t  

1 0 0 ° C .   "OV"  i s   u s e d   h e r e i n   to   r e p r e s e n t   t h e   m o i s t u r e  

c o n t e n t   o f   t h e   t o b a c c o .  

C e l l u l o l y t i c   M i c r o o r g a n i s m -   A  m i c r o o r g a n i s m   t h a t  

p r o d u c e s   an  e n z y m e   c a p a b l e   o f   d e g r a d i n g   n a t i v e ,  

c r y s t a l l i n e   c e l l u l o s e .  



C e l l u l o l y t i c   E n z y m e -   An  e n z y m e   t h a t   i s   c a p a b l e   o f  

d e p o l y m e r i z i n g   and  h y d r o l y z i n g   n a t i v e   c e l l u l o s e   t o  

s i m p l e   s u g a r s   or   to   l o w e r   m o l e c u l a r   w e i g h t   p o l y s a c -  

c h a r i d e s .   An  e n z y m e   t h a t   i s   c a p a b l e   o f   c l e a v i n g   a  

c e l l u l o s e   m o l e c u l e   i n t e r n a l l y   a t   r a n d o m   p o i n t s   y i e l d -  

i n g   s h o r t e r   f i b e r s   b u t   n o t   s i m p l e   s u g a r s .  

C l a s s   T o b a c c o -   Any  f o r m   of   t o b a c c o   t h a t   h a s   f a l l e n  

o u t   of   t h e   t o b a c c o   m a k i n g   m a c h i n e r y   d u r i n g   t h e   t o b a c c o  

m a n u f a c t u r i n g   p r o c e s s .  

H o m o g e n i z a t i o n   of   T o b a c c o -   A  p a r t   o f   t h e   r e c o n s t i t u -  

t i o n   p r o c e s s   w h i c h   c o n s i s t s   of   p u t t i n g   t o b a c c o   m a t e -  

r i a l s   in   w a t e r   t h r o u g h   a  r e f i n e r   w h i c h   s q u e e z e s   a n d  

m i x e s   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s   c o n t a i n e d   t h e r e i n   w i t h  

w a t e r   to   an  e s s e n t i a l l y   u n i f o r m l y   c o n s i s t e n t   s l u r r y .  

E n z y m a t i c   M o d i f i c a t i o n   of   T o b a c c o -   The  e n z y m a t i c  

s a c c h a r i f i c a t i o n   of   any  p a r t   of   a  t o b a c c o   mix  t o  

s i m p l e   s u g a r s   or  to   l o w e r   m o l e c u l a r   w e i g h t   p o l y s a c -  

c h a r i d e s   a n d / o r   t h e   e n z y m a t i c   c l e a v a g e   of   a  c e l l u l o s e  

or   p e c t i n   m o l e c u l e   i n t e r n a l l y   a t   r a n d o m   p o i n t s   y i e l d -  

i n g   s h o r t e r   f i b e r s   b u t   n o t   s i m p l e   s u g a r s .  
F i b r i l l a t i o n   of   T o b a c c o -   The  d i v i s i o n   of   t o b a c c o  

f i b e r   b u n d l e s   i n t o   s m a l l e r   b u n d l e s ,   t h e   s e p a r a t i o n  

of   s m a l l   b u n d l e s   of   t o b a c c o   f i b e r s   i n t o   i n d i v i d u a l  

f i b e r s ,   and  t h e   c u t t i n g   o f   f i b e r s   i n t o   f i b e r s   o f  

s h o r t e r   l e n g t h .  

P e c t o l y t i c   M i c r o o r g a n i s m -   A  m i c r o o r g a n i s m   t h a t   p r o -  
d u c e s   an  enzyme   c a p a b l e   of   d e g r a d i n g   n a t i v e   p e c t i n .  

P e c t o l y t i c   E n z y m e -   An  e n z y m e   t h a t   i s   c a p a b l e   o f  

d e p o l y m e r i z i n g   and  h y d r o l y z i n g   n a t i v e   p e c t i n   to  s i m p l e  

s u g a r s   or   to   l o w e r   m o l e c u l a r   w e i g h t   p o l y s a c c h a r i d e s .  

An  e n z y m e   t h a t   i s   c a p a b l e   of   c l e a v i n g   a  p e c t i n   m o l e -  

c u l e   i n t e r n a l l y   a t   r a n d o m   p o i n t s   y i e l d i n g   s h o r t e r  

f i b e r s   b u t   n o t   s i m p l e   s u g a r s .  

The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   r e l a t e s   to   p r o c e s s e s  
f o r   t h e   e n z y m a t i c   m o d i f i c a t i o n   of   c e l l u l o s i c   t o b a c c o  



m a t e r i a l s ,   i n c l u d i n g   b y - p r o d u c t s   s u c h   as  c l a s s   t o b a c c o ,  

t o b a c c o   d u s t ,   f i n e s ,   s h r e d s ,   s t e m s ,   v e i n s ,   and  s t a l k s .  

The  p r o c e s s e s   o f   t h e   i n v e n t i o n   a l s o   p e r m i t   t h e   e n z y -  

m a t i c   m o d i f i c a t i o n   o f   p e c t i c   woody   t o b a c c o   m a t e r i a l s  

s u c h   as  s t e m s ,   v e i n s   and  s t a l k s .  

T h e s e   p r o c e s s e s   f a c i l i t a t e   h o m o g e n i z a t i o n  

o f   c e l l u l o s i c   t o b a c c o   m a t e r i a l s   and   t h e   a p p l i c a t i o n  

o f   s u c h   h o m o g e n i z e d   t o b a c c o   m a t e r i a l s   t o   o t h e r   t o b a c c o  

p r o d u c t s .   In  a d d i t i o n ,   t h e s e   p r o c e s s e s   i m p r o v e   t h e  

c h a r a c t e r i s t i c s   and   s h e e t   c a s t i n g   a b i l i t y   o f   s u c h  

t o b a c c o   m a t e r i a l s .  

The  p r o c e s s e s   o f   t h i s   i n v e n t i o n   p e r m i t   t h e  

f i b r i l l a t i o n   o f   woody   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,   s u c h   a s  

s t e m s ,   v e i n s ,   and  s t a l k s ,   and   r e d u c t i o n   o f   t h e   p a r t i -  

c l e   s i z e   and   v i s c o s i t y   o f   f i n e   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,  

s u c h   as  d u s t ,   f i n e s ,   and  s h r e d s .   E n z y m a t i c   t r e a t m e n t  

o f   b o t h   o f   t h e s e   t y p e s   o f   t o b a c c o   m a t e r i a l s   a c c o r d i n g  

to   t h e   p r o c e s s e s   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   a l s o   p r o v i d e s  

a  p r o d u c t   h a v i n g   i m p r o v e d   s e l f - a d h e s i v e ,   f i l m - f o r m i n g  

p r o p e r t i e s .  

B r o a d l y   s t a t e d ,   a c c o r d i n g   t o   one   e m b o d i m e n t  

o f   t h i s   i n v e n t i o n ,   c e l l u l o s i c   t o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e  

c o n t a c t e d   w i t h   a t   l e a s t   one   e n z y m e   c a p a b l e   o f   d e g r a d -  

i n g   t o b a c c o   c e l l u l o s e   u n d e r   c o n d i t i o n s   s u i t a b l e   f o r  

h y d r o l y s i s   o f   t h e   c e l l u l o s e ,   so  t h a t   l e s s   t h a n   1 0 0 %  

of   t h e   c e l l u l o s e   c o n t a i n e d   i n   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s  

i s   s a c c h a r i f i e d   or   c o n v e r t e d   t o   s i m p l e   s u g a r s   o r   t o  

l o w e r   m o l e c u l a r   w e i g h t   p o l y s a c c h a r i d e s .   The  t o b a c c o  

p r o d u c t s   p r o d u c e d   by  s u c h   p a r t i a l   e n z y m a t i c   m o d i f i c a -  

t i o n   c a n   t h e n   be  r e c y c l e d   and   i n c o r p o r a t e d   i n   t h e  

t o b a c c o   m a n u f a c t u r i n g   p r o c e s s   or   p r o c e s s e d   f u r t h e r  

f o r   t h e   p r e p a r a t i o n   o f   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   s h e e t s  

a n d / o r   f o r   o t h e r   s u c h   u s e s   known  t o   t h o s e   s k i l l e d   i n  

t h e   a r t .  

A c c o r d i n g   to   a n o t h e r   e m b o d i m e n t   o f   t h i s  

i n v e n t i o n ,   p e c t i c   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,   s u c h   as  w o o d y  

s t e m s ,   s t a l k s   and   v e i n s ,   a r e   t r e a t e d   w i t h   a t   l e a s t  



one   e n z y m e   c a p a b l e   o f   d e g r a d i n g   t o b a c c o   p e c t i n s ,  

u n d e r   c o n d i t i o n s   s u i t a b l e   f o r   h y d r o l y s i s   o f   t h e  

p e c t i n s ,   to   a  s a c c h a r i f i c a t i o n   l e v e l   o f   l e s s   t h a n  

100%,  s u c h   t h a t   t h e   m a t e r i a l s   a r e   f i b r i l l a t e d   a n d  

s o f t e n e d   by  t h e   t r e a t m e n t .  

E n z y m a t i c   t r e a t m e n t   o f   d i f f e r e n t   t o b a c c o  

m a t e r i a l s   a c c o r d i n g   to   t h e   p r o c e s s e s   o f   t h i s   i n v e n t i o n  

y i e l d s   d i f f e r e n t   r e s u l t s .   Fo r   e x a m p l e ,   e n z y m a t i c  

t r e a t m e n t   of   woody   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,   s u c h   as  s t e m s ,  

v e i n s ,   and  s t a l k s ,   u s i n g   c e l l u l a s e   or   p e c t i n a s e   e n z y m e s  
r e s u l t s   in   d e s i r a b l e   f i b r i l l a t i o n   and  s o f t e n i n g   o f  

t h e   t i s s u e   s t r u c t u r e   o f   t h e s e   t o b a c c o   m a t e r i a l s   a n d  

e n h a n c e s   t h e   s u b j e c t i v e   c h a r a c t e r i s t i c s   o f   p r o c e s s e d  

t o b a c c o   p r o d u c t s   made  f rom  t h e s e   m a t e r i a l s .   T h e  

t r e a t e d   woody   t o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e   s o f t e n e d   a n d  

t h e r e f o r e   r e q u i r e   l e s s   m e c h a n i c a l   e n e r g y   t o   be  f l a t -  

t e n e d   and  p r o c e s s e d   t h a n   u n t r e a t e d   m a t e r i a l s .  

E n z y m a t i c   t r e a t m e n t   of   f i n e   t o b a c c o   m a t e -  

r i a l s ,   s u c h   as  d u s t ,   f i n e s ,   and  s h r e d s ,   w i t h   c e l l u -  

l a s e   r e d u c e s   t h e   p a r t i c l e   s i z e   and  v i s c o s i t y   o f   t h e s e  

m a t e r i a l s ,   t h e r e b y   e n h a n c i n g   t h e   s h e e t - f o r m i n g   a b i l i t y  

of   t h e s e   m a t e r i a l s   f o r   u s e   in   t h e   p r o d u c t i o n   of   r e c o n -  

s t i t u t e d   t o b a c c o   p r o d u c t s .  

C e l l u l a s e   t r e a t m e n t   of   b o t h   woody   and  f i n e  

t y p e s   o f   t o b a c c o   m a t e r i a l s   a c c o r d i n g   to   t h e   p r o c e s s e s  
o f   t h i s   i n v e n t i o n   y i e l d s   a  t o b a c c o   p r o d u c t   h a v i n g  

i m p r o v e d   s e l f - a d h e s i v e ,   f i l m - f o r m i n g   p r o p e r t i e s   c h a r -  

a c t e r i s t i c   o f   t o b a c c o   p r o d u c t s   c o n t a i n i n g   a  h i g h  

d e g r e e   o f   a  b i n d e r   s u c h   as  gum.  T h e s e   s e l f - a d h e s i v e  

p r o p e r t i e s   a r e   a t t r i b u t a b l e   to   t h e   l o w e r   m o l e c u l a r  

w e i g h t   c e l l u l o s e   f r a g m e n t s   f o r m e d   by  t h e   e n z y m a t i c  

t r e a t m e n t   and  w h i c h   f u n c t i o n   as  c e m e n t   as  w e l l   a s  

p l a s t i c i z e r s .  

I t   s h o u l d   be  u n d e r s t o o d   t h a t   t h e   p r o c e s s e s  
of   t h i s   i n v e n t i o n   may  be  e m p l o y e d   to   m o d i f y   a l l   t y p e s  

of   c e l l u l o s i c   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,   i n c l u d i n g ,   b u t   n o t  

l i m i t e d   t o ,   t o b a c c o   s t e m s ,   m i d r i b s ,   v e i n s ,   s t a l k s ,  



l a m i n a ,   f i n e s ,   s h r e d s ,   s t r i p s ,   d u s t ,   c l a s s   t o b a c c o ,  

a n d   c o m b i n a t i o n s   t h e r e o f .   In  a d d i t i o n ,   p e c t i c   w o o d y  

t o b a c c o   m a t e r i a l s ,   s u c h   as  s t e m s ,   s t a l k s   and   v e i n s ,  

may  be  t r e a t e d   by  t h e   p r o c e s s e s   o f   t h i s   i n v e n t i o n .  

As  u s e d   h e r e i n ,   u n l e s s   s p e c i f i e d   t o   t h e   c o n t r a r y ,  

r e f e r e n c e s   to   t o b a c c o   b y - p r o d u c t s   and  t o b a c c o  

m a t e r i a l s   a r e   to   be  u n d e r s t o o d   t o   i n c l u d e   a l l   s u c h  

f o r m s   o f   t o b a c c o ,   i n c l u d i n g   g r e e n ,   c u r e d ,   p a r t i a l l y  

c u r e d ,   or   s t o r e d   t o b a c c o .  

