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69 Verfahren zur Aufbereitung von Tabak.

@ Zur Denitratisierung von Tabak werden die 16slichen 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 Aminosauren werden durch Maiilard’sche Reakiion
Aromastoffe gewonnen, die dem Tabak wieder zugesetzt wer-
den.
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VERFAHREN ZUR AUFBEREITUNG VON TABAK

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufbereitung von Tabak,
bei dem 18sliche Tabakbestandteile mit Wasser extrahiert und aus
5der abgetrennten Ldsung durch, von Mikroorganismen hervorge-
rufene metabolische Assimilation und anschlieBendes Abtrennen der
Biomasse niedermolekulare Stickstoffverbindungen eliminiert
werden und die in der Restldsung verbleibenden LOsungsbestand-
teile einem extrahierten Tabak zugesetzt werden.
10
Bei einem solchen bekannten Verfahren werden Nitrate, Nitrite und
Amoniumverbindungen aus dem Tabak extrahiert, weil diese in
manchen Fillen durch Umsetzung zu fiir den menschlichen GenuB un-
erwiinschten Substanzen, zum Beispiel Stickoxyden, im Tabakrauch
15 fihren.

Flir die Aufbereitung von Tabak bendtigt man auBerdem Flavour, das
sind aromabildende Stoffe, die beim Abrauchen des Tabaks einen
flir Tabak charakteristischen Geschmack bilden. Solche Flavour

20 gewinnt man zum Beispiel aus Aminosiuren, die man der sogenannten
Maillard-Reaktion unterwirft. Die Qualitdt der gewonnenen Flavour
ist abhdngig von den eingesetzten Aminosduren.

Aufgabe der Erfindung ist K es, den Tabak unter mdglichst weit-
25 gehender Verwendung von Tabakbestandteilen mit einem angenehmen
Tabakgeschmack auszustatten.

Die Erfindung ist dadurch gekennzeichnet, daB die Proteine der
abgetrennten Biomasse hydrolytisch in Aminosduren zerlegt werden
30 und daB dabei Tryptophan zerstdrt wird bis auf weniger als 0,01
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Prozent bezogen auf das Gewicht des gewonnenen Aminosdure-
gemischs und daB dann das gewonnene Aminosdurengemisch isoliert
mit reduzierendem Zucker unter Erhitzung (Maillard-Reaktion) in
Flavour (Aromabildner) umgesetzt wird, der dann dosiert. Tabak
zugesetzt wird.

Die Erfindung fiihrt iiberraschend zu geschmacklich hervor-
ragender Flavourisierung und erfordert auBer verhiltnismifig
billigem Zucker keine wesentlichen zusitzlichen Materialien,
weil die als Ausgangsprodukt fiir die Gewinnung der Aminosiuren
erforderliche Hefe bei der Denitratisierung des Tabaks in aus—
reichenden Mengen anfillt.

Man kann den gewonnenen Flavour zur geschmacklichen Aufbereitung
beliebiger Tabake, insbesondere solcher schlechter Qualitdat, ein-
setzen. Vorteilhaft wird er aber eingesetzt bei Tabak, der durch
die eingangs dargelegte Denitratisierung aufbereitet ist und da-
durch zwangsliufig auch geschmackliche Komponenten eingebilit hat
die durch die Flavourisierung dann kompensiert werden konnen.
Auch bei rekonstituiertem Tabak, der durch die Vorbehandlung

der Rekonstitution solche EinbuBen erlitten hat, ist die
Flavourisierung nach der Erfindung besonders vorteilhaft.

Eine Weiterbildung ist dadurch gekennzeichnet, daB8 Mikroorganis-
men, die ihren Stickstoffbedarf durch Nitrat- und Nitrit-

abbau decken kénnen, auf die abgetrennte

Losung angesetzt werden, welche Ldsung mit einer Kohlenstoff-
quelle in einer Xonzentration von je 16,5 ¥ 10 assimilierbaren
Kohlenstoffatomen auf je ein Nitratmolekiil und weiteren auBer
Stickstoff erforderlichen Nihrstoffen angereichert ist und bei
der Assimilation mit 0,5 bis 2,5 1 . 1 ' . min ! beliiftet und
in dem pH-Bereich von 3,5 bis 6 und in dem Temperaturbereich von
25°c bis 37°C gehalten wird, und daB die Assimilation solange
durchgefiihrt wird, bis der Nitratgehalt auf einen Maximalgehalt
von 10 ppm reduziert ist. Bei der Reduzierung der Nitrate
werden auch gleichzeitig zwangsliufig die Nitrite und Amonium~
salze entsprechend reduziert.
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1 1

