
ELECTROMETRISCH ONDERZOEK 
DER THEE FERMENTATIE 

IN VERBAND MET DE KWALITEIT 

PROEFSCHRIF1 
TER VERKRIJGING VAN DE GRAAD VAN 

DOCTOR IN DE LANDBOUWKUNDE 
OP GEZAG VAN DE RECTOR MAGNIFICUS 

Dr J. SMIT. HOOGLERAAR IN DE MICRO-

BIOLOGIE. TE VERDEDIGEN TEGEN DE BE-

DENKINGEN VAN EEN COMMISSIE UIT DE 

SENAAT DER LANDBOUWHOGESCHOOL TE 

WAGENINGEN OP WOENSDAG 3 MAART 1948 

TE15UUR DOOR 

J. E. T J I A 
(TJIA BING-SIEN) 

GEBR. VERWEIJ * W A G E N I N G E N * l©48 



ERRATA 
behorende bij het proefschrift van J. E. Tjia. 

p 9 — Bij de formule voor ascorbinezuur aan de 2de C een OH. 

p 42 . - E = 51 In C„ + 5? In -1. 

p 59 — De middelbare fout bij dit gemiddelde is volgens V a n 
i.p.v. regel :.p.v. regei . . , » 
i t/m 14 U v e n a = V—-——• waarbij (uu) is de som van u2 

' ' n(n—1) 
en u '== x — X. 
Van Pecco is het gemiddelde bladgewicht 70,2 ± 11,5 mg 
en het gemiddelde gehalte aan ascorbinezuur is 1,25 ± 
0,068 mg per gram vers blad. 
Het gemiddelde gehalte aan ascorbinezuur van het eerste 
en tweede blad is respectievelijk 1,16 ± 0,05 en 1,15 
± 0,03 mg per gram vers blad.' 
Het verschil hiertussen is gering, zodat eir weinig sprake 
is van de invloed van de ouderdom op het ascorbinezuur-
gehalte. 

p 77 — S r e e r a n g a c h a r . 
regel 4 van 
onder 

p 90 — activeringsstoffen i.p.v. remstoffen. 
boven de tabel -

p 103 
regei 3 • — Het kwadraat van de middelbare fout: 
regel 4 - ff2 _ , \ X ' \ , 

Q - W) + cî uV a 

regel 7 — Voor deze P + 2 is M = 0,73 ± 0,104 
V • Q = 0,016 ± 0,121 

regel 13 - M = 0,407 ± 0,533 
Q = 0,035 ± 0,614 

regel 19 — daling van de M (i.p.v. stijging) en stijging van de Q 
(i.p.v. daling) 

vender — fig. 10 i.p.V. fig. 9. ' 
p 104 — M = 0,029 ± 0,01 

Q = 2,433 ± 0,013 

regel 14 ' 
van onder — Daarom menen we, dat M voldoende is, om de potentiele 

kwaliteit te bepalen, wat voor de praktijk van veel nut, 
kan zijn. De middelbare fout van M is volgens het voor-
beeld wel wat groot om betrouwbaar te zijn, maar door 
het aantal waarnemingen te vergroten kan de betrouw-
baarheid van M mede worden vergroot. 
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Meer dan tot dusver moet gezocht worden naar een ob jec t ive 
beoordeling van de kneuzing, die de kwaliteit van zwarte thee 
in hoge mate bepaalt. 
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II 

De steeltjes der geplukte theeloten dienen op grond van hun 
veel lagere fermentatieactiviteit feeds voor de verflenzing te 
worden verwijderd. 
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I l l 

De wiskundig berekende activiteit van de electrometrisch be-
paalde fermentatie is een objectieve basis voor de kwalitatieve 
theeselectie. 
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IV 

Bij potentiometrische titraties van ascorbinezuur met 2—6 
dichlorophenolindophenol worden storende invloeden van aanwe-
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H a r r i s , M a p s o n en W a n g — 
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Het verschil tussen organisch en ariorganisch phosphaat 
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vende eel. 
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De controle van het droogproces van fruit door de bepaling 
van de relatieve vochtigheid en van de elasticiteit moet worden 
vervangen door de bepaling van de plotselinge stijging van de 
temperatuur der uitlaatlucht. 

VII 

Het gebruik van mindere kwaliteit appels voor electrisch dro-
gen komt in Nederland niet in aanrrterking. 

VIII 

De door onregelmatige beschaduwing der theestruiken onge-
wenste verhoging van de heterogeniteit van het plukmateriaal 
is toe te schrijven aan de formatieve invloed van licht. 

IX 

China zal door-rationaUsatie van de cultuur en van de berei-
ding van groene thee meer voordeel verkrijgen dan door toepas-
sing van de gemechaniseerde fabricage van zwarte thee. 