I t   s h o u l d   a l s o   be  u n d e r s t o o d   t h a t   t r e a t m e n t  

o f   c e l l u l o s i c   or   p e c t i c   t o b a c c o   m a t e r i a l s   a c c o r d i n g  

t o   t h e   p r o c e s s e s   o f   t h i s   i n v e n t i o n   n e e d   n o t   p r o d u c e  

any   m e a s u r a b l e   q u a n t i t y   o f   s i m p l e   s u g a r s   o r   l o w e r  

m o l e c u l a r   w e i g h t   p o l y s a c c h a r i d e s .   S i g n i f i c a n t  

i m p r o v e m e n t s   in   t h e   p r o c e s s a b i l i t y   o f   w o o d y   t o b a c c o  

m a t e r i a l s   a r e   a c h i e v e d   by  e n z y m a t i c   t r e a t m e n t   t h a t  

m e r e l y   f i b r i l l a t e s   and  s o f t e n s   t h e   c e l l u l o s i c   o r  

p e c t i c   t o b a c c o   m a t e r i a l s .  

The  c e l l u l a s e   or   p e c t i n a s e   e n z y m e   u s e d   m a y  
be  d e r i v e d   f rom  b a c t e r i a l   c u l t u r e s ,   f u n g a l   s o u r c e s  

o r   p l a n t  e x t r a c t s .   Any  c o m m e r c i a l l y   a v a i l a b l e   c e l l u -  

l a s e   o r   p e c t i n a s e   may  a l s o   be  u s e d .   In  t h e   p r e f e r r e d  

e m b o d i m e n t s   of   t h e   i n v e n t i o n ,   t h e   c e l l u l a s e   or   p e c -  
t i n a s e   e m p l o y e d   i s   d e r i v e d   f r o m   a  m i c r o b i a l   s o u r c e .  

C e l l u l a s e   or   p e c t i n a s e   p r o d u c e d ,   r e s p e c -  

t i v e l y ,   by  a  c e l l u l o l y t i c  o r   p e c t o l y t i c   m i c r o o r g a n i s m ,  

may  be  c o n t a c t e d   w i t h   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s   by  a d d i n g  

a  s o l i d   c u l t u r e   o f   t h e  m i c r o o r g a n i s m ,   a  f i l t r a t e   o r  

e x t r a c t   o f   s u c h   a  c u l t u r e ,   or   an  a q u e o u s   c u l t u r e  

m a s s   to   t h e   m a t e r i a l s   to   be  t r e a t e d .  

A l t e r n a t i v e l y ,   m i c r o b i a l l y - p r o d u c e d   c e l l u -  

l a s e   or   p e c t i n a s e   may  be  a d d e d   i n   t h e   f o r m   a  b r o t h  

w h i c h   h a s   b e e n   c o n c e n t r a t e d   by  c o n v e n t i o n a l   m e t h o d s  

s u c h   as  f r e e z e   d r y i n g   or  p r o t e i n   p r e c i p i t a t i o n  

t e c h n i q u e s .  

M i c r o o r g a n i s m s   u s e f u l   in   t h e   p r o c e s s e s   o f  

t h i s   i n v e n t i o n ,   o r   as  s o u r c e s   o f   e n z y m e s   u s e f u l   i n  



t h e s e   p r o c e s s e s ,   i n c l u d e   m i c r o o r g a n i s m s   o f   t h e   g e n e r a :  
C h a e t o m i u m ,   X  l a r i a ,   P o l y p o r o u s ,   R h i z o p u s ,   A s p e r g i l l u s ,  

s u c h   as  A s p e r g i l l u s   n i g e r ,   A s p e r g i l l u s   t e r r e u s   a n d  

A s p e r g i l l u s   o r y z a e ,   T r a m e t e s ,   s u c h   as  T r a m e t e s  

s a n g u i n e a ,   C e l l u l o m o n a s ,   M y r o t h e c i u m ,   s u c h   a s  

M y r o t h e c i u m   v e r r u c a r i a ,   P e n i c i l l i u m ,   s u c h   a s  

P e n i c i l l i u m   e x p a n s u m ,   P e n c i l i l l i u m   f u n i c u l o s u m   a n d  

P e n i c i l l i u m   v a r i a b l e ,   T r i c h o d e r m a ,  s u c h   as  T r i c h o d e r m a  

v i r i d e   and  T r i c h o d e r m a   k o n i n g i i ,   F u s a r i u m ,   s u c h   a s  

F u s a r i u m   s o l a n i   and   F u s a r i u m   j a v o n i c u m ,   B a c i l l u s ,  

s u c h   as  B a c i l l u s   s u b t i l i s ,   B a s i d i o m y c e t e s ,   E r w i n i a  

and  S t r e p t o m y c e s .   P r e f e r a b l y ,   t h e   m i c r o b i a l   s o u r c e  

of   c e l l u l a s e   i s   o f   t h e   g e n u s   T r i c h o d e r m a ,   more   p r e f e r -  

a b l y ,   T r i c h o d e r m a   v i r i d e .  

The  c e l l u l a s e   u s e d   in   t h e   p r o c e s s e s   o f  

t h i s   i n v e n t i o n   may  be  d e r i v e d   f rom  t h e   f o l l o w i n g  

T r i c h o d e r m a   v i r i d e   c u l t u r e s   w h i c h   a r e   a v a i l a b l e   f r o m  

t h e   A m e r i c a n   Type   C u l t u r e   C o l l e c t i o n   i n   R o c k v i l l e ,  

M a r y l a n d :  

T r i c h o d e r m a   v i r i d e   QM  9 4 1 4  -   ATCC  2 6 9 2 1  

T r i c h o d e r m a   v i r i d e   QM  9 1 2 3  -   ATCC  2 4 4 4 9  

T r i c h o d e r m a   v i r i d e   QM  6a  -  ATCC  1 3 6 3 1  

P r o c e d u r e s   u s e d   f o r   t h e   p r e p a r a t i o n   o f  

c e l l u l a s e   f rom  m i c r o b i a l   s o u r c e s   a r e   d i s c l o s e d   g e n -  

e r a l l y   by  M a n d e l s   and  S t e r n b e r g   in   " R e c e n t   A d v a n c e s  

i n   C e l l u l a s e   T e c h n o l o g y " ,   J o u r n a l   Of  F e r m e n t a t i o n  

T e c h n o l o g y ,   5 4 ( 4 ) ,   pp .   2 6 7 - 8 6   ( 1 9 7 6 ) .  

The  p e c t i n a s e   u s e d   in   t h e   p r o c e s s e s   o f  

t h i s   i n v e n t i o n   may  be  d e r i v e d   f rom  t h e   f o l l o w i n g  

c u l t u r e s :   A s p e r g i l l u s ,   E r w i n i a ,   B a c i l l u s ,  

P e n i c i l l i u m ,   S t r e p t o m y c e s   or  C e l l u l o m o n a s .  

In  t h e   p r a c t i c e   of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,  

t o b a c c o   m a t e r i a l s   f o r   c o n t a c t   w i t h   t h e   c e l l u l a s e   o r  

p e c t i n a s e   e n z y m e   a r e   p r o d u c e d   by  e m p l o y i n g   c o n v e n -  

t i o n a l   t e c h n i q u e s .   Fo r   e x a m p l e ,   t h e   t o b a c c o   m a t e -  

r i a l s   may  be  in   t h e   f o r m   of   an  a q u e o u s   s l u r r y ,  

t o b a c c o   f i b e r ,   s t e m ,   or   s t a l k .   P r e f e r a b l y ,   f o r  



t r e a t m e n t   w i t h   a  c e l l u l a s e   e n z y m e ,   t h e   t o b a c c o   i s  

p r e s e n t   in   t h e   f o r m   o f   a  s u s p e n s i o n   i n   w a t e r   to   f o r m  

a  s l u r r y   h a v i n g   a  c o n c e n t r a t i o n   o f   b e t w e e n   a b o u t   3% 

a n d   a b o u t   30%  t o b a c c o   s o l i d s   by  w e i g h t   on  a  d r y   w e i g h t  

b a s i s ,   and  more   p r e f e r a b l y   b e t w e e n   a b o u t   3%  and  a b o u t  

20%  t o b a c c o   s o l i d s   by  w e i g h t .   I f   t h e   t o b a c c o   to   b e  

t r e a t e d   w i t h   c e l l u l a s e   or   p e c t i n a s e   i s   p r e s e n t   i n  

t h e   f o r m   of   s t e m s ,   t h e   s t e m s   may  be  s u s p e n d e d   i n  

w a t e r   to   a  l e v e l   o f   b e t w e e n   a b o u t   30%  and   a b o u t   60% 

t o b a c c o   s o l i d s   by  w e i g h t .  

For   t h e   t r e a t m e n t   of   s o l i d   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,  

t h e   t o b a c c o   may  be  p r e p a r e d   u s i n g   c o n v e n t i o n a l   s p r a y -  

i n g   t e c h n i q u e s   to   p r o v i d e   a  w a t e r   c o n t e n t   s u f f i c i e n t  

t o   p e r m i t   s u r v i v a l   o f   c e l l u l a s e   or   p e c t i n a s e - p r o d u c i n g  

m i c r o o r g a n i s m s .   In  any  c a s e ,   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l  

m u s t   be  w e t   e n o u g h   t o   s u p p o r t   g r o w t h   o f   t h e   o r g a n i s m s ;  

s u c h   n e c e s s a r y   w a t e r   c o n t e n t   b e i n g   c o n v e n t i o n a l l y  

d e t e r m i n e d   by  e x e r c i s e   o f   o r d i n a r y   s k i l l   in   t h e   a r t .  

In   a d d i t i o n ,   any  o f   a  n u m b e r   of   a d d i t i v e s ,   s u c h   as  a  

c a r b o n   s o u r c e ,   c o n d u c i v e   to   t h e   g r o w t h   o f   t h e   m i c r o -  

o r g a n i s m s   may  be  a d d e d   to   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s .  

A  s o l u t i o n   o f   c e l l u l a s e   or   p e c t i n a s e   e n z y m e  

may  be  a p p l i e d   t o   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s   by  s p r a y i n g .  

A l t e r n a t i v e l y ,   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s   may  be  p a s s e d  

t h r o u g h   or   d i p p e d   i n t o   a  s o l u t i o n   o f   a  c e l l u l a s e   o r  

p e c t i n a s e   e n z y m e .  
In  a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   p r o c e s s e s   o f   t h i s  

i n v e n t i o n ,   when  t o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e   t o   be  c o n t a c t e d  

d i r e c t l y   w i t h   t h e   c e l l u l o l y t i c   or  p e c t o l y t i c   m i c r o -  

o r g a n i s m s ,   t h i s   c o n t a c t   may  be  a c c o m p l i s h e d   i n   a n y  
o f   t h e   c o n v e n t i o n a l   w a y s .   For   e x a m p l e ,   a q u e o u s   s l u r -  

r i e s ,   may  be  c o n t a c t e d   w i t h   t h e   m i c r o o r g a n i s m s   in   a  

c o n t i n u o u s   b a t c h   or   a  f e d   b a t c h   p r o c e s s .   In  t h e  

c a s e   o f   s o l i d   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,   c o n v e n t i o n a l   m e t h o d s  

o f   f e r m e n t a t i o n ,   s w e a t i n g ,   and  c u r i n g   may  be  u s e d .  



In  a c c o r d a n c e   w i t h   one  e m b o d i m e n t   of   t h e  

p r o c e s s   o f   t h i s   i n v e n t i o n ,   t h e   c e l l u l o s e   c o n t a i n e d  

in  t o b a c c o   m a t e r i a l s   i s   h y d r o l y z e d   w i t h   c e l l u l a s e   t o  

a  s a c c h a r i f i c a t i o n   l e v e l   o f   l e s s   t h a n   100%.  P r e f e r -  

a b l y ,   t h e   t o b a c c o   c e l l u l o s e   i s   s a c c h a r i f i e d   to   a  

l e v e l   o f   b e t w e e n   a b o u t   0 .1%  and  a b o u t   63%,  more   p r e -  

f e r a b l y   b e t w e e n   a b o u t   0 .2%  and  a b o u t   3 0 % .  

In  an  a l t e r n a t e   e m b o d i m e n t   of   t h i s   i n v e n t i o n ,  

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

woody  s t e m s ,   s t a l k s   and  v e i n s   i s   h y d r o l y z e d   w i t h  

p e c t i n a s e   to   a  s a c c h a r i f i c a t i o n   l e v e l   of   l e s s   t h a n  

100%.  P r e f e r a b l y ,   t h e   t o b a c c o   p e c t i n   i s   s a c c h a r i f i e d  

to   a  l e v e l   of   b e t w e e n   a b o u t   0 .1%  and  a b o u t   63%,  m o r e  

p r e f e r a b l y   b e t w e e n   a b o u t   0 .2%  and  a b o u t   3 0 % .  

P r e f e r a b l y ,   t h e   a m o u n t   of   c e l l u l a s e   a d d e d  

to   t h e   t o b a c c o   i s   b e t w e e n   a b o u t   1%  and  a b o u t   16%  b y  

w e i g h t ,   on  a  d r y   w e i g h t   b a s i s ,   more   p r e f e r a b l y   b e t w e e n  

a b o u t   1%  and  a b o u t   8%  by  w e i g h t ,   on  a  d r y   w e i g h t  

b a s i s .  

