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1 em?® Destillat wird mit 1 Tropfen Phenollosung und 1 cm? Schwefel-
sdure (1--1) sorgfiltig aufgekocht und 1 Minute lang derart erhitzt; dass
die Fliissigkeit eben siedet, das Reagensglas aber an den obern Teilen noch
nicht heiss wird. Bel grossern Formaldehydmengen tritt schon in der Hitze,
noch deutlicher nach dem Abkiihlen eine weisse Tritbung auf. Die abgekiihlte
Flussigkeit wird mit 1 em? konzentrierter Schwefelsdure unterschichtet. Bei
Anwesenheit von Formaldehyd oder Hexamethylentetramin tritt nun die vio-
lette, von einem weissen Ring {iberlagerte Schicht rein hervor.

Der Abbau des Nicotins bei der Fermentation des Tabaks.
Von W. WEBER

(aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der E. T. H.)

Einleitung.

Obschon die Fermentation der wichtigste Vorgang bei der Authereitung
des Tabaks ist, ist ihre Natur sehr wenig geklirt, was einmal .darauf zu-
riickzufiihren ist, dass die verschiedenen nebeneinander verlaufenden Reak-
tionen die Untersuchung ausserordentlich erschweren, dann aber auch dar-
auf, dass es sehr schwierig ist, eine Fermentation in einem durchsichtigen
Laboratoriumsexperiment durchzufiihren. Immerhin hat es an FErkldrungen
nicht gefehlt, die jedoch oft in der Auftfassung nicht {ibereinstimmen. Auch
iber die Ursache der Abnahme des Nicotingehalts bei der Fermentation
gehen die Meinungen weit auseinander. Einer der ersten Beobachter die-
ser Nicotinabnahme, die bis 2504 der urspriinglichen Menge betragen kann,
war Swuchsland'), welcher vermutete, dass es sich dabei um die Ueber-
filhrung von Nicotin in Nicotianin oder Tabakcampher handelt. Ein solcher
mysterioser Korper konnte jedoch nie gefunden werden.

Auf Grund der Entdeckung von Behrens?3), dass der Schimmelpilz
Botrytis cinerea seinen Stickstoffbedarf mit Nicotin decken kann, sowie dass
gewisse Bakterien in einer Nihrlosung ausgezeichnet gedeihen, welche als
einzige Stickstoffquelle Nicotin enthilt, das dabei vollstindig verschwindet,
liegt die Vermutung nahe, dass die Nicotinabnahme bel der Fermentation
auf dieselbe Ursache zurlickzufiihren ist. In neuerer Zeit war es Faile-
lowitz%%), der die Abnahme des Nicotingehalts der Tatigkeit von Bakte-
rien zuschrieb. Tabakbrei oder wissrige Extrakte von Tabak zeigten nach
vierundzwanzigstiindigem Stehen eine starke Verminderung des Nicotins
unter gleichzeitiger Erhohung der Alkalitit der Fliissigkeit. Beide Erschei-
nungen unterbleiben bei Zusatz von Chloroform. Als Zersetzungsprodukte
sollen sich nach Faitelowitz leicht fliichtige organische Basen bilden, die
jedoch aus den Extrakten verdunsten. Da mit dem Abbau des Nicotins eine
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Vervielfachung der Katalase-Aktivitdat eintritt, sei der bakterielle Charakter
dieser Reaktion erwiesen. Die Vermehrung der Katalase wird von Faite-
lowitz jedoch nicht mit Versuchen belegt. Dass bei seiner Versuchsanord-
nung auch Fiaulnishakterien zur Wirkung kommen konnen, ist nicht ver-
wunderlich. Sowohl Fodor und Reifenberg®) wie auch Bodnar und BartaT)
beanstanden die Versuche von Faitelowifz. Die beiden letztgenannten fiilhren
die Nicotinabnahme bei seinen Versuchen auf die Fliichtigkeit des Nicotins
zuriick, was sie aber an Hand von Blindversuchen zu beweisen unterlassen.

Fiir die bei der Fermentation eintretende Nicotinverminderung macht
Loew8) die von ihm erstmals im Tabakblatt gefundene Peroxydase verant-
wortlich, welche das Nicotin unter Bildung von Ammoniak zersetzen soll. -
Die Wirkung der Oxydationsenzyme auf Nicotin wurde auch von Behrens?)
untersucht, jedoch mit negativem Erfolg. Die enzymatische Zersetzung von
Nicotin bei der Fermentation scheint durch die Versuche von Fodor und
Reifenberg1911) an Wahrscheinlichkeit zu gewinnen. Es wurde gefunden,
dags Tabakextrakte imstande sind, unter sterilen Bedingungen in Losun-
gen von reinem Nicotin einen Teil desselben zu zersetzen, wobei sich ergab,
dass bel zunehmender nicotinspaltender Wirkung eines solchen Tabakextrak-
tes auch seine Fiahigkeit, Sauerstoff aufzunehmen, steigt, sodass in der
Nicotinzersetzung ein enzymatischer Oxydationsprozess vermutet wird. Die
Forscher unterlassen jedoch, in ein und demselben Versuch neben der Mes-
sung der Sauerstoff-Aufnahme die gleichzeitige Verminderung des Nicotin-
gehaltes an Hand von Nicotinbestimmungen zu beobachten; schliesslich kann
der aufgenommene Sauerstoff auch noch zur Oxydation anderer Stotfe Ver-
wendung finden. Was den Zusammenhang zwischen Peroxydase- und Oxy-
genagsegehalt eines Tabaks und der bei der Fermentation eintretenden Nico-
tinverminderung betrifft, so fand L. Barta'?) keine Beziehungen, wohl aber
scheint ein grosserer Gehalt von Katalase auch eine vermehrte Nicotin-
abnahme zu bewirken*.

Auf Grund des chemischen Verhaltens des Nicotins beim oxydativen
Abbau halten es Fodor und Reifenbergt) fiir wahrscheinlich, dass bel die-
ser enzymatischen Oxydation Pyridin, Methylamin und Ammoniak entsteht.
Ein eindeutiger Nachweis dieser Verbindungen wird jedoch nicht gegeben.
Bodnar und Barta®®) konnen keine Bildung von Pyridin und Methylamin
feststellen. '

Zusammengefasst ergeben die bisherigen Forschungen, dass ein enzy-
matischer Abbau des Nicotins moglich und bei der Fermentation sehr wahr-
scheinlich ist. Die Téatigkeit und Wirkung von Mikroorganismen kann nicht
endgiiltig verneint werden, wird aber in den Hintergrund gedréngt. Der
Nicotinabbau scheint ein Oxydationsvorgang zu sein. Aus der zugidnglichen
Literatur konnte jedoch nicht ersehen werden, welche Umwandlungen das

#) Ueber die Fermente im Tabak siehe die zahlreichen ausgezeichneten Arbeiten von
C. Neuberg und Mitarbeitern in der Biochem. Zeitschrift.
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Nicotin wahrend der Fermentation erleidet. Auch in den zahlreichen muster-
gilltigen Arbeiten aus dem unter der Leitung von 4. Sechmuck stehenden
Institut fiir Tabakforschung in Krasnodar wird dariiber nichts mitgeteilt.

Angesichts dieser Ergebnisse, sowie der eventuellen Moglichkeit, den
Gang der Fermentation kiinstlich so zu beeinflussen, dass die Nicotinver-
minderung noch betrichtlicher wird, ist es gerechtfertigt, Ursache und Fort-
gang dieser Nicotinverminderung weiter aufzukliren.

. Versuche mit Tabhak.

Als Grundlage dieser Versuche wurde ein patentiertes Entnicotinisie-
rungsverfahrent) von Tabak benutzt, welches zum Teil auf den Untersuchun-
gen und Ergebnissen von Faitelowitz*) beruht und darin besteht, dass der
Tabak mit viel Wasser versetzt und die entstehende Lauge mit Luft durch-
stromt wird. Nach einiger Zeit verschwindet das Nicotin in der Lauge, was
vom Erfinder durch die Tétigkeit von Mikroorganismen erklirt wird. Die in
der Lauge auftretende alkalische Reaktion wird durch Saurezusatz zuriick-
gedriangt. Nach erfolgter Behandlung wird die Lauge auf den Tabak gespriiht
und auf diesem eingedunstet.

1. Behandlung von Tabak mit Wasser und Luft.
Versuch A,. a) Mit Zusatz von organischen Siuren.

40 g eines amerikanischen Tabaks (Nicotingehalt 2,490) werden ange-
feuchtet, die Blitter ausgeglittet und in einen grossen Glaszylinder gehiingt,

Apparatur:

—> Luft
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der in einem Thermostaten von 40°¢ Badtemperatur steht. In den Zylinder
werden 300 em® Wasser gegeben und mittels einer Wasserstrahlpumpe durch
drei Tonverteiler Luft durch die Flissigkeit geblasen, welche nach einiger
Zeit stark zu schiumen beginnt. Der im Zylinder nicht mehr Platz findende
Schaum wird in einer nachgeschalteten Ilasche aufgefangen. Die abstro-
mende Luft wird durch zwel mit Schwefelsdure und Kieselwolframsiure
versetzte Waschflaschen geleitet, um abgeblasenes Nicotin zuriickzuhalten.

Nach 12 Stunden reagiert der Schaum gegen Lakmus stark alkalisch.
Um die Alkalitit etwas abzuschwichen, werden 2 cm?® . Zitronensdure zu-
gegeben. Weitere Siurezusitze:

nach 14 Stunden 4 c¢m3 I Zitronenséure
» 16 » 4 » »

T [ » 5 » »
5

» | R » » »
3.5 19 » 10 » »
» 20 » 10: > »
ML | » Ty »
» - 98 » 10 » »
» 36 » 10 » »
> 37 » 10 -3 »
» 38 » 1M =i »
» 39 » 10 “» »
» 40 0 i »
» 49 » 20 » »
» 43 » 20 » »
» 44 » 90 - » 9

Nach 60 Stunden Abbruch des Versuchs.

Gesamte zugesetzte Siuremenge: 180 ecm?. Die Fliissigkeit reagiert am
Ende des Versuchs immer noch alkalisch.

Gesamte Fliissigkeitsmenge am Ende des Versuchs 450 cm3. Mit dem
Ausspiilen des Zylinders ergeben sich zusammen 500 cm3. In einem aliquo-
ten Teil wird das Nicotin bestimmt durch Wasserdampfdestillation und Fal-
lung mit Kieselwolframsiure.

50 cm3 Lauge enthalten . . . . . . 0,0239 g Nicotin
500 » » » Ny e 2(N280 B »
(rewicht des wasserfreien Tabaks nach dem Versuch 30,5 g
Nicotingehalt: 0,43 0o

Im Tabak verbliebenes Nicotin: 0,181 g

Waschflaschentliissigkeit: Der Inhalt der ersten Waschﬂasche igt durch
abgeblasenes Nicotin getriibt worden.

Verdunstetes Nicotin: 0,007 g

In beiden Waschflaschen lassen sich mit Nessler’s Reagens bedeutende
Menger von Ammoniak nachweisen.
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Bilanz :

Gesamte Nicotinmenge zu Beginn des Versuches . 0,825 g
(40 g Tabak, Wassergehalt 14 9/, Nicotingehalt 2,4 %)
Nicotin in der Lauge . . : v W et s SOLEHY O
Nicotin im Tabak nach dem Versuch o e ot (LTS v
Abgeblasenes Nicotin . . . . . . . . . . 0,007 g
Nicotinabnahme . . . . . . . . . . . . 0448 ¢g

= 54,4 %

Analoge Ausfithrung der folgenden Versuche.

Versuch A,.
Angewandt: 50 g Sorte «Grossblattrig, Nr. 2».
Nicotingehalt: 2,00.
Wassergehalt: 6 9.
Zugesetzte Menge Wasser: 300 cm®.
Versuchsdauer: 43 Stunden.

Nach 12 Stunden wird dem alkalisch reagierenden Schaum von Stunde
zu Stunde - Zitronensdure zugesetzt, im ganzen 145 cm?.

