
Europäisches  Patentamt 

©  t u n   European  Patent  Office  ©  Veröffentlichungsnummer:  0   0 5 6   2 6 8  
A 1  

Office  european  des  brevets  1 

EUROPÄISCHE  PATENTANMELDUNG 

Anmeldenummer:  82100112.0  @  Int.CI.3:  A24  B  1 5 / 2 0  

Anmeldetag:  09.01  .82 

<§>  PrioritSt:  13.01.81  DE3100715  ©  Anmelder:  FABRIQUES  DETABAC  REUNIES  S.A.,  Quai 
Jeanrenaud  3  P.O.  Box  11,  CH-2003  Neuchatel  (CH) 

@  Erfinder:  Gaisch,  Helmut,  La  Pistoule  23, 
@  VeroffentlichungstagderAnmeldung:  21  .07.82  £U"2?36  °̂ur,m.°n?6.C-ht(i?H)...  @  ,  ^  D=tor,thi=«  oo/oo  Erfinder:  Ghiste,  Patrick  Daniel  Louis,  c/o  Genoud Patentbiatt  82/29  Cgste|  Nr  21  CH.2024  Aub|n  (CH) 

Erfinder:  Schulthess,  Dieter,  Rue  des  Berchoudes  62, 
CH-2003  Neuchatel  (CH) 

@  Benannte  Vertragsstaaten  :  AT  BE  CH  DE  FR  GB  IT  LI  LU  @  Vertreter:  Hach,  Hans  Karl,  Dr.,  Tarunstrasse  23, 
NLSE  D-6950  Mosbach-Waldstadt  (DE) 

@  Verfahren  zur  Aufbereitung  von  Tabak. 

Zur  Denitratisierung  von  Tabak  werden  die  löslichen  Ni- 
trate  aus  dem  Tabak  extrahiert  und  im  Extrakt  durch  metaboli- 
sche  Assimilation  abgebaut.  Die  Proteine  der  dabei  entstehen- 
den  Biomasse  werden  hydrolysiert  und  aus  den  dabei  gewon- 
nenen  Aminosäuren  werden  durch  Maillard'sche  Reaktion 
Aromastoffe  gewonnen,  die  dem  Tabak  wieder  zugesetzt  wer- 
den. 



Die  E r f i n d u n g   b e t r i f f t   e in   V e r f a h r e n   zur  A u f b e r e i t u n g   von  T a b a k ,  
bei  dem  l ö s l i c h e   T a b a k b e s t a n d t e i l e   mit  Wasser   e x t r a h i e r t   und  a u s  
der  a b g e t r e n n t e n   Lösung  du rch ,   von  M i k r o o r g a n i s m e n   h e r v o r g e -  
r u f e n e   m e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n   und  a n s c h l i e ß e n d e s   A b t r e n n e n   d e r  
Biomasse   n i e d e r m o l e k u l a r e   S t i c k s t o f f v e r b i n d u n g e n   e l i m i n i e r t  
werden  und  die   in  der  R e s t l ö s u n g   v e r b l e i b e n d e n   L ö s u n g s b e s t a n d -  
t e i l e   einem  e x t r a h i e r t e n   T a b a k  z u g e s e t z t   w e r d e n .  

Bei  einem  s o l c h e n   b e k a n n t e n   V e r f a h r e n   werden  N i t r a t e ,   N i t r i t e   u n d  

A m o n i u m v e r b i n d u n g e n   aus  dem  Tabak  e x t r a h i e r t ,   w e i l  d i e s e   i n  
manchen  F ä l l e n   durch   Umsetzung  zu  fü r   d e n  m e n s c h l i c h e n   Genuß  u n -  
e r w ü n s c h t e n   S u b s t a n z e n ,   zum  B e i s p i e l   S t i c k o x y d e n ,   im  T a b a k r a u c h  
f ü h r e n .  

Für  die  A u f b e r e i t u n g   von  Tabak  b e n ö t i g t   man  außerdem  F l a v o u r ,   d a s  
s ind   a r o m a b i l d e n d e   S t o f f e ,   die  beim  Abrauchen   des  Tabaks  e i n e n  

fü r   Tabak  c h a r a k t e r i s t i s c h e n   Geschmack  b i l d e n .   So lche   F l a v o u r  

gewinn t   man  zum  B e i s p i e l   aus  A m i n o s ä u r e n ,   die  man  der  s o g e n a n n t e n  
M a i l l a r d - R e a k t i o n   u n t e r w i r f t .   Die  Q u a l i t ä t   der  gewonnenen  F l a v o u r  
i s t   a b h ä n g i g   von  den  e i n g e s e t z t e n   A m i n o s ä u r e n .  

Aufgabe  der   E r f i n d u n g   i s t  e s ,   den"Tabak   u n t e r   m ö g l i c h s t   w e i t -  

g e h e n d e r   Verwendung  von  T a b a k b e s t a n d t e i l e n   mit  einem  a n g e n e h m e n  
T a b a k g e s c h m a c k   a u s z u s t a t t e n .  

Die  E r f i n d u n g   i s t   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  die  P r o t e i n e   d e r  

a b g e t r e n n t e n   Biomasse   h y d r o l y t i s c h   in  A m i n o s ä u r e n   z e r l e g t   w e r d e n  
und  daß  dabe i   T r y p t o p h a n   z e r s t ö r t   wird  b i s   auf  w e n i g e r   a l s   0 , 0 1  



P r o z e n t   bezogen   auf  das  Gewicht   des  gewonnenen  A m i n o s ä u r e -  

g e m i s c h s   und  daß  dann  das  gewonnene  A m i n o s ä u r e n g e m i s c h   i s o l i e r t  

mit  r e d u z i e r e n d e m   Zucker   u n t e r   E r h i t z u n g   ( M a i l l a r d - R e a k t i o n )   i n  

F l a v o u r   ( A r o m a b i l d n e r )   u m g e s e t z t   wi rd ,   der  dann  d o s i e r t . T a b a k  

z u g e s e t z t   w i r d .  

Die  E r f i n d u n g   f ü h r t   ü b e r r a s c h e n d   zu  g e s c h m a c k l i c h   h e r v o r -  

r a g e n d e r   F l a v o u r i s i e r u n g   und  e r f o r d e r t   außer   v e r h ä l t n i s m ä ß i g  
b i l l i g e m   Zucker   ke ine   w e s e n t l i c h e n   z u s ä t z l i c h e n   M a t e r i a l i e n ,  
wei l   d ie   a l s   A u s g a n g s p r o d u k t   fü r   die  Gewinnung  der  A m i n o s ä u r e n  
e r f o r d e r l i c h e   Hefe  be i   der   D e n i t r a t i s i e r u n g   des  Tabaks  in  a u s -  
r e i c h e n d e n   Mengen  a n f ä l l t .  