In  an  a l t e r n a t e   e m b o d i m e n t   of   t h i s   i n v e n -  

t i o n ,   t h e   a m o u n t   of   p e c t i n a s e   a d d e d   to   t h e   t o b a c c o  

i s   b e t w e e n   a b o u t   0.5%  and  a b o u t   10%  by  w e i g h t ,   on  a  

d r y   w e i g h t   b a s i s ,   more  p r e f e r a b l y   b e t w e e n   a b o u t   2% 

and  a b o u t   5%  by  w e i g h t ,   on  a  d r y   w e i g h t   b a s i s .  

The  pH  and  o t h e r   c h a r a c t e r i s t i c s   o f   t h e  

t o b a c c o   m a t e r i a l s   may  be  a d j u s t e d   b e f o r e   or   d u r i n g  

t r e a t m e n t .   In  a c c o r d a n c e   w i t h   t h i s   i n v e n t i o n ,   w h e n  

t h e   c e l l u l a s e   enzyme   u s e d   i s   o b t a i n e d   f rom  T r i c h o d e r m a  

v i r i d e ,   t h e   pH  of   t h e   t o b a c c o - e n z y m e   m i x t u r e   d u r i n g  

t r e a t m e n t   i s   p r e f e r a b l y   m a i n t a i n e d   in   a  r a n g e   o f  

b e t w e e n   a b o u t   4 . 3   and  6 . 5 ,   t h e   n o r m a l   pH  r a n g e   o f  

t o b a c c o ,   more   p r e f e r a b l y   a t   a b o u t   5 . 3 .  

When  a  p e c t i n a s e   e n z y m e   i s   u s e d   to   t r e a t  

t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,   t h e   pH  of   t h e   t o b a c c o - e n z y m e  
m i x t u r e   d u r i n g   t r e a t m e n t   i s   p r e f e r a b l y   m a i n t a i n e d  

in  a  r a n g e   of   b e t w e e n   a b o u t   4 . 3   and  6 . 5 ,   more   p r e f -  



e r a b l y   a t   a b o u t   5 . 3 ,   w h e r e   t h e   r e l a t i v e   a c t i v i t y   o f  

t h e   e n z y m e   i s   g r e a t e r   t h a n   7 0 % .  

A d v a n t a g e o u s l y ,   t o b a c c o   m a t e r i a l s   t o   b e  

t r e a t e d   i n   t h e   p r o c e s s e s   o f   t h i s   i n v e n t i o n   n e e d   n o t  

be  c h e m i c a l l y   o r   m e c h a n i c a l l y   p r e - t r e a t e d   p r i o r   t o  

c o n t a c t i n g   w i t h   t h e   c e l l u l a s e   or   p e c t i n a s e   e n z y m e   i n  

o r d e r   to   e n h a n c e   t h e   s u s c e p t i b i l i t y   o f   t h e   c e l l u l o s e  

or   p e c t i n   to   t r e a t m e n t .   F o r   e x a m p l e ,   e x t e r n a l   b u f f e r -  

i n g   a g e n t s   n e e d   n o t   be  a d d e d   t o   t h e   m a t e r i a l   t o   b e  

t r e a t e d .  

F o l l o w i n g   a p p l i c a t i o n   o f   c e l l u l a s e   o r   p e c -  
t i n a s e   t o   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,   t h e   t o b a c c o   t y p i c a l l y  

h a s   a  m o i s t u r e   c o n t e n t   of   b e t w e e n   a b o u t   30  and  97% 

by  w e i g h t .   P r e f e r a b l y ,   t h e   t o b a c c o   i s   c o n t a c t e d  

w i t h   c e l l u l a s e   o r   p e c t i n a s e   a t   a  m o i s t u r e   l e v e l  

b e t w e e n   a b o u t   40%  and   a b o u t   95%,  m o s t   p r e f e r a b l y  

g r e a t e r   t h a n   a b o u t   40%.  A l t h o u g h   t h e   a c t i v i t y   o f  

t h e   e n z y m e   i n c r e a s e s   w i t h   i n c r e a s i n g   m o i s t u r e   l e v e l s ,  

o p t i m u m   r e s u l t s   i n   t e r m s   o f   f i b r i l l a t i o n   o f   t h e  

t o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e   r e a l i z e d   a t   m o i s t u r e   l e v e l s  

l e s s   t h a n   a b o u t   7 0 % .  

P r e f e r a b l y ,   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e  

t r e a t e d   w i t h   c e l l u l a s e   a t   a  t e m p e r a t u r e   o f   b e t w e e n  

a b o u t   20°C  and   a b o u t   60°C ,   m o r e   p r e f e r a b l y   a t   a b o u t  

5 0 ° C .   T o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e   p r e f e r a b l y   t r e a t e d   w i t h  

p e c t i n a s e   a t   a  t e m p e r a t u r e   o f   b e t w e e n   a b o u t   10°C  a n d  

a b o u t   6 0 ° C ,   m o r e   p r e f e r a b l y   a t   a b o u t   3 7 ° C .  

I t   s h o u l d   be  u n d e r s t o o d   t h a t   o p t i m a l   t r e a t -  

m e n t   c o n d i t i o n s ,   s u c h   as  t h e   p e r i o d   o f   t i m e   f o r   c o n -  

t a c t i n g   t h e   t o b a c c o   w i t h   t h e   c e l l u l a s e   or   p e c t i n a s e ,  

or   t h e   pH  o f   t h e   t o b a c c o - e n z y m e   m i x t u r e ,   w i l l   d e p e n d  

on  f a c t o r s   s u c h   as  t h e   s i z e   and   t y p e   o f   t o b a c c o  

m a t e r i a l s   p r e s e n t ,   t h e   d e s i r e d   q u a l i t y   o f   t h e   e n d  

p r o d u c t ,   and  t h e   s o u r c e ,   c o n c e n t r a t i o n   and  a c t i v i t y  

of   t h e   e n z y m e   u s e d .   The  t r e a t m e n t   t i m e   s h o u l d   n o t ,  

h o w e v e r ,   be  l o n g   e n o u g h   t o   p e r m i t   t h e   o c c u r r e n c e   o f  

s i d e   r e a c t i o n s   s u c h   as  f e r m e n t a t i o n .  



Woody  t o b a c c o   m a t e r i a l s ,   s u c h   as  s t a l k s ,  

s t e m s   and   v e i n s ,   r e q u i r e   a  l o n g e r   t i m e   o f   c o n t a c t  

w i t h   t h e   e n z y m e   t h a n   more   p a r t i c u l a t e   m a t t e r ,   s u c h  

as  t o b a c c o   f i n e s ,   d u s t   and  s h r e d s .   P r e f e r a b l y ,   w o o d y  

t o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e   t r e a t e d   w i t h   c e l l u l a s e   or  p e c -  
t i n a s e   f o r   b e t w e e n   a b o u t   0 .5   and  a b o u t   50  h o u r s ,  

more   p r e f e r a b l y   f o r   a b o u t   24  h o u r s .   T o b a c c o   f i n e s ,  

s u c h   as  t o b a c c o   d u s t ,   a r e   t r e a t e d   w i t h   c e l l u l a s e   f o r  

b e t w e e n   a b o u t   0 .5   and  a b o u t   10  h o u r s ,   p r e f e r a b l y   f o r  

b e t w e e n   a b o u t   1  and  a b o u t   3  h o u r s .   D u r i n g   t h e   t r e a t -  

m e n t ,   t h e   t o b a c c o - e n z y m e   m i x t u r e   may  be  a g i t a t e d   o n  

a  c o n t i n u o u s   or  p e r i o d i c   b a s i s .  

The  e n z y m a t i c   t r e a t m e n t   i s   s t o p p e d   by  d e -  

a c t i v a t i n g   t h e   e n z y m e .   P r e f e r a b l y ,   t h e   c e l l u l a s e  

or   p e c t i n a s e   e n z y m e   i s   d e a c t i v a t e d   by  h e a t   t r e a t m e n t .  

Fo r   e x a m p l e ,   when  t h e   c e l l u l a s e   i s   o b t a i n e d   f r o m  

T r i c h o d e r m a   v i r i d e ,   d e a c t i v a t i o n   i s   a c c o m p l i s h e d  

p r e f e r a b l y   by  h e a t i n g   a t   a  t e m p e r a t u r e   p r e f e r a b l y  

b e t w e e n   a b o u t   70°C  and  a b o u t   1 1 0 ° C   f o r   b e t w e e n   a b o u t  

a  few  s e c o n d s   and  s e v e r a l   h o u r s   d e p e n d i n g   on  t h e  

t r e a t m e n t   t e m p e r a t u r e .   A l t e r n a t i v e l y ,   t h e   e n z y m e   i s  

d e a c t i v a t e d   by  r e d u c i n g   t h e   m o i s t u r e   c o n t e n t   of   t h e  

t r e a t e d   s u b s t r a t e ,   p r e f e r a b l y   a t   a  t e m p e r a t u r e   g r e a t e r  

t h a n   a b o u t   70°C ,   to   b e l o w   30%  m o i s t u r e ,   p r e f e r a b l y  

to  b e l o w   20%  m o i s t u r e ,   a  l e v e l   a t   w h i c h   t h e   d r i e d  

s u b s t r a t e   w i l l   m a i n t a i n   i t s   i n t e g r i t y .   I f   t h e   t o b a c c o  

i s   p r e s e n t   in   t h e   f o r m  o f   a  s l u r r y ,   d e a c t i v a t i o n   o f  

t h e   e n z y m e   i s   p r e f e r a b l y   e f f e c t e d   by  b o i l i n g   t h e  

s l u r r y   f o r   a b o u t   5  m i n u t e s .  

The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   p r o v i d e s   an  a d v a n -  

t a g e o u s   p r o c e s s   f o r   t h e   r e f i n e m e n t   a n d / o r   h o m o g e n i -  

z a t i o n   o f   t o b a c c o   m a t e r i a l s ,   s u c h   as  b y - p r o d u c t s ,  

f o r   t h e   p r e p a r a t i o n   o f   h o m o g e n e o u s   s l u r r i e s ,   w h i c h  

may  t h e n   be  r e u s e d   in   t h e   t o b a c c o   m a n u f a c t u r i n g   p r o -  

c e s s ,   f o r   e x a m p l e ,   i n   t h e   m a n u f a c t u r e   o f   r e c o n s t i t u t e d  

t o b a c c o   by  c o n v e n t i o n a l   m e t h o d s ,   s u c h   as  s l u r r y   c a s t -  

i n g ,   p a p e r m a k i n g ,   e x t r u s i o n ,   d i p p i n g ,   c o a t i n g ,   o r  



s p r a y i n g .   The  t r e a t e d   s l u r r i e s   may  be  u s e d   i n   c o m b i -  

n a t i o n   w i t h   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   s h e e t   o r   f i l l e r ,  

t o b a c c o   s t r i p ,   s t e m s ,   o r   n o n - t o b a c c o   s m o k i n g   m a t e r i a l s .  

T r e a t e d   t o b a c c o   p r o d u c t s   r e s u l t i n g   f r o m   t h e   p r o c e s s e s  

o f   t h i s   i n v e n t i o n   a r e   r e a d i l y   h o m o g e n i z a b l e   by  e x i s t -  

i n g   e q u i p m e n t   and   r e q u i r e   a  m i n i m u m   o f   m e c h a n i c a l  

w o r k .   F o r   e x a m p l e ,   c e l l u l a s e   t r e a t e d   t o b a c c o   m a t e r i a l  

i s   s o f t e n e d   to   t h e   p o i n t   t h a t   i t   c an   be  h o m o g e n i z e d ,  

i f   n e c e s s a r y ,   w i t h   c o n v e n t i o n a l   m i x e r s ,   t h u s   e l i m i n a t -  

i n g   t h e   n e e d   f o r   c o l l o i d a l   m i l l s   and  o t h e r   s p e c i a l  

h o m o g e n i z i n g   t e c h n i q u e s .  

The  h o m o g e n e o u s   s l u r r i e s   p r o d u c e d   by  t h e  

p r o c e s s e s   o f   t h i s   i n v e n t i o n   h a v e   r e d u c e d   v i s c o s i t i e s  

and   p o s s e s s   f i l m - f o r m i n g / a d h e s i v e   p r o p e r t i e s   w h i c h  

p e r m i t   t h e i r   u s e   i n   s h e e t   c a s t i n g ,   e x t r u s i o n ,   c o a t i n g  

o r   s p r a y i n g   t e c h n i q u e s .   The  s l u r r i e s   p r o d u c e d   m a y  
be  m i x e d   t o   f o r m   a  c o l l o i d a l   s u s p e n s i o n   w h i c h   m a y  
t h e n   be  a p p l i e d   t o   t o b a c c o   s t r i p s ,   f i l l e r ,   s t e m s   o r  

o t h e r   t o b a c c o   o r   n o n - t o b a c c o   m a t e r i a l s   u s i n g   a  s p r a y -  

i n g ,   d i p p i n g   or   c o a t i n g   t e c h n i q u e .   The  c o a t e d   t o b a c c o  

may  t h e n   be  s h r e d d e d   o r   p a r t i c u l a t e d   i n t o   f i l l e r   a n d  

d r i e d   to   a  m o i s t u r e   l e v e l   o f   l e s s   t h a n   a b o u t   16% 

p r i o r   t o   b e i n g   i n c o r p o r a t e d   i n t o   s m o k i n g   a r t i c l e s .  

