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Beitrag zur Kenntnis der Tabakfermentation

Von Kurt Grob, dipl. rer. nat.

Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Eidg. Technischen Hochschule
in Ziirich

Eingegangen am 20. Februar 1948

Inhaltsverzeichnis Seite
1. Einleitung und Problemstellung . . . . .~ . . . « .+ « « - . = 172
2. Methodisches . . e e el m Tt g it LT
@) Anforderungen und Moghchke1ten A S Ly St - .
b) Das Versachsmaterial . .. . v &« « v o = = e 2 e w e eowi o100
c) Die MeBapparatur . . 175
d) Manometrische Atmungsmessung bel Wahlbarem Wassergehalt des
atmenden Materials . . . e St L e i S e T
e) Beurteilung und Auswertung d61 Meﬁresultate N AN S S ol
f) Messung bei Anwesenheit von Blausgure . . . . . . . . . . . 182
g) Wirmevorbehandlung . . . . . A
3. Der Anteil der Mikroorganismen am Fermentatmnsvorgang 5" g ¢ 188
@) Experimentelle Unterscheidung von mikrobiologischer und enzyma-
tischer Girung . . 183
b) Die Bedeutung der mlkroblellen Garung fur dle praktlsche Fermenta—
tion . . . 186
4. Der EinfluB der Warmevorbehandlung auf dle Garfahlgkelt des Tabaks 188
a) Bisherige Anschauungen . . o g mi s v L
b) Die Girfihigkeit des Tabaks nach Warmevorbehandlung SO |
¢) Untersuchung des nichtenzymatischen Girvorganges . . P
d) Die Ursache der nichtenzymatischen Oxydierbarkeit der Glukose BT e
e) Die Bedeutung der nichtenzymatischen Girung fiir die praktische
Permenbabion - . "o « & 2 = o s e s w s @ s e w ok e R
b Zusammenfaggung = o i s s v s s w5 o wm o wem o8 A e e g ok G0R)
Literaturverseitliils . . v . « v« i i e e w e W O wre e tef GRS B

1. Einleitung und Problemstellung

Unter « Tabakfermentation » versteht man in der Industrie den
Vorgang, der das getrocknete Tabakblatt unter Wirmeentwicklung in
das eigentliche Rohmaterial fiir die Herstellung von Rauchwaren verwan-
delt. Seine wichtigsten Kennzeichen sind: Entwicklung des Aromas,
Eliminierung geschmacklich unerwiinschter Bestandteile, endgiiltige
Fixierung der Farbe und Erhthung der Lagerfihigkeit.

Den gesamten Literaturnachweis iiber die chemischen, physiolo-
gischen und physikalischen Vorginge bei der Tabakaufbereitung findet
man bei Bodnarund Barta (1) und bei Frankenburg (2).
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Frey-WyBling (3) hat in neuerer Zeit die Anschauungen iiber
die Natur der Tabakfermentation dargestellt, die sich auf Grund der
bisherigen Arbeiten und Erkenntnisse gewinnen lassen. Er kommt dabei
zu folgendem SchluB:

Die Tabakfermentation ist in erster Linie ein aufolytischer Prozeb.
Die Autolyse kann in den spiteren Phasen ihres Ablaufes von einer
mikrobiologischen Girung begleitet werden, die jedoch fiir den Gesamt-
vorgang von sehr untergeordneter Bedeutung ist.

Die beiden wichtigsten theoretischen Uberlegungen, die Frey -
WyBling zu diesem Schlusse fithren, sind die folgenden:

1. Die bei der Fermentation herrschenden Reaktionsbedingungen
(18—25 % Wassergehalt der Blitter, 40—60° C) verunmoglichen
eine wesentliche Entfaltung der Titigkeit von Mikroorganismen
oder benachteiligen sie zum mindesten stark gegeniiber der Tatig-

- keit der blatteigenen Fermentsysteme.

2. Auch im Falle eines gleichzeitigen Ablaufes einer mikrobiologi-
schen Girung mit der Autolyse ist den Blattfermenten die grofere
Wirksamkeit beizumessen, da sie den Abbau der vergidrbaren
Substrate unmittelbar an Ort und Stelle durchfiihren kénnen, wih-
rend Mikroorganismen héchstens mittelbar einwirken.

Die Autolysenvorginge bei der Tabakfermentation sind besonders
von Smirnow und seiner Schule (zahlreiche russische Arbeiten, uns nur
in Form von Referaten zuginglich) griindlich untersucht worden. Da-
neben wird aber noch in neuerer Zeit auch die Theorie der Mikroben-
oirung intensiv verfochten, besonders von Giovannozzi (4).

Auf Grund der experimentellen Arbeiten kann die Existenz beider
Girvorgiinge als erwiesen betrachtet werden. Unbekannt ist dagegen,
wie sich die Gesamtheit der bei der Fermentation eintretenden Verénde-
rungen ihrer Ursache nach auf die beiden Einfliisse verteilt.

Angesichts dieser Sachlage stellten wir uns als erste Aufgabe die
Bestimmung des Anteiles der beiden in Frage kommenden Garvorginge
am gesamten Fermentationsvorgang unter verschiedenen dufieren Be-
dingungen. :

Eine zweite Aufgabe ergab sich aus Beobachtungen in der Technik:
In Europa nimmt die kiinstliche Trocknung der geernteten Tabakblitter
immer groBeren Umfang an. Die Trocknungstemperaturen iibersteigen
dabei nicht selten 90°C, Temperaturen, die kaum ohne wesentlichen
Einfluf auf den Fermentkorper der Blitter bleiben konnen.. Ahnliche
Wirmegrade werden in der Redry-Maschine erreicht. Man fragt sich
sofort, wie die Fermentation des so vorbehandelten Materials verlaufen
werde. Tatsichlich unterscheidet sich indessen dieser Fermentations-
vorgang HuBerlich kaum von demjenigen der natiirlich getrockneten
Bliitter, die nie Temperaturen iiber 30° ausgesetzt waren.



el <) N

Aus diesen eigenartigen Feststellungen ergab sich als zweite Auf-
gabe die Untersuchung des Einflusses der Wirmevorbehandlung auf den
Fermentationsvorgang.

Die Arbeit ist am Pflanzenphysiologischen Institut der Eidgendssi-
schen Technischen Hochschule auf Anregung und unter Leitung von
Herrn Prof. Dr. A.Frey-WyB1ling ausgefiihrt worden.

2. Methodisches
a) Anforderungen und Méaglichkeiten

Die wissenschaftliche Erforschung setzt notwendigerweise eine
quantitative Erfassung des Fermentationsvorganges voraus. Da es sich
um einen sehr komplexen Prozeff handeit, miiten wir also die Inten-
sitidten aller Teilvorgiinge bei bestimmten duBeren Bedingungen messen.
Wir kennen aber die Mehrzahl dieser Teilvorgéinge nicht oder sehr wenig
genau, und noch viel weniger sind wir in der Lage, ihre Intensititen zu
messen. Es kann sich also bei unseren Experimenten auf jeden Fall nur
um einen mehr oder weniger zweckmiBigen Notbehelf handeln.

Die Teilreaktionen, die zusammen den FermentationsprozeB aus-
machen, lassen sich nach Frey-WyBling (3) zwei Hauptgruppen

zuordnen: 1. desmolytische (oxydative) Reaktionen,

2. hydrolytische Reaktionen.

Wéhrend die Hydrolyse ohne wesentliche Wirmetonung verliuft
und darum einzig auf Grund des Verschwindens ihrer Substrate zu ver-
folgen ist, verlaufen die desmolytischen Reaktionen stark exotherm und
sind darum durch Temperaturmessungen direkt kontrollierbar. Sie lie-
fern dariiber hinaus durch die Erwiirmung und die Bildung von Oxyda-
tionswasser stark verbesserte Bedingungen fiir die Hydrolyse. Die Inten-
sitit des Oxydationsvorganges wird darum schon seit langem als das
zweckméfBigste Mafl fiir den gesamten Fermentationsvorgang ‘beniitzt.

Leider erweist sich die Handhabung der Warmemessung als schwie-
rig. Johnson (5) hat solche Messungen ausgefiihrt. Er schlof Proben
von 300 g Tabak in Dewar-GefiBe ein, um die W drmeabstrahlung so
weit als moglich zu verhindern. Zudem stellte er die GefiBe zur Herab-
setzung des Temperaturgefilles in Thermostaten auf. Trotzdem ver-
mochte er auf diese Weise nur bei Blattfeuchtigkeiten iiber 80% sicher
Temperatursteigerungen nachzuweisen, im glinstigsten Fall solche von
6 Graden. Die Resultate waren zudem nicht geniigend reproduzierbar,
so daB feinere Untersuchungen ausgeschlossen waren.

An Stelle der gelieferten Wirme kann der verbrauchte Sauerstoff
als MaB fiir den Oxydationsvorgang dienen. Es ist zwar nicht zu erwar-
ten, daB sich die beiden MaBe durch geeignete Wahl der Einheiten iden-
tifizieren lassen, denn ein Volumen Sauerstoff liefert bei seiner Um-
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setzung mit verschiedenen Stoffen verschiedene Wirmemengen. Es 146t
gich indessen zeigen, daB erst tiefgreifende Verinderungen der Gér-
substrate die relative Vergleichbarkeit der beiden MaBstibe in einer
Weise herabsetzen, daB aus Messungen nach den beiden Methoden ver-
schiedene Schliisse gezogen werden miissen. :

Fiihrt man die Bestimmung des Sauerstoffverbrauches manome-
trisch nach der Warburgschen Methode durch, so erhélt man bei Anwen-
dung der mehr als tausendmal geringeren Materialmenge (200 mg) eine
zehnmal hohere MeBgenauigkeit als bei der Wirmemessung. Diese Me-
thode wurde schon 1926 vonFodorund Reifenberg (6) und spiter
von Smirnow angewandt. Thre Resultate konnten aber nicht direkt
mit der praktischen Fermentation verglichen werden, da sie, wie es bei
der Warburg-Methode iiblich ist, das Blattmaterial . in Wasser auf-
schlimmten. Damit ging der wichtigste Versuchsfaktor, der Wasser-
gehalt der Blétter, als Variable verloren, indem immer Wassersittigung
herrschte.

Um die Warburg-Methode fiir unsere Zwecke verwenden zu kdnnen,
muBten wir die Moglichkeit schaffen, den Wassergehalt des Tabaks zu_
variieren,

b) Das Versuchsmaterial

Wir verwendeten fast ausnahmslos in unserer Pflanzung in Ziirich
gezogenen Tabak der Varietit Mont Calme jaune. Die je nach dem
Zweck der Messungen natiirlich oder kiinstlich getrockneten Blitter
wurden zerkleinert und die Hauptrippen und ersten Seitennerven ent-
fernt. Aus dem aus Blattstiicken verschiedener Grofe bestehenden Ge-
menge wurde mittels zweier Siebe von 0,6 und 1,2 mm Porenweite eine
Fraktion von zirka 1 mm? Blattfliche gewonnen.