Flissigkeitsmenge nach dem Versuch 560 cm3. Nicotinbestimmung in
einem aliquoten Teil.
50 em3 enthalten . . . . . . . . 0,0102 g Nicotin
560  » » b el e s st e P TTR. S O Vi
Gewicht des wasserfreien Tabaks nach dem Versuch: 36 g.
Nicotingehalt: 0,220).
Im Tabak verbliebenes Nicotin: 0,072 g.

Die Waschflaschenfliissigkeit enthilt kein abgeblasenes Nicotin, hin-
gegen gibt Nessler’s Reagens eine dicke braune Féllung.

Bilanz :
(resamte Nicotinmenge zu Beginn des Versuches . 0,940 g
Nicotin in der Lauge . . . . PO 00 N 7
Nicotin im Tabak nach dem Velsuch suith el S SN (T o
Nicotinabnahme . . . . . . . . . .owo. . 0,754 g

— 80,5 %

Versuch As.
Angewandt: 50 g Marke Kentucky.
Nicotingehalt: 60/
Wassergehalt: 90/0.
Zugesetzte Menge Wasser: 300 c¢m?.

Dauer des Versuchs: 56 Stunden.

Wihrend des Versuchs zugesetzte Menge = Zitronensiure: 140 cm?.
Menge der Lauge nach dem Versuch: 500 ems3.
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50 cm3 enthalten . . . . . . . . . 0,183 g Nicotin
500  » » v B el me S da e RO L. LR

Gewicht des wasserfreien Tabaks nach dem Versuch: 32 g.
Nicotingehalt: 0,50%o.

Im Tabak verbliebenes Nicotin: 0,16 g.

Abgeblasenes Nicotin: 0,005 g.

Bilanz :
Gesamte Nicotinmenge zu Beginn des Versuches . 2,701 g
Nicotin in der Lauge . . . . A U e 8050
Nicotin im Tabak nach dem Versuch ¢ et s e DB P
Abgeblasenes Nicotin . . . . . . . . . . . 0005 g
DABORHAbMaRme = < £ it e s tw s sl ek e 104 B

Versuch A,.

Angewandt: 30 g Marke Rio Grande.
Nicotingehalt: 2,49po.
Wassergehalt: 14 9.

Zugesetzte Menge Wasser: 300 cm?.

Dauer des Versuchs: 40 Stunden.

Da nach 15 Stunden die Fliissigkeit noch nicht schdumt, wird eine Spur
Saponin zugefiigt.

Im ganzen zugesetzte Sduremenge: 30 em3 3 Zitronensiure.

Menge der Lauge nach dem Versuch: 350 cms.

Um das Saponin, welches bei der Nicotinbestimmung die Wasserdampi-
destillation durch starkes Schiumen verunméglicht, zu zerstoren, wird die
fiir die Bestimmung verwendete Lauge mit einigen Tropfen Salzsiure ange-
sduert und aufgekocht.

40 e¢m3 Lauge enthalten . . . . . . 0,0041 g Nicotin
350 » » > E e e e 2

Gewicht des wasserfreien Tabaks nach dem Versuch: 21 g.
Nicotingehalt: 0,10/.

Im Tabak verbliebenes Nicotin: 0,021 g.

Abgeblasenes Nicotin: 0.

Bilanz:
(Gesamte Nicotinmenge zu Beginn des Versuches . 0,618 g
Nicotin in der Lauge . . . . . SEEeT SRR - R
Nicotin im Tabak nach dem Versuch o ey w000k
Nicatimabnahme . . . O . ol is o i ARBOL g




Versuch As.
Angewandt: 500 g Marke Kentucky.
Nicotingehalt: 4,89%.
Wassergehalt: 6,59.
Zugesetzte Menge Wasser: 1500 cm?.
Dauer des Versuchs: 150 Stunden.
Nach 3 Tagen werden die Blitter umgekehrt aufgehidngt, sodass sie

nach und nach vollstindig ausgelaugt werden.

Im ganzen zugesetzte Sauremenge: 250 cm? - Zitronensiure.
Menge der Lauge nach dem Versuch: 1500 cm?.
50 c¢cm3 Lauge enthalten . . . . . . 0,256 g Nicotin
1500 » ~ % » IR ol T (f;8 g »

Gewicht des wasserfreien Tabaks nach dem Versuch: 280 g.
Nicotingehalt: 2,950/.

Im Tabak verbliebenes Nicotin: 7,61 g.

Abgeblasenes Nicotin: 0,034 g.

Bilanz :
Gesamte Nicotinmenge zu Beginn des Versuches . 2244 g
Nicotin in der Laucre 2 ) Salo s 7,68 g
Nicotin im Tabak nach dem V el%u(h S5 e e 5w @481 2
Abgeblasenes Nicotin . . . . . . . . . . . 0,08¢g
Nicotinmenge nach.dem Versuch . . . . . . . l_ﬁl_g
Nicotinabnalime 12 .z
— 31,8 %
Versuch AG-. b) Ohne Zusatz von organischen Sduren.
Angewandt: 50 g Marke Kentucky.
Nicotingehalt: 3,3%.
Wassergehalt: 6,80/.
Zugebetzte Menge Wasser: 100 cm?.
Dauer des Versuchs: 40 Stunden.
Trotz steigender Alkalitit wird keine Sdure zugesetzt.
Menge der Lauge nach dem Versuch: 100 cms3.
30-.cm3 Lauge enthalten. . . . . . . 0,059 g Nicotin
100 » » » e i Mg e e g »

Gewicht des wasserfreien Tabakb nach dem Versuch: 39 g.
Nicotingehalt: 0,800.
Abgeblasenes Nicotin: 0.

: Bilanz :
Gesamte Nl(,utmmenoe zu Beginn des Versuches . 1,535 g
Nicotin in der Lauge . . . e e PO T
Nicotin im Tabak nach dem Versuch e e B |25 [
Nicottnabnalmie. 5 . i e, - e 00 iy e A T 0BT @

— ﬁ:‘_w’,S %
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Die in-den erwédhnten Patenten gemachten Angaben iiber die Nicotin-
abnahme konnen bestitigt werden. Ob sich das Nicotin dabei unter Bildung
von Ammoniak zersetzt oder ob dieses aus Eiweisskorpern entsteht, kann
vorerst noch nicht entschieden werden. Sicher wirken sich aber die ent-
stehenden grossen Mengen Ammoniak auf die Qualitit eines so behandelten
Tabakes nicht giinstig aus.

2. Behandlung von Tabak mit feuchter Luft.

Da die Moglichkeit besteht, dass eine Nicotinabnahme eintritt, wenn
die fiir eine erneute Girung des Tabaks giinstige Feuchtigkeit und Tempe-
ratur vorhanden ist, und dass diese Nicotinverminderung um so grosser ist,
je besser die Luft zirkulieren kann, so wurden folgende Versuche angestellt:

Versuch B;.

70 g trockener Tabakblatter (Nicotingehalt 4,20/0, Wassergehalt 5,990)
werden in enger Packung in einen Zylinder gehiingt, dessen Boden mit einer
4 c¢m hohen Wasserschicht bedeckt ist, durch welche ein energischer Luft-
strom geblasen wird. Die Temperatur des in einem Thermostaten stehen-
den Zylinders wird so reguliert, dass die liber die Bliatter streichende, mit
IFeuchtigkeit beladene Luft eine Temperatur von 38 bis 40°¢ besitzt. Dauer
des Versuchs 100 Stunden. Ergebnisse siehe in folgender Tabelle.

Versuch B,.

Ein zweiter Versuch in gleicher Ausfiihrung und unter gleichen Bedin-
gungen wird mit einer unfermentierten, im Garten des hiesigen botanischen
Institutes gezogenen* nicotindrmeren Sorte ausgefiihrt.

Die Resultate beider Versuche sind in folgender Tabelle zusammen-

gestellt:
Tabelle 1.
Matics Wassergehalt Nicotingehalt Nicotin-
vorher } nachher 1 vorher | nachher abnahme
! | ‘ 1
Kentucky | - 5,900 | 35800 - 4,200 ; 3,4 0o 19 %
B EEL T 68 1 38,9 %o j 0,90 . [ - 057%: " 2%
1 | | |

Es zeigt sich auch bei dieser Behandlung des Tabaks eine Nicotinab-
nahme, die offenbar auf dieselbe Ursache zurlickzufiihren ist, wie bei der
Behandlung des Tabaks mit Wasser und durchstromender Luft.

3. Die Fliichtigkeit des Nicotins.

Da in den beiden Patenten keine Angaben {iber ein Abfangen der aus-
tretenden Gase gemacht werden, schien es im Hinblick auf die gesund-
heitschiadigende Wirkung von Nicotinddmpfen in der Luft zweckméssig, die
Fliichtigkeit des Nicotins zu untersuchen.

*) Fiir die freundliche Ueberlassung des Gelindes bin ich Herrn Prof. Dr. P. Jaccard
sehr dankbar.



Versuch C,.

Durch 50 em? einer 19pigen wassrigen Nicotinlosung, der etwas Sapo-
nin zugesetzt ist, wird ein lebhafter Luftstrom geblasen und die Heizung so
reguliert, dass die Temperatur des Schaumes 37c¢ betrigt. In zwei nach-
geschalteten Waschflaschen wird das entweichende Nicotin mit Kiesel-
wolframsiure und etwas Schwefelsiure aufgefangen. Nach 88 Stunden ist
in der Losung nur noch wenig Nicotin nachzuweisen, dafiir hat sich in den
Waschflaschen ein dicker Niederschlag von Nicotin-Kieselwolframat gebil-
det, der durch Erhitzen in Losung gebracht, nach dem Ausfallen in der Kélte
abgenutscht und gewogen wird.

Gewicht des Niederschlages: 4,328 g = (0,438 g Nicotin.

Das in der Losung verbliebene Nicotin wird ebenfalls mit Kieselwolfram-
sdure gefillt und gewogen.

Gewicht des Niederschlages: 0,121 g = 0,013 g Nicotin.

Angewandtes Nicotin: 0,5 g.

Wieder gefundenes Nicotin: 0,451 g.

Abgeblasenes Nicotin: 0,438 g = 87,69.

Der Versuch demonstriert die grosse Fliichtigkeit des Nicotins. Hs
miisste bei dem beschriebenen Verfahren dafiir gesorgt werden, dass dampi-
formiges Nicotin abgefangen wird.

Versuch C,.

Eine Losung von 0,049 g Nicotin in 25 ¢m? Wasser wird in einer gros-
sen Petri-Schale (Durchmesser 18 cm) 48 Stunden bei Zimmertemperatur
unbedeckt stehen gelassen. Nach dieser Zeit ergibt eine Nicotinbestimmung
0,048 g Nicotin.

Unter diesen Bedingungen ist die Fliichtigkeit des Nicotins praktisch
gleich null, kommt deshalb bei den Versuchen von Faitelowitz*) entgegen
der Annahme von Bodnar und Barla®) nicht in Frage.

4. Untersuchung der Wirkung von Luft auf Nicotin.

Da das Nicotin schon beim Stehen an der Luft angegriffen wird, war zu
versuchen, ob das Nicotin durch die enge Beriihrung mit Luft oxydiert wird.

Versuch D.

Durch eine Losung von 5 g Nicotin in 350 em? Wasser wird ein star-,
ker Luftstrom geblasen. Die Versuchsanordnung ist dieselbe wie bei den
Versuchen A, mit dem Unterschied, dass auf den Zylinder ein Riickfluss-~
kiithler gesetzt wird, der ein Abdunsten des Nicotins verhindern soll. Durch
Zusatz von etwas Saponin wird die Fliissigkeit zum Schidumen gebracht.

Dauer des Versuches: 134 Stunden.

Flissigkeitsmenge nach dem Versuch: 347 em3.

16 emid enthalten: . uw e g W i 0,097 g% Nieotin
347 > » G e g G -t s S e G SRS
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In die Waschflaschen abgedunstet: 0,064 g Nicotin.

Wieder gefundenes Nicotin: 4,62 g.