A l t e r n a t i v e l y ,   t h e   t o b a c c o   s l u r r y   may  be  c o a t e d   o n t o  

a  p a p e r   or   o t h e r   w r a p p e r   and   u s e d   f o r   w r a p p i n g   c i g a -  

r e t t e s ,   c i g a r s   or   c i g a r e l l o s .   In  a d d i t i o n ,   t o b a c c o  

s l u r r i e s   o b t a i n e d   a c c o r d i n g   t o   t h i s   i n v e n t i o n   may  b e  

c o n c e n t r a t e d   t o   b e t w e e n   a b o u t   40%  and  80%  s o l i d s   b y  

v a c u u m   e v a p o r a t i o n   and  t h e n   e x t r u d e d ,   c a l e n d e r e d   o r  

m o l d e d ,   w i t h   or   w i t h o u t   t h e   a d d i t i o n   o f   b i n d e r s ,  

i n t o   s m o k i n g   a r t i c l e s   s u c h   as  t u b e s ,   r o d s ,   f l a k e s   o r  

r i b b o n s ,   and  d r i e d .  

In  a d d i t i o n ,   t r e a t m e n t   a c c o r d i n g   t o   t h e  

p r o c e s s e s   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   y i e l d s   a  t o b a c c o  

p r o d u c t   h a v i n g   i m p r o v e d   s u b j e c t i v e s   and  s e l f - a d h e s i v e ,  

f i l m - f o r m i n g   p r o p e r t i e s .   The  s e l f - a d h e s i v e   q u a l i t y  

o f   t h e   t r e a t e d   t o b a c c o   a d v a n t a g e o u s l y   e l i m i n a t e s   t h e  



n e e d   f o r   a d d i t i o n   o f   a r t i f i c i a l   a d h e s i v e s   or   b i n d e r s  

in   o r d e r   t o   i n c o r p o r a t e   f i n e   t o b a c c o   p a r t i c l e s   i n t o  

t h e   t o b a c c o .   F o r   e x a m p l e ,   t h e   c e l l u l a s e   t r e a t e d  

t o b a c c o   m a t e r i a l s   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   a d h e r e   t o  

a  s u b s t r a t e   w i t h o u t   t h e   a d d i t i o n   o f   b i n d i n g   s u g a r s  

or   g u m s .  
The  p r o c e s s e s   of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n  

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

i n s t e a d ,   i n c o r p o r a t e   i t   i n t o   a  p a s t e   f o rm  f o r   c o a t i n g .  

Such   p r o c e s s e s   i m p r o v e   t h e   p r o c e s s i n g   o f   r e c o n s t i t u t e d  

t o b a c c o   f r o m   t o b a c c o   s l u r r i e s   by  t h e   p a p e r m a k i n g  

p r o c e s s   by  a d d i n g   t h e   t r e a t e d - t o b a c c o   d u s t   in   p a s t e  

f o r m   o n t o   a  d r i e d   f i b r o u s   s h e e t ,   t h e r e b y   p r o v i d i n g  

f o r   b e t t e r   d r a i n a g e   and  t o b a c c o   s h e e t   p r o d u c t i o n   a t  

t h e   w i r e .  

I t   s h o u l d   be  u n d e r s t o o d   t h a t   t h e   p r o c e s s e s  
of   t h i s   i n v e n t i o n   may  be  u s e d   t o   t r e a t   an  e n t i r e  

p o r t i o n   o f   c e l l u l o s i c   o r   p e c t i c   t o b a c c o   m a t e r i a l s  

g e n e r a t e d   as  b y - p r o d u c t s   o f   t o b a c c o   m a n u f a c t u r i n g  

p r o c e s s   o r   o n l y   a  f r a c t i o n   t h e r e o f .   In  t h e   l a t t e r  

c a s e ,   t h e   t r e a t e d   t o b a c c o   f r a c t i o n   t h e n   a c t s   to   c a r r y  

or   s u p p o r t   t h e   u n t r e a t e d   t o b a c c o   p o r t i o n .  

The  t o b a c c o   p r o d u c t s   o b t a i n e d   in   a c c o r d a n c e  

w i t h   t h i s   i n v e n t i o n   may  be  c o m b i n e d   w i t h   o t h e r   t o b a c c o  

m a t e r i a l s   and  p r o c e s s e d   t o   a  f i n a l   s m o k i n g   p r o d u c t  

or   t h e y   may  be  r e c y c l e d   and  r e u s e d   in   t h e   t o b a c c o  

m a n u f a c t u r i n g   p r o c e s s ,   e . g . ,   f o r m a t i o n   i n t o   s h e e t s  

u s i n g   c o n v e n t i o n a l   r e c o n s t i t u t i o n   m e t h o d s .  

T o b a c c o   p r o d u c t s ,   a t   l e a s t   a  p o r t i o n   o f  

w h i c h   c o n t a i n   t o b a c c o   m a t e r i a l   t h a t   has   b e e n   t r e a t e d  

in   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   p r o c e s s e s   o f   t h i s   i n v e n t i o n ,  

e x h i b i t   i m p r o v e d   s u b j e c t i v e s   as  c o m p a r e d   w i t h   t o b a c c o  

p r o d u c t s   p r e p a r e d   u s i n g   w h o l l y   u n t r e a t e d   c e l l u l o s i c  

or   p e c t i c   t o b a c c o   m a t e r i a l s .   S u c h   p r o d u c t s   m a y  
i n c l u d e   t h o s e   c o n s u m e d   by  s m o k i n g ,   s u c h   a s ,   f o r  

e x a m p l e ,   c i g a r s ,   c i g a r e t t e s ,   c i g a r e l l o s ,   p i p e   t o b a c c o  



and   t o b a c c o   s u b s t i t u t e s   or   by  o t h e r   m e a n s ,   e . g . ,  

c h e w i n g   t o b a c c o ,   and   t h e   l i k e .  

The  f o l l o w i n g   e x a m p l e s   d e m o n s t r a t e   t h e  

p r o c e s s e s   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n .   T h e s e   e x a m p l e s  

a r e   s e t   f o r t h   f o r   p u r p o s e s   o f   i l l u s t r a t i o n   o n l y   a n d  

a r e   n o t   be  c o n s t r u e d   as  l i m i t i n g   t h e   s c o p e   of   t h i s  

i n v e n t i o n   i n   any  m a n n e r .  

EXAMPLES 

U n l e s s   s p e c i f i e d   to   t h e   c o n t r a r y   in   t h e  

f o l l o w i n g   e x a m p l e s ,   v i s c o s i t y   m e a s u r e m e n t s   w e r e   t a k e n  

u s i n g   a  B r o o k f i e l d   v i s c o m e t e r   and  t h e   c e l l u l a s e   u s e d  

was  o b t a i n e d   f r o m   T r i c h o d e r m a   v i r i d e   c u l t u r e s   ( a c q u i r e d  

f r o m   t h e   Novo  C o m p a n y )   by  c o n v e n t i o n a l   m e t h o d s   k n o w n  

i n   t h e   a r t .   The  p e c t i n a s e   u s e d   was  o b t a i n e d   f r o m  

A s p e r g i l l u s   n i g e r   c u l t u r e s   ( a c q u i r e d - f r o m   t h e   N o v o  

C o m p a n y )   by  c o n v e n t i o n a l   m e t h o d s   known  i n   t h e   a r t .  

E x a m p l e   1 

2 . 7   kg  of   s h r e d d e d   b r i g h t   t o b a c c o   s t e m s  

w e r e   e x t r a c t e d   w i t h   18  l i t e r s   o f   w a t e r   a t   60°C  a n d  

d r i e d   t o   12%  OV  in   an  a i r   c i r c u l a t e d   o v e n   a t   6 0 ° C .  

The  w a t e r   e x t r a c t e d   s o l u b l e s   w e r e   t h e n   c o n c e n t r a t e d  

w i t h   a  t h i n   f i l m   e v a p o r a t o r   a t   40°C  u n d e r   r e d u c e d  

p r e s s u r e .   S e v e n   s a m p l e s ,   one  c o n t r o l   and  s i x   e x p e r i -  

m e n t a l ,   o f   25  g  e a c h ,   on  a  d r y   w e i g h t   b a s i s ,   of   t h e  

e x t r a c t e d   t o b a c c o   p u l p   w e r e   e a c h   m i x e d  w i t h   800  m l  

o f   w a t e r   to   f o r m   s e v e n   d i l u t e   t o b a c c o   s l u r r i e s   ( s u s -  

p e n s i o n s ) .   Two  g r a m s   of   c e l l u l a s e   w e r e   t h e n   a d d e d  

to   e a c h   o f   t h e   s i x   e x p e r i m e n t a l   s l u r r i e s   and  t h e  

s l u r r i e s   w e r e   i n c u b a t e d   a t   50°C  f o r   v a r y i n g   p e r i o d s  

o f   t i m e   as  i n d i c a t e d   b e l o w   in   T a b l e   1.  A f t e r   i n c u b a -  

t i o n ,   e a c h   s l u r r y   was  b o i l e d   f o r   5  m i n u t e s   to   d e a c t i -  

v a t e   t h e   e n z y m e   and  was  t h e n   f i l t e r e d .   The  f i l t r a t e  

f r o m   e a c h   s l u r r y   was  c o n c e n t r a t e d   w i t h   a  t h i n   f i l m  

e v a p o r a t o r   a t   40°C  u n d e r   r e d u c e d   p r e s s u r e .   The  c o n -  

c e n t r a t e d   f i l t r a t e   was  r e c o m b i n e d   w i t h   b o t h   t h e   c e l l u -  



l a s e   t r e a t e d   " p u l p "   f rom  w h i c h   i t   was  d e r i v e d   and   a n  

a p p r o p r i a t e   q u a n t i t y   o f   t h e   c o n c e n t r a t e d   w a t e r   s o l u b l e s  

o b t a i n e d   f r o m   t h e   i n i t i a l   w a t e r   e x t r a c t i o n   s t e p   t o  

y i e l d   a  c a s t a b l e   m i x t u r e .   The  r e s u l t i n g   m i x t u r e   w a s  

t h e n   m i x e d   i n   a  W a r i n g   b l e n d e r   f o r   1  m i n u t e   a t   a  

m e d i u m   rpm  s e t t i n g ,   c a s t   o n t o   s t a i n l e s s   s t e e l   p l a t e s ,  

and  d r i e d   o v e r   a  s t e a m   b a t h .   T o b a c c o   p a r t i c l e   s i z e  

was  r e d u c e d   by  t h e   t r e a t m e n t ,   a  r e s u l t   i n d i c a t e d   b y  

t h e   f a c t   t h a t   t h e   t r e a t e d   s l u r r y   b e c a m e   c a s t a b l e  

w i t h   a  15  m i l   o p e n i n g   c a s t i n g   k n i f e .   The  r e s u l t s   o f  

t h e s e   t r e a t m e n t s   a r e   s u m m a r i z e d   b e l o w   i n   T a b l e   1 .  

T h i s   e x a m p l e   d e m o n s t r a t e s   t h a t   t r e a t m e n t  

of   t o b a c c o   s t e m   s l u r r i e s   w i t h   c e l l u l a s e   a c c o r d i n g   t o  

t h e   p r o c e s s   o f   t h i s   i n v e n t i o n   s o f t e n e d   t h e   t i s s u e  

s t r u c t u r e   and   f a c i l i t a t e d   h o m o g e n i z a t i o n   of   t h e   s t e m  

t o b a c c o   m a t e r i a l s   i n   c o m p a r i s o n   t o   u n t r e a t e d   c e l l u -  

l o s i c   s t e m   t o b a c c o   m a t e r i a l s .   In  a d d i t i o n ,   t h i s  

e x a m p l e   s h o w s   t h a t   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   s h e e t s   p r o -  
d u c e d   f r o m   t h e   c e l l u l a s e   t r e a t e d   b r i g h t   t o b a c c o   s t e m s  

had   t h e   d e s i r a b l e   f e e l   and  a p p e a r a n c e   o f   a  s h e e t  

c o n t a i n i n g   a  h i g h   d e g r e e   o f   a  b i n d e r ,   s u c h   as  a  g u m ,  
due  t o   t h e   a d h e s i v e   and  f i l m - f o r m i n g   p r o p e r t i e s   o f  

t h e   t r e a t e d   s l u r r i e s .  





E x a m p l e   2 

2 . 7   kg  of   s h r e d d e d   b u r l e y   t o b a c c o   s t e m s  

( r o l l e d   K e n t u c k y   s t e m s )   w e r e   e x t r a c t e d   w i t h   18  l i t e r s  

o f   w a t e r   a t   60°C  and  d r i e d   t o   12%  OV  in   an  a i r   c i r -  

c u l a t e d   o v e n   a t   6 0 ° C ,   y i e l d i n g   w a t e r - e x t r a c t e d   s o l u -  

b l e s   and  w a t e r - e x t r a c t e d   p u l p .   The  w a t e r - e x t r a c t e d  

s o l u b l e s   w e r e   t h e n   c o n c e n t r a t e d   w i t h   a  t h i n   f i l m  

e v a p o r a t o r   a t   40°C  u n d e r   r e d u c e d   p r e s s u r e   to   y i e l d  

c o n c e n t r a t e d   w a t e r - e x t r a c t e d   s o l u b l e s .   The  w a t e r -  

e x t r a c t e d   t o b a c c o   p u l p   was  s l u r r i e d   w i t h   w a t e r   a n d  

i n c u b a t e d   w i t h   2  g  o f   c e l l u l a s e   p e r   25  g  o f   t o b a c c o  

p u l p .   The  i n c u b a t i o n   was  c a r r i e d   o u t   a t   50°C  f o r  

24  h o u r s   to   a  s a c c h a r i f i c a t i o n   l e v e l   o f   10%.  T h e  

t o b a c c o   p u l p - e n z y m e   s l u r r y   was  b o i l e d   f o r   5  m i n u t e s  

t o   d e a c t i v a t e   t h e   e n z y m e   and   was  t h e n   f i l t e r e d ,   y i e l d -  

i n g   f i l t r a t e   and  p u l p .   The  f i l t r a t e   was  c o n c e n t r a t e d  

w i t h   a  t h i n   f i l m   e v a p o r a t o r   a t  4 0 ° C   u n d e r   r e d u c e d  

p r e s s u r e .  