Man  kann  den  gewonnenen  F l a v o u r   zur  g e s c h m a c k l i c h e n   A u f b e r e i t u n g  

b e l i e b i g e r   Tabake,   i n s b e s o n d e r e   s o l c h e r   s c h l e c h t e r   Q u a l i t ä t ,   e i n -  

s e t z e n .   V o r t e i l h a f t   wird  er  aber   e i n g e s e t z t   be i   Tabak,  der  d u r c h  

die  e i n g a n g s   d a r g e l e g t e   D e n i t r a t i s i e r u n g   a u f b e r e i t e t   i s t   und  d a -  

du rch   z w a n g s l ä u f i g   auch  g e s c h m a c k l i c h e   Komponenten  e i n g e b ü ß t   h a t  

die   durch   die   F l a v o u r i s i e r u n g   dann  k o m p e n s i e r t   werden  k ö n n e n .  

Auch  be i   r e k o n s t i t u i e r t e m   Tabak,  der  durch   d ie   V o r b e h a n d l u n g  
der  R e k o n s t i t u t i o n   s o l c h e   E inbußen   e r l i t t e n   ha t ,   i s t   d i e  

F l a v o u r i s i e r u n g   nach  der  E r f i n d u n g   b e s o n d e r s   v o r t e i l h a f t .  

Eine  W e i t e r b i l d u n g   i s t   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  M i k r o o r g a n i s -  
men,  d ie   i h r e n   S t i c k s t o f f b e d a r f   durch   N i t r a t -   und  N i t r i t -  
abbau  decken   können,   auf  d ie   a b g e t r e n n t e  
Lösung  a n g e s e t z t   werden ,   welche   Lösung  mit  e i n e r   K o h l e n s t o f f -  
q u e l l e   in  e i n e r   K o n z e n t r a t i o n   von  je  1 6 , 5  ±   10  a s s i m i l i e r b a r e n  
K o h l e n s t o f f a t o m e n   auf  je  e in   N i t r a t m o l e k ü l   und  w e i t e r e n   a u ß e r  
S t i c k s t o f f   e r f o r d e r l i c h e n   N ä h r s t o f f e n   a n g e r e i c h e r t   i s t   und  b e i  
der  A s s i m i l a t i o n   mit   0,5  b i s   2,5  1 .   1  - 1   min  -1  b e l ü f t e t   u n d  
in  dem  p H - B e r e i c h   von  3,5  b i s   6  und  in  dem  T e m p e r a t u r b e r e i c h   v o n  
250C  b i s   37°C  g e h a l t e n   wird ,   und  daß  d ie   A s s i m i l a t i o n   s o l a n g e  
d u r c h g e f ü h r t   wird ,   b i s   der  N i t r a t g e h a l t   auf  e i n e n   M a x i m a l g e h a l t  
von  10  ppm  r e d u z i e r t   i s t .   Bei  der  R e d u z i e r u n g   der  N i t r a t e  
werden  auch  g l e i c h z e i t i g   z w a n g s l ä u f i g   d ie   N i t r i t e   und  Amonium- 
s a l z e   e n t s p r e c h e n d   r e d u z i e r t .  



V o r z u g s w e i s e   e r f o l g t   d ie   B e l ü f t u n g   mit  1,4  b is   1,6  1.1  . m i n  

und  v o r z u g s w e i s e   wird  der  pH-Wert  auf  5 , 5  ±   0,3  und  die  Tem- 

p e r a t u r   auf  30°C ±  30C  g e h a l t e n .   Es  s ind   sehr   v i e l e   Hefen  i n  

V e r b i n d u n g   mit  der  E r f i n d u n g   g e e i g n e t ,   b e v o r z u g t   e r f o l g t   j e -  

doch  die   A s s i m i l a t i o n   durch   E i n s a t z   e i n e r   Hefe  aus  der  G r u p p e  

b e s t e h e n d   aus  der  Cand ida   u t i l i s   NCYC  707,  Cand ida   b e r t h e t i i  

CBS  5452,  Candida   u t i l i s   NCYC  321  und  Cand ida   u t i l i s   DSM  7 0 1 6 7 .  

N ich t   nur  w a s s e r l ö s l i c h e   N i t r a t e   und  N i t r i t e   f ü h r e n   zu  u n e r -  

w ü n s c h t e n   B e s t a n d t e i l e n   im  Rauch,  das  kann  auch  h e r v o r g e r u f e n  
werden  durch   den  S t i c k s t o f f g e h a l t   von  P r o t e i n e n   oder   P r o t e i n -  

u n t e r e i n h e i t e n .   Dem  wird  e ine   W e i t e r b i l d u n g   der  E r f i n d u n g   g e -  
r e c h t ,   d ie   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t   i s t ,   daß  z u n ä c h s t   d ie   u n l ö s -  
l i c h e n   P r o t e i n b e s t a n d t e i l e   und  P r o t e i n u n t e r h e i n h e i t e n   des  a u f -  
z u b e r e i t e n d e n   Tabaks  durch   e n z y m a t i s c h e   B e h a n d l u n g  i n   l ö s l i c h e  

P r o t e i n f r a g m e n t e   z e r l e g t   werden  und  dann  d i e s e   l ö s l i c h e n  

P r o t e i n f r a g m e n t e   zusammen  mit  den  ü b r i g e n   l ö s l i c h e n   T a b a k b e -  
s t a n d t e i l e n   mit  Wasser   e x t r a h i e r t   werden  und  dann  in  der  a b g e -  
t r e n n t e n   Lösung  der   m e t a b o l i s c h e n   A s s i m i l a t i o n   u n t e r w o r f e n  
werden .   Dadurch   werden  die   S t i c k s t o f f a n t e i l e   der  P r o t e i n e   d e r  

g l e i c h e n   A s s i m i l a t i o n   u n t e r w o r f e n   wie  die   l ö s l i c h e n   N i t r a t e  
und  d e r g l e i c h e n .   Für  d ie   e n z y m a t i s c h e   B e h a n d l u n g   g e e i g n e t e  
Enzyme  s ind   in  T a b e l l e   1  a n g e g e b e n .  