Die Differenz von 0,38 g = 7,600 Nicotin, die eventuell oxydiert wor-
den ist, ist zu gering, als dass sie in den Versuchen A mit Tabak in Be-
tracht fallen wiirde.

Il. Versuche mit Tabaklauge.
1. Behandlung von Tabak/auge mit durchstromender Luft.

Um die Wirkung verschiedener Zusitze zu studieren, werden der Kin-
fachheit halber lediglich wisserige Tabakausziige der Behandlung mit Luft
unterworfen, wobei dieselbe Versuchsanordnung wie bei den Versuchen mit
Tabak angewendet wird. Die Tabakausziige werden erhalten durch drei-
maliges zwel Stunden langes Digerieren und Abpressen des gemahlenen
Tabaks mit kaltem Wasser.

7 a) Mit Sdurezusatz.
Versuch K,. )

25 ¢ Kentucky-Tabak werden dreimal mit 150 ecm® Wasser ausgezogen.
Austithrung des Versuches mit 250 cm? des Extraktes. Die Fliissigkeit be-
ginnt nach einiger Zeit zu schidumen, wobei sie zugleich gegen Lakmus stark
alkalische Reaktion annimmt. Von Zeit zu Zeit werden in kleinen Portionen
50 em? % Zitronensdure zugegeben.

Dauer des Versuchs: 55 Stunden.

250 em3 Lauge enthalten vor dem Versuch 0,525 g Nicotin

Menge der Lauge nach dem Versuch: 350 em3 (mit Spiilwasser)
350 cm3 Lauge enthalten nach dem Versuch 0,345 g Nicotin

Waschflascheninhalt . . . . . . . . 0,016 g »
Bilanz :
Nicotinmenge vor dem Versuch . . . . . . . 0525 g
Nicotinmenge nach dem Versuch . . . . . . . 0361 g
Nicotinabsighme:. .. o & o000 cu oy 08 D m s 0,164 0
— 313 %
Versuch Es. b) Ohne Séiurezusatz.

Angewandt: Auszug von 40 g der Sorte «Grossblittrig, Nr. 2»
mit 3 Mal 200 ¢m® Wasser.
Dauer des Versuchs: 70 Stunden.
300 e¢m3 Lauge enthalten vor dem Versuch 0,525 g Nicotin

_ Menge der Lauge nach dem Versuch: 350 em3 (mit Spiilwasser)
350 ¢cm3 Lauge enthalten nach dem Versuch 0,018 g Nicotin

Waschflascheninhalt . . . . . . . . 0,008 g »
Bilanz :

Nicotinmenge vor dem Versuch . . . . . . . 0325 g

Nicotinmenge nach dem Versuch . . . . . . . 0,017 g

NCOttHabRAIIE . - ol e s R e gy e e B0 @

=707 %




Versueh Hs.

Angewandt: 50 ¢m?® eines Auszuges von 50 g Kentucky
mit 3 Mal 150 cm? Wasser.

Dauer des Versuchs: 60 Stunden.
50 c¢m? Lauge enthalten vor dem Versuch: o142 ¢ Nicotin.

Nicotinbestimmung in der ganzen Fliissigkeit nach Abbruch des Ver-
suchs.

Bilanz :
Nicotinmenge vor dem Versuch . . . . . . . 0,142 g
Nicotinmenge nach dem Versuch . . . . . . . 0,005 g
Nicotinabnabme . . . ., . . . . . . . . . 0187 ¢

— 96 %

Ein Vergleich der Ergebnisse der Versuche E, und E; mit demjenigen
von Versuch K, lisst vermuten, dass schwach alkalische bis neutrale Reak-
tion auf den Nicotinabbau eher hemmend wirkt, da ohne Siurezusatz eine
wesentlich grossere Nicotinabnahme erfolgt. Allerdings dauerten die Ver-
suche E, und E; etwas ldnger.

Versuch E,. ¢) Mit Zusatz von Natriumfluorid.

Angewandt: 300 em?® eines Auszuges von 1000 g der Sorte
«Grossblittrige, Nr. 2», mit 3 Mal 150 ¢m3 Wasser.

Zusatz von 0,5 g Natriumfluorid.

Dauer des Versuchs: 54 Stunden.

Nicotingehalt der ganzen Lauge vor dem Versuch 0,609 g
Nicotingehalt der Lauge nach dem Versuch 0,521 g
Nicotinabnahme . 0,088 g

— 1454

Vor dem Zusatz von Natriumfluorid wurden 3 Tropfen der Lauge auf
Néhragar und Gelatine geimpft und in Plattenkulturen beobachtet. Nach 64
Stunden sind von Auge einige Tausend Bakterienkolonien sichtbar. Das-
selbe wird nach dem Versuch ausgefiihrt, wobei nach 64 Stunden ca. 200
Kolonien zu sehen sind. Die Lauge ist also nicht vollstindig steril gewor-
den, immerhin ist die Zahl der Keime bedeutend gesunken. Dementsprechend
verschwanden 14,590 des Nicotins.

Versuch Hj.

Angéwandt: 200 cm? eines wisserigen Auszuges von 30 g
der Sorte «Grossblittrige, Nr. 2».

Zusatz von 10 g Natriumfluorid.
Dauer des Versuches: 54 Stunden.

Nicotingehalt der ganzen Lauge vor dem Versuch . . 0,190
Nicotingehalt der Lauge nach dem Versuch . . . . 0,190 g

aQ
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Dieser Zusatz von Natriumfluorid bewirkte vollstindige sterile Bedin-
gungen, wie Impfungen auf Niéhragar und Gelatine zelcrten (Gleichzeitig trat
auch keine Nicotinverminderung ein.

Versuch B, d) Mit Zusatz von Sublimat.

Angewandt: 200 cm? elnes wisserigen Auszuges von 35 g
Kentucky-Tabak. :
Zusatz von 1 g Sublimat.
Dauer des Versuchs: 50 Stunden. =
(Gtesamtnicotinmenge vor dem Versuch . . . . . 1,02

o

o

Gesamtnicotinmenge nach dem Versuch. ., . . . 0948 g
Nigotmatwahme . . . . dr L i s e ene < D078 B
= 7 4%

Impfung auf Nihragar und Gelatine am En(le deb Versuchs zelgt Vol
lige Sterilitit.

Versuch I, e) Aufyekochte Tabaklauge wnd sterite Luft.

Angewandt: 100 e¢m? Tabaklauge.

Die Lauge wird innerhalb 48 Stunden zweimal kurz aufgekocht. Die
durchstromende Luft wird vor dem Eintritt in den. thnder dureh Bichromat-
Schwefelsiure und einen mit Watte aefullten Turm ge eﬁet

Dauer des Versuchs: 50 Stunden

Gesamtnicotinmenge vor dem Versuch . . .. sy 2 g
G‘resamtmcotmmenoe nfwh dem Versuch . HEX (’?119 g
Nicotinabnohme . . ° . . . o o o L Eew 0,000 2

1 : (S)/J /0

Untersuchung der Tabaklauve mit Plattenkultulen vor dem Aufkochen
direkt nach dem Aufkochen und am Ende des Versuchs zeigt im zweiten Fall
vollstandige Sterilitit, wéhrend die Zahl der Keime nach dem Versuch ca.
100 Mal kleiner ist als vor dem Versuch.

Versuch H. f) Mit Zusatz von Saponm

Angewandt: 500 c¢m? eines Auszuges von 250 g Kentucky
mit 3 Mal 300 cm3 Wasser.
Da die Lauge nach 48 Stunden noch nicht schiumt, wird der Versuch
abgebrochen und das abgedunstete Wasser wieder ersetzt.

25 em3 der Lauge enthalten zu Beginn . . .° . . 0,128 g Nicotin
25 em3 » » » nach 48 Btunden e 0,047 g »
Nicotinabnalime 5% 5 5 o5 308 il S imwn o0 00008 g

= 63,3 %

450 ecm? der Lauge werden sofort wieder angesetzt. Um die Fliissigkeit
beim Durchstromen der Luft zum Schiumen zu bringen, wird eine Spur
Saponin zugefiigt und nach weiteren 48 Stunden der Nicotingehalt bestimmt.



25 cm3 der Lauge enthalten vor Zugabe von Saponin
nach 48 Stunden

26 »

> > »
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Nicotinabnahme nach Saponinzugabe .

Nicotinabnahme im ganzen Versuch

0,047 g Nicotin
0,005 g »
0,042 g

89,38 %

0,128 g

96,1 %

Starkes Schiaumen bewirkt eine bessere Durchliiftung und beschleunigt
den Nicotinabbau wesentlich.

Tabelle 2: Zusammenstellung der Ergebnisse der Versuche A, B, K.
Versuch Art des Versuches e({sséflq '[ ;{)1;2321]1;6 Zusatz
1 l

Ay Durchleiten von Luft durch 60 Std. | 5400 | 180 ¢m3

Tabak und Lauge | | + Zitr'sre.
As » 43 » | 80% | 145 cm3 S.
Ag » 56 » 44 0o 140 em3 S.
Ay » 40 » 91% | 30 cm3 S.
As > 150 » 3200 | 250 cm3 S.
As » 40 » 69 9o S
B: Tabak in feuchter Luft 100 » 19 % —
B : > 100 » 22 0o -
E, Durchleiten von Luft durch 55 - 31 0o 50 em3 S

wisserigen Auszug v. Tabak
Es » 70 » 97 o —
Es » 60 » 96 00 | il
Ey > 54 > | 14% | 0,5 g NaF
Es » 54 > | 0% |10 g NaF
K » 50 » | 7 %o i 1 g HgClg
E: | Durchleiten von steriler Luft | 50 > = 80 | = —
durch aufgekochte Tabaklauge | |

2. Versuche mit Tabaklauge in Petri-Schalen

Versuch F;.

50 g gemahlener Kentucky-Tabak werden mit 300 em?® kaltem Wasser
ausgezogen und von der so erhaltenen Tabaklauge 125 c¢m? folgendermassen
in 5 grosse sterile Petri-Schalen (Durchmesser 18 cm) verteilt:

1. Schale 25 ¢m3 Tabaklauge, nicht sterilisiert.

2. »
S >
4, »
e

» » »
> > » .
» > >
» » b4

, Zusatz von 1 g NaF.

» C» 0,1 g HO'CIO
» » 1 em3 CHC]S
durch 2 maliges Erhitzen auf 1000 sterilisiert.

mit antiseptischen Zusitzen.

Nach 48 Stunden wird in allen Schalen der Nicotingehalt bestimmt.
25 cm? frische Lauge enthalten vor dem Versuch 0,071 g Nicotin.
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Tabelle 3 :
Sl Seniien | Niomabnatme
|

1 nicht steril 0,043g ' 0,028 g=39,5%
2 NaF 0,070 g 0,001 g

3 HgCls 4 0,071 g ==

4 CHCls . 0,072 g —

D Hitze 0,070 g | 0,001 g

Die Werte demonstrieren zugleich die Genauigkeit der benutzten und
am Schluss kurz beschriebenen Nicotinbestimmungsmethode, sofern stets
unter gleichen Bedingungen gearbeitet wird.

Impfungen auf Nidhragar und Gelatine ergaben, dass die Schalen 2 bis
5 vollstindig keimfrei waren. Am Ende des Versuches reagierten sie neu-
tral gegen Lakmus, wihrend die Lauge in der Schale 1 stark alkalisch ge-
worden war.

Versuch F,.

150 c¢m? eines wisserigen Auszuges von 50 g Kentucky-Tabak mit 3
Mal 100 em3 Wasser werden in 6 Petri-Schalen verteilt und durch ver-
schiedene Zusitze sterilisiert.

1. Schale 25 cm3 Tabaklauge, nicht sterilisiert.

2. . > > » , Zusatz von 1 g NaF.

3. » > » » , » » 0,5 g HgCls,

4. » » » » , » » 1 em3 CHCls.

5. » > » , » » 1 » CH;O.

B3 B Lo > , durch 2maliges Erhitzen auf 100° sterilisiert.

Nicotinbestimmungen nach 14 Tagen.
25 cm? frische Lauge enthalten vor dem Versuch 0,104 g Nicotin.