Vorzugsweise erfolgt die Beliiftung mit 1,4 bis 1,6 1.1 '.min~
und vorzugsweise wird der pH-Wert auf 5,5 h 0,3 und die Tem-

peratur auf 30°C z 3°C gehalten. Es sind sehr viele Hefen in

Verbindung mit der Erfindung deeignet, bevorzugt erfolgt je-
5doch die Assimilation durch Einsatz einer Hefe aus der Gruppe
bestehend aus der Candida utilis NCYC 707, Candida berthetii

CBS 5452, Candida utilis NCYC 321 und Candida utilis DSM 70167.

~ Nicht nur wasserl@sliche Nitrate und Nitrite flihren zu uner-

10wiinschten Bestandteilen im Rauch, das kann auch hervorgerufen
werden durch den Stickstoffgehalt von Proteinen oder Protein-
untereinheiten. Dem wird eine weiterbildung der Erfindung ge-
recht, die dadurch gekennzeichnet ist, daB zunidchst die unlds-—
lichen Proteinbestandteile und Proteinunterheinheiten des auf-

15zubereitenden Tabaks durch enzymatische Behandlung in 18sliche
Proteinfragmente zerlegt werden und dann diese 1&slichen
Proteinfragmente zusammen mit den iibrigen 18slichen Tabakbe-
standteilen mit Wasser extrahiert werden und dann in der abge-
trennten Losung der metabolischen Assimilation unterworfen

20werden. Dadurch werden die Stickstoffanteile der Proteine der
gleichen Assimilation unterworfen wie die 16slichen Nitrate
und dergleichen. Fiir die enzymatische Behandlung geeignete
Enzyme sind in Tabelle 1 angegeben.

25Zur Gewinnung der Aminosduremischung werden die Proteine in
der anfallenden Biomasse hydrolysiert. Das kann geschehen,
indem man zuvor die Proteine aus der Biomasse isoliert oder
aber, indem man sie in der Biomasse beldB8t. Die Hydrolyse er-
folgt zweckmdBig unter folgenden Bedingungen:
30Bei einer Temperatur von 50 - 130°C, vorzugsweise 90°C,
wdhrend einer Zeitdauer von 2 - 300 Stunden, vorzugsweise 110
Stunden, -
bei einem Hefefeststoffgehalt von 5 - 50 Prozent {Gewichts-—
prozent), vorzugsweise 20 Prozent,
35bei einer Siurekonzentration von 0,5 - 45 N (normal), vorzugs-
" weise bei Salzsiure 6 N und bei Phosphorsdure 45 N, .
bei einem Druck von 1 - 3 Atmosphidren, vorzugsweise 1 Atmosphire
und unter dauverndem Umriihren.
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Man kann, um aus dem gewonnenen Aminosdurengemisch zu dem Fla-
vour zu gelangen, die bei der Hydrolyse anfallende Mischung zu-—
nichst einmal von den Feststoffbestandteilen befreien. Das ist
aber nicht unbedingt nétig. Man kann diese Feststoffbestandteile
5~ die unldslichen Zellreste der Biomasse - auch belassen und mit
der Maillard-Reaktion unterwerfen. In einem solchen Fall wird man
aber die bei der Hydrolyse anfallende L¥sung einengen, um die nd-
tige Konzentration fiir die Maillard-Reaktion zu erzielen. Bevor-
zugt wird allerdings ein Verfahren, bei dem die Aminosiuren, be-
10vor sie der Maillard-Reaktion unterworfen werden, isoliert werden.
Das geschieht zweckmdBig dadurch, daB das in der L3sung enthal-
tene Aminosduregemisch durch Adsorptionschromatographie isoliert
und anschlieBend zur Trocknung eingedampft wird.