Zur  Gewinnung  der  A m i n o s ä u r e m i s c h u n g   werden  d ie   P r o t e i n e   i n  

der  a n f a l l e n d e n   Biomasse   h y d r o l y s i e r t .   Das  kann  g e s c h e h e n ,  
indem  man  zuvor   die   P r o t e i n e   aus  der  Biomasse   i s o l i e r t   o d e r  

abe r ,   indem  man  s ie   in  der  Biomasse   b e l ä ß t .   Die  H y d r o l y s e   e r -  

f o l g t   zweckmäßig  u n t e r   f o l g e n d e n   B e d i n g u n g e n :  
Bei  e i n e r   T e m p e r a t u r   von  5 0  -   130°C,  v o r z u g s w e i s e   90°C,  

während  e i n e r   Z e i t d a u e r   von  2  -   300  S t u n d e n ,   v o r z u g s w e i s e   110 

S t u n d e n ,  
be i   einem  H e f e f e s t s t o f f g e h a l t   von  5  -  5 0   P r o z e n t   ( G e w i c h t s -  

p r o z e n t ) ,   v o r z u g s w e i s e   20  P r o z e n t ,  
be i   e i n e r   S ä u r e k o n z e n t r a t i o n   von  0 , 5  -   45  N  ( n o r m a l ) ,   v o r z u g s -  
we ise   bei   S a l z s ä u r e   6  N  und  bei   P h o s p h o r s ä u r e   45  N, 
be i   einem  Druck  von  1  -  3   A t m o s p h ä r e n ,   v o r z u g s w e i s e   1  A t m o s p h ä r e  
und  u n t e r   dauerndem  U m r ü h r e n .  



Man  kann,   um  aus  dem  gewonnenen  A m i n o s ä u r e n g e m i s c h   zu  dem  F l a -  

vour  zu  g e l a n g e n ,   die   bei   der  H y d r o l y s e   a n f a l l e n d e   Mischung  z u -  
n ä c h s t   e inmal   von  den  F e s t s t o f f b e s t a n d t e i l e n   b e f r e i e n .   Das  i s t  
aber   n i c h t   u n b e d i n g t   n ö t i g .   Man  kann  d i e s e   F e s t s t o f f b e s t a n d t e i l e  

-  die  u n l ö s l i c h e n   Z e l l r e s t e   der  B i o m a s s e  -   auch  b e l a s s e n   und  m i t  
der  M a i l l a r d - R e a k t i o n   u n t e r w e r f e n .   In  einem  s o l c h e n   F a l l   wird  man 
aber  die   bei   der  H y d r o l y s e   a n f a l l e n d e   Lösung  e i n e n g e n ,   um  d ie   n ö -  
t i g e   K o n z e n t r a t i o n   f ü r   d ie   M a i l l a r d - R e a k t i o n   zu  e r z i e l e n .   B e v o r -  

zugt  wird   a l l e r d i n g s   e in   V e r f a h r e n ,   bei   dem  die   A m i n o s ä u r e n ,   b e -  

vor  s i e   der  M a i l l a r d - R e a k t i o n   u n t e r w o r f e n   werden ,   i s o l i e r t   w e r d e n .  
Das  g e s c h i e h t   zweckmäßig  d a d u r c h ,   daß  das  in  der  Lösung  e n t h a l -  
tene  A m i n o s ä u r e g e m i s c h   durch   A d s o r p t i o n s c h r o m a t o g r a p h i e   i s o l i e r t  
ind  a n s c h l i e ß e n d   zur  Trocknung   e i n g e d a m p f t   w i r d .  

Die  M a i l l a r d - R e a k t i o n   e r f o l g t   zweckmäßig  u n t e r   B e d i n g u n g e n   w i e  

f o l g t :  
be i   einem  pH-Wert  von  3  -  1 2 ,   v o r z u g s w e i s e   6  -  7 ,  
be i   A n g l e i c h e n   des  pH-Wer tes   durch   Ammoniumhydroxyd  oder   K a l i u m -  

h y d r o x y d   oder   P h o s p h o r s ä u r e ,  
be i   e i n e r   B e h a n d l u n g s z e i t   von  1  -   200  S t u n d e n ,   v o r z u g s w e i s e  
7 0  -   140  S t u n d e n ,  
be i   e i n e r   T e m p e r a t u r   von  2 0  -  1 8 0   °C,  v o r z u g s w e i s e   9 0  -   140  ° C ,  

be i   einem  m o l a r e n   V e r h ä l t n i s   von  A m i n o s ä u r e n   zu  z u g e s e t z t e m  
r e d u z i e r e n d e n   Zucker   von  4  :   1  b i s   1:  4,  v o r z u g s w e i s e   1  :  1  b i s  

2  :  1 ,  
in  w ä s s r i g e r   Lösung  be i   einem  F e s t s t o f f g e h a l t   von  20  b i s   70  G e -  

w i c h t s p r o z e n t ,   v o r z u g s w e i s e   4 5  -   55  G e w i c h t s p r o z e n t ,  
be i   einem  Druck  von  1  -  5   A t m o s p h ä r e n ,   v o r z u g s w e i s e   1  A t m o s p h ä r e  
und  u n t e r   s t ä n d i g e m   R ü h r e n .  

Man  kann  d i e   bei   der  M a i l l a r d - R e a k t i o n   a n f a l l e n d e   R e a k t i o n s -  

mischung   u n m i t t e l b a r   a l s   F l a v o u r   ve rwenden   und  auf  den  T a b a k  

a u f t r a g e n ,   zum  B e i s p i e l   durch   A u f s p r ü h e n .   Man  kann  aber   a u c h  
die   fü r   den  F l a v o u r   w e s e n t l i c h e n   B e s t a n d t e i l e   aus  der  R e a k t i o n s -  

mischung   e x t r a h i e r e n ,   zum  B e i s p i e l   du rch   A u s s c h ü t t e l n   g e g e n  
D i c h l o r m e t h a n   oder   gegen  I s o b u t y l a l k o h o l .   Man  kann  die   f ü r   d e n  
F l a v o u r   w e s e n t l i c h e n   S u b s t a n z e n   du rch   f r a k t i o n i e r t e   D e s t i l l a t i o n  

aus  dem  R e a k t i o n s p r o d u k t   der   M a i l l a r d - R e a k t i o n   i s o l i e r e n .  