Tabelle 4:

Schale | Sterilisiert Nicotin nach Sk

Nr. it | 14 Tagen Nicotinabnahme
1 nicht steril 0,002 g 0,102 g = 980
2 NaF - 0,108 g 0,000 g = 100
3 HgCl, 0,102 g 0,002 g = _ 200
4 CHCIs 0,101 g 0,008 g = 3%
5 | CH: 0 0,000g | 0,004 g = 400
6 | Hitze 0,000 g | 0,004 g = 400

Die geringe Nicotinabnahme in den Schalen 2 his 6 ist wahrscheinlich
der Fliichtigkeit des Nicotins zuzuschreiben. Die Inhalte dieser Schalen
waren total steril, wie Impfungen auf N#hragar und Gelatine zeigten.



228

Die Versuchsserien E und I' lassen vermuten, dass den Mikroorganis-
men bei der Nicotinverminderung eine grosse Bedeutung zukommt. Immerhin
ist zu bedenken, dass auch die Wirksamkeit von Fermenten durch Zusitze
von organischen Stoffen infolge Ausflockung vollstindig gehemmt werden
kann und durch Aufkochen iiberhaupt aufgehoben wird, sodass eine Ferment-
wirkung auf Grund dieser Versuche noch nicht ausgeschlossen ist.

lll. Versuche mit Bakterienkulturen.
1. Ziichtung von Kulturen.

50 g Tabak (Kentucky) werden dreimal mit je 100 e¢m? kalten Wassers
ausgezogen. Drel Tropfen des so erhaltenen Auszuges werden auf Gelatine
geimpft und davon noch zwei weitere Verdiinnungen hergestellt. Nach 60
Stunden sind in der 2. Verdiinnung die Kolonien so gross geworden, dass
auf Grund von #usserlich verschiedenen Merkmalen (verschiedene Gestalt
und Farbe, Verflissigung des Nihrbodens) sechs Kolonien als voneinander
verschieden betrachtet werden konnen. Diese 6 Kolonien werden durch
Strich- und Stichimpfung weitergeziichtet und fiir die folgenden Versuche
verwendet.

Versuch G. 2. Impfung steriler Tabaklauge mit Bakterienkulturen.

Ein Tabakauszug, erhalten durch dreimaliges Extrahieren von 25 g Ken-
tucky mit je 300 cm?® kaltem Wasser, wird durch zweimaliges Aufkochen
sterilisiert. Sechs sterile Petri-Schalen (Durchmesser 18 ¢m) werden mit je
25 em? des sterilen Extraktes versetzt und mit den sechs Kulturen geimpft.

Bestimmung des Nicotingehaltes nach 21 Tagen.
Nicotingehalt der frischen Lauge: 25 cm?® enthalten 0,064 g Nicotin.
Tabelle 5 :

Sﬁlrafle ‘ :[{Ell\%:tlr ) nggﬁog;gr%};il;] \ Nicotinabnahme

| | g

1 1 1 0,065 g —

9. | 2 0,060 g 0,005 ¢ =-"7,7%

3 | B 0,065 g —

4 4 0,065 g —

5 5 | 0,063g il

6 1=l 0,008 g 0,061 g = 95,2 0o
1

Wihrend in den ersten 5 Schalen keine wesentliche Verdnderung des
Nicotingehaltes auftritt, ist der Nicotingehalt in der 6. Schale ausserordent-
lich stark gesunken. Priifung mit Nessler’s Reagens ergibt, dass in den
Schalen 1 bis 5 Ammoniak gebildet worden ist. In Schale 6 hingegen ldsst
‘sich kein Ammoniak nachweisen, obschon die Fliissigkeit gegen Lakmus
‘auch leicht alkalische Reaktion angenommen hat, was auf die Entstehung
anderer Basen zuriickzufiihren ist.



Versuch G,.

50 g Tabak Marke «Nostrano» werden dreimal mit je 100 cm? kaltem
Wasser ausgezogen, in 25 cm?® des Auszuges das Nicotin bestimmt, weitere
25 c¢m?® in einer Petri-Schale 17 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen
und der Rest durch zweimaliges Aufkochen sterilisiert. 6 sterile Petri-Scha-
len werden mit je 25 cm?® des sterilen Auszuges versetzt und mit den Kul-
turen 1 bis 6 geimpft. Nach 17 Tagen Bestimmung des Nicotingehalts.

Nicotingehalt der frischen Lauge: 25 cm?® enthalten 0,076 g Nicotin.
Tabelle 6 :

S%lile Kultur Nr. nﬁgﬁmlh?]g’%};;tn ‘ Nicotinabnahme
I [\ 1
1 1 0,071 g =
2 2 0,075 g -
3 3 0,072 g e
4 4 0,014 g | —
5 5 0,072 g | —
6 6 0,03g | 0,073 = 96%
7 ' nicht 0,005 g 0,071 = 93 0fo
| sterilisiert i

Auch in diesem Versuch bewirkt die Impfung mit Kultur Nr. 6 eine
ganz bedeutende Nicotinabnahme. Als Abbauprodukt entsteht kein Am-
moniak. Das Auftreten desselben bei Impfung mit anderen Kolonien und im
nichtsterilen Auszug ist offenbar nur auf die Zersetzung von Eiweiss-Stof-
fen zuriickzufiihren.

Die Kultur 6 enthélt im Gegensatz zu den iibrigen Kolonien ein Gela-
tine verfliissigendes, Fluoreszenz erregendes Bakterium. Die Kultur wird im
landwirtschaftlich-bakteriologischen Institut von Herrn Prof. Dr. M. Diiggeli
ndher untersucht und an anderer Stelle beschrieben.

Versuch (.

1500 c¢m?® eines Auszuges von 150 g Kentucky-Tabak mit dreimal
500 ecm® Wasser werden durch zweimaliges Aufkochen sterilisiert und wie
bei der Versuchsserie E mit durchstréomender Luft behandelt, die jedoch
vor dem Eintritt in die Lauge durch einen Watteturm und eine Waschflasche
mit Bichromat-Schwefelsdure geleitet wird. Temperatur der Lauge: 38c.
Nach 200 Stunden wird der Versuch abgebrochen und das abgedunstete
Wasser wieder ersetzt.

25 cm3 Lauge enthalten zu Beginn des Versuchs . 0,043 g Nicotin
2 » » nach 200 Stunden . . . 0,040 g >
Abgeblasenes Nicotin aus den Waschflaschen . . 0,002 g »

1400 em? der Tabaklauge werden sofort wieder angesetzt und mit Kul-
tur Nr. 6 geimpft. Nicotinbestimmung nach 48 Stunden.
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25 c¢cm3 enthalten vor dem Impfen . . . . . . 0,040 g Nicotin
25 » » 48 Stunden nach dem Impfen . 0,001 g »
Nicotinabnehme . . . . . . . . . . . . . 0,039 g

— 97 %

Dieser Versuch demonstriert die ausserordentliche Wirksamkeit der
Kultur Nr. 6, welche imstande ist, das Nicotin in erstaunlich kurzer Zeit
abzubauen, wobei noch nicht n#her bekannte Basen entstehen, mit deren
Untersuchung wir uns weiter beschiftigen.

Versuch H. 9J- Abhingigkeit des Nicotinabbaus von der Konzentration.

Verwendung eines wissrigen, durch zweimaliges Aufkochen sterilisier-
ten Extraktes von Kentucky-Tabak. 25 cm? werden verwendet zur Bestim-
mung des Nicotingehaltes.

Durch Verdiinnen mit Wasser werden drei verschiedene Konzentratio-
nen hergestellt, 4 Petri-Schalen mit je 25 cm?® einer bestimmten Konzen-
tration versetzt und mit Kultur Nr. 6 geimpftt.

Ansitze:

1. 25 e¢m? des unverdiinnten Tabakextraktes.

2. 25 ¢m? eines mit Wasser im Verhdltnis 1:1 verdiinnten Extraktes.
3. 25 cm3, Verdiinnung 1:2.

4. 25 ¢m?, Verdiinnung 1:8.

Bestimmung des Nicotingehaltes nach 17 Tagen.

Nicotingehalt von 25 cm?® unverdiinnter Lauge vor dem Versuch: 0,189 g.
Tabelle 7:

! Nicotingehalt ‘
Ansatz| Verdiinnung | vor nach Nicotinabnahme

\ Versuch |
1 % g

1 — 0,189 g 0,186 g - b 0008 g =180

2 Lo L=t r o0k g 0,089 g i 0,006 g = 5,390

3 1:2 | 0063g | 0008g | 0060g =95

- 4 b g 0,047 g 0,038 g | 0,014 g = 30 0o

Offenbar wirkt das Nicotin in zu grosser Konzentration stoérend auf
die Tatigkeit der Bakterien. In diesem Sinne wiirde eine grosse Verdiinnung
giinstig auf den Abbauvorgang wirken. Dadurch wird aber auch die Konzen-
tration der Niahrstoffe kleiner, wie auch der osmotische Druck und das ppg
der Losung verdndert, sodass sich fiir eine bestimmte Konzentration ein
Optimum der Bedingungen einstellt.

Versuch J,. 4. Ueber die Abbaugeschwindigkeit.

Ein wissriger Auszug von «Nostrano»-Tabak wird durch zweimaliges
Aufkochen sterilisiert und mit Kultur Nr. 6 geimpft. Viermal je 25 em? der
so vorbereiteten Losung werden in 4 sterilen Petri-Schalen bei Zimmer-
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temperatur stehen gelassen. Nach bestimmten Zeitabschnitten wird in einer
Schale nach der andern das Nicotin bestimmt.

Nicotingehalt der urspriinglichen Lésung: 25 cm? enthalten 0,076 g
Nicotin.

Tabelle & :
hale i st1 o |
quhr‘.ll" I B%tll:;léi;“n“ | Nicotingehalt | Nicotinabnahine
o \
1 4 Tagen =~ 0,06 g | 0,030 g = 39,500
2 7 Tagen | 0,030 g J 0,046 g == 60,5 %
3 9 Tagen | 0,02 g | 0,051 g = 67,0 0o
4 | 15 Tagen | 0,017 g ’ 0,059 g = 77,5%

Versuch J,.

Austiihrung wie J;. Verwendung eines wissrigen «Nostrano»-Auszuges.
Nicotingehalt der frischen Lauge: 25 c¢m? enthalten 0,055 g Nicotin.

Tabelle 9:

S%\;ﬂe Best]ill:ctﬁung Nicotingehalt Nicotinabnahme
EnTn ey
1 | 3 Tagen 0,049 g 0,006 g = 10,9 %
2 | 4 Tagen 0,043 g 0,012 g = 21,80
3 | 6 Tagen | 0,008 g 0,047 g = 85,4 %
4 | 9 Tagen 0,007 g 0,048 g = 87,200
5 | 20 Tagen 0,007 g 0,048 g = 87,200

Graphische Darstellung der Ergebnisse der Versuche Ji u. J2.

Versuch Ji
90

-
80 / a

r // Versuch J2
70

100

Nicotinabbau in 0/g

40 b
Y
Y

10
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2 4 6 o R MOV 1St . Sl ey - S VR -
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Die beiden Versuche zeigen, dass die Geschwindigkeit des Nicotin-
abbaus in den ersten Tagen am grossten ist. Nach einiger Zeit flaut sie
stark ab, und die letzten Reste des Nicotins werden nur noch sehr lang-
sam abgebaut. Moglicherweise wird die Wirkung der Bakterien durch eigene
Ausscheidungsprodukte mit der Zeit gehemmt, oder aber es sind die noch
unbekannten Abbauprodukte des Nicotins, welche einen schidlichen Ein-
fluss ausiiben.

5. Ziichtung von Bakterien in kiinstlichen Nahrlosungen.

Um die Wirkung der Kultur Nr. 6 ndher zu studieren, wird versucht,
dieselbe in kiinstlichen N#hrlosungen zu ziichten, welche zum Teil als ein-
zige Stickstoffkomponente Nicotin enthalten.