Die ideale Aufbewahrung dieses Materials ist ein noch ungeldstes
Problem, indem der Wassergehalt zur Vermeidung der Autolyse unter
10 % gehalten werden muﬁ, wobei aber bereits eine bleibende Schidi- .
gung der Enzymaktivitdt eintritt, wahrscheinlich durch zu starke Sto-
rung des kolloiden Zustandes der Enzyme. Es gelang durch keine Art
der Lagerung (kalt, trocken, dunkel, in Stickstoffatmosphire), das Mate-
rial so zu erhalten, dal Messungen, die mit einer Woche zeitlichem
Abstand ausgefiihrt wurden, direkt miteinander verglichen werden
konnten. Messungen, bei denen kleine Unterschiede bedeutsam waren,
mufiten stets am gleichen Tage ausgefiihrt werden.

¢) Die MeBapparatur

Wir verwendeten die gebriuchlichen Barcroft-Manometer (Typus
mit konstantem Volumen). Alle notwendigen Angaben iiber Anwen-
dungsmoglichkeiten, Behandlung, Eichung, Berechnung der Resultate
findet man in dem Buch von Dixon (7). Unsere MeBgefiifle hatten die



— 176 —

Form von Erlenmeyer-Kolben mit einer Hohe von 2,5 em bis zum Schliff-
ansatz. Der Durchmesser der Bodenfliche betrug 4 em, das Volumen
18 em®. Wir wihlten diese GefiBform, da wir eine grofe Bodenfliche
bei kleinstmdglichem Volumen bendtigten. Die GefiBe trugen einen seit-
lichen Ventilansatz, der die Erneuerung der Luft im Gasraum ohne
Unterbrechung der Messung erlaubte.

Die GefiBe tauchten in ein Thermostatenbad von 200 Liter Wasser
von 40° C. Diese MeBtemperatur stellt bei tagelangen Versuchen erheb-
liche Anforderungen an die Dichtheit der Schliffe. Werden diese stark
gefettet, so besteht die Gefahr, daf sie sich unter Verdringung des
Fettes langsam verschieben, so dafl sich das Volumen veréindert und die
Messungen auf unkontrollierbare Weise verfilscht werden. Bei zu schwa-
cher Fettung sitzen die Schliffe nach lingerem Gebrauch fest. Man
bendtigt ein Hahnfett, das mit steigender Temperatur seine Viskositét
wenig 4ndert. Paraffin- und wachshaltige Gemische waren dafiir ganz
ungeeignet. Ungeeignet war ferner das fiir diesen Zweck oft empfohlene
Adeps lanae, da es sich bei dieser Temperatur mit Wasser emulgiert, so
daB die Schliffe Wasser durchtreten lassen. Bewdhrt hat sich eine
Losung von 2 Gewichtsteilen Rohkautschuk in 5 Teilen Vaseline. Die
Losung wurde durch einstiindiges Erhitzen des Gemisches auf 180 bis
200° unter stindigem Riihren hergestellt.

Die Temperaturkonstanz des Thermostaten betrug = 0,003°. Diese
Genauigkeit wurde erreicht erstens durch Zweiteilung der Heizung: Ein
erstes Heizelement wurde iiber einen Regulierwiderstand so eingestellt,
daB es allein das Bad auf 36—38° erhalten konnte, wihrend ein zweites
mit vierfacher Heizleistung mit Hilfe eines sehr empfindlichen Toluol-
Quecksilberregulators die Temperatur auf 40° konstant hielt. Ebenso
wichtig war zweitens das Riihrsystem: iiber dem Bad lagerte mit
horizontaler Achse eine Walze von gleicher Linge wie das Bad. lhre
Fliigel tauchten zirka 2 cm ins Wasser und erteilten der ganzen Wasser-
masse eine walzenformige Zirkulationsbewegung von umgekehrtem Dreh-
sinn. Der Vorteil dieser Umwillzung liegt in der GleichmiBigkeit der
Stromung. Wir erreichten mit propellerartigen Fliigeln mit senkrecht
stehender Achse auch bei viel h6heren Tourenzahlen und Motorenleistun-
oen nicht annihernd die gleiche Temperaturkonstanz, da die Bildung
von Wirbelzonen auch bei kriftigster Rithrung die gleichmiBige Durch-
mischung verhindert.

Fiir die gewohnlichen manometrischen Messungen ist eine solche
Temperaturkonstanz nicht erforderlich, da Schwankungen von 0,1° noch
leicht mit Hilfe des Thermobarometers korrigiert werden konnen. Sie ist
dagegen unbedingte Voraussetzung, wenn man mit trockenem Blatt-
material arbeitet. Trockene Blitter adsorbieren, wie Willstaetter
und Stoll (8) feststellten, erhebliche Gasmengen. Eine Temperatur-
steigerung von 0,01° setzt von diesen adsorbierten Gasen soviel in Frei-
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heit, daB die entsprechende Drucksteigerung die Messung empfindlich
stort. Eine Korrektur fiir diese Fehler analog dem Thermobarometer-
System ist nicht moglich.

d) Manometrische Atmungsmessung bei wihlbarem Wassergehalt
des atmenden Materials

Wie schon erwihnt, ist es bei Atmungsmessungen iiblich, das
atmende Material in Wasser aufzuschlimmen. Die schwer iibersehbaren
Adsorptionsvorginge an der Gewebeoberfliche sind dann weitgehend
ausgeschaltet, indem keine direkte Berlihrung zwischen Gewebe und
Luft mehr besteht. Das Wasser transportiert dann den Sauerstoff an die
Stellen der Oxydation und fiihrt die Kohlensiure weg. _

Voraussetzung bei den Messungen ist, daf das Wasser stets sauer-
stoffgeséttigt ist, was durch Schiitteln der GefdBe erreicht wird. Ver-
braucht der Atmungsvorgang mehr Sauerstoff, als wihrend der gleichen
Zeit durch Losung aus dem Luftraum des GefiBes aufgenommen werden
kann, so wird die Sittigung unterschritten. Dies ist sofort daran zu
erkennen, daf die Atmungsgeschwindigkeit von der Schiittelfrequenz
abhéingig wird. Die Auflésung des Sauerstoffs in Wasser muB dann
solange durch schnelleres Schiitteln gefordert werden, bis die gleichzeitig
beobachtete Atmungsgeschwindigkeit nicht weiter ansteigt. Bei Messun-
gen bei 20—25° wird dieser Umstand meist nicht beachtet, da die Sauer-
stoffsittigung schon mit niedrigen Schiittelfrequenzen erreicht wird. Bei
40° ist er dagegen von groBer Bedeutung, da bei dieser Temperatur die
Atmungsgeschwindigkeit im allgemeinen héoher, die Loslichkeit des
Sauerstoffs in Wasser aber niedriger ist. Man muB8 daher fiir jede GefiB-
form, fiir jedes Atmungsmaterial, ferner fiir jedes Verhiltnis Material-
menge/ Wassermenge die minimale Schiittelfrequenz bestimmen. Andern-
falls werden die Messungen vollig unzuverlissig.

Da sich fiir uns die Aufgabe stellte, den Wassergehalt des Atmungs-
materials variabel zu machen, kam Wasser als Aufschlimmungsmittel
nicht in Frage. Wir versuchten es zuerst durch eine physiologisch indif-
ferente, hydrophobe Fliissigkeit zu ersetzen. Paraffinl zum Beispiel
besitzt eine so geringe Mischbarkeit mit Wasser, daB darin aufbewahrtes
Blattmaterial tagelang seinen Anfangswassergehalt sehr genau behilt.
Versuche mit besonders niedrig-viskosem Paraffinol scheiterten aber an
der Unmoglichkeit, das Gebiet der Sauerstoffsittigung zu erreichen,
wegen der schlechten Loslichkeit des Sauerstoffs und der schlechten.
Durchmischung infolge der hohen Viskositit.

Giinstiger werden diese Verhiiltnisse bei Verwendung einer niedri-
ger molekularen, tiefersiedenden Fliissigkeit. Dafiir ist dann meist die
Bedingung der physiologischen Indifferenz nicht mehr erfiillt. Die besten

Resultate erhielten wir mit Dekalin (Dekahydronaphthahn) bei folgen-
der Arbeitsweise:

12
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Die Blattstiicke (200 mg) wurden lufttrocken mit bekanntem Was-
sergehalt (8—12 %) eingewogen. War zum Beispiel bei einem Anfangs-
gehalt von 10 % eine Untersuchung bei 30 % Wasser vorgesehen, so
mubBten zur Einwaage von 200 mg noch 36 mg Wasser (der Wasser-
gehalt wird auf Trockensubstanz berechnet!) hinzugefiigt werden. Da
die Dosierung so kleiner Mengen und noch mehr ihre gleichméfige Ver-
teilung sehr schwierig ist, gingen wir folgendermalien vor:

Dekalin 148t sich nach Zusatz von 0,1 % Lanolin mit kleinen Was-
sermengen emulgieren. Wir stellten solche Emulsionen her von abgestuf-
tem, sehr genau eingestelltem Wassergehalt. Wurden in unserem Bei-
spiel 4 cm® Aufschlimmungsfliissigkeit und 36 mg Wasser benotigt, so
mubten zur Einwaage 3,6 cm?® einer einprozentigen Emulsion und 0,4 cm?
reines Dekalin zugesetzt werden. Nach kurzem Schiitteln hatten die
Blattstiicke der Emulsion das Wasser vollstindig entnommen. Genaue
Dosierung und gleichmiBige Verteilung wurden so bei einfachster
Arbeitsweise gleichzeitig erreicht. Ebenso vorteilhaft ist ferner die
Schnelligkeit, mit der der Wassergehalt eingestellt wird (zirka 1 Mi-
nute), da bei langsamer Befeuchtung immer mit einem unkontrollierbaren
vorzeitigen Einsetzen der Autolyse gerechnet werden muB.

Trotz dieser Vorziige haben wir die Methode nach ihrer Ausarbei-
tung wieder verlassen, aus zwei Griinden:

Die natiirlichen Entwicklungsbedingungen fiir Mikroorganismen
werden von dieser Methode sehr schlecht nachgeahmt. Sie ist geeignet
zur Verfolgung rein enzymatischer Prozesse, wobei die Mikrobenent-
wicklung durch Zusatz eines Antiseptikums (Chloroform, Toluol) aus-
geschaltet wird.