15Die Maillard-Reaktion erfolgt zweckmdBig unter Bedingungén wvie
folgt:
bei einem pH-Wert von 3 - 12, vbrzugsweise 6 - 7,
bei Angleichen des pH-Wertes durch Ammoniumhydroxyd oder Kalium-—
hydroxyd oder Phosphorsaure,
20 bei einer Behandlungszeit von 1 - 200 Stunden, vorzugsweise
70 - 140 Stunden,
bei einer Temperatur von 20 - 180 oC, vorzugsweise 90 - 140 OC,
bei einem molaren Verhdltnis von Aminosduren zu zugesetztem
reduzierenden Zucker von 4 : 1 bis 1: 4, vorzugsweise 1 : 1 bis
252 : 1,
in wdssriger LOsung bel einem Feststoffgehalt von 20 bis 70 Ge-
wichtsprozent, vorzugsweise 45 - 55 Gewichtsprozent,
beli einem Druck von 1 - 5 Atmosphdren, vorzugsweise 1 Atmosphire
und unter stdndigem Riihren.
30
Man kann die bei der Maillard-Reaktion anfallende Reaktions-
mischung unmittelbar als Flavour verwenden und auf den Tabak
auftragen, zum Beispiel durch Aufspriithen. Man kann aber auch
die fiir den Flavour wesentlichen Bestandteile aus der Reaktions-
35 mischung extrahieren, zum Beispiel durch Ausschiitteln gegen
Dichlormethan oder gegen lsobutylalkohol. Man kann die Ffiir den
Flavour wesentlichen Substanzen durch fraktionierte Destillation
aus dem Reaktionsprodukt der Maillard-Reaktion isolieren.
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Die Erfindung wird nun anhand einiger Beispiele ndher erliutert.
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Beispiel 1
a) Deproteinisierung und Denitratisierung des Tabaks

5In 10 1 (Liter) Wasser wurden 3,75 g (Gramm) des Enzyms
Protease EC 3.4.24.4 mit einer Enzymaktivitdt von 1,0 Enzym-
einheit pro mg (Milligramm) geldst. Eine Enzymeinheit ist die-
jenige Aktivitit, die Casein bei pH 7,5 und 37°C (Grad Celsius)
dermaBen hydrolisiert, daB pro Minute die Menge von 1 Mykromol

10 Tyrosin freigesetzt wird. In diese 10 1 Enzymldsung wurden
1 kg (Xilogramm) aufzubereitende Tabakmischung (American Blend)
in Form von sogenannten Strips (entrippte Blitter) eingeschlimmt.
Diese Schlimme wurde 6 Stunden bei 37°C stehengelassen und da-
bei gelegentlich umgeriihrt. Dann wurde die wassrige Phase von

15den Strips abgetrennt und danach wurden die Stripé zweimal mit
je 2,5 1 Wasser von 80°c gewaschen und anschlieBend ausgepreBt.
Die wdssrige Phase, das Waschwasser und die beim Auspressen
anfallende Fliissigkeit wurde zur L&sung vereinigt. Es ergaben
sich insgesamt 12 1 L3sung.

20 :
Der vorbehandelte Tabak, das sind die ausgepreften Strips, wur-
de in stromender Warmluft bis auf eine Restfeuchte von 18 %
(Prozent) getrocknet und aufbewahrt. Die aufzubereitende Tabak-
mischung, die L8sung und der vorbehandelte Tabak wurden analy-

25tisch untersucht. Es ergaben sich dabei Analysenwerte wie in

TABELLE 3

angegeben.

Die TABELLE 3 zeigt, daB 58 Trockengewichtsprozent der in der

30aufzubereitenden, eingesetzten Tabakmischung vorhandenen Pro-
teine abgebaut worden sind und die Abbauprodukte in die Lsung
iiberfiihrt wurden. '

b) Metabolische Assimilation
35
‘ In die 12 1 Ldsung wurden folgende Zusdtze eingegeben:

Glukose (40 g per 1,086 g NO,-N + NH2/NH3—N) teceeseess 506 g
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KH2P04 (Xaliumhydrophosphat) (0,2 % pro Extraktmenge) . 24 g.