Versuch K.
Verwendung einer Néhrlosung nach Uschinsky:

500 g Wasser,

20 g Glyzerin,
3,0 g Kochsalz,
1,6 g prim. Kaliumphosphat,
0,2 g Magnesiumsulfat,
0,05 g Calziumchlorid.

An Stelle der von Uschinsky vorgeschriebenen Stickstoffbestandteile
werden 1,5 g Nicotin zugegeben, sodass die Nicotinkonzentration ungefahr
derjenigen in Versuch H als Optimum gefundenen entspricht. Nach erfolg-
ter Sterilisation werden 6 sterile Petri-Schalen mit je 25 cm3 dieser Losung
versetzt und mit Kultur Nr. 6 geimpft. Drei Schalen erhalten noch einen
Zusatz von je 1 mg Ammonsulfat und einer 4. Schale wird 1 mg Asparagin
zugefiigt, beides steril.

Genauer Nicotingehalt in 25 em? Lésung: 0,063 g Nicotin.
Nicotinbestimmung in den Schalen nach 17 Tagen.
Temperatur: 25e.

Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt:

Tabelle 10 :
S%](]l?“le | Zusatz Nicotingehalt Nicotinabnahme
!
B — 0,059 g 0,004 g = 6,3%
2 - 0,060 g 0,003 g = 4,800
3 (NHy)2 S04 0,060 g 0,003 g = 4,800
4 | » 0,062 g 0,001 g = 1,6%
5 » 0,061 g 0,002 g = 3,200
6 Asparagin 0,062 g 0,001 g = 1,600
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Versuch K,.
Verwendung einer modifizierten Nahrlosung nach Frinkel:
T g Kochsalz,
2 g Kaliumbisphosphat,
1000 g Wasser.
An Stelle der Stickstoffbestandteile treten ca. 1,4 g Nicotin.
Genauer Nicotingehalt: 25 em? Nihriosung enthalten 0,054 g.
Nicotinbestimmung nach 21 Tagen.

Tabelle 11:
S?\P;lle -~ Zusatz | Nicotingehalt | Nicotinabnahme
‘ ‘ 1
1 — 0,054 g —
2 1 mg (NH4)2S0, 0,052 g 0,002 g = 3,7 %
3 Spur Asparagin 0,051 g 0,008 g = 5,6 Ofo
4 Spur Asparagin 0,053 g 0,001 g = 1,3 0fo
+1 g Glyzerin

Aus den Versuchen K, und K, ist zu sehen, dass in Nahrlosungen nach
Uschinsky und Frinkel, die mit Bakterien der Kultur Nr. 6 geimpit werden,
an Stelle der Stickstoffbestandteile gegebenes Nicotin praktisch nicht ab-
gebaut wird. Allerdings sind die jeweils gefundenen Werte stets etwas klei-
ner alg die Ursprungswerte, doch liegen die Unterschiede noch innerhalb
der Fehlergrenzen. Wie Impfversuche zeigen, sind in allen Schalen die Bak-
terien am Leben geblieben. Eine Vermehrung, die wie bei Impfungen auf
Tabakextrakt zu starker Triibung fiihrt, ist jedoch nicht bemerkbar. Offen-
bar eignen sich die beiden N#hrlosungen nicht fiir die Ziichtung der Kultur 6.
Um eine Nihrlosung zu finden, welche den Anforderungen der Kultur 6 ge-
niigt, werden in dem folgenden Versuch die Stickstoff- und Kohlenstoffquel-
len systematisch variiert und kombiniert.

Versuch K,.

16 Kulturkolben (Erlenmeyer mit breiten Bédén, Inhalt 4“()O_cm-'j’:) wer-
den mit je 50 cm? N#hrlosung versetzt, welche folgende mineralische Zu-
sammensetzung hat:

10 em3 einer 109%0igen Losung von KHsPO;
10: > > 1 9% igen » »  CaCly
10 » »  10oigen » > NaCl
30 12 » 10/o igen » » MgSO4.7H20
1. = » 10/ igen » »  FeCly
939 cm3 destilliertes Wasser.

Ausser den anorganischen Bestandteilen enthilt die Stammlésung noch
ca. 2,9 g Nicotin. '
Genauer Nicotingehalt von 25 em?: 0,0725 g Nicotin.
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Die einzelnen Kolben erhalten verschiedene Zusitze von Stickstoff- und
Kohlenstoffnahrung, wie in der folgenden Tabelle zu sehen ist, und werden
mit Kultur Nr. 6 geimpft. 1

Tabelle 12 :

Klo\%;r?en Stickstoffnahrung Kohlenstoffnahrung
1 . P
2 0,25 g Harnstotf .
3 0,25 g Asparagin | —
1 0,25 g Ammonnitrat! =
5 e "1 g Traubenzucker
6 - 1 g Glyzerin
7 e 1 g Zitronensiure
8 0,25 g Harnstoff 1 g Traubenzucker
9 | 0,25 g Harnstoff 1 g Glyzerin
10 | 0,25 g Harnstoff 1 g Zitronensiure
11 | 0,25 g Asparagin 1 g Traubenzucker
12 0,25 g Asparagin 1 g Glyzerin
13 0,25 g Asparagin 1 g Zitronensiure
14 | 0,25 g Ammonitrat | g Traubenzucker
15 | 025 g Ammonitrat 1 g Glyzerin
16 0,25 g Ammonitrat | 1 g Zitronensdure

Die 16 Kolben werden an dunklem Ort bei Zimmertemperatur 21 Tage
lang stehen gelassen. Nach dieser Zeit wird in jedem Kolben in 10 cm3
Flissigkeit der Nicotingehalt bestimmt und mit Nessler’s Reagens auf die
Bildung von Ammoniak gepriift.

Genauer Nicotingehalt von 10 em?® urspriinglicher Stammlésung: 0,029 g
Nicotin.

Resultate siehe Tabelle 13.

Tabelle 13:
K(ﬁl}_)_en Nigo’cligg:;llglt Nicotinabnahme Bg(ﬁlar;g Beobachtungen
|

1 0,028 g 0,001 g e | keine Vermehrung
a 0,028 g 0,001 g e Tritbung
3 0,027 g 0,002 g NH3 Triibung
4 0,027 g 0,002 g (NHs) | Triitbung
5 0,029 g S = keine Vermehrung
6 0,028 g 0,001 g T keine Vermehrung
7 0,029 g — = keine Vermehrung
8 0,029 g e | NH3 ‘ Triitbung
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K%l;).en Nggotiig g;: e&:;}lt r‘ Nicotinabnahme Bﬁgfr;g Beobachtungen
9 0,029 g — NH3 i Triibung
10 0,029 g - — ’ keine Vermehrung
1l 0,019 g 0,010 g = 34,5 % NH3 Tritbung
12 0,028 g 0,001 g NH3 | Triibung
13 0,027 g 0,002 g — keine Vermehrung
14 0,029 g — (NHs) | schwache Triibung
15 0,029 g — (N'Hs) i schwache Tritbung
16 | 0,027 g 0,002 g (NH3) ' keine Vermehrung

Die in der Spalte NH.-Bildung eingeklammerten Befunde sind selbst-
verstiandlich, da als Stickstoffzusatz Ammonnitrat angewandt worden ist.

Kolben 11 (Zusatze: Asparagin und Traubenzucker) zeigt allein eine
Verringerung des Nicotingehaltes. In den iibrigen Kolben hat keine Nicotin-
abnahme stattgefunden, obschon ausser in den mit Zitronensdure versetzten
Kolben 7, 10, 13 und 16, sowie den Kolben 1, 5 und 6, welche als Stickstoff-
quelle nur Nicotin enthalten, die Bakterien lebhaft gediehen.

Die Ziichtung von Bakterien in einer N#hrlosung entsprechend der Zu-
sammensetzung von Kolben 11 wird im nichsten Versuch in grosseren An-
sitzen ausgefiihrt.

Versuch K,.

Herstellung von 3 Liter Nahrlosung folgender Zusammensetzung:
30 em3 1000 ige Losung von KH2PO4
30 » 10oige » »  CaCle
30 » 10%oige » » NaCl
90 » 10oige » » MgS0s.7H20
3 » 10oige » » FeCls
2817 cm3 Wasser, darin gelost:
4,5004 g Nicotin
15,00 g Asparagin
60,0 g Traubenzucker
Von dieser Nihrlosung werden 1,5 Liter in 25 Kulturkolben verteilt,
diese im Dampftopf sterilisiert und mit je einer Platinose des Inhaltes von
Kolben 11 in Versuch K, geimpft. Nach 21 Tagen werden die triiben Inhalte
von 24 Kolben vereinigt und durch ein Kieselgurfilter filtriert. In 10 cm3
des Filtrates wird der Nicotingehalt bestimmft.

10 e¢m3 Losung enthalten vor dem Versuch . 0,0150 g Nicotin
10 » » » nach 21 Tagen . . 0,0072g »
Nicotinabnahkme . . . . . . . . . . 0,0089=052%

Das Filtrat wird fiir die Priifung auf eventuell gebildetes Pyridin und
Methylamin verwendet (siehe Seite 245).
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IV. Untersuchung der Ndhrsubstrate auf Fermentgehalt und -wirkung.

Nachdem nun einwandfrei feststeht, dass die Bakterien der Kultur Nr. 6
imstande sind, Nicotin abzubauen, sofern das Nihrsubstrat ihre Entwick-
lung und Vermehrung erlaubt, stellt sich nun die Frage, ob das Nicotin mit
Hilfe eines von den Bakterien produzierten Fermentes abgebaut wird. Auf
Grund der Ergebnisse der Versuchserie K darf allerdings noch nicht ge-
schlossen werden, dass das Nicotin den Bakterien nicht als Stickstoffnah-
rung dienen kann, da sie nur gedeihen und sich vermehren kénnen bei An-
wesenheit von weiteren Stickstoffkérpern, denn schliesslich hat man es mit
Lebewesen zu tun, die je nach der Umwelt sich oft sehr verschieden ver-
halten konnen.

1. Untersuchung von Tabaklauge.

260 cm? eines Auszuges von 200 g Tabak Marke «Burley » mit 1500 c¢m3
Wasser werden in 4 Kulturkolben verteilt, durch halbstiindiges Erhitzen im
Dampftopf sterilisiert und mit Kultur Nr. 6 geimpft. Nach 8 Tagen werden
die vereinigten Inhalte durch ein Kieselgurfilter keimfrei filtriert. Zweimal
10 ecm? des Filtrates dienen zur Bestimmung des Nicotingehaltes.

10 cm3 des Extraktes enthalten vor dem Impfen . . 0,0150 g Nicotin

10 » » Filtrates » nach 8 Stunden . . 00087 g »

Nicotinabnahme . . . . . < o W » = « w Do063g - >
=42 0/p

—_—

Ausfiithrung der Filtration zur Erzielung einer keimfreien Lauge: Eine
Saugflasche, eine Nutsche und zwei Papierrundfilter, sowie etwa 5 g Kiesel-
gur werden durch einstiindiges Erhitzen auf 1500 sterilisiert. Nach dem Ab-
kithlen wird die Absaugvorrichtung zusammengestellt und das Filter mit
etwas sterilem Wasser angefeuchtet. Unter Saugen mit der Wasserstrahl-
pumpe wird sodann eine Aufschlimmung des Kieselgurs in sterilem Wasser
zu einer 1 mm hohen Schicht {iber das Filter gegossen. Nach dem Abgiessen
des Wassers in der Saugflasche wird mit der Filtration begonnen. Die ersten
50 cm? des Filtrates werden jedoch nochmals zuriickgegossen. Nach 10-
maligem Ausspiilen der Saugflasche mit keimfreiem Wasser wird die Fil-
tration fortgesetzt. Das nunmehr sich ansammelnde Filtrat ist vollstindig
keimfrei, wie Impfungen vor und nach der Filtration auf Nihragar ergeben.

a) Nachweis von Oxygenase, Peroxydase und Katalase. ')
Versuech L.
Priifung auf Oxygenase:

Um die Ergebnisse dieser Arbeit mit den Befunden anderer Forscher
vergleichen zu konnen, wird die von Bach geprigte, die zusammengesetzte
Natur der Oxydasen betonende Bezeichnung «Oxygenase» ebenfalls ge-
braucht, obschon die neuesten Forschungen auf dem Gebiete der Enzyme 16)



den Nachweis erbracht haben, dass die Natur der Oxydasen nicht kom-
plexer Art ist. Aus den gleichen Griinden wird die von Bach und den jiinge-
ren Forschern beschriebene Bestimmungsmethode auch hier verwendet.