As  in   E x a m p l e   1  ( b r i g h t   t o b a c c o .  s t e m s ) ,  

c e l l u l a s e   t r e a t m e n t   o f   b u r l e y   t o b a c c o   s t e m s   s o f t e n e d  

t h e   f i b r o u s   s t r u c t u r e   and  f a c i l i t a t e d   h o m o g e n i z a t i o n  

o f   t h e   s t e m s .   The  r e s u l t i n g   s l u r r i e s ,   w i t h   and  w i t h -  

o u t   s u g a r s ,   a l l   y i e l d e d   c a s t   t o b a c c o   s h e e t s   h a v i n g  

t h e   i m p r o v e d   s e l f - a d h e s i v e ,   f i l m - f o r m i n g   p r o p e r t i e s  

d i s c u s s e d   i n   E x a m p l e   1 .  

The  f r a c t i o n s   o b t a i n e d   in   v a r i o u s   s t a g e s  

o f   t h e   t r e a t m e n t   o f   t h i s   E x a m p l e   w e r e   u s e d   to   m a k e  

r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   p r o d u c t s   by  c o n v e n t i o n a l   m e t h o d s  

known   i n   t h e   a r t   f o r   s u b j e c t i v e   t e s t i n g   as  d e s c r i b e d  

b e l o w .  

S a m p l e   1:  A m o u n t s   o f   c e l l u l a s e - t r e a t e d  

t o b a c c o   p u l p ,   c e l l u l a s e - t r e a t e d   f i l t r a t e ,   and  n o n -  

c e l l u l a s e   t r e a t e d   w a t e r - e x t r a c t e d   s o l u b l e s   w e r e   c o m -  

b i n e d ,   m i x e d ,   c a s t   as  a  t o b a c c o   s h e e t ,   and   d r i e d .  

T h i s   m i x t u r e   y i e l d e d   v e r y   g o o d   s h e e t .  

S a m p l e   2:  A m o u n t s   o f   c e l l u l a s e - t r e a t e d  

t o b a c c o   p u l p   and  n o n - c e l l u l a s e   t r e a t e d   w a t e r - e x t r a c t e d  



s o l u b l e s   w e r e   c o m b i n e d ,   m i x e d ,   c a s t   as  a  t o b a c c o  

s h e e t   and   d r i e d .   T h i s   m i x t u r e   a l s o   y i e l d e d   v e r y  

g o o d   s h e e t .  

S a m p l e   3:  A m o u n t s   o f   n o n - c e l l u l a s e   t r e a t e d  

w a t e r - e x t r a c t e d   t o b a c c o   p u l p   and   n o n - c e l l u l a s e   w a t e r -  

e x t r a c t e d   s o l u b l e s   w e r e   m i x e d   and   d r i e d   t o   y i e l d  

r e c o n s t i t u t e d   s h r e d d e d   s t e m s .  

E a c h   t o b a c c o   s h e e t   was  s h r e d d e d   and   b l e n d e d  

i n   an  A m e r i c a n   c i g a r e t t e   b l e n d   t o   y i e l d   a  f i n a l   b l e n d  

c o n t a i n i n g   a  25%  l e v e l   o f   t r e a t e d   t o b a c c o .   S i m i l a r l y ,  

t h e   r e c o n s t i t u t e d   s h r e d d e d   s t e m s   ( s a m p l e   3 ) ,   w h i c h  

h a d   n o t   b e e n   t r e a t e d   w i t h   c e l l u l a s e ,   w e r e   b l e n d e d   a t  

t h e   same  b l e n d   l e v e l   and  u s e d   as  t h e   c o n t r o l   in   a  

s u b j e c t i v e   c o m p a r i s o n   by  a  t r a i n e d   p a n e l   o f   s m o k e r s .  

T e s t   c i g a r e t t e s   made  f r o m   t h e   r e c o n s t i t u t e d   s h e e t s  

( s a m p l e s   1  and   2)  a b o v e   w e r e   s m o k e d   a g a i n s t   t h e   c o n -  

t r o l   ( r e c o n s t i t u t e d   u n t r e a t e d ,   s h r e d d e d   s t e m s ,   s a m p l e   3 ) .  

The  p a n e l   o f   e x p e r t   s m o k e r s   f o u n d   t h a t   t h e   t e s t   c i g a -  

r e t t e   c o n t a i n i n g   f i l l e r   p r o d u c e d   f r o m   s a m p l e   1  t a s t e d  

f u l l e r   w i t h   h e a v i e r   m o u t h   c o a t i n g   t h a n   t h e   c o n t r o l .  

The  p a n e l   a l s o   f o u n d   t h e   t e s t   c i g a r e t t e   c o n t a i n i n g  

f i l l e r   p r o d u c e d   f rom  s a m p l e   2  t o   be  f u l l e r   and  h a v e  

a  c l e a n e r   a f t e r t a s t e   t h a n   t h e   c o n t r o l .   In  g e n e r a l ,  

t h e   c o n t r o l   c i g a r e t t e   c o n t a i n i n g   t h e   s h r e d d e d   s t e m s  

( f r o m   s a m p l e   3)  was  f o u n d   t o   be  more   a c r i d   and   s o u r  

t h a n   c i g a r e t t e s   c o n t a i n i n g   e i t h e r   o f   t h e   f i l l e r s  

p r o d u c e d   f r o m  s a m p l e s   1  or   2  a b o v e .  

T h i s   e x a m p l e   d e m o n s t r a t e s   t h a t   i n   a d d i t i o n  

t o   t h e   p r e v i o u s l y   e n u m e r a t e d   a d v a n t a g e s ,   t o b a c c o  

p r o d u c t s   made  w i t h   t o b a c c o   s t e m s   t r e a t e d   a c c o r d i n g  

t o   t h e   p r o c e s s   o f   t h i s   i n v e n t i o n   a l s o   e x h i b i t   i m p r o v e d  

s u b j e c t i v e   c h a r a c t e r i s t i c s .  

E x a m p l e   3 

F o u r   25  g  s a m p l e s   o f   w a t e r - e x t r a c t e d   t o -  

b a c c o   p u l p   w e r e   e a c h   m i x e d   i n   a  W a r i n g   b l e n d e r   w i t h  

800  ml  o f   w a t e r   to   y i e l d   f o u r   t o b a c c o   s l u r r i e s .  



T h r e e   o f   t h e   f o u r   s l u r r i e s   w e r e   s u b s e q u e n t l y   i n o c u -  

l a t e d ,   r e s p e c t i v e l y ,   w i t h   1  g,  2  g,  and  4  g,  on  a  

d r y   w e i g h t   b a s i s ,   o f   c e l l u l a s e   and   i n c u b a t e d   f o r  

24  h o u r s   a t   5 0 ° C .   The  f o u r t h   s l u r r y ,   w h i c h   was  n o t  

t r e a t e d   w i t h   c e l l u l a s e ,   was  u s e d   as  a  c o n t r o l .   T h e  

s a c c h a r i f i c a t i o n   l e v e l   o f   e a c h   s a m p l e   was  d e t e r m i n e d  

a t   t h e   end   o f   2  h o u r   and  24  h o u r   i n c u b a t i o n   t i m e s  

and  i s   r e c o r d e d   b e l o w   i n   T a b l e   2 .  

The  r e s u l t s   s u m m a r i z e d   in   T a b l e   2  s h o w  

t h a t   t r e a t m e n t   o f   t o b a c c o   p u l p   w i t h   c e l l u l a s e   r e s u l t e d  

in   r a p i d   and  e x t e n s i v e   s a c c h a r i f i c a t i o n   of   t h e   t o b a c c o ,  

e v e n   when  o n l y   r e l a t i v e l y   s m a l l   q u a n t i t i e s   o f   c e l l u l a s e  

w e r e   u s e d .   The  c o n t r o l   s a m p l e   c o n t a i n e d   no  d e t e c t a b l e  

l e v e l   o f   any   s u g a r s .   T h i s   E x a m p l e   a l s o   d e m o n s t r a t e s  

t h a t   s a c c h a r i f i c a t i o n   o f   c e l l u l o s i c   t o b a c c o   m a t e r i a l s  

was  e f f e c t i v e l y   and   a d v a n t a g e o u s l y   c a r r i e d   o u t   w i t h o u t  

t h e   u s e   o f   a d d e d   b u f f e r s .  





E x a m p l e   4  

900  g  o f   t o b a c c o   d u s t   h a v i n g   a  p a r t i c l e  

s i z e   l e s s   t h a n   500  m i c r o n s   was  c o m b i n e d   w i t h   e n o u g h  

w a t e r   to   f o r m   a  6000   ml  t o b a c c o   s l u r r y .   T h i s   s l u r r y  

was  d i v i d e d   i n t o   f o u r   e q u a l   s a m p l e s :   A,  B,  C  and  D .  

S a m p l e   A  was  u s e d   as  a  c o n t r o l .   S a m p l e s   B  t h r o u g h   D 

w e r e   t r e a t e d ,   r e s p e c t i v e l y ,   w i t h   2 . 5   g,  5  g,  a n d  

10  g,  or   a  d r y   w e i g h t   b a s i s ,   of   c e l l u l a s e .   E a c h  

s a m p l e ,   i n c l u d i n g   t h e   c o n t r o l ,   was  t h e n   h o m o g e n i z e d  

by  a  1 0 - m i n u t e   p a s s a g e   t h r o u g h   a  G a u l i n   h o m o g e n i z e r  

s e t   a t   6000   p s i .   E a c h   s a m p l e   was  t h e n   i n c u b a t e d   f o r  

1,  2,  and   3  h o u r s   a t   5 0 ° C .   The  v i s c o s i t y   o f   t h e  

s a m p l e s   was  m e a s u r e d   a t   t h e   end  o f   e a c h   h o u r l y   t i m e  

i n t e r v a l .   The  r e s u l t s   a r e   s u m m a r i z e d   b e l o w   i n  

T a b l e   3 .  

As  i n d i c a t e d   by  t h e   d a t a   i n   T a b l e   3,  t h e  

v i s c o s i t y   o f   s l u r r i e s   c o n t a i n i n g   s m a l l  t o b a c c o   p a r -  
t i c l e s   d e c r e a s e d   s i g n i f i c a n t l y   w i t h i n   a  s h o r t   p e r i o d  

o f   t i m e   when   t h e   t o b a c c o   p a r t i c l e s   w e r e   t r e a t e d   w i t h  

c e l l u l a s e   a c c o r d i n g   to   t h e   p r o c e s s   o f   t h i s   i n v e n t i o n .  

The  d e g r e e   of   d e c r e a s e   in   v i s c o s i t y   was  p r o p o r t i o n a l  

to   t h e   a m o u n t   o f   c e l l u l a s e   p r e s e n t .   The  g r e a t e r   t h e  

a m o u n t   o f   c e l l u l a s e   p r e s e n t ,   t h e   g r e a t e r   t h e   d e g r e e  

o f   d e c r e a s e   in   s l u r r y   v i s c o s i t y .  





E x a m p l e   5 

A  t o b a c c o   s l u r r y   was  p r e p a r e d   by  m i x i n g  

1125  g  o f   t o b a c c o   d u s t   and   6375   ml  w a t e r .   The  s l u r r y  

was  d i v i d e d   i n t o   f o u r   s a m p l e s   o f   e q u a l   w e i g h t :   A ,  

B,  C  and   D.  S a m p l e   A  was  u s e d   as  a  c o n t r o l .   S a m p l e s   B 

t h r o u g h   D  w e r e   t r e a t e d ,   r e s p e c t i v e l y ,   w i t h   1%,  2% 

and   4%  c e l l u l a s e ,  o n   a  d r y   w e i g h t   b a s i s .   E a c h   s a m p l e ,  

i n c l u d i n g   c o n t r o l   A,  was  t h e n   m i x e d   i n   a  W a r i n g   b l e n d e r  

f o r   5  m i n u t e s ,   i n c u b a t e d   f o r   3  h o u r s   a t   5 0 ° C ,   a n d  

h o m o g e n i z e d   f o r   5  m i n u t e s   w i t h   a  G a u l i n   h o m o g e n i z e r  

a t   a  s e t t i n g   o f   4 0 0 0   p s i .   The  v i s c o s i t y   o f   e a c h  

s l u r r y   s a m p l e   was  m e a s u r e d   b e f o r e   and  a f t e r   h o m o g e n i -  

z a t i o n   and  i s   r e p o r t e d   b e l o w   i n   T a b l e   4 .  

As  s h o w n   i n   T a b l e   4,  c e l l u l a s e   t r e a t m e n t  

of   t o b a c c o   d u s t   s l u r r i e s   a c c o r d i n g   t o   t h e   p r o c e s s   o f  

t h i s   i n v e n t i o n   d e c r e a s e d   t h e   v i s c o s i t y   of   t h e   s l u r -  

r i e s   e v e n   i n   t h e   u n h o m o g e n i z e d   s t a t e .  