Die  E r f i n d u n g   wird  nun  anhand  e i n i g e r   B e i s p i e l e   nähe r   e r l ä u t e r t .  



B e i s p i e l   1 

a)  D e p r o t e i n i s i e r u n g   und  D e n i t r a t i s i e r u n g   des  T a b a k s  

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

j e n i g e   A k t i v i t ä t ,   d ie   Case in   bei   pH  7,5  und  370C  (Grad  C e l s i u s )  
dermaßen  h y d r o l i s i e r t ,   daß  pro  Minute   die  Menge  von  1  Mykromol  
T y r o s i n   f r e i g e s e t z t   w i rd .   In  d i e s e   10  1  Enzymlösung  w u r d e n  

1  kg  (Ki logramm)  a u f z u b e r e i t e n d e   T a b a k m i s c h u n g   (Amer i can   B l e n d )  
in  Form  von  s o g e n a n n t e n   S t r i p s   ( e n t r i p p t e   B l ä t t e r )   e i n g e s c h l ä m m t .  
Diese   Schlämme  wurde  6  S tunden   bei   370C  s t e h e n g e l a s s e n   und  d a -  
be i   g e l e g e n t l i c h   u m g e r ü h r t .   Dann  wurde  die  w ä s s r i g e   Phase  v o n  
den  S t r i p s   a b g e t r e n n t   und  danach   wurden  die   S t r i p s   zweimal   m i t  

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

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

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

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

TABELLE  3 

a n g e g e b e n .  

Die  TABELLE  3  z e i g t ,   daß  58  T r o c k e n g e w i c h t s p r o z e n t   der  in  d e r  

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

b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n  

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



Die  so  a u f b e r e i t e t e   Lösung  wurde  in  einem  A u t o k l a v e n   bei   105vC 

u n t e r   Druck  s t e r i l i s i e r t   und  dann  d r u c k e n t l a s t e t   und  auf  3 0  C  

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

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

s i c h   in  i h r e r   e x p o n e n t i e l l e n   Wachs tumsphase   b e f i n d e n d e n   K u l t u r  

von  Cand ida   u t i l i s   NCYC  707  a n g e i m p f t .   Die  a n g e i m p f t e   L ö s u n g  
wurde  8  S t u n d e n   l ang   u n t e r   B e l ü f t u n g   und  l a u f e n d e m   Umrühren  im 

F e r m e n t e r   b e l a s s e n .   Der  pH-Wert  wurde  z u n ä c h s t   mit  KOH  ( K a l i u m -  

hyd roxyd)   und  s p ä t e r   mit  Z i t r o n e n s ä u r e   auf  pH  5,5  s t a b i l i s i e r t .  
Dabei  wurden  die  P r o t e i n e ,   Aminosäu ren ,   N i t r a t e   und  N i t r i t e   d u r c h  
m e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n   a b g e b a u t .   Nach  Ab lau f   der  8  S t u n d e n  
wurde  die   B iomasse   a b z e n t r i f u g i e r t .   Man  e r h i e l t   2,25  1  B i o m a s s e  
mit  einem  F e s t s t o f f g e h a l t   von  8,5%  e n t s p r e c h e n d   190  g  w a s s e r -  
f r e i e r   B i o m a s s e .  

Der  du rch   das  Z e n t r i f u g i e r e n   gewonnene  Ü b e r s t a n d  -   d ie   s o g e -  
n a n n t e   R e s t l ö s u n g  -   e n t h i e l t   d ie   T a b a k a l k a l o i d e   in  der  u r -  
s p r ü n g l i c h   v o r h a n d e n e n   K o n z e n t r a t i o n ,   d a r ü b e r h i n a u s   aber   n u r  
noch  Spuren   an  l ö s l i c h e n   S t i c k s t o f f v e r b i n d u n g e n .   Das  G e s a m t -  
volumen  der  R e s t l ö s u n g   von  9,75  1  wurde  auf  2  1  e i n g e e n g t   u n d  
dem  v o r h a n d e l t e n   Tabak  durch   A u f s p r ü h e n   w iede r   z u g e s e t z t .   D a r a n  
a n s c h l i e ß e n d   wurde  d i e s e r   Tabak  g e t r o c k n e t .   T a b e l l e   2  z e i g t   A n a -  

l y s e n   von  Z i g a r e t t e n ,   die  aus  so lchem  Tabak  h e r g e s t e l l t   w u r d e n .  

c)  Gewinnung  von  A m i n o s ä u r e n  
Die  nach  Absa tz   b)  e r h a l t e n e   Biomasse   wurde  g e t r o c k n e t .   1  kg  a u f  

d i e s e   Weise  e r h a l t e n e   Biomasse   wurde  mit  3,5  1  HC1  (6N)  v e r s e t z t  

und  während  140  S tunden   u n t e r   R ü c k f l u s s   g e k o c h t .   Das  r e s u l t i e r e n -  
de  H y d r o l y s a t   wurde  während  20  Minu ten   bei   15  000  xg  z e n t r i f u -  
g i e r t   und  der  Ü b e r s t a n d   auf  e in   V i e r t e l   s e i n e s   u r s p r ü n g l i c h e n  
Volumens  e i n g e d a m p f t .   Das  D e s t i l l a t   e n t h i e l t   das  HC1  und  k o n n t e  
f ü r   w e i t e r e   H y d r o l y s e n   v e r w e n d e t   w e r d e n .  

Der  R ü c k s t a n d   wurde  mit  dem  g l e i c h e n   Volumen  e i n e s   I o n e n a u s -  
t a u s c h e r s   (300  g  A m b e r l i t e   IR-120,   F luka)   v e r s e t z t ,   0 ,6   1  HC1 



(0,1N)  z u g e f ü g t   und  das  Ganze  während  2  S tunden   be i   Raumtempe-  

r a t u r   g e s c h ü t t e l t .   A n s c h l i e ß e n d   wurde  der  I o n e n a u s t a u s c h e r   d u r c h  

F i l t r a t i o n   von  der  f l ü s s i g e n   Phase  g e t r e n n t   und  mit  250  ml 

d e i o n i s i e r t e m   Wasser   gewaschen .   Das  F i l t r a t   wurde  v e r w o r f e n .  

Der  I o n e n a u s t a u s c h e r   s e i n e r s e i t s   wurde  mit  0 ,8   1  (NH4)OH  (7N) 

v e r s e t z t   und  während  2  S tunden   bei   R a u m t e m p e r a t u r   g e s c h ü t t e l t .  