Als zweiter Hinderungsgrund fiel fiir uns ins Gewicht, daB zur
Erreichung der Sauerstoffsittigung immer noch eine Schiittelgeschwin-
digkeit von 250—300 Touren pro Minute notig war. Bei mehrtigigen
ununterbrochenen Versuchen bedeutet dies eine groBe apparative
Schwierigkeit. :

Wir haben darum die Awfschlimmungsiliissigkeit ganz weggelassen
und die Feuchtigkeitsregulierung des locker aufgeschichteten Blatt-
materials mit Hilfe geeigneter Konzentrationen der Einsatzlosungen
bewerkstelligt. An Stelle der 0,1-n-Natronlauge, die sonst gewohnlich
zur Absorption der Kohlensdure in den Rohrstutzen im GefiBboden ein-
gefiillt wird, verwendeten wir entsprechend konzentriertere Laugen.
Durch Uberdestillieren von Wasser aus der Lauge zum Tabak oder um-
gekehrt stellte sich ein von der Laugenkonzentration abhiingiger Wasser-
gehalt der Blattstiicke ein.

Anfinglich waren trotz ausgezeichneter Temperaturkonstanz des
Thermostaten keine brauchbaren Messungen moglich. Als Ursache fan-
den wir, dall der bei der Hydrolyse der Pektinstoffe gebildete Methyl-
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alkohol mit seinem bei 40° schon hohen Dampfdruck die manometrische
Messung unbrauchbar machte.

Wir konnten diese Stérung auf folgende Weise vermeiden: Methyl-
alkohol wird durch alkalische Permanganatlosung absorbiert. Damit die
Absorption geniigend rasch und vollstindig erfolgt, mufl die Konzen-
tration der Oxydationslosung ziemlich hoch sein. Wird sie aber zu hoch
angesetzt, so liefert die Losung spontan Sauerstoff, der wiederum die
Druckmessung stort. Wir haben darum die einmal als geeignet befun-
denen Konzentrationen an Natronlauge und Kaliumpermanganat kon-
stant gehalten und zur Einstellung des gewiinschten Wasserdampf-
druckes wechselnde Mengen Kochsalz zugesetzt. Am besten bewéhrte
sich eine Losung mit 2 % Kaliumpermanganat, 6 % Natronlauge und

%o Wus:er
50
- 45
Figur 1 40
Wassergehalt des Tabaks iiber alkali-
schen KMnOs-Lisungen von ver- . 35
schiedenem NaCl-Gehalt
-30
-25 . ; %o NaCl
4 8 12

4—16 % Kochsalz. Der Wassergehalt, der sich im Tabak im Gleich-
gewichtszustand iiber solchen Losungen einstellte, geht aus der graphi-
schen Darstellung Figur 1 hervor. Die Konzentrationsangaben bedeuten
die Kochsalzkonzentrationen in der alkalischen Permanganatlosung. Die
Einsatzlosung erfiillte also gleichzeitig drei Aufgaben: 1. Absorption der
Atmungskohlensiure, 2. Absorption des Methylalkohols, 3.Regulierung
des Wasserdampfdruckes. In die Losung wurde ein Glasstab gestellt, der
beim Schiitteln der GefiBe den Inhalt der Einsitze aufwirbelte und so
die Bildung einer isolierenden Braunsteinhaut auf der Fluss1gke1tsober-
fliche verhinderte.

Praktisch gingen wir so vor, daBl der Tabak vor der Einwaage auf
irgendeine Weise ungefihr auf den gewiinschten Wassergehalt gebracht
wurde; erstens, damit die Einstellung des Gleichgewichtes im verschlos-
senen Gefif nicht mehr viel Zeit erforderte, und zweitens, damit die
Einsatzlosungen durch Wasserverlust oder Wasseraufnahme ihre Kon-
zentration moglichst wenig énderten. Diese vorgéngige Befeuchtung war
moglich durch direkten, volumenmiBig dosierten Wasserzusatz oder
durch Aufbewahrung von bestimmter Dauer in einer feuchten Kammer.
In jedem Falle muBte darauf das fertig eingefiillte Gefd verschlossen
noch 10—15 Stunden bei zirka -+ 5° verweilen, damit der Gleichgewichts-
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zustand sicher erreicht wurde, ohne da die Autolyse merklich einsetzen
konnte. Das Gleichgewicht ist selber nicht temperaturabhingig, dagegen
natiirlich die Geschwindigkeit seiner Einstellung. Vor Beendigung dieses
Ausgleichs sind manometrische Messungen unméglich, da der Wasser-
ibergang in der einen oder andern Richtung von starken Druckinde-
rungen begleitet wird, offenbar, weil mit der Anderung des Wasser-
gehaltes auch die Adsorptionsfihigkeit des Gewebes fiir Gase sich éindert.

Die genaue Lage des Gleichgewichtes hingt vom Material ab. Die
angefiihrte Kurve ist ein einzelnes Beispiel und hat fiir Versuche mit
anderem Material nur orientierenden Wert. Der genaue Wassergehalt
muf darum fiir jede einzelne Probe nach der Messung bestimmt werden,
jedenfalls, wenn man ihn mit groBerer Genauigkeit als =2 % kennen
will. Wihrend der Messung darf man ihn solange als konstant anneh-
men, als nicht sehr starke Girvorgiinge lingere Zeit anhalten. Trifft das
letztere zu, so steigt er stark an, da mit fortschreitender Hydrolyse in
zunehmendem MaBe vorher unldsliche oder kolloidgeloste Stoffe in
Losung iibergehen, wobei der osmotische Wert dieser Losung steigt und
ihr Wasserdampfdruck sinkt. Im Gegensatz zur Wirmemessung, die erst
bei starken Girungen brauchbare Resultate liefert, ist diese Methode bei
stlirmischen Gérverldufen gar nicht oder nur wihrend der ersten Stun-
den verwendbar.

Unsere anfingliche Befiirchtung, die Diffusion der Atmungskohlen-
sdure aus dem locker geschichteten Material zum Laugeemsatz konnte
ungeniigend sein, erwies sich als unbegriindet.

Wir haben die MeBmethode mit wisseriger Aufschlimmung mit
unseren soeben beschriebenen Methoden mit variablem Wassergehalt
.verglichen und gefunden, daf die erstere zur Verfolgung mikrobieller
Gérvorginge ganz unbrauchbar ist, zum mindesten dann, wenn die Re-
sultate Riickschliisse auf die natiirlichen Verhéltnisse liefern sollten.
Schaltet man aber die Mikrobenentwicklung aus, indem man als Auf-
schlimmungsmittel mit Chloroform gesittigtes Wasser verwendet (das
Chloroform verursacht in dieser Konzentration keine meBbare Enzym-
hemmung!), so erhilt man fiir den rein autolytischen Vergang dieselben
Resultate wie ohne Aufschlimmungsmittel, nur mit 20- bis 50facher
Beschleunigung. Nachdem diese Tatsache gesichert war, haben wir auch
diese Methode ofters verwendet, wenn die Mikrobentitigkeit nicht inter-
essierte.

Wihrend wir in der Regel lediglich die Sauerstoffaufnahme pro
Zeiteinheit als MaB fiir die G#rgeschwindigkeit bestimmten, haben wir
in einzelnen Fillen auch die Kohlensiureabgabe gemessen. Dies war nur
bei wigseriger Aufschlimmung méglich, da wir iiber die Adsorption der
Kohlensiiure an der Gewebeoberfliiche bei veriinderlichem Wassergehalt
zu wenig unterrichtet sind. Die Messungen wurden in der gewohnten
Weise mit Hilfe von Parallelversuchen mit und ohne Laugeeinsatz durch-
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gefiihrt, unter Beriicksichtigung der im Aufschlimmungswasser gelosten
Kohlensiure.

e) Beurteilung und Auswertung der MeBresultate

Wir hofften, mit unserer Methode mit hoherer MeBgenauigkeit und
reicheren Experimentiermoglichkeiten prinzipiell die gleichen Resultate
zu erhalten wie mit der Wirmemessung. Wir fanden spiiter bei der
Untersuchung- des Zusammenhanges zwischen Girgeschwindigkeit und
Blattfeuchtigkeit diese Hoffnung weitgehend erfiillt:

Wolgunow (9) und unabhingig von ihm Jensen (10) fanden
mit Hilfe der Wirmemessung, daB die Girgeschwindigkeit direkt pro-
portional der Blattfeuchtigkeit ansteige. Wir haben manometrisch ohne
Aufschlimmung das in Figur 2 veranschaulichte Resultat erhalten, also
eine sehr schone Bestitigung der Proportionalitit. Wir entnehmen
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Figur 2
Zusammenhang zwischen Giir-
geschwindigkeit und Blattfeuchtigkeit

30 3% 38 42 T w8

daraus, daB das MaB: Sauerstoffaufnahme pro Zeiteinheit, mit einiger
Berechtigung als Maf fiir die Girgeschwindigkeit dienen kann (wir be-
niitzen den Begriff « Girung » entsprechend dem Gebrauch in der Praxis
allgemein fiir den wirmeliefernden Vorgang, ohne damit iiber die Natur
dieses Vorganges etwas auszusagen!).

Bei allen unseren Messungen war eine Bedingung nicht erfiillt, die
sonst fiir reproduzierbare, manometrische Stoffwechselmessungen Vor-
aussetzung ist: Alle verfolgten Girvorginge zeigten stark veridnderliche
Geschwindigkeiten. Um dennoch vergleichbare Resultate zu bekommen,
mufl man die duBeren Bedingungen, denen die Ansiitze vor Beginn der
Messung ausgesetzt sind, sehr genau konstant halten. Dies gilt vor allem
fiir dié Zeitspanne vom Eintauchen der GefiBe ins Thermostatenbad bis
zum Schliefen der Manometer. Diese « Anlaufzeit » betrug bei Trocken-
messungen 2 Stunden, bei Messungen in Aufschlimmung 30 Minuten. In
dhnlicher Weise empfiehlt es sich auch, die Zeit vom Einfiillen bis zum
Eintauchen konstant zu halten, ferner die Temperatur der Umgebung.
LiBt man diese Umstinde unberiicksichtigt, so fehlt den Messungen der
zeitliche Nullpunkt. Damit verlieren sie ihre Vergleichbarkeit.
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Die Resultate wurden foklgen-dermaﬁén ausgewertet:

Wir bestimmten die Sauerstoffaufnahme wihrend eines Zeitinter-
valls, dessen GroBle von der Geschwindigkeit und der Geschwindigkeits-
dnderung des Girvorganges abhing. Das Intervall muBite so groB sein,
daB sich .am Manometer ein sicher meBbarer Ausschlag ergab, mubBte
aber so klein gewiihlt werden, daB sich innerhalb der betreffenden Zeit
die Girgeschwindigkeit nur linear verinderte. Das verschwundene
Sauerstoffvolumen dividiert durch die Léinge des Intervalls, gemessen
in Stunden, ergab die mittlere Girgeschwindigkeit, die iiber dem Mittel-
punkt des Intervalls aufgetragen wurde. (Bei nichtlinearen Geschwindig-
keitsinderungen wird die mittlere Geschwindigkeit nicht in der Mitte
des Intervalls erreicht.) Auf diese Weise konnten bei tagelang andauern-
den Messungen zu beliebigen Zeiten Kurvenpunkte aufgenommen wes-
den, wihrend in der Zwischenzeit die Manometer offenbleiben konnten.
Voraussetzung fiir die Richtigkeit dieses Vorgehens ist einzig, daB sich
die Sauerstoffkonzentration im Luftraum der GefiBe nicht wesentlich
dndert. Gegebenenfalls wird es nidtig, von Zeit zu Zeit frische atmo-
sphérische Luft einzufiillen.

f) Messung bei Anwesenheit von Blausiure

Zur Erkennung von enzymatischen Oxydationsvorgingen haben wir
hdufig die spezifische Hemmung mit Blausidure verwendet. Mit unserer
MeBmethode ohne Aufschlimmung gelang es nicht, bei Anwesenheit von
Blausidure zu brauchbaren Resultaten zu kommen. Das Blattmaterial
direkt mit Kaliumecyanidlosung zu trinken, war wegen der stark alka-
lischen Reaktion des Salzes nicht erlaubt. Freie Blausdure konnte eben-
falls nicht verwendet werden, da sie sehr rasch durch die Einsatzlosung
absorbiert wurde.