Die so aufbereitete Ldsung wurde in einem Autoklaven bei 105°C
unter Druck sterilisiert und dann druckentlastet und auf 30°C

5 abgekiihlt und in einen 20 1 Fermenter iiberfiihrt. Die 30°¢c war-
me, aufbereitete Ldsung wurde mit 600 ml (Milliliter) einer
sich in ihrer exponentiellen Wachstumsphase befindenden Xultur
von Candida utilis NCYC 707 angeimpft. Die angeimpfte Losung
wvurde 8 Stunden lang unter Beliiftung und laufendem Umriihren im

10 Fermenter belassen. Der pH-Wert wurde zunichst mit KOH (Kalium—

hydroxyd) und spiter mit Zitronensdure auf pH 5,5 stabilisiert.
Dabei wurden die Proteine, Aminosduren, Nitrate und Nitrite durch
metabolische Assimilation abgebaut. Nach Ablauf der 8 Stunden
wurde die Biomasse abzentrifugiert. Man erhielt 2,25 1 Biomasse

15mit einem Feststoffgehalt von 8,5% entsprechend 190 g wasser-
freier Biomasse.

Der durch das Zentrifugieren gewonnene Uberstand - die soge-
nannte Restldsung - enthielt die Tabakalkaloide in der ur-

20 spriinglich vorhandenen Konzentration, dariiberhinaus aber nur
noch Spuren an 1l8slichen Stickstoffverbindungen. Das Gesamt-
volumen der Restldsung von 9,75 1 wurde auf 2 1 eingeengt und
dem vorhandelten Tabak durch Aufspriihen wieder zugesetzt. Daran
anschlieBend wurde dieser Tabak getrocknet. Tabelle 2 zeigt Ana-

25 lysen von Zigaretten, die aus solchem Tabak hergestellt wurden.

c) Gewinnung von Aminosiuren
Die nach Absatz b) erhaltene Biomasse wurde getrocknet. 1 kg auf
diese Weise erhaltene Biomasse wurde mit 3,5 1 HCl (6N) versetzt
30 und wdhrend 140 Stunden unter Riickfluss gekocht. Das resultieren-
de Hydrolysat wurde widhrend 20 Minuten bei 15 000 xg zentrifu-
giert und der Uberstand auf ein Viertel seines urspriinglichen
Volumens eingedampft. Das Destillat enthielt das HC1l und konnte
fiir weitere Hydrolysen verwendet werden.
.35 .
Der Riickstand wurde mit dem gleichen Volumen eines Ionenaus-
tauschers (300 g Amberlite IR~-120, Fluka) versetzt, 0,6 1 HCL
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(0,1N) zugefiigt und das Ganze wdhrend 2 Stunden bei Raumtempe-
ratur geschiittelt. AnschlieBend wurde der Ionenaustauscher durch
Filtration von der fllissigen Phase getrenmnt und mit 250 ml
deionisiertem Wasser gewaschen. Das Filtrat wurde verworfen.
5
Der Ionenaustauscher seinerseits wurde mit 0,8 1 (NH4)OH (7N)
versetzt und wihrend 2 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt.
Der Ionenaustauscher wurde wiederum abfiltriert und ait 150 ml
deionisiertem Wasser gewaschen. Die Aminosduren befanden sich im
"10Filtrat, das bis zur Trockene eingedampft wurde. Aus dem 1 kg
Biomasse konnten auf diese Weise 300 g einer Mischung von Amino-
sduren gewonnen werden. Die Zusammensetzung dieser Mischung ist
aus Tabelle 4 ersichtlich.

15d) Gewinnung des Flavour

100 g der nach Absatz c) gewonnenen Aminosduremischung, wurden

mit 55 g Glucose und 188 g deionisiertem Wasser versetzt. Das

PH wurde mit einer 25%-igen Ammoniumhydroxydl&sung auf 9,5 ein-
20 gestellt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung wdahrend

70 Stunden unter RickfluB gekocht. Die entstehende braune

Produktldsung wurde filtriert. Das Filtrat wurde in Mengen von

20% auf rekonstituierten Tabak aufgespriiht.

25BeisEiel 2
a) Denitratisierung des Tabaks

1kg einer Tabakmischung bestehend aus Burley- Rippen wurden mit

3014 1 Wasser widhrend 1 Stunde bei 80°c gewaschen und anschlieBend
ausgeprelt. Das ausgepreBte Waschwasser ergab insgesamt 12 1
Losung und enthielt 1140 ppm Nitratstickstoff.

b) Metabolische Assimilation. Wie Beispiel 1.
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c) Gewinnung von Aminosduren. Wie Beispiel 1.
d) Gewinnung des Flavour. Wie Beispiel 1.
5Beispiel 3
a) Denitratisierung des Tabaks. Wie Beispiel 2.