Der  I o n e n a u s t a u s c h e r   wurde  wiederum  a b f i l t r i e r t   und  mit  150  ml 

d e i o n i s i e r t e m   Wasser   gewaschen .   Die  A m i n o s ä u r e n   b e f a n d e n   s i c h   im 

F i l t r a t ,   das  b is   zur  T rockene   e i n g e d a m p f t   wurde.   Aus  dem  1  kg  
Biomasse   k o n n t e n   auf  d i e s e   Weise '  300  g  e i n e r   Mischung  von  Amino-  

s ä u r e n   gewonnen  werden .   Die  Zusammense t zung   d i e s e r   Mischung  i s t  

aus  T a b e l l e   4  e r s i c h t l i c h .  

d)  Gewinnung  des  F l a v o u r  

100  g  der  nach  Absa tz   c)  gewonnenen  A m i n o s ä u r e m i s c h u n g ,   w u r d e n  
mit  55  g  G lucose   und  188  g  d e i o n i s i e r t e m   Wasser   v e r s e t z t .   Das 

pH  wurde  mit  e i n e r   25%-igen   Ammoniumhydroxyd iösung   auf  9,5  e i n -  

g e s t e l l t .   A n s c h l i e ß e n d   wurde  die   R e a k t i o n s m i s c h u n g   w ä h r e n d  

70  S t u n d e n   u n t e r   Rückf luß   g e k o c h t .   Die  e n t s t e h e n d e   b r a u n e  

P r o d u k t l ö s u n g   wurde  f i l t r i e r t .   Das  F i l t r a t   wurde  in  Mengen  v o n  
20%  auf  r e k o n s t i t u i e r t e n   Tabak  a u f g e s p r ü h t .  

B e i s p i e l   2 

a)  D e n i t r a t i s i e r u n g   des  T a b a k s  

1kg  e i n e r   Tabakmischung   b e s t e h e n d   aus  B u r l e y - R i p p e n   wurden  m i t  

14 1  Wasser   während  1  S tunde  bei   80°C  gewaschen   und  a n s c h l i e ß e n d  

a u s g e p r e ß t .   Das  a u s g e p r e ß t e   Waschwasse r   e rgab   i n s g e s a m t   1 2  1  

Lösung  und  e n t h i e l t   1140  ppm  N i t r a t s t i c k s t o f f .  

b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n .   Wie  B e i s p i e l   1 .  



c)  Gewinnung  von  A m i n o s ä u r e n .   Wie  B e i s p i e l   1 .  

d)  Gewinnung  des  F l a v o u r .   Wie  B e i s p i e l   1 .  

B e i s p i e l   3 

a)  D e n i t r a t i s i e r u n g   d e s  T a b a k s .   Wie  B e i s p i e l   2 .  

b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n .   Wie  B e i s p i e l  2 .  

c)  Gewinnung  von  A m i n o s ä u r e n  

Die  nach  Absa tz   b)  e r h a l t e n e   Biomasse   wurde  g e t r o c k n e t . 1   kg  a u f  

d i e s e   Weise  e r h a l t e n e   Biomasse   wurde  mit   5  1  H3P04  (85%)  v e r s e t z t  
und  während  140  S tunden   u n t e r   R ü c k f l u s s   g e k o c h t .   Das  r e s u l t i e r e n -  
de  H y d r o l y s a t   wurde  du rch   e ine   F r i t t e   f i l t r i e r t   und  das  F i l t r a t  

mit  300  g  A m b e r l i t e   IR-120  sowie  0,6  1  HC1  (0,1N)  v e r s e t z t .   D i e s e  

Mischung  wurde  während   10  S tunden   be i   R a u m t e m p e r a t u r   g e s c h ü t t e l t .  
A n s c h l i e ß e n d   wurde  das  A m b e r l i t e   du rch   F i l t r a t i o n   von  der  f l ü s s i -  

gen  Phase  g e t r e n n t   und  mit  360  ml  d e i o n i s i e r t e m   Wasser   g e w a s c h e n .  
Das  F i l t r a t   wurde  v e r w o r f e n .  

Der  I o n e n a u s t a u s c h e r   s e i n e r s e i t s   wurde  mit  0,8  1  (NH4)OH  (7N) 
v e r s e t z t   und  während  2  S tunden   bei  R a u m t e m p e r a t u r   g e s c h ü t t e l t .  
Der  I o n e n a u s t a u s c h e r   wurde  wiederum  a b f i l t r i e r t   und  mit  150m1 
d e i o n i s i e r t e m   Wasser   gewaschen .   Die  A m i n o s ä u r e n   b e f a n d e n   s i ch   im 
F i l t r a t ,   das  b is   zur  Trockene   e i n g e d a m p f t   wurde.   Aus  dem  1  kg  
Biomasse   k o n n t e n   auf  d i e s e   Weise  320  g  e i n e r   Mischung  von  A m i n o -  
s ä u r e n   gewonnen  werden .   Die  Zusammense t zung   d i e s e r   Mischung  i s t  
aus  T a b e l l e   4  e r s i c h t l i c h .  

d)  Gewinnung  des  F l a v o u r .   Wie  B e i s p i e l   1 .  

B e i s p i e l   4  

a)  D e n i t r a t i s i e r u n g   des  Tabaks .   Wie  B e i s p i e l   2.  

b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n .   Wie  B e i s p i e l   2 



c)  Gewinnung  von  A m i n o s ä u r e n  

Die  nach  Absa tz   b)  e r h a l t e n e   Biomasse   wurde  auf  e ine   F e u c h t i g -  
k e i t s g e h a l t   von  60%  g e t r o c k n e t .   Man  e r h i e l t   so  500  g  f e u c h t e  
Hefe.   2,5  kg  so  e r h a l t e n e   Hefe  wurden  mit  6  1  H3P04  (85%)  v e r -  
s e t z t   und  wie  im  Absa t z   c)  B e i s p i e l   4  a n g e g e b e n ,   h y d r o l y s i e r t .  
Es  wurden  300  g  A m i n o s ä u r e m i s c h u n g   gewonnen,   d e r e n   Zusammen-  
s e t z u n g   in  T a b e l l e   4  a n g e g e b e n   i s t .  

c)  Gewinnung  des  F l a v o u r .   Wie  B e i s p i e l   1 .  