Wir versetzten das Aufschlimmungswasser pro em® mit 0,1 em?
einer 0,1prozentigen Blausiurelosung: In 50 g Losung 150 mg Kalium-
cyanid und 110 mg konzentrierte Schwefelsdure. Das Blattmaterial be-
fand sich also bei Versuchsbeginn in einer Losung mit 0,01 % Blau-
sdure. Auch unter diesen Umstinden sank die Blausidurekonzentration
stets rasch. Da die Hemmung der Enzyme reversibel ist, multen die
Messungen in allen Fillen innerhalb der ersten zwei Stunden nach dem
Ansetzen der Proben beendigt werden.

Die Blausdurelosung ist nicht haltbar und muB am Tage ihrer Ver-
wendung frisch hergestellt werden.

Die blausidurehaltige Aufschlimmungslosung verbraucht selbst
Sauerstoff! Die verbrauchte Menge muf stets im parallelen Blindversuch
festgestellt und entsprechend beriicksichtigt werden.
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g) Wirmevorbehandlung

In der Technik findet eine Wirmevorbehandlung des Tabaks bei der
kiinstlichen Trocknung und in der ersten Phase des Redry-Prozesses
statt. Das Tabakblatt wird dabei langsam ansteigenden Temperaturen
ausgesetzt, wihrend sein Wassergehalt sinkt. Es bestehen also in dop-
peltem Sinne inkonstante Versuchsbedingungen.

Es ist dabei unmoglich, zu erfahren, wann und mit welchem Wasser-
gehalt das Blatt eine bestimmte Temperatur erreicht, oder ob es sie iiber-
haupt erreicht. Denn solange noch groBere Wassermengen vorhanden
sind, hiilt die Verdunstungskilte das Blatt bedeutend kiithler als seine
Umgebung. Bei zunehmender Austrocknung sinkt darauf die Wirme-
leitfihigkeit des Blattes so stark, daB das Gewebe die Temperatur seiner
Umgebung nur sehr langsam annimmt. Das Ausmal der Wirmeeinwir-
kung ist also sehr schwer abzukliren.

Fiir systematische Versuche miissen sowohl Temperatur als Wasser-
sehalt beliebig wihlbar sein und darauf beliebig lange konstant gehalten
werden konnen. Dies ist einwandfrei nur moglich, wenn die Proben vor
der Wirmebehandlung in Ampullen eingeschmolzen werden. Darauf kon-
nen sie mit konstantem Wassergehalt einer konstanten Temperatur aus-
gesetzt werden.

Durch Evakuierung der Ampullen oder Fiillung mit Stickstoff
erreicht man ferner, daB wihrend der Erhitzung keine Oxydation ein-
setzen kann, so daB eine bloBe Vorbehandlung stattfindet, deren EinfluBl
auf die Fermentation man darauf bei einer andern Temperatur und einem
andern Wassergehalt untersuchen kann.

3. Der Anteil der Mikroorganismen am Fermentationsvorgang

a) Experimentelle Unterscheidung von mikrobiologischer
und enzymatischer Garung

Wie auf S. 180 ausgefiihrt wird, erlaubt die manometrische Messung
der Sauerstoffaufnahme bei wisseriger Aufschlimmung nur die Verfol-
oung der enzymatischen Giirung, da die Entwicklung der Mikroorganis-
men unter diesen Umstinden sich so rasch vollzieht, daf sie von Anfang
an durch Zusatz von Antiseptika ausgeschaltet werden mub. j

Die Versuchsbedingungen bei der . Wirmemessung sind wohl den
natiirlichen am #hnlichsten, doch war Johnson (5) nicht imstande,
auf Grund der nach zehn Tagen konstatierten Erwidrmung Riickschliisse
auf die Natur der Girung zu ziehen.

Der Vergleich der Keimzahlen des fermentierten gegenitber dem
Ausgangsmaterial erlaubt wohl, eine Vermehrung und damit eine Tatig-
keit der Mikroorganismen festzustellen. Ob aber diese Tétigkeit gegen-
iiber derjenigen der Blattenzyme ins Gewicht fdllt, kann so nicht abge-
klirt werden.
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Mit Hilfe unserer Methode der manometrischen Messung bei kon-
stantem, den natiirlichen Verhiltnissen entsprechendem Wassergehalt
der Blitter war die Unterscheidung der beiden Gérursachen ohne wei-
teres moglich, indem sie sich direkt aus dem Verlauf der Girung ergab.

Figur 3 stellt die typische, immer wieder zu erhaltende Girkurve
eines natiirlich getrockneten, in keiner Weise vorbehandelten Materials
bei 30—40 % Wassergehalt dar. Charakteristisch ist das Einsetzen mit
einem maximalen Wert, das langsame Absinken und darauf der starke
Anstieg, fiir dessen weitere Verfolgung unsere Methode sich nicht eignet,
weil im Verlaufe der nun stark einsetzenden Hydrolyse das Dampfdruck-
gleichgewicht im MeBgefif gestort wird.

Der noch sicher aufnehmbare Kurventeil ist indessen aufschluBreich
genug. Schon seine Form 148t vermuten, daB er die Summe zweier
Einzelkurven darstellt, die punktiert eingezeichnet sind. Davon stellt die
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Ausgezogene Kurve :

normaler Girverlauf bei
35 % Wassergehalt

4

absteigende Kurve den autolytischen *, die ansteigende den mikrobiellen
Garvorgang dar. DaB die Autolyse bei konstanten #uBeren Bedingungen
mit ihrer maximalen Geschwindigkeit einsetzt, erklirt sich durch die
Uberlegung, daB Substratkonzentration wie auch Enzymaktivitit am
Anfang am hochsten sind und im Verlaufe der Girung abnehmen.

Dal} die Substratkonzentration infolge des Abbaues sinkt, versteht
sich von selbst. Aber auch die Aktivitit der Enzyme sinkt, wie wir fest-
stellen konnten, bei normaler Fermentation auf 4—8 % der Anfangs-
aktivitit. Diesem Umstand ist es zuzuschreiben, daB der fermentierte
Tabak lagerfihig ist.

Die abnehmende Geschwindigkeit ist darum das sichere Charakte-
ristikum der autolytischen Girung.

Der mikrobiellen Girung muf die Quellung, das Wachstum und die
Vermehrung der in trockenheitsbestindigen Dauerformen anwesenden ,

* Die Fachliteratur verwendet an dieser Stelle den Ausdruck « enzymatisch ».
Da aber auch die mikrobielle Girung durch Enzyme verursacht wird, verwenden
wir fiir den durch die blatteigenen Enzyme bewirkten Gérvorgang die Bezeichnung
« autolytisch ».
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Mikroorganismen vorausgehen. Die dazu ndtige Zeit hidngt vor allem
von der zur Verfiigung stehenden Wassermenge ab. Wihrend bei der
autolytischen G#rung fiir die verbrauchten Enzyme kein Ersatz mog-
lich ist, werden von den Mikroben nach Ablauf der ersten Entwicklung
in gewaltig ansteigendem MaBl Enzyme geliefert, die von auBen her den
Abbau der Giirsubstrate einleiten. Fiir die mikrobielle Girung ist daher
in der Anfangsphase die steigende Geschwindigkeit charakteristisch.
Diese Geschwindigkeit erreicht mit der volligen Durchsetzung des Gér-
gutes durch die Mikroben ihren Maximalwert, um darauf rasch zu sinken.
Diese Deutung der Girkurve als Summenkurve wird am besten be-
wiesen durch die experimentélle Aufnahme der beiden Einzelkurven.
Die reine Autolyse ist leicht zu erhalten durch Zusatz eines Anti-
septikums zum Gérgut. Wir versuchten zuerst eine vollige Sterilisation
zu erreichen und das Antiseptikum darauf zu entfernen. Das von
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Schweizer (11) besonders fiir solche Fille entwickelte Kaltsterilisa-
tionsverfahren versagte jedoch restlos. Das Blattmaterial war auch nach
eintdgiger Aufbewahrung in Chloroform nicht steril. Wir verzichteten
darum auf vollige Keimfreiheit und verwendeten kleine Mengen schwa-
cher Antiseptika, die wihrend der Messung auf dem Blattmaterial blie-
ben und bei geringer Enzymhemmung die Entwicklung der Mikroorga-
nismen verhinderten.

Die besten Resultate lieferte Natriumfluorid. Wir haben eine ver-
diinnte Losung auf dem Tabak kalt im Exsikkator eintrocknen lassen,
so daB, berechnet auf Blatttrockensubstanz, 0,1% Natriumfluorid zu-
riickblieb. Dieses Material zeigte bei geringer Hemmung der Autolyse
keinerlei Anzeichen von mikrobieller Gérung (Figur 4). Ebenfalls noch
verwendbar war Silbernitrat, das aber auf die autolytischen Enzyme
schon stidrker giftig wirkte. Leichtfliichtige, besonders organische Ver-
bindungen wie Chloroform und Toluol konnten bei der Messung ohne
Aufschlimmung wegen ihres hohen Dampfdruckes nicht verwendet
werden.

DaB der Anstieg der Girkurve auf Mikrobentitigkeit zuriickzufiih-
ren ist, hofften wir so zu beweisen, daB durch Hitzesterilisierung sowohl



— 186 —

Keime als Enzyme abgetotet wurden, worauf eine kiinstliche Reinfektion
den Anstieg der Kurve bringen sollte. Diese reine Mikrobengéirung, die
Johnson beobachtet zu haben glaubt, war nicht zu erhalten, da es
nicht moglich war, durch Hitze das Blattmaterial gdrunfihig zu machen.
Die Griinde dafiir werden in Abschnitt 4 erodrtert. Der in Figur 5 dar-
gestellte Versuch erbringt trotzdem den Beweis: Das verwendete Blatt-
material war wihrend zwei Stunden einer Temperatur von 125° aus-
gesetzt worden. Impfungen auf verschiedene Nihrboden ergaben vollige
Keimfreiheit. Dementsprechend blieb auch der Kurvenanstieg aus und
setzte erst nach Beimpfung aus einer gérenden Probe ein.

b) Die Bedeutung der mikrobiellen Girung fir die praktische Fermentation

Wir stellten uns anfinglich den allgemeinen Fall des Fermentations-
vorganges als geichzeitigen Ablauf eines autolytischen und eines mikro-
biellen Girprozesses vor, wobei das Verhiltnis der Anteile der beiden
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Prozesse am Gesamtvorgang durch die #ufleren Reaktionsbedingungen
veridndert werden konne. Eine solche Anschauung ergibt sich aus den
meisten neueren Arbeiten iiber dieses Thema.