E x a m p l e   6 

A  t o b a c c o   s l u r r y   c o n t a i n i n g   300  g  o f   t o -  

b a c c o   p o w d e r   and  2  l i t e r s   o f   a  t o b a c c o   c a s i n g ,   w h i c h  

c o n t a i n e d   h u m e c t a n t s   and  s u c r o s e ,   was  p r e p a r e d   b y  

h o m o g e n i z i n g   t h e   t o b a c c o   m i x t u r e   f o r   5  m i n u t e s   w i t h  

a  G a u l i n   h o m o g e n i z e r   a t   a  s e t t i n g   o f   4000   p s i .   T h e  

s l u r r y   was  t h e n   d i v i d e d   i n t o   two  e q u a l   s a m p l e s ,   A 

and  B.  S a m p l e   B  was  t r e a t e d   w i t h   6  g  o f   c e l l u l a s e  

(4%  on  a  d r y   w e i g h t   b a s i s )   and   i n c u b a t e d   f o r   3  h o u r s  

a t   5 0 ° C .   S a m p l e   A  was  u s e d   as  a  c o n t r o l .   The  v i s -  

c o s i t y   o f   e a c h   s a m p l e   was  t h e n   m e a s u r e d   and  c o m p a r e d .  

I t   was  f o u n d   t h a t   t h e   c e l l u l a s e   t r e a t m e n t   had   n o  

e f f e c t   on  s l u r r y   v i s c o s i t y .   The  a d d e d   s u c r o s e   i n  

t h e   s l u r r y   d e a c t i v a t e d   t h e   e n z y m e .  
To  d e m o n s t r a t e   t h e   d e a c t i v a t i n g   e f f e c t   o f  

a d d e d   s u c r o s e   on  c e l l u l a s e ,   t h e   a b o v e - d e s c r i b e d   s t e p s  

w e r e   c a r r i e d   o u t   u s i n g   t h e ' s a m e   t y p e   o f   t o b a c c o   d u s t  

and  c a s i n g ,   w i t h   t h e   e x c e p t i o n   t h a t   t h e   c a s i n g   d i d  

n o t   c o n t a i n   s u c r o s e .   T h r e e   s a m p l e s ,   C,  D,  and  E,  o f  

s l u r r y   w i t h o u t   a d d e d   s u c r o s e   w e r e   p r e p a r e d   as  d e s c r i b e d  

a b o v e .   S a m p l e   C  was  u s e d   as  a  c o n t r o l .   S a m p l e s   D 

and  E  w e r e   e a c h   t r e a t e d   w i t h   4%  c e l l u l a s e ,   on  a  d r y  

w e i g h t   b a s i s .   In  s a m p l e   E,  t h e   t o b a c c o   d u s t   w a s  

e x t r a c t e d   w i t h   w a t e r   to   r e d u c e   t h e   s u c r o s e   l e v e l   i n  

t h e   t o b a c c o   p r i o r   t o   c e l l u l a s e   t r e a t m e n t .   The  w a t e r -  

e x t r a c t e d   s o l u b l e s   w e r e   t h e n   c o n c e n t r a t e d .   The  s l u r r y  

was  t r e a t e d   w i t h   c e l l u l a s e ,   and   t h e n   c o m b i n e d   w i t h  

t h e   c o n c e n t r a t e d   s o l u b l e s .   The  r e s u l t s   a r e   s u m m a r i z e d  

b e l o w   i n   T a b l e   5 .  

As  d e m o n s t r a t e d   i n   T a b l e   5  ( s a m p l e s   A  a n d  

B),   s u c r o s e   a d d e d   to   t o b a c c o   s l u r r i e s   p r i o r   to   c e l l u -  

l a s e   t r e a t m e n t   i n a c t i v a t e d   t h e   c e l l u l a s e   and  e l i m i -  

n a t e d   t h e   b e n e f i c i a l   v i s c o s i t y - d e c r e a s i n g   e f f e c t   o f  

t h e   t r e a t m e n t .   In  a d d i t i o n ,   as  e v i d e n c e d   by  s a m p l e   E ,  

a  r e d u c t i o n   in   t o b a c c o   s u c r o s e   l e v e l   p r i o r   to   t r e a t -  

m e n t   w i t h   c e l l u l a s e ,   s u c h   as  by  e x t r a c t i o n ,   f u r t h e r  

e n h a n c e d   t h e   c e l l u l a s e   a c t i v i t y ,   t h e r e b y   y i e l d i n g  



s l u r r i e s   h a v i n g   l o w e r   v i s c o s i t i e s   as  c o m p a r e d   t o  

s l u r r i e s   i n   w h i c h   t h e   t o b a c c o   s u c r o s e   l e v e l   h a d   n o t  

s i m i l a r l y   b e e n   r e d u c e d .  

When  t h e   c e l l u l a s e   t r e a t e d   t o b a c c o   s l u r r i e s  

o b t a i n e d   i n   t h i s   E x a m p l e ,   i n c l u d i n g   t h e   w a t e r - e x t r a c t e d  

s l u r r y ,   w e r e   s p r a y e d   o n t o   t o b a c c o   s t r i p ,   r o l l e d   K e n t u c k y  

s t e m   s a m p l e s ,   and   w a t e r - e x t r a c t e d   t o b a c c o   p u l p   s a m p l e s ,  

t h e   t o b a c c o   s l u r r y   a d h e r e d   t o   t h e   s u b s t r a t e   w i t h o u t  

t h e   n e e d   f o r   a d d i t i o n   o f   a  s u g a r   o r   o t h e r   a d h e s i v e  

s o l u t i o n .  





E x a m p l e   7  

T o b a c c o   w a t e r   s l u r r i e s   c o n t a i n i n g   20%  t o -  

b a c c o   s o l i d s ,   on  a  d r y   w e i g h t   b a s i s ,   w e r e   p r e p a r e d  

u s i n g   h o m o g e n i z e d   c l a s s   t o b a c c o   p r o d u c e d   d u r i n g   t h e  

u s e   o f   a  G a u l i n   h o m o g e n i z e r   or   a  Bead   m i l l   (a  c o l -  

l o i d a l   m i l l ) .   The  s l u r r i e s   w e r e   t r e a t e d   a t   5 0 ° C  

w i t h   4%  c e l l u l a s e ,   on  a  d r y   w e i g h t   b a s i s ,   f o r   up  t o  

2  h o u r s .  

The  r e s u l t s   s u m m a r i z e d   b e l o w   i n   T a b l e   6 

d e m o n s t r a t e   t h a t   c e l l u l a s e   t r e a t m e n t   o f   h o m o g e n i z e d  

c l a s s   t o b a c c o   s l u r r i e s   s i g n i f i c a n t l y   r e d u c e d   t h e  

v i s c o s i t y   o f   t h e s e   s l u r r i e s .  





E x a m p l e   8  

A  40  p o u n d   s a m p l e   o f   w h o l e   b r i g h t   t o b a c c o  

s t e m s   was  d i v i d e d   i n t o   two  e q u a l   p a r t s .   The  f i r s t  

20  p o u n d   s a m p l e   was  t h e n   d i v i d e d   i n t o   s a m p l e s   o f  

5  p o u n d s   e a c h   w h i c h   w e r e   t r e a t e d   w i t h   e i t h e r   a  4% 

(DWB)  or   8%  (DWB)  c e l l u l a s e   s o l u t i o n   (Novo  C e l l u c l a s t  

2 0 0 L ) .   E a c h   s a m p l e   was  p l a c e d   i n   an  a i r t i g h t   c o n -  

t a i n e r   a t   e i t h e r   45%  o r   55%  OV  and  i n c u b a t e d   f o r  

24  h o u r s   i n   an  a i r   c i r c u l a t e d   o v e n   a t   50°C .   C o n t r o l  

s a m p l e s   f r o m   t h e   s e c o n d   20  p o u n d   s a m p l e   w e r e   p l a c e d  

in  a i r t i g h t   c o n t a i n e r s   a t   e i t h e r   45%  or   55%  OV  a n d  

e i t h e r   i n c u b a t e d   i n  a n   a i r   c i r c u l a t e d   o v e n   a t   5 0 ° C  

or   p l a c e d   i n   a  r e f r i g e r a t o r   a t   5°C  f o r   a  24  h o u r  

p e r i o d .  

A l l   o f   t h e   s a m p l e s   w e r e   t h e n   p r o c e s s e d   a t  

a b o u t   one   p o u n d   p e r   m i n u t e   t h r o u g h   a  F i t z m i l l   Mode l   M 

m i l l   e q u i p p e d   w i t h   b l u n t   b l a d e s   r o t a t i n g   a t   5 , 0 0 0   r p m  
and   a  s c r e e n   h a v i n g   o n e - h a l f   i n c h   d i a m e t e r   r o u n d  

h o l e s .   T h i s   p r o c e s s i n g   c a u s e d   t h e   c e l l u l a s e - t r e a t e d  

s o f t e n e d   s t e m s   to   f i b r i l l a t e   to   b u n d l e s   of   f i b e r s .  

The  m o r e   e a s i l y   f i b r i l l a t e d   m a t e r i a l   was  a i r   s e p a r a t e d  

and   r e c o v e r e d   f rom  t h e   r e s t   o f   t h e   p r o d u c t   w h i c h   w a s  

t h e n   p a s s e d   t h r o u g h   t h e   same  m i l l   e q u i p p e d   i n s t e a d  

w i t h   a  s c r e e n   h a v i n g   o n e - q u a r t e r   i n c h   d i a m e t e r   r o u n d  

h o l e s .  

-  The  f i b r i l l a t e d   m a t e r i a l   f r o m   t h e   s e c o n d  

p a s s   t h r o u g h   t h e   m i l l   was  a i r   s e p a r a t e d   and  t h e n  

c o m b i n e d   w i t h   t h e   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   f rom  t h e   f i r s t  

p a s s .   The  r e s u l t i n g   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   was  t h e n  

a i r   d r i e d   a t   a m b i e n t   t e m p e r a t u r e .   T r e a t m e n t   c o n d i -  

t i o n s   and   r e s u l t s   f o r   t h e   v a r i o u s   s a m p l e s   a r e   s u m -  

m a r i z e d   i n   T a b l e   7 .  

In  t h i s   E x a m p l e ,   i t   was  o b s e r v e d   t h a t   c e l l u -  

l a s e   t r e a t m e n t   o f   t h e   s t e m s   y i e l d e d   a  s h r e d d e d   p r o d u c t  

t h a t   c o n t a i n e d   a  h i g h e r   a m o u n t   o f   l a r g e r   f i b r o u s  

b u n d l e s   t h a n   t h e   c o n t r o l s .   The  c o n t r o l   s a m p l e s   w h i c h  

w e r e   i n c u b a t e d   a t   50°C  f o r   24  h o u r s   p r o d u c e d   a  b e t t e r  



f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   t h a n   c o n t r o l s   s t o r e d   a t   5°C  o r  

u n a g e d   s a m p l e s   b u t   t h e   p r o d u c t   was  n o t   as  s a t i s f a c t o r y  

as  t h e   c e l l u l a s e   t r e a t e d   p r o d u c t s .  

The  c e l l u l a s e   t r e a t e d   s t e m s   y i e l d e d   a  p r o d -  

u c t   c o n t a i n i n g   l o n g e r   f i b e r s   t h a n   t h o s e   p r o d u c e d   i n  

t h e   p e c t i n a s e   t r e a t m e n t   of   E x a m p l e s   10  and  1 1 .  

S t e m s   d e r i v e d   f rom  t h e   s a m p l e s   we re   u s e d  

to   p r e p a r e   b l e n d e d   c i g a r e t t e s   a t   a  20%  b l e n d   l e v e l  

(20%  s h r e d d e d   s t e m ,   80%  A m e r i c a n   b l e n d   f i l l e r   - -   n o  

r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   or   o t h e r   s t e m   - - )   and  w e r e  

s m o k e d   by  a  p a n e l   o f   e x p e r t   s m o k e r s .   The  p a n e l   f o u n d  

t h a t   t h e   c e l l u l a s e   t r e a t e d   s a m p l e s   w e r e   s m o o t h e r ,  

more   t o b a c c o - s t r i p   l i k e   and  p r e f e r a b l e   to   c i g a r e t t e s  

c o n t a i n i n g   c o n t r o l   s a m p l e   s t e m s   a t   a  c o r r e s p o n d i n g  

l e v e l   in   a  b l e n d .   A l t h o u g h   b o t h   c o n t r o l s   w e r e   j u d g e d  

to   be  low  in   t o b a c c o   f l a v o r ,   t h e   p r o c e d u r a l   c o n t r o l  

was  f o u n d   to   be  l e s s   s t e m m y   t h a n   t h e   u n t r e a t e d   c o n -  

t r o l .   The  8%  c e l l u l a s e   t r e a t m e n t   e x h i b i t e d   a  r e d u c e d  

s t e m   c h a r a c t e r ,   s m o o t h e r   t a s t e   and  more   b o d y   w i t h   a  

s l i g h t   s o u r ,   a c r i d   t a s t e   w h i c h   m i g h t   h a v e   b e e n   a  

f e r m e n t a t i o n   b y - p r o d u c t .   The  4%  c e l l u l a s e   t r e a t m e n t  

y i e l d e d   s i m i l a r ,   b u t   l e s s   p r o n o u n c e d   r e s u l t s .  





E x a m p l e   9 

A  20  p o u n d   s a m p l e   o f   w a s h e d   w h o l e   b u r l e y  

t o b a c c o   s t e m s   was  d i v i d e d   i n t o   two  e q u a l   p a r t s .   T h e  

f i r s t   10  p o u n d   s a m p l e   was  t h e n   d i v i d e d   i n t o   s a m p l e s  

o f   5  p o u n d s   e a c h   w h i c h   w e r e   t r e a t e d   w i t h   e i t h e r   a  4% 

(DWB)  or   8%  (DWB)  c e l l u l a s e   s o l u t i o n   (Novo  C e l l u c l a s t  

2 0 0 L ) .   E a c h   s a m p l e   was  p l a c e d   in   an  a i r t i g h t   c o n -  

t a i n e r   a t   70%  OV  and   i n c u b a t e d   f o r   24  h o u r s   in   a n  

a i r   c i r c u l a t e d   o v e n   a t   5 0 ° C .   C o n t r o l   s a m p l e s   f r o m  

t h e   s e c o n d   10  p o u n d   s a m p l e   w e r e   p l a c e d   in   a i r t i g h t  

c o n t a i n e r s   a t   70%  OV  and  e i t h e r   i n c u b a t e d   i n   an  a i r  

c i r c u l a t e d   o v e n   a t   50°C  or   p l a c e d   i n   a  r e f r i g e r a t o r  

a t   5°C  f o r   a  24  h o u r   p e r i o d .  