~ b) Metabolische Assimilation. Wie Beispiel 2.
10
c) Gewinnung von Aminosduren

Die nach Absatz b) erhaltene Biomasse wurde getrocknet.1 kg auf
diese Weise erhaltene Biomasse wurde mit 5 1 H3P04 (85%) versetzt
15 und wihrend 140 Stunden unter Riickfluss gekocht. Das resultieren-
de Hydrolysat wurde durch eine Fritte filtriert und das Filtrat
mit 300 g Amberlite IR-120 sowie 0,6 1 HC1l (0,1N) versetzt. Diese
Mischung wurde wihrend 10 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt.
AnschlieBend wurde das Amberlite durch Filtration von der fliissi-
20 gen Phase getrennt und mit 360 ml deionisiertem Wasser gewaschen.

Das Filtrat wurde verworfen.

Der Ionenaustauscher seinerseits wurde mit 0,8 1 (NH4)OH (7N)

versetzt und wihrend 2 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt.
25 Der Ionenaustauscher wurde wiederum abfiltriert und mit 150ml

deionisiertem Wasser gewaschen. Die Aminosduren befanden sich im

Filtrat, das bis zur Trockene eingedampft wurde. Aus dem 1 kg

Biomasse konnten auf diese Weise 320 g einer Mischung von Amino-~

sduren gewonnen werden. Die Zusammensetzung dieser Mischung ist
30 aus Tabelle 4 ersichtlich.

d) Gewinnung des Flavour. Wie Beispiel 1.

, Beispiel 4
.35
a) Denitratisierung des Tabaks. Wie Beispiel 2.

b) Metabolische Assimilation. Wie Beispiel 2
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c) Gewinnung von Aminosiuren

Die nach Absatz b) erhaltene Biomasse wurde auf eine Feuchtig-
keitsgehalt von 60% getrocknet. Man erhielt so 500 g feuchte

S Hefe. 2,5 kg so erhaltene Hefe wurden mit 6 1 H3P04 (85%) ver-
setzt und wie im Absatz c) Beispiel 4 angegeben, hydrolysiert.
Es wurden 300 g Aminosiduremischung gewonnen, deren Zusammen-—

setzung in TabBelle 4 angegeben ist.

10 ¢c) Gewinnung des Flavour. Wie Beispiel 1.

Beispiel 5

Wie Beispiel 4 mit dem einzigen Unterschied, daB bei der Ge-

15 winnung von Aminosduren 1,2 kg Hefe mit einem Feuchtigkeits-
gehalt von 70% hydrolysiert werden und daraus 120 g Aminosiure-
mischung gewonnen wird.

Beispiel 6
20

Wie Beispiel 3 mit dem Unterschied, daB bei der Gewinnung der
Aminosduren 5 1 KOH (6N) statt H3P04 eingesetzt werden. Der
pH-Wert dieser LOsung wurde mit HCl auf 1,1 eingestellt, bevor
der Ionenaustauscher zugefiigt wurde. Es konnten 280 g einer

25 Aminosdurenmischung gewonnen werden, deren Zusammensetzung. aus
Tabelle 4 ersichtlich ist.

BeisEiel 7

30 a) Deproteinisierung und Denitratisierung des Tabaks. Wie Bei-
spiel 1.

b) Metabolische Assimilation. Wie Beispiel 1.
c) Gewinnung von Aminosiuren. Wie Beispiel 1.
d) Gewinnung des Flavour.

35332g einer nach Absatz c) gewonnenen Aminosgurenmischung wurden
mit 252 g Xylose und 510 ml dionisiertem Wasser versetzt. -Das
PH wurde mit einer 25%-igen Ammoniumhydroxydldsung auf 7,0 ein-
gestellt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung wihrend 140
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Stunden unter Riickfluss bei 90°¢c gehalten. Die entstehende
braune Produktfliissigkeit wurde filtriert. Das Filtrat wurde in
Mengen von bis zu 20% auf rekonstituierten Tabak aufgespriiht.