Die Bestimmung des Anteiles der beiden Prozesse ist nun tatsich-
lich moglich durch Extrapolation der rein autolytischen Girgeschwin-
digkeit und Subtraktion des gefundenen Wertes von dem zur betref-
fenden Zeit im Versuch beobachteten Geschwindigkeitswert. Solche
Bestimmungen sind indessen praktisch bedeutungslos, da eine andere
GesetzmiiBigkeit, die aus allen Versuchen hervorging, von ungleich
groferer Bedeutung ist:

Wenn die Reaktionsbedingungen innerhalb einer Frist von zirka
einer Woche iiberhaupt den meBbaren Eintritt einer mikrobiellen Gérung
erlauben, dann steigert sich diese stets in kurzer Zeit zu einer Geschwin-
digkeit, die der Autolysengeschwindigkeit um das Fiinf- bis Fiinfzig-
fache iiberlegen ist. Den Fall, daf die beiden Vorginge mit dhnlichem
AusmaB nebeneinander verlaufen, so daB eine ungeféhr horizontale Gér-
kurve resultieren wiirde, haben wir nie beobachtet. Es handelt sich dabei
wohl nicht um einen unméoglichen, aber seltenen Spezialfall.
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Wir stellten fest, daB es fiir jedes Material einen kritischen Wert
des Wassergehaltes gibt, unterhalb welchem keinerlei Anzeichen einer
Mikrobengiirung zu beobachten sind. Wird er dagegen nur wenig iiber-
schritten, so ist nach einigen Tagen die mikrobielle Géirung der unbe-
dingt vorherrschende Vorgang. Wihrend man die Geschwindigkeit der
autolytischen Girung durch die Wahl der Reaktionsbedingungen weit-
gehend bestimmen kann, erlaubt das gleiche Vorgehen die Mikroben-
girung lediglich zuzulassen oder auszuschalten.

Angesichts dieser Beobachtung ist es zweckmébiger, statt nach dem
Anteil einer Mikrobengérung nach den Bedmgungen ihres Eintrittes zu
fragen.

Figur 6 zeigt, wie bei einem bestimmten Blattmaterial der Zeitpunkt
des Eintrittes der mikrobiellen Gérung vom Wassergehalt abhingt.
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Figur 6 w0tk
Zeitpunkt des Eintrittes der
Mikrobengﬁrung bei verschiede- 35 |-
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Unterhalb zirka 29 % konnen wir den Eintritt nicht mehr scharf erfas-
sen. Wir sehen aber, daB die Kurve bei zirka 28 % asymptotisch wird.
Bei weniger als 28 % Wasser ist also fiir das betreffende Material bei
der Versuchstemperatur von 40° keine mikrobielle Garung mehr zu
erwarten.

In der Technik wird der Tabak in der Regel mit weniger als 25 %
Wasser zur Fermentation angesetzt. Dieser Wassergehalt wird durch das
entstehende Oxydationswasser nur unwesentlich erhoht. Gleichzeitig
werden aber schon im Verlauf der ersten Tage meist Temperaturen iiber
50° erreicht, so daf die Entwicklungsbedingungen fiir die Mikroorganis-
men noch wesentlich ungiinstiger sind als bei unseren Versuchen.

Wir sehen daraus, daB die mikrobielle Gdrung fiir den normalen
praktischen Fermentationsvorgang nicht von Bedeuiung sein kann.

Damit ist die auf Grund rein theoretischer Uberlegungen gewonnene

Ansicht von Frey-WyBling (3) experlmentell vollkommen be- .
stétigt.
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4. Der EinfluB der Wirmevorbehandlung auf die Gérfdhigkeit des Tabaks

a) Bisherige Anschauungen

Als Auswirkung der Wirmevorbehandlung auf trockenen Tabak
wird man sich zunichst etwa folgendes vorstellen:

Mit steigender Temperatur und steigender Dauer der Vorbehand-
lung wird in zunehmendem MaBe eine Schidigung der Fermentsysteme
eintreten. Man wird bei bestimmter Einwirkungsdauer eine Temperatur-
grenze erwarten konnen, oberhalb welcher sowohl blatteigene Enzyme
als auch Keime von Mikroorganismen restlos abgetitet werden, so dabB
das betreffende Blattmaterial bei den normalen Fermentationstempera-
turen auch bei Anwendung hoher Feuchtigkeiten vollig girunfihig
bleiben wird, sofern eine Reinfektion nicht eintreten kann.

Von solchen Uberlegungen ist zum Beispiel Johnson (5) ausge-
gangen. Er gibt tatsichlich an, da nach « geniigender » Erwirmung
beim Fermentationsversuch keine Erwirmung mehr festzustellen sei.
Temperatur und Erhitzungsdauer gibt er leider nicht an. Das Ergebnis
ist bei Beriicksichtigung der geringen MeBgenauigkeit der kalorimetri-
schen Methode, die J o hn s o n verwendete, zu verstehen.

Ihm widersprechen die iibereinstimmenden Angaben von Jensen
(10), Cohen (12) und Boekhout und Ott de Vries (13), daB
Fermentierung auch nach lingerer Einwirkung einer Temperatur von
100°, ja sogar nach zweistiindigem Aufenhalt in Wasserdampf von 100°,
noch moglich sei. Diese Beobachtungen waren die Hauptstiitzen der
heute vollig verlassenen Oxydationstheorie der Fermentation, die den
Fermentationsvorgang mit einer rein chemischen Oxydation, vielleicht
katalysiert durech Mangan- und Eisensalze, zu erkliren versuchte. Ob-
wohl die Oxydationstheorie sicher zu Recht durch die Enzymtheorie
verdréngt wurde, sind einige Argumente ihrer Verfechter sehr zu Unrecht
in Vergessenheit geraten, vor allem die angefiihrten experimentellen, rein
objektiven Beobachtungen. _

Sie scheinen zwar erklirt und mit der Enzymtheorie in Einklang
gebracht zu werden durch spitere Arbeiten iiber die Thermostabilitit
der Blattenzyme: \

Bodnar und Villanyi (14) berichten, da kohlehydratspal-
tende Enzyme durch Erhitzung des Tabakblattes auf 100° nur wenig
geschidigt wiirden. Neuberg und Kobel (15) fanden, daB die
Rohrentrocknung, deren Temperaturmaximum ebenfalls bei 100° liegt,
nur geringe Aktivititsverluste von Amylase, Invertase, Phosphatase,
Glykolase und Ketonaldehydmutase zur Folge hat. Dazu ist aber zu
bemerken, daB hier trockene Hitze angewendet wurde, wihrend ins-
besondere J ensen mit iiberhitztem Wasserdampf experimentiert hat.
Wie noch zu zeigen sein wird, ist dieser Unterschied entscheidend wich-
tig. Ferner betrafen die Arbeiten von N e ub e r g nicht die Girfihigkeit
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des vorbehandelten Tabaks selbst, sondern seine spezifischen Enzym-
wirkungen auf kiinstlich hergestellte Losungen bestimmter Substrate.

Dafl diese Unterscheidung von grofer Bedeutung ist, zeigen die
Arbeiten von Obabko (16) und Svirin (17) (russische, uns nicht
zugédngliche Literatur, referiert durch Frankenburg [2] und Chem-
ical Abstracts).

Obabko erwirmte Tabak mit 25—28 % Wasser auf 60—75° (die
Erwirmungsdauer wird nicht angegeben) und stellte fest, daB seine
Sauerstoffaufnahmefihigkeit dadurch nur wenig reduziert wurde. Der
wisserige Extrakt solcher Blitter zeigte jedoch, verglichen mit Extrak-
ten aus unbehandelten Blittern, fast vollige Inaktivierung der Oxydase.
Hohere Erhitzung, bis 125°, stellte die Sauerstoffaufnahmefihigkeit der
Blitter wieder her, wihrend das bei den Extrakten nicht der Fall war.
Obabko vermutet, dab unter dem Einflu der Hitze leicht oxydier-
bare Verbindungen entstehen. Anhaltspunkte fiir diese Vermutung nennt
er keine.

Svirin fand nach Erhitzung auf 80° einen Verlust der Blitter an
Sauerstoffaufnahmefihigkeit von 24—55 %, wihrend die Oxydaseakti-
vitdt des Extraktes dieser Blitter um 80—96 % reduziert worden war.
Er schlieBt aus dieser Differenz, dafl in den Blittern auBer der enzy-
matischen auch eine rein chemische Oxydation vor sich gehen miisse.

Frankenburg gibt fiir das verschiedene Verhalten der Oxydase-
aktivitdt in den Blittern gegeniiber den Extrakten zwei Erkldrungs-
moglichkeiten an:

1. In den Blittern existieren zwei unabhingige Oxydationssysteme.
Eventuell behilt die fester an das BlatteiweiB gebundene Cytochrom-
oxydase ihre Aktivitit, wihrend die extrahierbare Polyphenol-
oxydase inaktiviert wird.