Met het oog op de overjarige cultures in de tropen, moeten de 
studenten, die de tropische landbouw bestuderen, minstens een 
maand bij een boomkweker werkzaam zijn. 

XI 

De praktijk na de candidaatstudie moet door een aparte com-
missie worden georganiseerd en gecontroleerd. 



VOORWOORD 

Bij het beeindigen van dit proefschrift, gevoel ik behoefte alien, 
Hoogleraren, docenten en assistenten aan de Landbouwhoge-
school te Wageningen, die tot mijn academische vorming hebben 
bijgedragen, mijn bijzondere erkentelijkheid te betuigen. 

In de eerste plaats gaat mijn dank uit naar U, Hooggeleerde 
Tendeloo, hooggeachte promotor, voor de leiding, die U bij mijn 
onderzoekingen steeds heeft willen geven en voor de moeite, die 
U zich getroost heeft om voor mij financiele bijstand te verkrij-
geh, ben ik U tevens ten zeerste dankbaar. Dat Gij nimmer twijfel 
hebt doen blijken in de uitslag van mijn onderzoek, is voor mij 
een grote steun geweest om vol te houden tot een resultaat was 
bereikt. 

Hooggeleerde Wassink, hooggeachte promotor, ik beschouw het 
als een grote eer om tot de eerste le behoren, die bij U gaan 
promoveren. Ondanks de korte tijd, dat ik U heb mogen assis-
teren, heb ik Uw kritische geest leren bewonderen en ik ben U 
ten hoogste dankbaar, dat U Uw fiat op mijn werk heeft willen 
geven. " 

Hooggeleerde van der Stok, het feit, dat de gedachtegang, 
,welke aan dit proefschrift ten grondslag ligt, op Uwe colleges is 
ontstaan, bewijst voldoende welk een beslissende invloed Gij op 
mijn vorming hebt gehad. 

Uw bereidwilligheid voor de ter beschikkingsteUing van het 
plantmateriaal en Uw enthousiasme bij de gesprekken over dit 
onderwerp, zijn niet genoeg te waarderen 

Zeer Geleerde Deijs, dat U ondanks Uw drukke werkzaam-
• heden in Uw nieuwe functie de tijd heeft gevonden om mijn 
werk aan Uw critiek te onderwerpen en goed te keureri, stemt 
mij ten hoogste dankbaar. Ik wil hierbij de hoop uitspreken, dat 
U spoedig in die gelegenheid zal worden gesteld, om Uw onder
zoekingen betreffende de theefermentatie opnieuw ter hand te 
nemen. 

Zeer Geleerde Swart Voorspuij, zeer veel heb ik gehad aan' 
de talrijke gesprekken met U gevoerd. Met weemoed denk ik 
terug aan de plannen, welke we door de evacuatie hebben moe-
ten. opgeven. i 

Waarde van Wijk, ik wil U hierbij van harte dankeri voor al 
het vele en goede, dat ik van U heb ondervonden. Mijn talrijke 
verzoeken om hulp is U nooit teveel geweest. Uw blaaswerk en 
vooral Uw bereidwilligheid worden door mij dan ook ten zeer
ste geapprecieerd. 

Tenslotte gaat mijn dank uit naar de Nederlandsche Handel-
maatschappij, die voor mijn onderzoek warme belangstelling 
heeft getoond. 



INHOUD. 

Inleiding 1 

H o o f d s t u k I 

l i teratuuroverzicht van, de chemie van het theeblad . . . . 5 
A — De chemische samenstelling . . . . . . 5 
B — De verschillende phasen van de bereiding . . . . . . 17 
C — De enzymatische omzettingen in het blad tijdens de 

bereiding 24 
D — Het mechanisme van de fermentatie 27 

> H o o f d s t u k II 

De oxydatie-reductie potentiaal 37 
A — De ademhaling of het katabolisme . , . . 37 
B — De oxydatie-reductie potentiaal en de afleiding der 

formules 40 
C — De oxydatie-reductie potentiaal in biologische stelsels 45 

H o o f d s t u k III 

De electrometrische titratie van ascorbinezuur in theeblad 48 
A — De electrometrische titratie van Ferro (Mohr's zout) 

met twee verschillende electroden . . . . . . ... . . 48 
B — De electrometrische titratie van synthetisch ascorbine

zuur 50 
C — Het ascorbinezuurgehalte van verschillende bladen van 

een struik . . 58 

H o o f d s t u k IV 

De bepaling van de oxydatie-reductie potentiaal in fermen-
• terende thee en de invloed van verschillende factoren 

op de fermentatie 60 
A — Vooronderzoek ter verkrijging van een methode, welke 

geschikt is voor fermenterende thee 60 
B — Invloed van de verflenzing op de fermentatie . . . . 68 
C — De electrometrische fermentatiecurves van de opvol-

gende bladen van een theeloot . . 71 
D — De invloed van de temperatuur op de fermentatie . . 75 
E — De invloed van de aeratie op de fermentatie . . • . 78 
F — Nabeschouwing . . . . . 79 