A l l   o f   t h e   s a m p l e s   w e r e   t h e n   p r o c e s s e d   a t  

a b o u t   one   p o u n d   p e r   m i n u t e   t h r o u g h   a  F i t z m i l l   Mode l   M 

m i l l   e q u i p p e d   w i t h   b l u n t   b l a d e s   r o t a t i n g   a t   5 , 0 0 0   r p m  
and   a  s c r e e n   h a v i n g   o n e - h a l f   i n c h   d i a m e t e r   r o u n d  

h o l e s .   T h i s   p r o c e s s i n g   c a u s e d   t h e   c e l l u l a s e   t r e a t e d  

s o f t e n e d   s t e m s   t o   f i b r i l l a t e   to   b u n d l e s   o f   f i b e r s .  

The  m o r e   e a s i l y   f i b r i l l a t e d   m a t e r i a l   was  a i r   s e p a -  
r a t e d   and  r e c o v e r e d   f r o m   t h e   r e s t   o f   t h e   p r o d u c t  

w h i c h   was  t h e n   p a s s e d   t h r o u g h   t h e   same  m i l l   e q u i p p e d  

i n s t e a d   w i t h   a  s c r e e n   h a v i n g   o n e - q u a r t e r   i n c h   d i a m e t e r  

r o u n d   h o l e s .  

The  f i b r i l l a t e d   m a t e r i a l   f r o m   t h e   s e c o n d  

p a s s   t h r o u g h   t h e   m i l l   was  a i r   s e p a r a t e d   and   t h e n  

c o m b i n e d   w i t h   t h e   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   f r o m   t h e   f i r s t  

p a s s .   The  r e s u l t i n g   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   was  t h e n  

a i r   d r i e d   a t   a m b i e n t   t e m p e r a t u r e .   The  s p e c i f i c  

t r e a t m e n t   c o n d i t i o n s   and  r e s u l t s   f o r   t h e   v a r i o u s  

s a m p l e s   a r e   s u m m a r i z e d   in   T a b l e   8 .  

The  c e l l u l a s e   t r e a t e d   s t e m s   p r o d u c e d   a  

b e t t e r   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   t h a n   t h e   c o n t r o l s   or  t h e  

p e c t i n a s e   t r e a t e d   p r o d u c t s   o f   E x a m p l e   12.  S a m p l e  

s t e m s   w e r e   u s e d   t o   p r e p a r e   b l e n d e d   c i g a r e t t e s   a t   a  

20%  b l e n d   l e v e l   (20%  s h r e d d e d   s t e m ,   80%  A m e r i c a n  



b l e n d   f i l l e r   - -   no  r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   or   o t h e r  

s t e m   - - )   a n d   w e r e   s m o k e d   by  a  p a n e l   o f   e x p e r t   s m o k e r s .  

The  p a n e l   f o u n d   t h a t   t h e   c e l l u l a s e   t r e a t e d   s t e m   s a m p l e s  

p r o d u c e d   a  much  s m o o t h e r ,   l e s s   h a r s h   and  more   t o b a c c o -  

l i k e   s m o k i n g   m a t e r i a l   t h a n   t h e   c o n t r o l   s a m p l e s   o r  

t h e   p e c t i n a s e   t r e a t e d   p r o d u c t s   o f   E x a m p l e   12.   T h e  

p r o c e d u r a l   c o n t r o l   s a m p l e   w h i c h   was  i n c u b a t e d   a t  

50°C  f o r   24  h o u r s   a t   70%  OV  was  a l s o   f o u n d   t o   h a v e  

i m p r o v e d   s u b j e c t i v e s   i n   c o m p a r i s o n   t o   c o n t r o l s  

i n c u b a t e d   a t   5 °C .   T h i s   was  p r o b a b l y   due  t o   n a t u r a l l y  

o c c u r r i n g   e n z y m a t i c   a c t i v i t y .  





E x a m p l e   1 0  

A  10  p o u n d   s a m p l e   o f   w h o l e   b r i g h t   t o b a c c o  

s t e m s   was  d i v i d e d   i n t o   two  e q u a l   p a r t s .   The  f i r s t  

5  p o u n d   s a m p l e   was  t h e n   c a s e d   w i t h   a  p e c t i n a s e   w a t e r  

s o l u t i o n   t o   a  2%  (DWB)  p e c t i n a s e   (Novo  P e c t i n e x   3 N )  

l e v e l .   The  s a m p l e   was  p l a c e d   in   an  a i r t i g h t   c o n t a i n e r  

a t   45%  OV  and   i n c u b a t e d   f o r   24  h o u r s   i n   an  a i r   c i r c u -  

l a t e d   o v e n   a t   3 7 ° C .   A  c o n t r o l   s a m p l e ,   f r o m   t h e   s e c o n d  

5  p o u n d   s a m p l e ,   was  p l a c e d   in   an  a i r t i g h t   c o n t a i n e r  

a t   45%  OV  and   i n c u b a t e d   i n   an  a i r   c i r c u l a t e d   o v e n   a t  

37°C  f o r   a  24  h o u r   p e r i o d .  

The  s a m p l e s   w e r e   t h e n   p r o c e s s e d   a t   a b o u t  

one  p o u n d   p e r   m i n u t e   t h r o u g h   a  F i t z m i l l   M o d e l   M  m i l l  

e q u i p p e d   w i t h   b l u n t   b l a d e s   r o t a t i n g   a t   5 , 0 0 0   rpm  a n d  

a  s c r e e n   h a v i n g   o n e - h a l f   i n c h   d i a m e t e r   r o u n d   h o l e s .  

T h i s   p r o c e s s i n g   c a u s e d   t h e   p e c t i n a s e   t r e a t e d   s o f t e n e d  -  

s t e m s   t o   f i b r i l l a t e   t o   b u n d l e s   of   l o n g ,   t h i n   a n d  

f l e x i b l e   f i b e r s .   The  more   e a s i l y   f i b r i l l a t e d   m a t e r i a l  

was  a i r   s e p a r a t e d   and   r e c o v e r e d   f rom  t h e   r e s t   of   t h e  

p r o d u c t   w h i c h   was  t h e n   p a s s e d   t h r o u g h   t h e   same  m i l l  

e q u i p p e d   i n s t e a d   w i t h   a  s c r e e n   h a v i n g   o n e - q u a r t e r  

i n c h   d i a m e t e r   r o u n d   h o l e s .  

The  f i b r i l l a t e d   m a t e r i a l   f r o m   t h e   s e c o n d  

p a s s   t h r o u g h   t h e   m i l l   was  a i r   s e p a r a t e d   and   t h e n  

c o m b i n e d   w i t h   t h e   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   f r o m   t h e   f i r s t  

p a s s .   The  r e s u l t i n g   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   was  t h e n  

a i r   d r i e d   a t   a m b i e n t   t e m p e r a t u r e .  

In  t h i s   E x a m p l e ,   p e c t i n a s e   t r e a t e d   s t e m s  

y i e l d e d   a  s h r e d d e d   p r o d u c t   t h a t   c o n t a i n e d   p r i m a r i l y  

v e r y   t h i n   f i b e r s   and ,   in   g e n e r a l ,   was  more   f i b r o u s  

in   n a t u r e   t h a n   t h e   c o n t r o l .   The  c o n t r o l   s a m p l e   c o n -  

t a i n e d   a  l a r g e   p o r t i o n   of   f l a t   and  c h u n k y   s h o r t   p i e c e s .  

E x a m p l e   1 1  

A  10  p o u n d   s a m p l e   o f   w h o l e   b r i g h t   t o b a c c o  

s t e m s   was  d i v i d e d   i n t o   two  e q u a l   p a r t s .   The  f i r s t  



5  p o u n d   s a m p l e   was  t h e n   d i v i d e d   i n t o   s a m p l e s   of   1 . 2 5  

p o u n d s   e a c h   w h i c h   w e r e   c a s e d   w i t h   e i t h e r   a  2%  (DWB) 

or   5%  (DWB)  p e c t i n a s e   s o l u t i o n   (Novo  P e c t i n e x   3 N ) .  

E a c h   s a m p l e   was  p l a c e d   in   an  a i r t i g h t   c o n t a i n e r   a t  

e i t h e r   45%  or  55%  OV  and  i n c u b a t e d   f o r   24  h o u r s   i n  

an  a i r   c i r c u l a t e d   o v e n   a t   3 7 ° C .   C o n t r o l   s a m p l e s  

f r o m   t h e   s e c o n d   5  p o u n d   s a m p l e   w e r e   p l a c e d   in   a i r t i g h t  

c o n t a i n e r s   a t   e i t h e r   45%  or  55%  OV  and  e i t h e r   i n c u -  

b a t e d   i n   an  a i r   c i r c u l a t e d   o v e n   a t   37°C  or  p l a c e d   i n  

a  r e f r i g e r a t o r   a t   5°C  f o r   a  24  h o u r   p e r i o d .  

A l l   o f   t h e   s a m p l e s   w e r e   t h e n   p r o c e s s e d   a t  

a b o u t   one   p o u n d   p e r   m i n u t e   t h r o u g h   a  F i t z m i l l   Model   M 

m i l l  e q u i p p e d   w i t h   b l u n t   b l a d e s   r o t a t i n g   a t   5 , 0 0 0   r p m  
and  a  s c r e e n   h a v i n g   o n e - h a l f   i n c h   d i a m e t e r   r o u n d  

h o l e s .   T h i s   p r o c e s s i n g   c a u s e d   t h e   p e c t i n a s e   t r e a t e d  

s o f t e n e d   s t e m s   to   f i b r i l l a t e   to   b u n d l e s   of   l o n g ,  
t h i n   and  f l e x i b l e   f i b e r s .   The  more   e a s i l y   f i b r i l l a t e d  

m a t e r i a l   was  a i r   s e p a r a t e d   and  r e c o v e r e d   f rom  t h e  

r e s t   o f   t h e   p r o d u c t   w h i c h   was  t h e n   p a s s e d   t h r o u g h  

t h e   same  m i l l   e q u i p p e d   i n s t e a d   w i t h   a  s c r e e n   h a v i n g  

o n e - q u a r t e r   i n c h   d i a m e t e r   r o u n d   h o l e s .  

The  f i b r i l l a t e d   m a t e r i a l   f r o m   t h e   s e c o n d  

p a s s   t h r o u g h   t h e   m i l l   was  a i r   s e p a r a t e d   and  t h e n  

c o m b i n e d   w i t h   t h e   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   f rom  t h e   f i r s t  

p a s s .   The  r e s u l t i n g   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   was  t h e n  

a i r   d r i e d   a t   a m b i e n t   t e m p e r a t u r e .   T r e a t m e n t   c o n d i -  

t i o n s   and  r e s u l t s   f o r   t h e   v a r i o u s   s a m p l e s   a r e   s u m -  

m a r i z e d   in   T a b l e   9 .  

In  t h i s   E x a m p l e ,   t h e   p e c t i n a s e   t r e a t e d  

s t e m s   y i e l d e d   a  s h r e d d e d   p r o d u c t   t h a t   was  m o r e  

f i b r o u s   in   n a t u r e   and  more   a c c e p t a b l e   t h a n   t h e  

c o n t r o l s .   The  s a m p l e s   t r e a t e d   w i t h   t h e   5%  p e c t i n a s e  

s o l u t i o n   f i b r i l l a t e d   more   e a s i l y   t h a n   s a m p l e s   t r e a t e d  

w i t h   t h e   2%  p e c t i n a s e   s o l u t i o n   and  y i e l d e d   s h o r t e r  

b u t   t h i n n e r   f i b e r s .  

The  p e c t i n a s e   t r e a t e d   s a m p l e s   p r o d u c e d   a  

p r o d u c t   h a v i n g   s h o r t e r   and  t h i n n e r   f i b e r s   t h a n   t h e  

c e l l u l a s e   t r e a t e d   p r o d u c t s   of   E x a m p l e   8 .  



S t e m s   d e r i v e d   f r o m   t h e   s a m p l e s   t r e a t e d  

w i t h   t h e   5%  p e c t i n a s e   s o l u t i o n   w e r e   u s e d   t o   p r e p a r e  
b l e n d e d   c i g a r e t t e s   a t   a  20%  b l e n d   l e v e l   (20%  s h r e d d e d  

s t e m ,   80%  A m e r i c a n   b l e n d   f i l l e r   - -   no  r e c o n s t i t u t e d  

t o b a c c o   o r   o t h e r   s t e m   - - )   and   w e r e   s m o k e d   by  a  p a n e l  

o f   e x p e r t   s m o k e r s .   The  p a n e l   f o u n d   t h a t   t h e   p r o c e -  
d u r a l   c o n t r o l   h a d   a  c l e a n   t a s t e ,   some  h a r s h n e s s   a n d  

l e s s   s t e m m y   c h a r a c t e r   t h a n   t h e   u n t r e a t e d   c o n t r o l .  