2. Durch die Erhitzung wird die Extrahierbarkeit der Oxydase ver-
dndert.

Die Wiederherstellung der Oxydierbarkeit durch die Hitzeeinwir-
kung erklirt Frankenburg durch die Bildung autoxydabler Sub-
stanzen, wobei er insbesondere mit der Bildung von Phenolen rechnet,
und ferner mit der Anwesenheit n1chtenzymat1seher, hitzebestindiger
Katalysatoren.

b) Die Girfihigkeit des Tabaks nach Wirmevorbehandlung

Bei unseren Versuchen, die Gérfihigkeit des Tabaks durch Erhitzen
auszuschalten, um darauf durch Reinfektion die reine Mikrobengirung
zu erhalten, stellten wir fest, daB die Gérfihigkeit durch den EinfluB
der Hitze zwar reduziert wurde, jedoch nicht unter zirka 30 % ihres
Wertes vor der Wirmebehandlung gebracht werden konnte. Stirkere
Erhitzung bewirkte stets eine Steigerung der Girfiahigkeit.
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Es zeigte sich, daf fiir das AusmaB der Verinderung, die durch die
Vorbehandlung bewirkt wurde; der Wassergehalt von ausschlaggebender
Bedeutung war. Um diese Verhiltnisse genauer abzukliren, haben wir
eine groBere Anzahl Proben in Ampullen eingeschmolzen, wobei je ein¢
Serie von sechs Proben den gleichen Wassergehalt erhielt. Die einzelnen
Proben einer Serie wurden wihrend zweier Stunden verschiedenen Tem-
peraturen ausgesetzt. Darauf bestimmten wir ihre Gérgeschwindigkeiten
bei 40° und einheitlich mit 30 % Wassergehalt, da nur der Einfluf des
Wassergehaltes wihrend der Vorbehandlung zu untersuchen war. Die
Girgeschwindigkeiten, aufgetragen iiber den entsprechenden Tempera-
turen der Wirmevorbehandlung, ergaben fiir jede Serie mit konstantem
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Figur 7
Gérgeschwindigkeit nach Wirme-
vorbehandlung bei verschiedenem
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Wassergehalt eine Kurve; im gesamten also eine Kurvenschar mit der
Blattfeuchtigkeit als Parameter. In Figur 7 sind zwei Kurven dieser
Schar wiedergegeben. Charakteristisch ist, daf die Kurven ein Minimum
durchlaufen, das sich mit abnehmendem Wassergehalt nach hoheren
Temperaturen der Vorbehandlung und gleichzeitig nach hdheren Gir-
geschwindigkeiten verschiebt, wobei es flacher wird. Bei Feuchtigkeiten
von mehr als 40 % werden die Kurven praktisch identisch. Thr Mini-
mum liegt dann bei zirka 88°.

Schon die Form der Kurven brachte uns auf die Vermutung, es
konnten wieder Summenkurven vorliegen wie bei den Géirkurven
(Figur 3). Der absteigende Ast miiBte dabei die Hitzeinaktivierung der
Enzyme zeigen, wihrend der aufsteigende Ast nur mit einem neuen,
durch die Hitze hervorgerufenen, nichtenzymatischen Gérvorgang zu
erkliren wire.
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Tatsdchlich 148t sich sofort zeigen, daB zwei grundsétzlich verschie-
dene Vorginge einander ablosen und sich im Temperaturgebiet des
Kurvenminimums iiberschneiden: :

Falls der erste der beiden Vorgiinge durch Atmungsenzyme bewirkt
wurde, so mufBite er sich durch Blausiure weitgehend hemmen lassen.
Zeigte der zweite Vorgang dagegen keine Blausdurehemmung, so war
sein nichtenzymatischer Charakter mit groBer Sicherheit nachgewiesen.

Diese Erwartung wurde durch das Experiment bestitigt: Wir haben
zwei Probenserien mit gleichem Material und gleichem Wassergehalt
(10 %) angelegt und beide mit abgestuften Temperaturen zwei Stunden
lang vorerhitzt. Darauf wurden die Proben der ersten Serie wie iiblich,
die der zweiten mit Blausiure zur Girung angesetzt. Figur 8 zeigt die

mm’ Q,/Stunde

Figur 8
Gérgeschwindigkeit nach
Wirmevorbehandlung bei 10 %
Wassergehalt, gemessen mit und
ohne Blausiurezusatz
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Temperaturkurven der Girgeschwindigkeiten der beiden Serien. Die
Girgeschwindigkeit des Materials, das keine Wéirmevorbehandlung
erfahren hatte, lieB sich durch Blausdure auf zirka 10 % reduzieren
(Geschwindigkeitswerte bei 40°). Der nichthemmbare Anteil der Gérung
ist “wahrscheinlich auf blausiureunempfindliche Enzyme zuriickzufiih-
ren. Die Vorbehandlung mit 60—80° hatte eine starke Hitzeinaktivierung
bewirkt. Die Girung lieB sich aber mit Blausdure in bedeutend gerin-
gerem MaBe hemmen. Es muBte also in diesem Gebiet bereits ein nicht-
enzymatischer Vorgang beteiligt sein. Nach hoheren Vorbehandlungs-
temperaturen ndherten sich die beiden Girgeschwindigkeiten immer
mehr, um bei zirka 110° den gleichen Wert zu erreichen. Nach noch
stirkeren Erhitzungen zeigte Blausiure keine hemmende Wirkung mehr.
Wir schlossen daraus, daf die Temperatur von 110° diejenige Hitze
angibt, die bei zweistiindiger Einwirkung und bei 10 % Blattfeuchtig-
keit den Fermentkorper des Tabaks vollstindig inaktiviert. Wir konn-
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ten also die Fermentinaktivierungskurve in der angegebenen Art (in
der Figur punktxert) extrapolieren.

Nach den in Figur 7 dargestellten Ergebnissen hat man neben der
Temperatur bei der Wirmevorbehandlung auch die Blattfeuchtigkeit
zu beriicksichtigen. Um ihren EinfluB kennenzulernen, haben wir zwei
Probenserien eingeschmolzen, wobei innerhalb jeder Serie der Wasser-
gehalt des Tabaks von 0—50 % abgestuft war. Die eine Serie wurde
auf 80° erhitzt, die zweite auf 120°. Dabei liegt die erste Temperatur
noch sicher im Bereich der absteigenden Kurve (tiefste Temperatur-
lage des Minimums 88°), also in einem Bereich, in welchem unter
allen Bedingungen zum mindesten noch eine geringe autolytische Géirung
zu erwarten ist, wihrend im Bereich der zweiten Temperatur mit einer
solchen nicht mehr zu rechnen ist. Darauf wurden simtliche Gér-
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geschwindigkeiten bei 40° bestimmt. Das in Figur 9 dargestellte Resultat
zeigt, dab die bei 80° stattfindende Enzyminaktivierung stark feuchtig-
keitsabhiingig ist. Das vollig trocken erhitzte Material unterschied sich
in der Gérgeschwindigkeit nur wenig von unbehandeltem Material. Aber
schon bei geringen Feuchtigkeiten setzte die Inaktivierung sehr stark
ein und war bei 25 % fast vollstindig. Der Endwert, dem die Kurve
asymptotisch zustrebt, stellt nicht einen thermostabilen Anteil der
gesamten Fermentaktivitit dar, sondern bereits den Anteil des nicht-
enzymatischen Girvorganges. Nach der Vorbehandlung mit 120° ver-
bleibt nur dieser zweite Vorgang, jedoch nun mit ungefihr doppelter
Intensitét. Von entscheidender Bedeutung ist aber, daf die Feuchtig-
keitskurve dieses Vorganges (die gestrichelte Kurve) im Bereich der
praktisch in Frage kommenden Blattfeuchtigkeiten hkorizontal verliuft.
Dies bedeutet, daf die Feuchtigkeit hier heinen Einflu8 hat: der nicht-
enzymatische Girvorgang wird allein durch die Hitzeeinwirkung verur-
sacht. Erst htohere Feuchtigkeit scheint den HitzeeinfluB zu vermindern,
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wihrend bei 80° umgekehrt steigende Feuchtigkeit die Hitzeeinwirkung
verstirkte. Auf die Ursache dieses Unterschiedes kommen wir in Ab-
schnitt 4 ¢ zuriick.

Wihrend der nichtenzymatische Gérvorgang bei Feuchtigkeiten
unterhalb 40 % ursichlich feuchtigkeitsunabhingig ist, ist sein Ver-
lauf, den wir wieder bei 40° untersuchten, feuchtigkeitsabhingig genau
wie der enzymatische Vorgang, d.h. seine Geschwindigkeit steigt im
Bereich mittlerer Feuchtigkeiten ebenfalls ungefdhr proportional mit
dem Wassergeha,lt Die beiden Girvorginge scheinen einander auch
sonst in ihrem Ablauf (nicht in ihrer Ursache!) sehr &hnlich zu sein.
Wir schlieBen das aus folgendem Versuch: Wir haben bei einer
Erhitzungsreihe mit Vorbehandlungstemperaturen von 50—150°
Parallelbestimmungen der Sauerstoffautnahme und Kohlensiureabgabe
durchgefiihrt. Wir erwarteten, daB die beiden Vorgidnge auch auf Grund
solcher Messungen zu unterscheiden sein wiirden, indem der Atmungs-
koeffizient, d. h. das Verhiiltnis Kohlensdureabgabe : Sauerstoffaufnahme
innerhalb der Erhitzungsreihe seinen Wert dndern wiirde. Das Verhéltnis
zeigte jedoch keinerlei Abhiingigkeit von der Temperatur der Vor-
behandlung und schwankte nur innerhalb der MeBgenauigkeit von 0,55
bis 0,56. Dieses gleichartige Verhalten mag dazu beigetragen haben, dah
die nichtenzymatische bisher neben der enzymatischen Girung iibersehen
wurde. :

Wenn wir uns die Bedingungen der kiinstlichen Trocknung oder des
Redry-Prozesses vergegenwiirtigen, so miissen wir damit rechnen, daB
die nichtenzymatische Gérung am nachfolgenden Fermentationsprozef
mit einem Anteil von 30—80° beteiligt ist. Absolut wird dieser Anteil
fiir ein bestimmtes, schematisiertes Verfahren weitgehend konstant sein,
da er nicht feuchtigkeitsabhingig ist. Relativ wird er dagegen gewisse
Schwankungen aufweisen, da die Enzyminaktivierung auch bei genau
schematisiertem Vorgehen je nach Eigenart des Materials und je nach
Luftfeuchtigkeit ein verschiedenes Ausmall annehmen wird.

Auskunft tiber die Anteile der beiden Vorginge gibt der Girversuch,
der parallel mit und ohne Blausdure durchgefiihrt wird.

c¢) Untersuchung des nichtenzymatischen Girvorganges

Worauf beruht nun der durch Hitzevorbehandlung verursachte
nichtenzymatische Girvorgang?

Wir stellen zuerst die Erkldrungsmoglichkeiten zusammen, die aus
den bisherigen, in Abschnitt 4 ¢ kurz erdrterten Arbeiten hervorgehpn
Den Erkldrungsversuch mit der Thermostabilitit der Enzyme iibergehen
wir, da dieser Fragenkomplex in Abschmtt b abgeklirt worden ist. Dann
verbleiben:

1. Die Fermentation ist ein chemischer Oxydationsvorgang, ka,taly-
siert durch anorganische Katalysatoren, vor allem Eisen- und

13



— 194 —

Mangansalze (Boekhout,de Vries, Cohen). Diese fiir den

autolytischen Teil der Girung. widerlegte Erklirung konnte fiir

den von uns als nichtenzymatisch erkannten Teil Geltung haben.
2. Neben den Enzymen bestehen nichtenzymatische Katalysatoren,
oder durch die Hitzeeinwirkung werden solche erzeugt (Fran-
kenburg). Da die Girgeschwindigkeit nach stirkerer Erhitzung
hoher ist, miiBte der Katalysator durch die Erhitzung gebildet
werden.
Bei der Erhitzung entstehen leicht oxydierbare Substanzen
(Obabko, Svirin) oder direkt autoxydable Substanzen, zum
Beispiel Phenole (Frankenburg).

o

Die Beobachtung, daB die autolytische Girung (ohne Warmevorbe-
handlung) sich durch Eisensalze beschleunigen 14Bt, machte uns an-
finglich die erste oder zweite Erklirung wahrscheinlich, d. h. daB ein
nichtenzymatischer Sauerstoffiibertriger vorhanden sei. Das Eisen als
Bestandteil dieses Ubertrigers oder als Ubertriiger selbst kionnte zwar
dabei nicht die gleiche Rolle spielen wie in den eisenhaltigen Enzymen
(Wertigkeitswechsel!), denn andernfalls hitte Blausdure auf die Girung
hemmend wirken miissen. Wir erwarteten, daB erhitzter Tabak, der also
diesen Ubertriger entha,lte auch kiinstlich zugefiihrtes Substrat wiirde
vergidren konnen.