B e i s p i e l   5 

Wie  B e i s p i e l   4  mit  dem  e i n z i g e n   U n t e r s c h i e d ,   daß  bei   der  G e -  

winnung  von  A m i n o s ä u r e n   1 ,2  kg  Hefe  mit  einem  F e u c h t i g k e i t s -  
g e h a l t   von  70%  h y d r o l y s i e r t   werden  und  d a r a u s   120  g  A m i n o s ä u r e -  

mischung   gewonnen  w i r d .  

B e i s p i e l   6 

Wie  B e i s p i e l   3  mit  dem  U n t e r s c h i e d ,   daß  be i   der  Gewinnung  d e r  
A m i n o s ä u r e n   5  1  KOH  (6N)  s t a t t   H3P04  e i n g e s e t z t   werden .   D e r  
pH-Wert  d i e s e r   Lösung  wurde  mit  HC1  auf  1,1  e i n g e s t e l l t ,   b e v o r  
der  I o n e n a u s t a u s c h e r   z u g e f ü g t   wurde.   Es  k o n n t e n   280  g  e i n e r  

A m i n o s ä u r e n m i s c h u n g   gewonnen  werden,   d e r e n   Zusammense tzung ,   a u s  
T a b e l l e   4  e r s i c h t l i c h   i s t .  

B e i s p i e l   7 

a)  D e p r o t e i n i s i e r u n g   und  D e n i t r a t i s i e r u n g   des  Tabaks .   Wie  B e i -  
s p i e l   1 .  

b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n .   Wie  B e i s p i e l   1 .  
c)  Gewinnung  von  A m i n o s ä u r e n .   Wie  B e i s p i e l   1 .  
d)  Gewinnung  des  F l a v o u r .  

332g  e i n e r   nach  Absa tz   c)  gewonnenen  A m i n o s ä u r e n m i s c h u n g   w u r d e n  
n i t   252  g  Xylose   und  510  ml  d i o n i s i e r t e m   Wasser   v e r s e t z t . - D a s  
pH  wurde  mit  e i n e r   25%-igen   Ammoniumhydroxyd lösung   auf  7,0  e i n -  
g e s t e l l t .   A n s c h l i e ß e n d   wurde  d ie   R e a k t i o n s m i s c h u n g   während  140 



Stunden   u n t e r   R ü c k f l u s s   bei  90°C  g e h a l t e n .   Die  e n t s t e h e n d e  

b r aune   P r o d u k t f l ü s s i g k e i t   wurde  f i l t r i e r t .   Das  F i l t r a t   wurde  i n  

Mengen  von  b i s   zu  20%  auf  r e k o n s t i t u i e r t e n   Tabak  a u f g e s p r ü h t .  

B e i s p i e l   8 

a)  D e p r o t e i n i s i e r u n g   und  D e n i t r a t i s i e r u n g   des  Tabaks .   Wie  B e i -  

s p i e l   1 .  
b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n .   Wie  B e i s p i e l   1 .  
c)  Gewinnung  von  A m i n o s ä u r e n .   Wie  B e i s p i e l   1 .  
d)  Gewinnung  des  F l a v o u r .  

219  g  e i n e r   nach  Absa tz   c)  gewonnenen  A m i n o s ä u r e m i s c h u n g   w u r d e n  
mit  120  g  Glucose   und  435ml  d e i o n i s i e r t e m   Wasser   v e r s e t z t .   Das 
pH  wurde  mit  e i n e r   25%-igen  Ammoniumhydroxyd lösung   auf  6,8  e i n -  

g e s t e l l t .   A n s c h l i e ß e n d   wurde  die   R e a k t i o n s m i s c h u n g   während  24 
S tunden   be i   1050C  u n t e r   Druck  g e h a l t e n .   Die  e n t s t e h e n d e   b r a u n e  

P r o d u k t l ö s u n g   wurde  f i l t r i e r t .  D a s   F i l t r a t   wurde  in  Mengen  v o n  
20 %  auf  s c h l e c h t e n   B u r l e y - T a b a k   a u f g e s p r ü h t .  

B e i s p i e l   9 

a)  D e n i t r a t i s i e r u n g   des  Tabaks .   Wie  B e i s p i e l   2.  
b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n .   Wie  B e i s p i e l   2 .  
c)  Gewinnung  von  A m i n o s ä u r e n .   Wie  B e i s p i e l   2 .  
d)  Gewinnung  des  F l a v o u r  
180  g  e i n e r   nach  Absa tz   c)  gewonnenen  A m i n o s ä u r e m i s c h u n g   w u r d e n  
mit  76  g  G lucose   und  400  ml  d e i o n i s i e r t e m   Wasser   v e r s e t z t .   An-  
s c h l i e ß e n d   wurde  d ie   R e a k t i o n s m i s c h u n g   während  120  S tunden   b e i  
90°C  u n t e r   R ü c k f l u s s   g e k o c h t .   Die  e n t s t e h e n d e   b raune   P r o d u k t -  

l ö s u n g   wurde  f i l t r i e r t .   Das  F i l t r a t   wurde  in  Mengen  von  b i s   zu  
40%  auf  e x t r a h i e r t e   T a b a k s t r i p s   a u f g e s p r ü h t .  

B e i s p i e l   10 

a)  D e n i t r a t i s i e r u n g   des  Tabaks .   Wie  B e i s p i e l   2 .  
b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n .   Wie  B e i s p i e l   2 .  
c)  Gewinnung  von  A m i n o s ä u r e n .   Wie  B e i s p i e l   3 .  
d)  Gewinnung  des  F l a v o u r  



217  g  e i n e r   nach  Absa tz   c)  gewonnenen  A m i n o s ä u r e m i s c h u n g   w u r d e n  

mit  91  g  G lucose   und  480  ml  d e i o n i s i e r t e m   Wasser   v e r s e t z t .   An-  

s c h l i e ß e n d   wurde  die  R e a k t i o n s m i s c h u n g   während  120  S tunden   u n t e r  

Druck  be i   110°C  g e h a l t e n .   Die  e n t s t e h e n d e   b raune   P r o d u k t l ö s u n g  

wurde  f i l t r i e r t .   Das  F i l t r a t   wurde  in  Mengen  von  b i s   zu  80% 

auf  e x t r a h i e r t e   T a b a k r i p p e n   a u f g e s p r ü h t .  