The  p e c t i n a s e   t r e a t e d   s a m p l e s   e x h i b i t e d   a  r e d u c e d  

s t e m m y   c h a r a c t e r ,   w i t h   t h e   f l a v o r   a l t e r e d   away  f r o m  

t h e   b r i g h t   t o b a c c o   smoke   to   a  more   b l e n d e d   t o b a c c o  

n o t e .  





E x a m p l e   1 2  

A  10  p o u n d   s a m p l e   of   w h o l e   b u r l e y   t o b a c c o  

s t e m s   was  d i v i d e d   i n t o   two  e q u a l   p a r t s .   The  f i r s t  

5  p o u n d   s a m p l e   was  t h e n   d i v i d e d   i n t o   s a m p l e s   of   2 . 5  

p o u n d s   e a c h   w h i c h   w e r e   c a s e d   w i t h   e i t h e r   a  2%  (DWB) 

or   5%  (DWB)  p e c t i n a s e   s o l u t i o n   (Novo  P e c t i n a s e   3 N ) .  

E a c h   s a m p l e   was  p l a c e d   i n   an  a i r t i g h t   c o n t a i n e r   a t  

70%  OV  and   i n c u b a t e d   f o r   24  h o u r s   i n   an  a i r   c i r c u l a t e d  

o v e n   a t   3 7 ° C .   C o n t r o l   s a m p l e s   f rom  t h e   s e c o n d   5  p o u n d  

s a m p l e   w e r e   p l a c e d   in   a i r t i g h t   c o n t a i n e r s   a t   70%  OV 

and   e i t h e r   i n c u b a t e d   i n   an  a i r   c i r c u l a t e d   o v e n   a t  

37°C  or   p l a c e d   i n   a  r e f r i g e r a t o r   a t   5°C  f o r   a  24  h o u r  

p e r i o d .  

A l l   o f   t h e   s a m p l e s   w e r e   t h e n   p r o c e s s e d   a t  

a b o u t   one   p o u n d   p e r   m i n u t e   t h r o u g h   a  F i t z m i l l   Mode l   M 

m i l l   e q u i p p e d   w i t h   b l u n t   b l a d e s   r o t a t i n g   a t   5 , 0 0 0   r p m  
and   a  s c r e e n   h a v i n g   o n e - h a l f   i n c h   d i a m e t e r   r o u n d  

h o l e s .   T h i s   p r o c e s s i n g   c a u s e d   t h e   p e c t i n a s e   t r e a t e d  

s o f t e n e d   s t e m s   t o   f i b r i l l a t e   t o   b u n d l e s   o f   l o n g   f i b e r s .  

The  m o r e   e a s i l y   f i b r i l l a t e d   m a t e r i a l   was  a i r   s e p a r a t e d  

and   r e c o v e r e d   f r o m   t h e   r e s t   o f   t h e   p r o d u c t   w h i c h   w a s  

t h e n   p a s s e d   t h r o u g h   t h e   same  m i l l   e q u i p p e d   i n s t e a d  

w i t h   a  s c r e e n   h a v i n g   o n e - q u a r t e r   i n c h   d i a m e t e r   r o u n d  

h o l e s .  

The  f i b r i l l a t e d   m a t e r i a l   f r o m   t h e   s e c o n d  

p a s s   t h r o u g h   t h e   m i l l   was  a i r   s e p a r a t e d   and   t h e n  

c o m b i n e d   w i t h   t h e   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   f r o m   t h e   f i r s t  

p a s s .   The  r e s u l t i n g   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   was  t h e n  

a i r   d r i e d   a t   a m b i e n t   t e m p e r a t u r e .   The  s p e c i f i c   t r e a t -  

m e n t   c o n d i t i o n s   and  r e s u l t s   f o r   t h e   v a r i o u s   s a m p l e s  

a r e   s u m m a r i z e d   i n   T a b l e   1 0 .  

The  p e c t i n a s e   t r e a t e d   s t e m s   p r o d u c e d   a  

m o r e  e a s i l y   f i b r i l l a t e d   p r o d u c t   t h a n   t h e   c o n t r o l s .  

The  p e c t i n a s e   t r e a t e d   s a m p l e s   y i e l d e d   l o n g   f i b r i l s  



w h i l e   t h e   c o n t r o l   s a m p l e s   p r o d u c e d   a  l a r g e   q u a n t i t y  

of   s h o r t ,   f l a t   p i e c e s   and   much  d u s t .   S a m p l e   s t e m s  

w e r e   u s e d   t o   p r e p a r e   b l e n d e d   c i g a r e t t e s   w h i c h   w e r e  

s m o k e d   by  a  p a n e l   o f   e x p e r t   s m o k e r s .   The  p a n e l   f o u n d  

t h a t   t h e   p e c t i n a s e   t r e a t e d   s t e m   s a m p l e s   p r o d u c e d   a  

much  s m o o t h e r ,   l e s s   h a r s h   and  more   t o b a c c o - l i k e   s m o k -  

i n g   m a t e r i a l   t h a n   t h e   c o n t r o l   s a m p l e s .  





1.  A  p r o c e s s   f o r   the   e n z y m a t i c   m o d i f i c a t i o n   of  a 

t o b a c c o   m a t e r i a l   by  c o n t a c t i n g   the  m a t e r i a l   w i t h   a 

c e l l u l a s e   or  p e c t i n a s e   enzyme  c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   t h e  

m a t e r i a l   is  c o n t a c t e d   w i t h   the   e n z y m e   u n d e r   c o n d i t i o n s  

t h a t   p e r m i t   l e s s   t h a n   100%  s a c c h a r i f i c a t i o n   of  t h e  

c e l l u l o s e   or  p e c t i n   c o n t a i n e d   in  the   m a t e r i a l .  

2.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   1,  w h e r e i n   t h e  

t o b a c c o   m a t e r i a l   is  c o n t a c t e d   w i t h   the   e n z y m e   at  a  pH 

of  b e t w e e n   4 .3   and  6 . 5 ,   and  p r e f e r a b l y   a b o u t   5 . 3 .  

3.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   1  or  2,  w h e r e i n   t h e  

t o b a c c o   m a t e r i a l   i s   c o n t a c t e d   w i t h   the   enzyme   f o r  

b e t w e e n   0.5  and  50  h o u r s ,   and  p r e f e r a b l y   f o r   a b o u t   24 

h o u r s .  

4.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   1,  2  or  3,  w h e r e i n  

the   t o b a c c o   m a t e r i a l   is   c o n t a c t e d   w i t h   the   enzyme   at  a  

m o i s t u r e   l e v e l   of  g r e a t e r   t han   40%.  

5.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   1,  w h e r e i n   t h e  

e n z y m e   is  p r o d u c e d   by  a  c e l l u l o l y t i c   or  p e c t o l y t i c  

m i c r o o r g a n i s m .  

6.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  any  o f   c l a i m s   1  to  5 ,  

w h e r e i n   the   t o b a c c o   m a t e r i a l   is  t o b a c c o   s t e m s   and  i s  

f i r s t   s u s p e n d e d   in  w a t e r   to  a  l e v e l   of  b e t w e e n   30X  a n d  

60X  s o l i d s   by  w e i g h t   and  t he   s a i d   s u s p e n s i o n   is   t h e n  

c o n t a c t e d   w i t h   t he   e n z y m e .  

7.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  any  of  c l a i m s   1  to  6 ,  

w h e r e i n   the  e n z y m e   is   s u b s e q u e n t l y   d e a c t i v a t e d   by  h e a t  

t r e a t m e n t .  

8.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  any  of  c l a i m s   1  to  7 ,  



w h e r e i n   the   t o b a c c o   m a t e r i a l   is   c e l l u l o s i c   and  i s  

c o n t a c t e d   w i t h   a  c e l l u l a s e   e n z y m e .  

9.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   8,  w h e r e i n   t h e  

t o b a c c o   m a t e r i a l   c o m p r i s e s   c l a s s   t o b a c c o ,   t o b a c c o   d u s t ,  

s t e m s ,   v e i n s ,   s h r e d s ,   f i n e s ,   s t a l k s   or  a  c o m b i n a t i o n  

t h e r e o f .  

10.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   8  or  9,  w h e r e i n   t h e  

l e v e l   of  s a c c h a r i f i c a t i o n   of  the   c e l l u l o s i c   t o b a c c o  

m a t e r i a l   is  b e t w e e n   0 .01%  and  63X,  and  p r e f e r a b l y  

b e t w e e n   0.2%  and  3 0 X .  

11.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   8,  9  or  10,  w h e r e i n  

the   t o b a c c o   m a t e r i a l   is  c o n t a c t e d   w i t h   c e l l u l a s e   a t   a  

t e m p e r a t u r e   of  b e t w e e n   20°C  and  60°C  and  p r e f e r a b l y   a t  

a b o u t   5 0 ° C .  

12.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  any  of  c l a i m s   8  to  1 1 ,  

w h e r e i n   t he   c e l l u l a s e   is  p r o d u c e d   by  a  c e l l u l o l y t i c  

m i c r o o r g a n i s m   s e l e c t e d   f rom  C h a e t o m i u m ,   X y l a r i a ,  

P o l y p o r o u s ,   A s p e r g i l l u s ,   R h i z o p u s ,   T r a m e t e s ,  

C e l l u t o m o n a s ,   M y r o t h e c i u m ,   P e n c i l l i u m ,   T r i c h o d e r m a ,  

F u s a r i u m ,   B a c i l l u s ,   and  B a s i d i o m y c e t e s .  

13.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   12,  w h e r e i n   t h e  

c e l l u l o l y t i c   m i c r o o r g a n i s m   is  T r i c h o d e r m a   v i r i d e .  

14.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  any  of  c l a i m s   8  to  1 3 ,  

w h e r e i n   t he   amoun t   of  c e l l u l a s e   c o n t a c t e d   w i t h   t h e  

t o b a c c o   m a t e r i a l   is  b e t w e e n   1%  and  8%  by  w e i g h t   of  t h e  

m a t e r i a l   on  a  dry  w e i g h t   b a s i s .  

15.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  any  of  c l a i m s   8  to  1 4 ,  

w h e r e i n   the   t o b a c c o   m a t e r i a l   is   f i r s t   c o n t a c t e d   w i t h  

w a t e r   to  f o rm  a  t o b a c c o   s l u r r y   h a v i n g   a  c o n c e n t r a t i o n  

of  b e t w e e n   5X  and  30X  s o l i d s   by  w e i g h t ,   and  p r e f e r a b l y  



b e t w e e n   5%  and  20%  s o l i d s   by  w e i g h t ,   and  the   s a i d  

s l u r r y   is   t h e n   c o n t a c t e d   w i t h   the   c e l l u l a s e .  

16.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  any  of  c l a i m s   1  to  7 ,  

w h e r e i n   the   t o b a c c o   m a t e r i a l   is  p e c t i c   and  is  c o n t a c t e d  

w i t h   a  p e c t i n a s e   enzyme  u n d e r   c o n d i t i o n s   t h a t   p e r m i t  

f i b r i l l a t i o n   of  s a i d   m a t e r i a l .  

17.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   16,  w h e r e i n   t h e  

t o b a c c o   m a t e r i a l   c o m p r i s e s   t o b a c c o   s t e m s ,   v e i n s ,  

s t a l k s ,   or  a  c o m b i n a t i o n   t h e r e o f .  

18.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   16  or  17,  w h e r e i n  

the   t o b a c c o   m a t e r i a l   is  c o n t a c t e d   w i t h   p e c t i n a s e   at  a  

t e m p e r a t u r e   of  b e t w e e n   10°C  and  60°C ,   and  p r e f e r a b l y   a t  

a b o u t   3 7 ° C .  

19.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   16,  17  or  1 8 ,  

w h e r e i n   the   p e c t i n a s e   is  p r o d u c e d   by  a  p e c t o l y t i c  

m i c r o o r g a n i s m   s e l e c t e d   f rom  A s p e r g i l l u s ,   P e n i c i l l i u m ,  

B a c i l l u s ,   E r w i n i a ,   C e l l u l o m o n a s   and  S t r e p t o m y c e s .  

20.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  c l a i m   19,  w h e r e i n   t h e  

p e c t o l y t i c   m i c r o o r g a n i s m   is  A s p e r g i l l u s   n i g e r .  

21.  The  p r o c e s s   a c c o r d i n g   to  any  of  c l a i m s   16  to  2 0 ,  

w h e r e i n   the   a m o u n t   of  p e c t i n a s e   c o n t a c t e d   w i t h   t h e  

t o b a c c o   m a t e r i a l   is  b e t w e e n   0.5%  and  10%  by  w e i g h t   o f  

the   m a t e r i a l s   on  a  dry  w e i g h t   b a s i s ,   and  p r e f e r a b l y  

b e t w e e n   2%  and  5%. 

22.  A  s m o k i n g   p r o d u c t   w h i c h   c o m p r i s e s ,   at   l e a s t   i n  

p a r t ,   a  t o b a c c o   m a t e r i a l   p r o d u c e d   by  a  p r o c e s s  

a c c o r d i n g   to  any  of  c l a i m s   8  to  15  in  the  fo rm  o f  

c i g a r e t t e s ,   c i g a r s ,   c i g a r i l l o s ,   p i p e   t o b a c c o ,   t o b a c c o  

s u b s t i t u t e s   or  c h e w i n g   t o b a c c o .  



23.  A  t o b a c c o   p r o d u c t   w h i c h   c o m p r i s e s ,   at  l e a s t   i n  

p a r t ,   a  t o b a c c o   m a t e r i a l   p r o d u c e d   by  a  p r o c e s s  

a c c o r d i n g   to  any  of  c l a i m s   16  to  21  in  the   fo rm  o f  

c i g a r e t t e s ,   c i g a r s ,   c i g a r i l l o s ,   and  c h e w i n g   t o b a c c o .  
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