SBeisEiel 8

a) Deproteinisierung und Denitratisierung des Tabaks. Wie Bei-
spiel 1.
b) Metabolische Assimilation. Wie Beispiel 1.
10 c) Gewinnung von Aminosiuren. Wie Beispiel 1.
d) Gewinnung des Flavour.
219 g einer nach Absatz c¢) gewonnenen Aminosiuremischung wurden
mit 120 g Glucose und 435ml deionisiertem Wasser versetzt. Das
PH wurde mit einer 25%~igen Ammoniumhydroxydldsung auf 6,8 ein-
15 gestellt. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung wahrend 24
Stunden bei 10500 unter Druck gehalten. Die entstehende braune
Produktldsung wurde filtriert. Das Filtrat wurde in Mengen von
20 % auf schlechten Burley-Tabak aufgespriiht.

20 Beispiel 9

a) Denitratisierung des Tabaks. Wie Beispiel 2.
b) Metabolische Assimilation. Wie Beispiel 2.
¢) Gewinnung von Aminosiuren. Wie Beispiel 2.
25 d) Gewinnung des Flavour
180 g einer nach Absatz c) gewonnenen Aminosiuremischung wurden
mit 76 g Glucose und 400 ml deionisiertem Wasser versetzt. An-
schlieBend wurde die Reaktionsmischung widhrend 120 Stunden bei
90°Cc unter Riickfluss gekocht. Die entstehende braune Produkt-
30 1losung wurde filtriert. Das Filtrat wurde in Mengen von bis zu
40% auf extrahierte TabakstriPS’qgfgesprﬁht.

Beispiel 10

35 a) Denitratisierung des Tabaks. Wie Beispiel 2.
' b) Metabolische Assimilation. Wie Beispiel 2.
c) Gewinnung von Aminosiuren. Wie Beispiel 3.
d) Gewinnung des Flavour
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217 ¢ einer nach Absatz ¢) gewonnenen Aminosduremischung wurden
mit 91 g Glucose und 480 ml deionisiertem Wasser versetzt. An—
schlieBend wurde die Reaktionsmischung widhrend 120 Stunden unter
Druck bei 110°% gehalten. Die entstehende braune Produktldsung

5 wurde filtriert. Das Filtrat wurde in Mengen von bis zu 80%

auf extrahierte Tabakrippen aufgespriiht.

Beispiel 11

10 a)
b)
c)
d)

15

Denitratisierung des Tabaks. Wie Beispiel 2.

Metabolische Assimilation. Wie Beispiel 2.

Gewinnung von Aminosduren. Wie Beispiel 4.

Gewinnung des Flavour

Wie Beispiel 10. Es wurde jedoch eine Temperatur von 18090 an-
gewendet.

Beispiel 12

25

Deproteinisierung und Denitratisierung des Tabaks. Wie Bei-
spiel 1.

Metabolische Assimilation. Wie Beispiel 2.

Gewinnung von Aminosiuren. Wie Beispiel 5.

Gewinnung des Flavour.

Wie Beispiel 8. Der pH-Wert wurde jedoch auf 11,5 eingestellt.

Beisgpiel 13

a)
30b)

c)
a)

. 35

Deproteinisierung und Denitratisierung des Tabaks. Wie Bei-
spiel 1.

Metabolische Assimilation. Wie Beispiel 2.

Gewinnung von Aminosduren. Wie Beispiel 6.

Gewinnung des Flavour.

Wie Beispiel 8. Die Reaktion wurde aber nur wihrend 1 Stunde
durchgefiihrt und das Filtrat in Mengen von 15 % rekonstituier-
tem Tabak zugesetzt.
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Beispiel 14

Wie Beispiel 9. Es wurden Jedoch 350 g Glucose verwendet.

Beispiel 15

Wie Beispiel 9. Die Reaktion wurde aber bei 50°C wihrend 200
Stunden durchgefiihrt.

Abidnderungen der Beispiele sind wie folgt mdglich:

Anstelle des im Beispiel 1 genannten Enzyms kann ein
anderes Enzym aus Tabelle 1 eingesetzt werden.

Anstelle der Glucose kann eine equimolare Menge Fructose,
Galactose oder dergleichen eingesetzt werden.

Anstelle der Candida utilis NCYC 707 kann eine der nach-
folgenden Candidaé eingeéetzt werden: Candida berthetii
CBS 5452, Candida utilis NCYC 321 und Candida utilis

DSM 70167.