B e i s p i e l   11 

a)  D e n i t r a t i s i e r u n g   des  Tabaks .   Wie  B e i s p i e l   2 .  

b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n .   Wie  B e i s p i e l   2 .  
c)  Gewinnung  von  A m i n o s ä u r e n .   Wie  B e i s p i e l   4 .  
d)  Gewinnung  des  F l a v o u r  

Wie  B e i s p i e l   10.  Es  wurde  j e d o c h   e i n e   T e m p e r a t u r   von  180°C  a n -  
g e w e n d e t .  

B e i s p i e l   12  

a)  D e p r o t e i n i s i e r u n g   und  D e n i t r a t i s i e r u n g   des  Tabaks .   Wie  B e i -  
s p i e l   1 .  

b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n .   Wie  B e i s p i e l   2 .  
c)  Gewinnung  von  Aminosäu ren .   Wie  B e i s p i e l  5 .  
d)  Gewinnung  des  F l a v o u r .  

Wie  B e i s p i e l   8.  Der  pH-Wert  wurde  j e d o c h   auf  11,5  e i n g e s t e l l t .  

B e i s p i e l   13 

a)  D e p r o t e i n i s i e r u n g   und  D e n i t r a t i s i e r u n g   des  Tabaks .   Wie  B e i -  
s p i e l   1 .  

b)  M e t a b o l i s c h e   A s s i m i l a t i o n .   Wie  B e i s p i e l   2 .  
c)  Gewinnung  von  A m i n o s ä u r e n .   Wie  B e i s p i e l   6 .  
d)  Gewinnung  des  F l a v o u r .  

Wie  B e i s p i e l   8.  Die  R e a k t i o n   wurde  aber   nur  während  1  S t u n d e  
d u r c h g e f ü h r t   und  das  F i l t r a t   in  Mengen  von  15  %  r e k o n s t i t u i e r -  
tem  Tabak  z u g e s e t z t .  



B e i s p i e l   14 

Wie  B e i s p i e l   9.  Es  wurden  j e d o c h   350  g  G lucose   v e r w e n d e t .  

B e i s p i e l   15 

Wie  B e i s p i e l   9.  Die  R e a k t i o n   wurde  aber   bei   50°C  während  200 
S tunden   d u r c h g e f ü h r t .  

A b ä n d e r u n g e n   der  B e i s p i e l e   s ind   wie  f o l g t   m ö g l i c h :  

A n s t e l l e   des  im  B e i s p i e l   1  g e n a n n t e n   Enzyms  kann  e i n  

a n d e r e s   Enzym  aus  T a b e l l e   1  e i n g e s e t z t   w e r d e n .  

A n s t e l l e   der  G lucose   kann  e ine   e q u i m o l a r e   Menge  F r u c t o s e ,  
G a l a c t o s e   oder   d e r g l e i c h e n   e i n g e s e t z t   w e r d e n .  

A n s t e l l e   der  Candida   u t i l i s   NCYC  707  kann  e ine   der  n a c h -  

f o l g e n d e n   C a n d i d a s   e i n g e s e t z t   werden:   Cand ida   b e r t h e t i i  
CBS  5452,  Cand ida   u t i l i s   NCYC  321  und  Cand ida   u t i l i s  

DSM  7 0 1 6 7 .  

Die  e r w ä h n t e n   Stämme  s ind   an  den  du rch   die  Abkürzungen   b e -  
z e i c h n e t e n   H i n t e r l e g u n g s s t e l l e n   in  der  fü r   p a t e n t r e c h t l i c h e  
O f f e n b a r u n g   e r f o r d e r l i c h e n   Form  u n t e r   der  a n g e g e b e n e n   Nummer 
e r h ä l t l i c h .   Die  Abkürzungen   b e d e u t e n :  
NCYC  N a t i o n a l   C o l l e c t i o n   of  Yeas t   C u l t u r e s ,   Brewing  I n d u s t r y  

R e s e a r c h   F o u n d a t i o n ;  
CBS  C e n t r a a l   Bureau  voor   S c h i m m e l c u l t u r e s ;  
DSM  D e u t s c h e   Sammlung  von  M i k r o o r g a n i s m e n .  









1.  V e r f a h r e n   zur  A u f b e r e i t u n g   von  Tabak,  bei  dem  l ö s l i c h e   T a b a k -  

b e s t a n d t e i l e   mit  Wasser   e x t r a h i e r t   und  aus  der  a b g e t r e n n t e n  

Lösung  du rch ,   von  M i k r o o r g a n i s m e n   h e r v o r g e r u f e n e   m e t a b o l i s c h e  
A s s i m i l a t i o n   und  a n s c h l i e ß e n d e s   A b t r e n n e n   der  Biomasse   n i e d e r -  
m o l e k u l a r e   S t i c k s t o f f v e r b i n d u n g e n   e l i m i n i e r t   werden  und  die   i n  

der  R e s t l ö s u n g   v e r b l e i b e n d e n   L ö s u n g s b e s t a n d t e i l e   einem  e x t r a -  
h i e r t e n   Tabak  z u g e s e t z t   werden,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  d i e  
P r o t e i n e   der  a b g e t r e n n t e n   Biomasse   h y d r o l y t i s c h   in  A m i n o s ä u r e n  

z e r l e g t   werden  und  daß  dabe i   T r y p t o p h a n   z e r s t ö r t   wird  b is   a u f  

w e n i g e r   a l s   0,01  P r o z e n t   bezogen   auf  das  Gewicht   des  g e w o n n e n e n  
A m i n o s ä u r e g e m i s c h s   und  daß  dann  das  gewonnene  A m i n o s ä u r e n g e -  
misch  i s o l i e r t   mit  r e d u z i e r e n d e m   Zucker   u n t e r   E r h i t z u n g  
( M a i l l a r d - R e a k t i o n )   in  F l a v o u r   ( A r o m a b i l d n e r )   u m g e s e t z t   w i r d ,  
der  dann  d o s i e r t   Tabak  z u g e s e t z t   w i r d .  