20 cm? des obigen keimfrei filtrierten Tabakextraktes werden mit
25 cm? Wasser verdinnt und mit 5 c¢m? einer 109pigen Losung von Pyro-
gallol versetzt. Nach 483stiindigem Stehen wird die Fliissigkeit durch eine
Asbestschicht filtriert. Das sich ansammelnde Purpurogallin wird mit kal-
tem Wasser gewaschen und in konzentrierter Schwefelsiure gelost. Die stark
saure Losung wird mit der fiinffachen Menge Wasser verdiinnt und das Pur-
purogallin mit J§ Kaliumpermanganat titriert. Die Fliissigkeit wird nach und
nach vollstindig farblos, da auch die Farbstoffe oxydiert werden. Zur deut-
lichen Erkennung des Endpunktes wird die Lodsung mit Vorteil vor Schluss
der Titration etwas erwéarmt.

In einem Kontrollversuch werden 20 cm? des Filtrates vor der Zugabe
des Pyrogallols durch 5 Minuten langes Erhitzen auf dem Wasserbad in-
aktiviert und darauf unter denselben Bedingungen genau gleich behandelt
wie der Hauptversuch. Die Differenz zwischen dem Permanganatverbrauch
des Hauptversuches und demjenigen des Kontrollversuches kann als ein
Mass fiir die Oxygenasewirkung betrachtet werden.

Hauptversuch: Verbrauchtes Permanganat . . . 5,2 em3
Kontrollversuch : » » ... 49 >
Differenzy - . . i 07 S0 e e o et e ) e 3

Die Differenz von 0,3 cm? ist so klein, dass von einer Oxygenasewir-
kung direkt nicht mehr gesprochen werden kann. Da die Oxydasen zum Teil
jedoch zu den relativ unbestidndigen und leicht vergiftbaren Fermenten ge-
horen, bedeutet dieser Befund nicht, dass eine Oxydasewirkung von vorn-
herein ausgeschlossen ist.

Priifung auf Peroxydase:

20 cm? des Filtrates, versetzt mit 20 cm® Wasser, 5 cm3 einer 1009oigen
Losung von Pyrogallol und 5 c¢m? einer 109pigen Losung von Hydroperoxyd
werden nach 48stiindigem Stehen durch Asbest filtriert. Das mit Wasser
gewaschene und in konzentrierter Schwefelsdure geloste Purpurogallin wird
wie bei der Bestimmung der Oxygenase mit {§ Permanganat titriert. Wie-
derum ist es notwendig, den Permanganatverbrauch mit demjenigen eines
Kontrollversuches mit inaktiviertem Filtrat zu vergleichen.

Hauptversuch: Verbrauchtes Permanganat . . . 84 cm3
Kontrollversuch: » » B e e T o
Difforane .. =i Ssd et sl i g s R et s R

Peroxydase ist also deutlich nachweisbar. Ein Vorhandensein dieses Fer-
mentes vor dem Impfen ist ausgeschlossen, da das halbstiindige Erhitzen
des Tabakextraktes im Dampftopf héchstwahrscheinlich sidmtliche Fermente
zerstort, sodass nur eine Neubildung durch Bakterien in Frage kommt.
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Priifung aut Katalase:

Zu 20 cm?® des Filtrates, verdiinnt mit 25 ecm? Wasser, werden 5 cm3
einer 10pigen Losung von Hydroperoxyd gegeben. Nach 30miniitigem Ste-
hen bei Zimmertemperatur wird die Losung mit 5 em? & Schwefelsiure an-
gesduert und das nicht zersetzte Wasserstoffsuperoxyd mit {§ Permanganat
bis zur bleibenden Rosafirbung titriert. Gleichzeitig wird ein Kontrollver-
such mit inaktiviertem Extrakt ausgefiihrt.

Hauptversuch: Verbrauchtes Permanganat . . 11,7 em3
Kontrollversuch : » » . . 365 »
Differenz . . . . . . . . . . . . . . 248 cm3

Der Unterschied im Permanganatverbrauch ergibt, dass ein grosser Teil
des Hydroperoxydes zersetzt worden ist, was durch die Anwesenheit von
Katalase erklirt werden kann, die ebenfalls durch die Bakterien gebildet
wordern ist.

Viarsioh M b) Priifung auf Wirksamkeit gegeniiber Nicotin.

20 em? eines durch zweimaliges Aufkochen sterilisierten Tabakauszuges
werden mit 10 em? des obigen keimfreien Filtrates versetzt und in einer
grossen Petri-Schale 60 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, wor-
auf in 10 em? Flissigkeit der Nicotingehalt bestimmt wird.

20 ecm3 Tabakauszug enthalten . . . . . . 0,0258 g Nicotin
10 cm3 Filtrat enthalten . . . . . « . . 0,0087 g »
Gesamtnicotin zu Beginn . . . . . . . . 00845 g
(tesamtnicotin nach 60 Stunden . . . . . . 00332 g
Nicotinabriahme' - . 30 o5 s N 00 g =08 %

Der geringe Unterschied im Nicotingehalt berechtigt nicht zur Annahme
einer Fermentwirkung des keimfreien Filtrates, da Veridnderungen des Nico-
tingehaltes in dieser Grossenordnung auch in den durch Hitze sterilisierten
Tabakextrakten der Versuchserie F festgestellt worden sind.

2. Untersuchung kiinstlicher Nahrlosung.

Herstellung einer Niahrlosung, welche die in Versuch K, angegebene
Zusammensetzung besitzt und folgende Zusitze erhalt:
2,5 g Asparagin in 500 em3 Lisung
10 g Traubenzucker in 500 em3 Liésung
0,65 g Nicotin in 500 em3 Losung
10 Kulturkolben werden mit je 40 c¢m® Nihrlosung versetzt und mit
Kultur Nr. 6 geimpft. Nach 14tdgigem Stehen bei Zimmertemperatur wer-
den die vereinigten Inhalte keimfrei filtriert. In zweimal 10 cm3 wird der
Nicotingehalt bestimmt.
10 em3 Nihrlosung enthalten vor dem Versuch . . . . 0,018 g Nicotin
10 em3 Néhrlosung enthalten nach 14 Tagen . . . . 0010g »

Nicotinabnghme ... . -icc oo 0 U0 0 L 0o, . 0,008 g =23 %
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a) Priifung auf Oxygenase, Peroxydase und Katalase.
Versuch N.

Fiir die einzelnen Bestimmungen werden je 20 ecm? des Filtrates ver-
wendet. Ueber die Ausfiihrung sei auf Seite . fif. verwiesen.

Priifung auf Oxygenase:

Hauptversuch: Verbrauchtes Permanganat . . . 14 em3
Kontrollversuch : » » T R
Differenz . . . . . . . . . . . . . . 02 cm8

Priifung auf Peroxydase:

Hauptversuch: Verbrauchtes Permanganat. . . 1,2 cm3
Kontrollversuch : > > T e e L
DHfErene. = o & & s e o e e e T 3

Priifung auf Katalase:

Hauptversuch: Verbrauchtes Permanganat . . . 31,6 em3
Kontrollversuch : » » i v o« 818 3
Differenz . . SR : Sl P ) T

Nach den kleinen Differenzen zwischen Haupt- und Kontrollversuchen
zu schliessen, ist in der Nahrlosung von den Bakterien weder Oxygenase und
Peroxydase, noch Katalase produziert worden. Dessen ungeachtet hat sich
der Nicotingehalt der Nihrlosung um 2394 verringert.

b) Priifung auf Wirksamkeit gegeniiber Nicotin,
Versuch O.
20 cm?® eines durch zweimaliges Aufkochen sterilisierten Auszuges von
Burley-Tabak werden in grossen Petri-Schalen mit 10 c¢m? des N#éhrlosungs-
filtrates versetzt. Nach 60 Stunden wird der Nicotingehalt bestimmt.

20 cm3 Burley-Auszug enthalten . . . . . . 0,0258 g Nicotin
10 cm3 Hiltrat enthalten . .. . . : .. 1. . . ‘0,0100 g »
Gesamtnicotin za Begimn: & ... £l woie o 0,0858 %
Gesamtnicotin nach 60 Stunden . . . . . . 0,031 g

Der praktisch gleichbleibende Nicotingehalt zeigt, dass das Filtrat nicht
in der Lage ist, weiteres Nicotin abzubauen, sodass es als unwirksam be-
zeichnet werden muss.

3. Versuche mit Trockenferment.

a) Anreicherung der Fermente.
Versuch P.

500 g Tabak, Marke «Nostrano», werden mit 4 Liter kaltem Wasser
ausgezogen. Der Extrakt wird zum Sieden erhitzt, wobei Eiweisstoffe aus-
fallen, und durch ein Kieselgurfilter filtriert. 25 Kulturkolben werden mit
je 100 em? des Filtrates versetzt. Nach zweimaliger Sterilisation im Dampi-
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topf werden die Kolbeninhalte mit den Bakterien der Kultur Nr. 6 geimpft.
Nach 21 Tagen zeigt eine Nicotinbestimmung, dass alles Nicotin abgebaut
worden ist. Die Kolbeninhalte werden nun durch ein Kieselgurfilter filtriert,
welches den grossten Teil der Bakterien zuriickhilt.

4 Tropfen der unfiltrierten Fliissigkeit werden in Nihragar geimpft, da-
von verschiedene Verdiinnungen hergestellt und auf Platten gegossen. Das-
selbe wird mit dem Filtrat ausgefiihrt.

1. Verdiinnung unfiltriert Zahl der Keime ca. 6000

1. Verdiinnung filtriert . . . . > > » 25
2. Verdiinnung unfiltriert . . . > > » ca. 200
2. Verdinnung filtriert . . . . > > » 0

Aus einer Probe des Filtrates fallt durch Zusatz der etwa dreifachen
Menge Alkohol oder Aceton oder durch Sittigen mit Ammonsulfat ein fester
Korper aus. Dieser wird aus der 2,5 Liter betragenden Hauptmenge durch
Zusatz von ca. 6 Liter Alkohol gewonnen. Nach dem Abnutschen wird er mit
Alkohol und Aether gewaschen. Nach Aufarbeitung eines zweiten, gleich
grossen Ansatzes werden 6,5 g eines Trockenpriparates erhalten, welches
zur weiteren Reinigung nochmals in 300 cm3® Wasser gelost, mit 2 Liter
Alkohol wiederum ausgefallt, abgenutscht und an der Luft getrocknet wird.
Diese Reinigung wird noch zweimal wiederholt.

b) Nachweis von Oxygenase, Peroxydase und Katalase.

Versuch Q).

0,2 g des Trockenpriparates werden in 200 cm?® Wasser gelost. Zum
Nachweis der Oxydationsfermente dienen je 20 cm? dieser Lisung entspre-
chend 0,02 g Ferment.

Priifung auf Oxygenase:

Hauptversuch: Verbrauchtes Permanganat . 8,7..cm?

Kontrollversuch: » » 5B

Differenz — Mass fiir Oxygenasegehalt . 3,5 ecm3
Priifung auf Peroxydase:

Hauptversuch: Verbrauchtes Permanganat . 12,1 cm3

Kontrollversuch: » » 37 »

Differenz = Mass fiir Peroxydasegehalt . 8,4 cm3
Priifung auf Katalase:

Hauptversuch: Verbrauchtes Permanganat . 6,7 em3

Kontrollversuch : » » 275 »

Differenz = Mass fiir Katalasegehalt . 20,8 cm3

Das aus mit Kultur 6 geimpfter Tabaklauge gewonnene Trockenpriparat
enthdlt sowohl Oxygenase und Peroxydase, wie auch Katalase, diese sogar
in relativ grosser Menge.
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¢) Priifung auf Wirksamkeit gegeniiber Nicotin.
Versuch R,.