Die erwdhnten Stdmme sind an den durch die Abkﬁrzungeﬁ be~

zelchneten Hinterlegungsstellen in der flir patentrechtliche

Offenbarung erforderlichen Form unter der angegebenen Nummer

erhdltlich. Die Abkilirzungen bedeuten:

NCYC -National Collection of Yeast Cultures, Brewing Industry
Research Foundation;

CBS Centraal Bureau voor Schimmelcultures;

DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen.




TABELLE 1

Auswahl geeigneter Enzyme -

C 3.4.4.16"

Protease E
5 Protease EC 3.4.24.4

Pronase Enzymgemisch aus Streptomyces griseus
_Proteinase EC 3.4.21.14

Trypsin EC 3.4.21.4

Pepsin E

10

C 3.4.23.1

*) EC = Enzymecommission

TABELLE 2
Analysenwerte

15 aufzubereitende
Tabakmischung nach Beispiel 1
(American Blend) aufbereiteter
wie sie nach Bei- Tabak
spiel 1 eingesetzt
wird
20 a) Tabakanalyse:
¥*
Gesamt Alkaloide % 1,96 1,76
Reduzierende o
Substanzen % 6,7 3,9
Nitrat-N % 0,25 0,03
25 Amoniak-N % 0,31 0,05
Gesamt-N % 3,22 1,63
b) Analyse des Hauptstromrauchs:
. ¥
co mg/cig 16,1 9,1
NO mg/cig 0,31 0,03
30 TPM mg/cig 19,1 ° 12,5
Nicotin mg/cig 1,31 1,05
HCN mg/cig 0,243 0,030
Aldehyde mg/cig 1,41 1,29

*) % = Trockengewichtsprozent
35%%) mg/cig = Milligramm pro Zigarette
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TABELLE 3
ANALYSENWERTE
aufzubereitende vorbehandelter
Tabakmischung Tabak - also wissrige
(American Blend) die ausgepreB- LS sun
wie sie nach Bei- ten Strips g
spiel 1 einge-
setzt wird
Gesamt-N %% 2,95 0,99 0,139
Amoniak-N % 0,22 0,02 0,012
Nitrat-N % 0,22 0,02 0,017
Alkaloid~-N% 0,33 0,03 0,025
Protein-N % 2,18 0,92 , 0,085
Protein 13,62 5,70 0,53
Gesamtheit der % — 1,61

*) % = Trockengewichtsprozent
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TABELLE 4
Hydrolyse mit Salzsdure Phosphorsdure Kaliumhydrxyd
Aminosiuren (Beisp. 1) (Beisp. 3,4+5) (Beisp.
Asparaginsidure 9,9 % 14,7 % 7,5 %
5Glutaminsiure 16,0 % 9,4 % 17,9 %
Lysin 6,5 % 6,9 % 1,4 %
Histidin 1,8 % 2,0 % 5,1 % °
Arginin 5,0 % 7,1 % 0,6 %
Threonin 5,5 % 4,5 % 0,3 %
10 Serin 4,8 % 3,1 % 1,2 %
Prolin 4,6 % 4,6 % 6,7 %
Glycin 5,4 % 5,7 % 7,6 %
Alanin 6,9 % 8,5 % 16,3 %
Cystein — *%%) ~ ¥¥%) 1,0 %
15 Valin 6,5 % 4,1 % 6,0 %
Methionin 1,3 % 1,3 % 1,9 %
Isoleucin 5,1 % 3,2 % 2,5 %
Leucin 6,8 % 6,3 % 9,6 %
Tyrosin 1,9 % 3,0 % 5,2 %
20 Phenylalanin 4,1 % 3,5 % 4,4 %
Tryptophan - *x¥%) - ®%%) — *¥%)
Total Aminosiuren 92,0 % 88,0 % 95,0 %

*¥%%) nicht mehr nachweisbar, weniger als 0,01%
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Aufbereitung von Tabak, bei dem 1l8sliche Tabak-
bestandteile mit Wasser extrahiert und aus der abgetrennten
Lésung durch, von Mikroorganismen hervorgerufene metabolische
Assimilation und anschlieBendes Abtrennen der Biomasse nieder-
molekulare Stickstoffverbindungen eliminiert werden und die in
der Restldsung verbleibenden L&sungsbestandteile einem extra-
hierten Tabak zugesetzt werden, dadurch gekennzeichnet, daB die
Proteine der abgetrennten Biomasse hydrolytisch in Aminosiuren
zerlegt werden und daB dabei Tryptophan zerstSrt wird bis auf
weniger als 0,071 Prozent bezogen auf das Gewicht des gewonnenen
Aminosiauregemischs und daB dann das gewonnene Aminosdurenge-
misch isoliert mit reduzierendem Zucker unter Erhitzung
(Maillard-Reaktion) ir Flavour (Aromabildner) umgesetzt wird,
der dann dosiert Tabak zugesetzt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB
Mikroorganismen, die ihren Stickstoffbedarf durch