2.  V e r f a h r e n   nach  Anspruch   1,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  

M i k r o o r g a n i s m e n ,   die  i h r e n   S t i c k s t o f f b e d a r f   d u r c h  

N i t r a t -   und  N i t r i t a b b a u   decken   können,   auf  die  a b g e -  

g e t r e n n t e   Lösung  a n g e s e t z t   werden,   welche   Lösung  mit  e i n e r  

K o h l e n s t o f f q u e l l e   in  e i n e r   K o n z e n t r a t i o n   von  je  1 6 , 5  ±   10 
a s s i m i l i e r b a r e n   K o h l e n s t o f f a t o m e n   auf  je  e in   N i t r a t m o l e k ü l   u n d  
w e i t e r e n   außer   S t i c k s t o f f   e r f o r d e r l i c h e n   N ä h r s t o f f e n   a n g e -  
r e i c h e r t   i s t   und  be i   der  A s s i m i l a t i o n   mit  0,5  b i s   2,5  1 .   1 - 1 .  m i n - 1  

b e l ü f t e t   und  in  dem  p H - B e r e i c h   von  3,5  b i s   6  und  in  dem  T e m p e r a t u r -  
b e r e i c h   von  25°C  b i s   370C  g e h a l t e n   wi rd ,   und  daß  die  A s s i m i l a t i o n  

s o l a n g e   d u r c h g e f ü h r t   wird ,   b i s   der  N i t r a t g e h a l t   auf  e i n e n   M a x i m a l -  

g e h a l t   von  10  ppm  r e d u z i e r t   i s t .  

3.  V e r f a h r e n   nach  Anspruch   1  oder   2,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a ß  
die  A s s i m i l a t i o n   durch   E i n s a t z   e i n e r   Hefe  aus  der  Gruppe  b e -  
s t e h e n d   aus  der  Cand ida   u t i l i s   NCYC  707,  Cand ida   b e r t h e t i i  
CBS  5452,  Cand ida   u t i l i s   NCYC  321  und  Candida   u t i l i s   DSM  70167  
e r f o l g t   und  daß  die   B e l ü f t u n g   mit  1,4  b is   1,6  1 .   1  -1 .  min  -1  

e r f o l g t   und  daß  der  pH-Wert  auf  5 , 5  ±   0,3  und  die   T e m p e r a t u r   a u f  
30°C ±  3°C  g e h a l t e n   w i r d .  



4.  V e r f a h r e n   nach  einem  der  v o r h e r g e h e n d e n   Ansp rüche ,   d a d u r c h  

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  z u n ä c h s t   die  u n l ö s l i c h e n   P r o t e i n b e s t a n d -  

t e i l e   und  P r o t e i n u n t e r e i n h e i t e n   des  a u f z u b e r e i t e n d e n   Tabaks  d u r c h  

e n z y m a t i s c h e   Behand lung   in  l ö s l i c h e   P r o t e i n f r a g m e n t e   z e r l e g t  
,werden  und  dann  d i e s e   l ö s l i c h e n   P r o t e i n f r a g m e n t e   zusammen  mit  d e n  

ü b r i g e n   l ö s l i c h e n   T a b a k b e s t a n d t e i l e n  m i t   Wasser  e x t r a h i e r t   w e r d e n  

und  dann  in  der  a b g e t r e n n t e n   Lösung  der  m e t a b o l i s c h e n   A s s i m i l a t i o n  

u n t e r w o r f e n   w e r d e n .  

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

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  die  H y d r o l y s e   der   P r o t e i n e   der  B i o m a s s e  

u n t e r   B e d i n g u n g e n   wie  f o l g t   e r f o l g t :  
Bei  e i n e r   T e m p e r a t u r   von  5 0  -   130°C 

während  e i n e r   Z e i t d a u e r   von  2  -   300  S t u n d e n  
bei   einem  H e f e f e s t s t o f f g e h a l t   von  5  -  5 0   P r o z e n t   ( G e w i c h t s p r o z e n t )  
bei   e i n e r   S ä u r e k o n z e n t r a t i o n   von  0 , 5  -   45  N  ( n o r m a l )  
be i   einem  Druck  von  1  -  3   A tmosphä ren   u n d  

u n t e r   dauerndem  U m r ü h r e n .  

6.  V e r f a h r e n   nach  Anspruch   5,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  a u s  
der  h y d r o l y s i e r t e n   Lösung  d ie   u n l ö s l i c h e n   R e s t b e s t a n d t e i l e   d e r  
Biomasse   a b g e t r e n n t   w e r d e n ,   ehe  d ie   Lösung  w e i t e r v e r a r b e i t e t   w i r d .  

7.  V e r f a h r e n   nach  Anspruch   6,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  
das  in  der   Lösung  e n t h a l t e n e   A m i n o s ä u r e n g e m i s c h   durch   A d s o r p t i o n s -  
c h r o m a t o g r a p h i e   i s o l i e r t   und  a n s c h l i e ß e n d   zur  Trocknung  e i n g e -  
dampf t   w i r d .  

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

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  das  gewonnene  A m i n o s ä u r e n g e m i s c h   bei   d e r  
M a i l l a r d - R e a k t i o n   in  F l a v o u r   u m g e s e t z t   wird  u n t e r   f o l g e n d e n   B e -  

d i n g u n g e n :  
Bei  einem  pH-Wert  von  3  -  1 2 ,  
be i   A n g l e i c h e n   des  pH-Wertes   durch   Ammoniumhydroxyd  oder   K a l i u m -  

hydroxyd   oder   P h o s p h o r s ä u r e ,  
bei   e i n e r   B e h a n d l u n g s z e i t   von  1  -  200  S t u n d e n ,  
bei   e i n e r   T e m p e r a t u r   von  2 0  -  1 8 0   °C,  

bei   einem  mo la ren   V e r h ä l t n i s   von  A m i n o s ä u r e n   zum  z u g e s e t z t e n   r e -  



d u z i e r e n d e n   Zucker   von  4 :   1  b i s   1  :  4,  in  w ä s s r i g e r   Lösung,  

bei   einem  F e s t s t o f f g e h a l t   von  20  b i s   70  G e w i c h t s p r o z e n t ,  

bei   einem  Druck  von  1  -   5  A t m o s p h ä r e n   u n d  

u n t e r   s t ä n d i g e m   R ü h r e n .  

9.  V e r f a h r e n   nach  Anspruch   8,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  d a s  

mit  der   M a i l l a r d - R e a k t i o n   e r z e u g t e   R e a k t i o n s g e m i s c h   a l s   F l a v o u r  

auf  Tabak  a u f g e s p r ü h t   wird  und  zwar  in  e i n e r   Menge  v o n  

0 ,05  b i s   0,8  M i l l i l i t e r   pro  Gramm  T a b a k m a t e r i a l .  

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

g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  mit  dem  gewonnen  F l a v o u r   r e k o n s t i t u i e r t e r  

Tabak  b e h a n d e l t   w i r d .  
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