Die Versuche ergaben jedoch nicht das erwartete Resultat: Wir
haben auf 150° vorerhitzten Tabak bei 55° und 30 % Wassergehalt
durchfermentiert, bis die Gérgeschwindigkeit noch 8 % ihres Anfangs-
wertes betrug (Dauer zirka 6 Tage). Darauf haben wir das Blattmaterial
mit Losungen von Stoffen angesetzt, die als Girsubstrate in Frage
kamen: Glukose, Pektin, Aminosiuren, Stirke. Die auf 8 % reduzierte
Girgeschwindigkeit lieB sich dadurch nicht erhohen. Diese Tatsache
konnte immer noch damit erklirt werden, daf der Katalysator wihrend
der durch ihn bewirkten Girung seine Aktivitdt eingebiiit habe.

Wir haben darum das durchfermentierte Material ein zweitesmal
erhitzt. Darauf konnten wir eine fiinfmal hohere Gérgeschwindigkeit
feststellen (=40 % des Wertes nach der ersten Erhitzung). Wurde diese
zweite Girung statt in Wasser in einer der genannten Substratlosungen
durchgefiihrt, so war wiederum keine erh6hte Geschwindigkeit zu mes-
sen. Wurde hingegen das Material schon vor der zweiten Erhitzung mit
einer einprozentigen Glukoselosung getrinkt, kalt getrocknet und darauf
- samt der eingetrockneten Glukose erhitzt, so ergab sich die gleiche Gér-
geschwindigkeit wie nach der ersten Erhitzung, d. h. verglichen mit dem
ohne Glukose erhitzten Material mehr als die doppelte Geschwindigkeit.
Damit wurde es wahrscheinlich, daB durch die Hitzeeinwirkung nicht
ein Katalysator entstand, sondern die Substrate direkt verdndert, d. h.
leichter oxydierbar wurden.
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Wir haben die Losungen, die nach der Erhitzung auf dem Blatt-
material die starke Girung ergaben, in reinem Zustand in Ampullen ein-
geschmolzen und erhitzt. Sie zeigten zwar starke Verinderungen (Dun-
kelfirbung), nahmen aber bei 40° keinen Sauerstoff auf. Daraus war zu
schlieBen, daB die Substrate die geeignete Verinderung nur im adsor-
bierten, nicht im gelosten Zustand erfahren konnten. Wenn dieser Schlufi
zutraf, dann muBte an Stelle des Blattmaterials auch ein anderes Adsor-
bens die geeigneten Bedingungen fiir diese Verdnderung schaffen. Wir
versuchten daher, den Vorgang im Modellversuch nachzuahmen. :

Die Substratlosungen wurden mit Carbo adsorbens griindlich ver-
mengt und im Exsikkator kalt getrocknet, bis die Kohle wieder pulvrig
wurde. Sie enthielt dann 15 % adsorbierte Substanz. Von diesen Kohle-
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priparaten wurden Erhitzungsreihen angelegt analog den in Abschnitt b
(Figur 7) beschriebenen, jedoch ohne besondere Beriicksichtigung des
Wassergehaltes. Die Proben gelangten nach der Erhitzung mit 3 cm®
chloroformgesittigtem Wasser in die MeBgefille. Da die Aktivkohle sel-
ber Sauerstoff aufnimmt, wurde auch eine Erhitzungsreihe mit unbehan-
delter Kohle untersucht. Von jedem an einem Priparat gemessenen
* Geschwindigkeitswert wurde der Wert fiir reine Aktivkohle subtrahiert.
- Die Géirgeschwindigkeiten zeigten nach dieser Korrektur eine in Figur 10
wiedergegebene Abhiingigkeit von der Temperatur der Vorbehandlung.
Blausiure bewirkte in keinem Fall eine Hemmung. Wir stellen also die
eigenartige Tatsache fest, daf jedes Gérsubstrat im adsorbierten Zustand
oberhalb einer gewissen kritischen Temperatur so verindert wird, daB
es darauf bei 40° oxydierbar ist. Bei den einfachen Zuckern und den
organischen Siuren scheint diese Verinderung am leichtesten einzutre-
ten, wihrend die EiweiBstoffe (Pepton, Elalbumm und Leuzin reaglerten
gieleh) dazu hohere Temperaturen erfordern.
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Es wird damit verstdndlich, warum das AusmaB der Verinderung
zunichst feuchtigkeitsunabhiingig ist, um erst durch hohere Feuchtigkeit
merklich verringert zu werden: Absolute Trockenheit stellt einen Grenz-
fall dar, indem die loslichen Substrate dann am stirksten adsorbiert
sind. Der andere Grenzfall ist der Zustand der reinen LoOsung, in wel-
chem die Verdnderung nicht eintreten kann. Durch die Anwesenheit von
Wasser im Blattgewebe kommt ein Zwischenstadium zustande. Es braucht
indessen groBere Wassermengen, um die Adsorption merklich zu schwi-
chen. In Blittern mit 0—25 % Wasser sind die Substrate noch vollkom-
men adsorbiert. Die Wéarmebehandlung bewirkt darum in solchem Mate-
rial die gleichen Verinderungen.

Wir haben an Stelle der Aktivkohle auch die Wirksamkeit anderer
Adsorbentien untersucht. Die gleichen Verfinderungen erhielten wir auf
Kieselgur, jedoch mit sechsmal geringerem AusmalB. Vollig unwirksam
waren dagegen reine Zellulose und ebenso reines Aluminiumoxyd. Es
fallt auf, dafl die wirksamen Adsorbentien eisen- und stickstoffhaltig sind
(Analogie zum Warburgschen Modell des Atmungsfermentes ?).

d) Die Ursache der nichtenzymatischen Oxydierbarkeit der Glukose

Wir haben die Natur der Hitzeeinwirkung am Beispiel der Glukose
genauer studiert.

" Wir konnen Aktivkohle mit adsorbierter Glukose erhitzen und
darauf den Zucker wieder in Wasser losen. Dieses Filtrat allein nimmt
jedoch keinen Sauerstoff auf. Die Hitze macht also die Glukose nicht
autoxydabel {(autoxydabel ist ein Stoff, der sich direkt mit molekularem
Sauerstoff verbindet). Setzen wir dagegen dem Filtrat neue, unbehan-
delte Aktivkohle zu, so setzt die Oxydation sofort ein. Erhitzen wir die
Glukoselosung allein und setzen ihr nachher Aktivkohle zu, so ist wie-
der keine Reaktion zu bemerken; auch dann nicht, wenn wir der allein
erhitzten Glukoselosung alléin erhitzte Kohle zusetzen.

Damit ist noch klarer als beim Versuch mit Tabak erwiesen, daB
die Hitze eine Verinderung des Giirsubstrates bewirkt, jedoch nur dann,
wenn dieses Substrat adsorbiert ist. Ferner zeigt sich, daf das Produkt
der Verdnderung nicht direkt Luftsauerstoff aufnimmt, sondern nur
aktivierten Sauerstoff. Eine geeignete Aktivierung stellt der Oberflichen-:
kontakt mit Aktivkohle dar.

Die Kontaktaktivierung des Sauerstoffes ist in neuerer Zeit von
Yamafuji (18) untersucht worden. Der Forscher kommt zur Vor-
stellung, daB das Sauerstoffmolekiil beim ZusammenstoB mit der Ober-
fliche eines geeigneten Festkdrpers angeregt wird. Er verwendete fiir
seine Versuche zum Beispiel getrocknetes pflanzliches und tierisches
Gewebe, Knochenkohle oder Talk, alles. eisenhaltige Stoffe. Geeignet
war auch metallisches Eisen, ferner Zink. Obwohl Eizen oder ein anderes
geeignetes Metall zum mindesten in Spuren anwesend sein mubBte, hatte
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Blausiure, das spezifische Gift fiir Eisenkatalysatoren, keine hemmende
Wirkung. Die Kontaktaktivierung des Sauerstoffs hat also mit dem von
Warburg (19) entdeckten Wertigkeitswechsel des Eisens nichts zu
tun. Yamafujiglaubt ferner, daB diese Kontaktaktivierung auch fiir
enzymatische Oxydationen von groBter Bedeutung sei, indem gewisse
sauerstoffiibertragende Fermentsysteme nur bei Gegenwart von akti-
viertem Sauerstoff aktiv seien.

Die Aktivkohle und im Tabak das Blattgewebe erfiillen also beim
richtenzymatischen Girvorgang gleichzeitiz zwei verschiedene Auf-
gaben: Zuerst liefern sie die Adsorptionsbedingungen fiir die Verinde-
rung der Substrate, darauf aktivieren sie den Luftsauerstoff durch Ober-
flichenkontakt und katalysieren damit die Oxydation.

Unbeantwortet ist nun noch die Frage, was fiir eine Vemnderung
die adsorbierte Glukose unter der Hitzeeinwirkung erleidet.

Eine hydrolytische, oxydative oder reduktlve Veridnderung kénnen
wir mit groBer Sicherheit ausschliefen:

Gegen eine hydrolytische Verinderung spricht die Tatsache, daB
das scharf getrocknete Material gleich reagiert wie das lufttrockene.
Eine oxydative Verinderung miite an ihrer Abhingigkeit vom Sauer-
stoffpartialdruck zu erkennen sein. Wir haben deshalb glukosehaltige
Kohle in evakuierten, ferner in stickstoff-, wasserstoff- und sauerstoff-
gefiillten Ampullen erhitzt. Die Resultate der ersten drei Versuche waren
praktisch identisch, wihrend nach der Erhitzung in der Sauerstoff-
atmosphire nur die halbe Oxydationsgeschwindigkeit zu messen war.
Der bei der Erhitzung anwesende Sauerstoff erzeugt also nicht, sondern
verbraucht das Verinderungsprodukt.

Bei einer reduktiven Verdinderung auf der Aktivkohle wire Kohlen-
dioxyd als Reaktionsprodukt zu erwarten. Beim Offnen der evakuierten
oder stlckstoﬁgefullten Ampullen war jedoch keine Kohlenséure nach-
zuweisen.