Nitrat- und Nitritabbau decken k&nnen, auf die abge-

getrennte L3sung angesetzt werden, welche L¥sung mit einer
Kohlenstoffquelle in einer Xonzentration von je 16,5 ¥ 10 .
assimilierbaren Xohlenstoffatomen auf je ein Nitratmolekiil und
weiliteren auBer Stickstoff erforderlichen Nahrstoffen ange-

reichert ist und bei der Assimilation mit 0,5 bis 2,5 1 . 1 “1 min™T
beliiftet und in dem pH-Bereich von 3,5 bis 6 und in dem Temperatur-
bereich von 25°C bis 37°C gehalten wird, und das die Assimilation
solange durchgefiihrt wird, bis der Nitratgehalt auf einen Maximal-
gehalt von 10 ppm reduziert ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB
die Assimilation durch Einsatz einer Hefe aus der Gruppe be-
stehend aus der Candida utilis NCYC 707, Candida berthetii

CBS 5452, Candida utilis NCYC 321 und Candida utilis DSM 70167
erfolgt und daB die Beltiftung mit 1,4 bis 1,6 1 . 1 ~'. min 7
erfolgt und daB der pH-Wert auf 5,5 X 0,3 und die Temperatur auf
30°¢ ¥ 3°C gehalten wird.
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4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB zundchst die unldslichen Proteinbestand-
teile und Proteinuntereinheiten des aufzubereitenden Tabaks cdurch
enzymatische Behandlung in 18sliche Proteinfragmente zerlegt

Swerden und dann diese 1l8slichen Proteinfragmente zusammen mit den
iibrigen 18slichen Tabakbestandteilen mit Wasser extrahiert werden
und dann in der abgetremnten L&sung der metabolischen Assimilation
unterworfen werden.

105. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB die Hydrolyse der Proteine der Biomasse
unter Bedingungen wie folgt erfolgt:
Bei einer Temperatur von 50-- 130°c
wdhrend einer Zeitdauer von 2 - 300 Stunden ]
15bei einem Hefefeststoffgehalt von 5 — 50 Prozent (Gewichtsprozent)
bei einer Siurekonzentration von 0,5 - 45 N (normal)
bei einem Druck von 1 - 3 Atmosphdren und
unter dauverndem Umrﬁhreh.

206. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB aus
der hydrolysierten LOsung die unldslichen Restbestandteile der
Biomasse abgetrennt werden, ehe die L¥sung weiterverarbeitet wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB

25das in der Losung enthaltene Aminosdurengemisch durch Adsorptions-
chromatographie isoliert und anschlieBend zur Trocknung einge-—
dampft wird.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
30 gekennzeichnet, daB das gewonnene Aminosiurengemisch bei der

Maillard-Reaktion in Flavour umgegetzt wird unter folgenden Be-

dingungen:

Bei einem pH-Wert von 3 - 12,

bei Angleichen des pH-Wertes durch Ammoniumhydroxyd oder Kalium-—
35 hydroxyd oder Phosphorsdure,

bei einer Behandlungszeit von 1 -~ 200 Stunden,

bei einer Temperatur von 20 - 180 oC,

?

bei einem molaren Verhdltnis von Aminosduren zum zugesetzten re-
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duzierenden Zucker von 4 : 1 bis 1 : 4, in wdssriger L&sung,
bei einem Feststoffgehalt von 20 bis 70 Gewichtsprozent,
bei einem Druck von 1 - 5 Atmosphdren und

unter stdndigem Rilhren.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das
mit der Maillard-Reaktion erzeugte Reaktionsgemisch als Flavour
auf Tabak aufgespriht wird und zwar in einer Menge von
0,05 bis 0,8 Milliliter pro Gramm Tabakmaterial.

10
10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB mit dem gewonnen Flavour rekonstituierter
Tabak behandelt wird. i
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