200 cm? eines Tabakextraktes der Marke Burley werden durch Zusatz
von 1 g in 1 em? Aether gelostem Thymol sterilisiert und mit einer eben-
falls mit Thymol sterilisierten Losung von 0,2 g des Trockenpriparates in
5 em® Wasser versetzt. Von beiden Losungen bestiitigen Impfungen auf Gela-
tine die vollstindige Keimfreiheit. In der fiir die Versuchsserie E verwende-
ten Apparatur wird nun durch diese so behandelte Tabaklauge mit Watte
und Bichromat-Schwefelsiure gereinigte Luft geblasen. Die Temperatur der
Flissigkeit betragt 38,5¢. Nach 48 Stunden wird in einem aliquoten Teil der
Flissigkeit das Nicotin bestimmt.

Gesamtnicotin zu Beginn des Versuches . . 0274 g
Gesamtnicotin nach 48 Stunden . . . . . 0260 g
Nicotinabnahme . . . . . . . . o . . 0014 g=551%
Versuch R,.
Gleiche Austithrung wie Versuch R;.
Angewandt: 100 cm? eines Extraktes von «Burley ».
0,4 g Trockenpriparat in 10 cm? Wasser.

Dauer des Versuchs: 96 Stunden.

Temperatur: 38,5¢°.
(esamtnicotin vor dem Versuch . . . . . 01292 g
GGesamtnicotin nach 36 Stunden . . . . . 0,118 g
Nicotinabnahme . . . . . . . . . . . 00109 g = 7,7%

Impfungen auf Gelatine ergeben, dass in beiden Versuchen die Fliissig-
keit keimfrei geblieben ist. Die geringe Abnahme des Nicotingehaltes ent-
spricht derjenigen, welche im Versuch D, Seite 222, beim Durchleiten von
Luft durch Nicotinlosung festgestellt worden ist. Auf keinen Fall darf sie
der Wirkung der Oxydationsfermente zugeschrieben werden, welche beson-
ders im Versuch R, in relativ hoher Konzentration zugegeben worden sind.

Versuch Rs.

250 cm? einer wisserigen Nicotinlosung, enthaltend 0,277 g Nicotin,
werden mit 3 Tropfen n NaOH schwach alkalisch gemacht und mit 0,25 g
des Trockenpriparates versetzt. Nach Zusatz von 2 cm3 Toluol wird ein
kriftiger Luftstrom durch die Fliissigkeit geblasen, welche sofort stark
aufschiaumt.

Temperatur des Schaumes: 34o.

Dauer des Versuchs: 96 Stunden.

Das im Ueberlaufgetiss angesammelte Wasser und die Inhalte der
Waschflaschen enthalten nach Priifung mit Kieselwolframséure kein Nico-
tin. Nach Abbruch des Versuchs wird der Kolbeninhalt auf 250 c¢m? auf-
gefiillt und in zweimal je 10 c¢m?® der Nicotingehalt bestimmf.
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10 em3 der Losung enthalten vor dem Versuch . . 0,0111 g Nicotin
10 em3 der Losung enthalten nach 96 Stunden . . 0,0103 g »
Nicotinabnahme . . . . . = . & %o, . o008 g = 728y

Ein zweiter Ansatz erglbt eine Nlcotmvermmderung von 40’0 Diese
geringen Abnahmen diirfen ebenfalls nicht auf die Wirkung der Fermente
zurlickgefiihrt werden.

Die Versuche L und Q zeigen, dass die Bakterien der Kultur Nr. 6 die
Eigenschaft besitzen, unter gewissen Bedingungen Oxygenase, Peroxydase
und Katalase zu erzeugen. Auf Grund der Versuche M, N und R muss jedoch
eine Einwirkung dieser Fermente auf den Abbauvorgang des Nicotins ver-
neint werden.

V. Einige Faktoren des bakteriellen Nicotinabbaus.
1. Die Rolle des Sauerstoffs.

In fritheren Versuchen ist gezeigt worden, dass eine innige Beriihrung
der geimpften Tabaklauge mit Luft den Nicotinabbau wesentlich fordert,
sodass vermutet werden kann, dass dem Sauerstoff bei diesem Vorgang eine
gewisse Bedeutung zukommt. Eine eingehende Untersuchung dieser Ver-
haltnisse wird in den folgenden Versuchen vorgenommen.

Versuch 8.

25 cm3 eines durch zweimaliges Aufkochen sterilisierten Auszuges von
200 g «Burley» mit 1500 ¢m3 Wasser werden in ein steriles Rundkélbchen

13
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von 100 cm?® Inhalt gegeben, welches mit einem dreifach durchbohrten
Gummistopfen verschlossen wird. Durch das eine Loch ist das Kolbchen
mit einem Wassermanometer in Verbindung. Im zweiten Loch steckt ein
Thermometer, das jedoch nicht in die Fliissigkeit eintaucht, und durch das
dritte Loch fithrt ein Glasrohr mit Hahn. Das Koélbchen wird an einer
Schiittelmaschine so befestigt, dass es in einem Thermostaten schwingen
kann.

Ein zweites, gleich grosses Kélbchen, das jedoch nur 25 ¢m3 destilliertes
Wasser enthilt, wird auf dieselbe Weise in den Thermostaten gehdngt und
dient sowohl als Blindversuch, wie auch als Luftthermometer.

Die Skizze auf Seite 242 stellt die beschriebene Apparatur dar.

Nachdem der Inhalt des Kolbchens mit der Kultur Nr. 6 geimpft wor-
den ist, wird es bei gedffnetem Hahn in den Thermostaten gehingt und
langsam hin und her geschwungen. Sobald die. Temperatur im Innern des
Kolbchens sich ausgeglichen hat, wird der Hahn geschlossen, sodass es
nunmehr nur noch mit dem Manometer in Verbindung steht. Eventuelle
kleine Temperaturschwankungen lassen sich im Blindversuch schon beob-
achten und konnen so am Ende des Versuchs beriicksichtigh werden. Nach
etwa 12 Stunden ldsst sich an dem auf Volumen geeichten Manometer eine
kleine Volumenabnahme beobachten, die langsam aber stetig fortschreitet.
Um keine zu grossen Unterdrucke auftreten zu lassen, wird von Zeit zu
Zeit der Druck durch Oeffnen des Hahns ausgeglichen. Die Temperatur der
Luft im Kolbchen betrigt wihrend des ganzen Versuches 38,2°. Nach 96
Stunden wird der Versuch abgebrochen und in der gesamten Flissigkeit
das Nicotin bestimmt.

Gesamtnicotin zu Beginn . . . . . 00,0450 g

Gesamtnicotin nach 96 Stunden . . . 0,0402 g

Nicotinabmahide- v oan o 0. 00048 g-=="10,700
Sauerstoffaufnahme . . . 2,70 cem3 (38°, 720 mm) = 3,2 mg

Gleiche Ausiiihrung der folgenden Versuche.

Versuch S,.

Angewandt: 25 c¢m?® Extrakt von «Burley».
Versuchsdauer: 48 Stunden.
Temperatur im Kdélbchen: 38,5¢.

Gesamtnicotin zu Beginon . . . . 0,0450 g

Gesamtnicotin nach 48 Stunden . . 0,0423 g

Nicotinabnahme o w0u ol . .--0,0027 g =600

Sauerstoffaufnahme . . . . . . 2,23 cm3 (38°, 720 mm) = 2,65 mg

Versuch Ss.

Angewandt: 25 cm? Extrakt von «Burley».
Versuchsdauer: 144 Stunden.
Temperatur im Kolbchen: 41,3,



Gesamtnicotin zu Beginn . . . . 0,0450 g

Gesamtnicotin nach 144 Stunden . 10,0370 g

Nicotinabnahme . . . . . . . 0,0080 g = 17,70/p
Sauerstoffaufnahme . . . . . . 640 cem3 (41°, 720 mm) = 7,76 mg

Versuch 8.

Angewandt: 20 cm?® Extrakt von «Burley», versetzt mit 20 cm3 des
Oxydationsfermente enthaltenden, keimfrei {iltrierten Ta-
bakextraktes von Versuch L.

Keine Impfung mit Kultur Nr. 6.

Versuchsdauer: 72 Stunden.

Temperatur im Kolbchen: 38,3e.

Gtesamtnicotin zu Beginm . . . . . . . . . 00432 g
Gesamtnicotin nach 72 Stunden . . . . . . . 00428 g
Nicotinabnahme . . . . . . . . . . . . 00004 g

Entsprechend der geringfiigicen Nicotinabnahme ist auch keine Sauer-
stoffaufnahme zu beobachten.

Versuch Ss.

Angewandt: 25 cm? Extrakt von «Burley».
Temperatur im Kélbchen: 38,0e.

Nach 48 Stunden werden dem Kolbchen 5 cm? Fliissigkeit zur Be-
stimmung des Nicotingehaltes entnommen und der Rest des Inhaltes durch
Zusatz von etwas Toluol sterilisiert. Nach weiteren 48 Stunden wird der
Nicotingehalt nochmals ermittelt.

Gresamtnicotin zu Beginn . . . . 0,0450 g

Geesamtnicotin nach 48 Stunden . . 0,0402 g

Nicotinabnahme . . . . . . . 00048 g = 10,70)p
Sauerstoffaufnahme . . . . . . 230 em3 (38°, 720 mm) = 2,74 mg
Gesamtnicotin unmittelbar v. Thymolzus. . . . . 0,0322 g

Gtesamtnicotin 48 Stunden nach Thymolzus. . . . 0,0318 g
Nicotinabnahme . . . . . . . . . . . . 00004 g

Weiterer Sauerstoff ist nicht aufgenommen worden.

Versuch 8.

Angewandt: 25 cm?® einer Niahrlosung, welche die in Versuch K; an-
gegebene Zusammensetzung mit denselben Zusdtzen, aus-
genommen Nicotin, besitzt.

Impfung mit Kultur Nr. 6.

Versuchsdauer: 130 Stunden.

Temperatur im Ko6lbchen: 40,2¢.

Im Laufe der Zeit ist eher eine kleine Volumenzunahme zu beobachten.

Impfungen auf Agar und Gelatine zeigen, dass die Bakterien sehr gut ge-
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diehen sind und sich reichlich vermehrt haben, was sich auch an der auf-
tretenden Triibung kundtut.

Aus der Versuchsserie S ist zu ersehen, dass parallel mit der Nicotin-
abnahme eine Sauerstoffaufnahme vor sich geht, wie dies auch Fodor und
Reifenberg in ihren Versuchen feststellen konnten?). Da die Anwesenheit
von Oxydationsfermenten allein keine Sauerstoffaufnahme mit sich bringt,
ist auch nach diesen Versuchen die Wirkung dieser Fermente ausgeschlos-
sen. Ein Vergleich der Ergebnisse des Versuches S; mit denjenigen der
iibrigen Versuche ergibt, dass die Sauerstoffaufnahme nicht lediglich mit
der Atmung der Bakterien zusammenhidngt. Auf Grund dieser Versuche,
sowie der Versuche A und E, welche die Wirkung inniger Beriihrung der
Tabaklauge mit Luft demonstrieren, darf geschlossen werden, dass es sich
bei dem vorliegenden bakteriellen Nicotinabbau um einen Oxydationspro-
zess handelt.