Sicher ist dagegen, daB bei der Erhitzung Wasser abgespalten wird.
Dieser unter dem Namen Karamelisierung bekannte Vorgang findet
jedoch auch bei der Erhitzung fester Glukose oder einer wisserigen
Losung von Glukose statt. Er liefert keine leichter oxydierbaren Pro-
dukte. Die Karamelisierung ist auch bei der Erhitzung unserer Kohle-
priparate der bei weitem vorherrschende Vorgang. Nach zweistiindiger
Erhitzung auf 160° konnen wir zum Beispiel von der adsorbierten Glu-
kose nur noch 20—30 % eluieren; der Rest bleibt in Form hochmoleku-
larer Karamelisierungsprodukte auf der Kohle. Der leicht oxydierbare
Stoff geht in Losung, scheint also kein Karamelisierungsprodukt zu sein.
Es verbleibt freilich die Erklirungsmoglichkeit, daB bei der adsorbierten
im Gegensatz zur kristallisierten und gelosten Glukose auBer der ge-
wohnlichen Karamelisierung noch eine anders verlaufende Wasser-
abspaltung stattfinde, die zu einer ungesittigten Verbindung fiihre. Wir
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halten diese Anschauung nicht fiir wahrscheinlich, konnen sie jedoch
angesichts der erheblichen experimentellen Schwierigkeiten nicht sicher
widerlegen.

Auf Grund unserer Versuche miissen wir annehmen, dafl die Verin-
derung nicht in einer Wasserabspaltung, sondern in einer Isomerisierung
besteht, indem die teilweise Umwandlung von Glukose in Fruktose und
wenig Mannose, die in warmen alkalischen Losungen nachgewiesen ist
(Wolfrom, 20), auch bei adsorbierter Glukose eintreten kann.

Wir haben zum Beispiel 9 g Kohle mit 30 % adsorbierter Glukose
im Vakuum 2 Stunden auf 150° erhitzt und darauf mit 40 ecm® Wasser
von 35° unter Luftabschluf eluiert. Die Losung, die theoretisch zirka
6,5prozentig hitte sein sollen, lieferte einen Trockenriickstand von
3,30 %. Die Bestimmung der gesamten reduzierenden Substanzen ergab
unter der Annahme, daf nur Hexosen anwesend seien, eine Konzentra-
tion von 3,18 %. In dieser Losung stellten wir mit Hilfe der beiden kolo-
rimetrischen Verfahren mit salzsaurem Resorzin und mit alkoholischem,
salzsaurem Diphenylamin iibereinstimmend 0,14 % Frukiose fest. Wir
nahmen an, daB die Losung demnach 3,04 % Glukose und 0,14 % Fruk-
tose enthalte, und errechneten daraus einen optischen Drehwinkel von
-+ 1,46° bei einer Rohrlinge von 10 cm. Unsere Losung zeigte einen
Drehwinkel von - 1,45°.

Dieses Ergebnis spricht stark fiir Isomerisierung von Glukose in
Fruktose. Von der Fruktose wissen wir seit langer Zeit, daB sie leichter
oxydierbar ist als Glukose. Seit den Arbeiten von Yamafu ji wissen
wir zudem, daB sie durch kontaktaktivierten Sauerstoff oxydierbar ist,
wihrend das fiir Glukose nicht zutrifft.

Der Fruktosegehalt der Kohlepriparate erreichte nach einer Er-
hitzungsdauer von zirka 100 Minuten sein Maximum und sank bei lin-
gerem Erhitzen zuerst langsam, dann sehr rasch. Der Grund fiir die
Abnahme besteht wahrscheinlich darin, daf nach gewisser Zeit unter der
Hitzeeinwirkung mehr Fruktose durch Karamelisierung verloren geht,
als durch Isomerisierung aus Glukose gebildet wird.

Die entsprechenden Veridnderungen bei den andern Girsubstraten
haben wir nicht genauer untersucht, da es sich dabei um grtfere ana-
lytische Arbeiten handeln wiirde. Doch ist wohl der Analogieschluf
erlaubt, daB die adsorbierten Substrate unter Hitzeeinfluf ebenfalls in
leichter oxydierbare Stoffe umgewandelt werden.

e) Die Bedeutung der nichtenzymatischen Girung
fiir die praktische Fermentation

Wir sehen aus unseren Versuchen, daB ein vollkommen normal ver-
laufender, praktischer Fermentationsprozef sowohl auf Grund enzyma-
tischer als auch rein chemischer Reaktionen zustande kommen kann;
ferner konnen beiderlei Reaktionen beteiligt sein. Die dueren Merkmale
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des Prozesses werden dadurch nicht wesentlich verindert; dagegen kon-
nen die Produkte im einen oder andern Fall nicht dieselben sein:

Wihrend bei der Autolyse mit sehr groSer Ausgeglichenheit alle
Blattsubstanzen (ausgenommen eigentliche Geriistsubstanzen wie Zellu-
lose) verdindert, teilweise abgebaut oder ganz eliminiert werden, kann
die nichtenzymatische Oxydation nur solche Stoffe erfassen, die bereits
die geeignete Hitzeumwandlung erfahren haben. Ein Tabak, der zum
Beispiel einmal auf 110° erhitzt wurde, zeigt praktisch keine Enzym-
aktivitit mehr. Er fermentiert trotzdem scheinbar normal. Diese Fer-
mentation kann aber nach den in Figur 10 dargestellten Beobachtungen
nur auf Kosten der Oxykarbonsiuren, der einfachen Kohlehydrate und
" der Pektinstoffe verlaufen. Die EiweiBstoffe miissen unverdndert blei-
ben, da die Temperatur, die notwendig ist, um sie oxydierbar zu machen,
nicht erreicht wurde.

Mit der Wirmevorbehandlung legt man also den Charakter der
spiteren Fermentation endgiiltig fest. Man kann wohl beim Fermen-
tationsprozeB durch die Wahl von Temp@ra,tur und Wassergehalt die
Reaktionsgeschwindigkeit beeinflussen, jedoch in keiner Weise die Art
der chemischen Umwandlungen. Das Studium_ der Tabakfermentation mit
dem Ziel, das fermentierte Produkt zu verbessern, muf also unbedingt
bei der Trocknung einsetzen, besonders wenn diese Kkiinstlich durch-
gefiihrt wird.

Die nichtenzymatische Oxydation ist ferner der Vorgang, der fiir
die Ubergidrung, Uberhitzung und Verkohlung verantwortlich ist.

Unsere Kurven fiir die einzelnen Giirsubstrate (Figur 10) verlaufen
nach der entscheidenden Umbiegung ungeféihr geradlinig; die Oxyda-
tionsgeschwindigkeit steigt also von dieser Stelle an ungefihr propor-
tional mit der Temperatur der Vorerhitzung. Die Reaktionstemperatur
war jedoch bei diesen Versuchen immer 40°. Beriicksichtigen wir, dab
bei der Ubergirung Temperaturen iiber 75° nicht nur kurze Zeit, in
Form einer Vorbehandlung, einwirken, sondern die Reaktionstempera-
turen darstellen, so erkennen wir, daf die an einem iibergirenden Stapel
aufgenommenen Kurven viel steiler verlaufen miissen. Denn jede Stei-
gerung der Reaktionstemperatur bewirkt neben der Beschleunigung der
Bildung oxydierbarer Stoffe auch die beschleunigte Oxydation dieser
Stoffe. Man versteht leicht, daB auf diese Weise bei mangelnder Wirme-
abstrahlung rasch sehr hohe Temperaturen erreicht werden.

Die Auslosung dieser Ubergirung kommt durch einen rasch ver-
laufenden enzymatischen Girvorgang zustande. Zwar bremst sich dieser
selbst, indem bei steigender Temperatur die Enzymaktivitit sinkt. Trotz-
dem kann auf diesem Wege eine Temperatur von 75—380°, das heiBit das
Gebiet erreicht werden, wo der sich selbst beschleunigende nichtenzyma-
tische Vorgang einsetzt.
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Diese Uberlegungen diirften weitgehend auch fiir die Ubergirung
- bei Futterstocken giiltig sein.

5. Zusammenfassung

1. Es werden zwei Methoden angegeben, die erlauben, die Sauerstofi-
aufnahme des Tabaks manometrisch bei wihlbarem Wassergehalt
zu messen und so den Fermentationsvorgang zu verfolgen. Bei der
einen Methode wird der Tabak in Dekalin aufgeschlimmt, das zur
Einstellung des Wassergehaltes des Tabaks mit Wasser emulgiert
werden kann. Vorteil der Methode: Sehr hohe Konstanz des Was-
sergehaltes. Nachteil: Unnatiirliche Bedingungen fiir die Entwick-
lung von Mikroorganismen; sehr hohe Schiittelfrequenzen bei der
Messung.

Bei der zweiten Methode wird der Tabak in den MeBgefifien
aufgeschichtet und sein Wassergehalt durch miteingeschlossene
wisserige LOosungen von bestimmtem Wasserdampfdruck reguliert.
Vorteil der Methode: Natiirliche Bedingungen fiir die Mikroben-
entwicklung. Nachteil: Im Verlauf starker Gérungen steigt der
Wassergehalt des Tabaks infolge der Vermehrung der loslichen
Substanz. :

2. Der mit Hilfe der zweiten Methode aufgenommene Gérverlauf
erlaubt, autolytische und mikrobiologische Girung zu unterschei-
den. Als Grenzfeuchtigkeit, bei welcher die Téatigkeit der Mikroben
noch als Garung manifest wird, wurde 28 % gefunden.

Da bei der praktischen Fermentation der Wassergehalt in der
Regel unter 25 % liegt, kann die mikrobiologische Girung dabei
nicht von Bedeutung sein. :

3. Einwirkung von Hitze vor der Fermentation kann die Girgeschwin-
digkeit eines Tabaks nur bis auf zirka 30 % reduzieren. Nach stér-
kerer Erhitzung werden wieder hohere Gérgeschwindigkeiten fest-
gestellt, Die Steigerung ist auf einen nichtenzymatischen, durch
die Hitze verursachten Vorgang zurlickzufiihren. Wéihrend das
Ausmaf der Enzymaktivierung bei einer bestimmten Temperatur
feuchtigkeitsabhiingig ist, wird der nichtenzymatische Vorgang
durch Hitze allein verursacht.

4. Dic Ursache des nichtenzymatischen Gérvorganges ist eine teil-
weise Umwandlung der Girsubstrate in leichter oxydierbare Sub-
stanzen unter dem Einfluf der Hitze. Diese Umwandlung, die nur
im adsorbierten Zustand moglich ist, tritt bei jedem Girsubstrat
oberhalb einer charakteristischen kritischen Temperatur auf.

5. Im Falle der Glukose besteht die durch die Hitze bewirkte Verin-
derung in einer teilweisen Isomerisierung in Fruktose, die durch
kontaktaktivierten Sauerstoff oxydierbar ist. :
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