2. Priifung auf Pyridin als Abbauprodukt ' 17).-

Das im Versuch K, gewonnene Filtrat der N#hrlosung, in welcher
mittels Impfung mit Kultur Nr. 6 ein Nicotinabbau von 5200 bewirkt wor-
den ist, wird mit Schwefelsiure angesiuert und auf dem Wasserbade auf
50 ecm® eingeengt. Nun wird es mit Natronlauge alkalisch gemacht und die
flichtigen Basen mit Wasserdampf in verdiinnte Salzsiure abdestilliert
bis die Menge des Destillates ca. 500 cm? betrigt. Das Nicotin wird mit
Kieselwolframsdure ausgefillt, die milchige Fliissigkeit kurze Zeit auf 90°
erhitzt und nach dreistiindigem Stehen das Nicotin-Kieselwolframat abfil-
triert. Die Kieselwolframsidure vermag das Pyridin nicht abzuscheiden,
wenn dieses in grosser Verdiinnung vorliegt. Das saure Filtrat wird wie-
derum eingeengt, alkalisch gemacht und mit Wasserdampf destilliert. Das
Destillat II wird in zwei Teile geteilt und im einen auf Pyridin gepriift
nach der Methode von Kulikow und Krestowosdwigenskajal?). Der an-
- dere Teil des Destillates wird fiir die Priifung auf Methylamin verwendet.

Priifung auf Pyridin: 20 ¢m? Bromwasser werden mit einer 100/igen
Losung von KCN versetzt bis die Bromfarbe verschwunden ist. Das dabei
entstandene Bromeyan wird mit 10 em?® Amylalkohol ausgezogen und dieser
im Scheidetrichter von der wisserigen Losung getrennt. 20 ecm?® des obigen
Destillates II werden nun mit 1 em?® des bromcyanhaltigen Amylalkohols
versetzt und gut durchgeschiittelt. Nach Zusatz von 1 em?® einer gesittig-
ten, wisserigen Losung von Anilin und weiteren 10 c¢m?® Amylalkohol
und nochmaligem energischem Schiitteln nimmt die Alkoholschicht eine
gelbe Farbe an, die nach und nach intensiver wird. Ein Vergleich des Farb-
tons mit analog ausgefiihrten Blindversuchen, zu welchen einmal destillier-
tes Wasser, das andere Mal eine Losung von 1 mg Pyridin in 100 cm?
Wasser benutzt wird, ergibt die Abwesenheit von Pyridin, welches nach
Kulikow auf diese Weise noch in einer Verdiinnung von 0,025 mg im Liter
nachgewiesen werden kann.
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Die Austiihrung dieses Nachweises mit wisserigen Losungen von Kol-
lidin und reinstem Nicotin fallen iiberraschenderweise positiv aus. Ob diese
Verbindungen tatsichlich auch eine Gelbfirbung verursachen oder ob sie
durch Spuren von Pyridin verunreinigt sind, kann nicht entschieden werden.

Ein Teil der Tabaklauge von Versuch G, in welcher nach Impfung mit
Kultur Nr. 6 das Nicotin zu 970o abgebaut worden ist, wird auf dieselbe
Weise mit negativem Erfolg auf die Anwesenheit von Pyridin gepriift.

_ Die Vermutung von Fodor und Reifenberg''), dass unter den Abbau-
produkten des Nicotins Pyridin zu finden sei, kann bei unseren Versuchen
nicht bestéitigt werden, zu welchem Befund auch Bodnar und Bartal?)
bei Versuchen mit fermentierendem Tabak gekommen waren.

3. Nachweis von Methylamin % '5).

Der zweite Teil des Destillates II des vorigen Versuchs, welches nico-
tin- und kieselwoframsiurefrei ist, wird zur Trockne eingedampft und der
Riickstand mit absolutem Alkohol extrahiert. Die alkoholische Lésung wird
wiederum eingedunstet und der Riickstand nochmals in absolutem Alkohol
aufgenommen. Diese Reinigung wird ein drittes Mal ausgefiihrt und die
zuletzt zurlickbleibenden Salze werden in 10 cm? Wasser gelost. Zur Ab-
trennung des immer noch vorhandenen Ammoniaks wird zu der Losung
b g reinstes gelbes Quecksilberoxyd gegeben und die Aufschlimmung zwei
Stunden gut durchgeschiittelt, wobei das Ammoniak mit dem Quecksilber-
oxyd eine schwer losliche Verbindung eingeht. Von dieser und dem {iiber-
schiissigen Quecksilberoxyd wird abfiltriert, das Filtrat alkalisch gemacht
und die flichtigen ammoniakfreien Basen mit Wasserdampf abdestilliert.
Das Destillat reagiert gegen Methylrot alkalisch, riecht schwach nach
Methylamin und gibt mit Nessler’s Reagens die fiir Methylamin typische hell-
gelbe Fillung. Mit Kieselwolframsiure wird ein beim Verdiinnen wieder in
Losung gehender Niederschlag erhalten. Pikrolonsiure gibt eine Triibung,
eine kristalline Ausscheidung ist jedoch auch nach Impfung mit Methylamin-
Pikrolonat nicht zu erhalten.

Zum gleichen Resultat fiihrt die analog ausgefiihrte Untersuchung des
Waschflascheninhaltes von Versuch Gs. '

Eine Bildung von Methylamin aus Asparagin ist sehr unwahrscheinlich,
sodass es als Abbauprodukt von Nicotin betrachtet werden darf.

Weiteren Aufschluss iiber die Abbauprodukte des Nicoting wird eine
ausfithrliche Stickstoffbilanz, in welcher Gesamtstickstoff, Basenstickstoff,
Amin-N, Ammoniak-N, Amid-N und Nicotingehalt einer Tabaklauge vor und
nach Einwirkung der Bakterien miteinander verglichen werden, geben. Die
Ergebnisse dieser Versuche werden spiter veroffentlicht werden.
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VI. Zur Methodik der Nicotinbestimmungen 19).

1. Die Nicotinbestimmung im Tabak.

Die Bestimmungen werden nach einem etwas modifizierten Kiesel-
wolframsiure-Verfahren ausgetiihrt. Das Nicotin wird aus dem Tabak mit
Natronlauge frei gemacht, da nach nie veroffentlichten Untersuchungen im
hiesigen Institut, sowie nach den Mitteilungen von Waser und Stéihli20)
einerseits, und Pyriki?h22) andererseits, mit Magnesiumoxyd nicht alles
Nicotin in Freiheit gesetzt wird. Nach der Fallung des Nicotins mit Kiesel-
wolframsdure wird die milchige Fliissigkeit kurze Zeit auf 80 bis 90 ¢ erhitzt,
wobei Klirung und bei der Abkiihlung eine kristalline Abscheidung des
Nicotin-Kieselwolframates eintritt. Dieses wird auf einem Goochtiegel ge-
sammelt, mit verdiinnter Salzsidure gewaschen, eine Stunde bei 120° ge-
trocknet und gewogen. Gewicht des Niederschlages mal 0,1012 ergibt die
Menge Nicotin.

Die Bestimmung wird ausgefiihrt mit etwa 2 g zerkleinertem Tabak,
welche in einen Kolben von 150 em?® Inhalt gegeben und mit 40 cm3 Was-
ser durchgemischt werden. Nach Zusatz von 10 g Kochsalz und 5 cm?
einer 309oigen Natronlauge wird das Nicotin mit Wasserdampf in eine mit
2—3 cm? 100piger Salzsdure beschickte Vorlage destilliert. Wenn eine
Probe des Destillates mit Kieselwolframsiure keine Opaleszenz mehr gibt,
wird die Destillation abgebrochen. Im Destillat wird das Nicotin mit
Kieselwolframsidure gefillt und nach kurzem Erhitzen, wie oben beschrie-
ben, filtriert, getrocknet und gewogen.

2. Die Nicotinbestimmung im Tabakextrakt.

5—25 c¢m? des Tabakextraktes werden mit 5 cm3 300oiger Natronlauge,
10 g Kochsalz und soviel Wasser versetzt, dass die Fliissigkeitsmenge etwa
50 cm? betrigt. Das Nicotin wird mit Wasserdampf in 3 cm3 100jpige Salz-
sdure destilliert und mit Kieselwoliramsiaure gefillt. Der Niederschlag wird
wie bei der Bestimmung des Nicotins im Tabak behandelt und zum Schluss
gewogen.

3. Darstellung der Kieselwolframsiure.

Da die Qualitit der Kieselwolframsdure fiir die kristalline Ausbil-
dung des Nicotin-Kieselwolframates von grosser Bedeutung ist, wurde fiir
simtliche in dieser Arbeit vorgenommenen Nicotinbestimmungen ein selbst-
~ hergestelltes Produkt verwendet. Die Darstellung der Kieselwolframsiure
griindet sich dabei auf ihre Loslichkeit in Aether und soll kurz beschrieF
ben werden: |

1000 g Natriumwoliramat (Na,WO,.2 H;0) werden in moglichst wenig
heissem Wasser gelost und unter Umriihren mit 117,1 g einer 26,3 %igen
Wasserglaslosung versetzt. Die stark alkalisch reagierende Fliissigkeit wird
vorsichtig mit konzentrierter Schwefelsdure neutralisiert und iiber Nacht
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stehen gelassen, wobei sich eine Menge Natriumsulfat abscheidet. Von die-
sem wird abgenutscht und das Filtrat im Scheidetrichter mit Aether und
500piger Schwefelsiure versetzt. Die Kieselwolframsiure bildet mit Aether
olige Tropfen, die sich von der iibrigen Fliissigkeit scharf trennen. Die
atherige Losung wird in diinner Schicht in grosse Kristallisierschalen ge-
gossen. Aus diesen scheidet sich nach lingerem Stehen bei Zimmertempe-
ratur die Kieselwolframsdure in schonen Kristallen und ausserordentlich
rein aus. Ausbeute: 670 g = 7504 der Theorie (berechnet auf WOs;).

Fiir die Anregung zur Ausfiihrung der vorliegenden Arbeit und fiir das
stdndige grosse Interesse, welches er dafiir bekundete, bin ich Herrn Prof.
Dr. E. Winterstein zu grossem Dank verpflichtet. Herrn Prof. Dr. M. Diiggeli
schulde ich ebenfalls Dank fiir die zahlreichen wertvollen Ratschlige und
die Ueberlassung der bakteriologischen Gerdtschaften.

Zusammenfassung.

1. Inniges Durchliiften von stark feuchtem Tabak oder von Tabaklauge
(patentiertes Verfahren) fithrt zu einem weitgehenden Abbau des Nicotins.
Verflichtigung des Nicotins oder Oxydation durch Luftsauerstoff ohne
Katalysatoren kommt nicht in Frage.

2. Der Nicotinabbau wird durch antiseptisch wirkende Stotfe gehemmf.

3. Nicotin kann in sterilen Tabaklaugen durch Impfung mit auf dem
Tabakblatt vorkommenden Bakterien fast vollstindig abgebaut werden.

4. Der Nicotinabbau ist bei einer bestimmten Konzentration des Tabak-
auszuges ein Maximum.

5. Die Abbaugeschwindigkeit ist in den ersten Stadien am grossten.

6. Es gelingt, das Nicotin in einer kiinstlichen N#hrlosung durch Imp-
fung mit Bakterien zum Teil abzubauen.

7. Die Bakterien sind imstande, unter gewissen Bedingungen Oxygenase,
Peroxydase und Katalase zu produzieren.

8. Es wird ein Trockenprdparat hergestellt, welches die genannten
Fermente stark angereichert enthilt.

9. Der Nicotinabbau wird in unseren Versuchen nicht durch Oxygenase,
Peroxydase und Katalase bewirkt.

10. Mit der Nicotinabnahme geht gleichzeitig eine Sauerstoffaufnahme
vor sich. Der Nicotinabbau darf als ein Oxydationsprozess angesehen werden.

11. Die Frage, ob das Nicotin den Bakterien als Nahrung dient oder
ob es auf fermentativem Wege abgebaut wird, kann nicht endgiiltig
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beantwortet werden. Eine Fermentwirkung scheint aber wahrscheinlicher

zu sein. Das Ferment ist aber ausserhalb der lebenden Zelle nicht mehr
wirksam.

12. Pyridin tritt als Abbauprodukt des Nicotins nicht auf.

13. Das bei der Fermentation von Tabak entstehende Ammoniak stammt

nicht aus dem Nicotin. Es ist wohl auf den Abbau der Amide und der
Aminosauren zurilickzufiithren.

14. Methylamin kann als Abbauprodukt des Nicotins nachgewiesen
werden.

15. Es wird eine Methode zur Darstellung von Kieselwoliramsiure
gegeben.
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