H o o f d s t u k V 

Onderzoek van het vermogen van theeblad om ascorbine-
zuur te oxyderen ... 84 

A — Inleiding {.. . ; . . . . . . . . 84 
B — Het onderzoek naar de katalysatoren van de oxydatie 

van ascorbinezuur in het theeblad 90 
G — Invloed van zware metalen als Cu en Fe op de oxydatie 

. van ascorbinezuur . . . . . . . . . > 95 
D — Nabeschouwing . . . . . . ... . . . . . . . . . . 97 

H o o f d s t u k VI 

Wiskundige berekening van de fernientatieactiviteit en van 
het vermogen van het theeblad om ascorbinezuur te 
oxyderen ten behoeve van de kwalitatieve selectie . . 100 

A — Inleiding .. . . . ̂  100 
B — De toepassing van de rechtlijnige vereffening op het, 

vermogen van het blad om ascorbinezuur te oxyderen 102 
C — De toepassing van de rechtlijnige vereffening op de 

electromtetrische fermentatiecurve 103 

Slotbeschouwing . , . . . . . . . . . . . 105 

Samenvatting 114 

Summary . . . . . . .; . . 118 

Literatuurlijst . . . . . . . . . . . . . . . 122 



INLEIDING 

De moderne "iheefabricage, zoals die o.a. op Java wordt toe-
gepast en welke in wezen vrijwel geheel afwijkt van de Chinese 
bereidingsmethode, is vrij sterk gemechaniseerd. Het feit, dat 
men te veel aandacht heeft besteed aan de mechanisering van 
de bereiding en te weinig aan chemische onderzoekingen, heeft 
er toe geleid, dat over verschillende problemen, welke betrek-
king hebben op de bereiding, uiteenlopende meningen worden 
gehuldigd. 

In de laatste decennia echter zijn door talrijke chemische 
onderzoekingen en enquetes verschillende van die problemen 
opgehelderd, maar niettemin zijn er nog tal van vraagstukken, 
die een nader onderzoek verdienen. 

In het begin dezer eeuw hechtte men zeer veel aandacht aan 
de kwaliteit van het bereide product. Men probeerde o.a. een 
verband te zoeken tussen de kwaliteit enerzijds, welke abusie-
velijk door de prijs werd voorgesteld en anderzijds de asanalyses 
van de grond en van verse en bereide theebladen. Zeer waar-
schijnlijk heeft men gehoopt om door bemestingen de kwaliteit 
te kunnen opvoeren. Dat deze onderzoekingen op niets zijn uit-
gelopen, was eigenlijk wel te verwachten, daar zowel de opzet 
der proeven als de voorstelling van de kwaliteit door de pry's 
onjuist was. Men hield nl. geen rekening met de invloed van 
de grond, de bereiding, klimaat en type en tenslotte is in de 
prijs ook vraag en aanbod. dus de invloed van de markt, op-
genomen. Ook het zoeken naar een verband tussen de kwaliteit 
enerzijds en enkele organische bestanddielen, als looistoffen en 
caffeine anderzijds, hebben om de zelfde redenen geen resultaten 
gebracht. Sindsdien werd het kwaliteitsprobleem meer met rust 
gelaten en ging men zich toeleggen op de bestudering van de 
chemie van het theeblad. Men onderzocht o.m. het gedrag der 
peroxydase, daar men in de mening verkeerde, dat dit enzym 
tot de voornaamste enzymen in het theeblad behoorde en in 
de laatste tien jaren nam men ook het mechanisme van de. 
fermentatie onder de loupe. Dergelijke onderzoekingen hebben 
ons inziens meer zin, daar we daaromtrent nog volkomen in 
het duister tasten en ook doordat de bestudering van de fer
mentatie ons dichter tot de oplossing van tal van problemen zal 
brengen. 

K o z a i heeft reeds in 1890 te berde gebracht, dat de fermen
tatie een grote invloed heeft op de kwaliteit, wat sedertdien 
door iedere theeonderzoeker werd aangenomen. 



D e ij s, R o b e r t s, L a m b e.a. hebben enige belangrijke bij-
dragen geleverd tot analyse van deze invloed. Desondanks werden 
over de invloed van de aard der bladen en die van de verflenzing, 
flensgraad, temperatuur enz. op de fermentatie nog weinig on-
derzoekingen verricht. Men weet er nog weinig van en vaak 
zijn de meningen nog met elkaar in strijd, daar er nog zoveel 
onbekende factoren zijn. 

We zijn van mening, dat een nader onderzoek hierover van 
veel nut zal zijn voor de theebereiding. 

Om te beginnen moeten we ter fundering van ons onderzoek 
een basis vinden, welke niet alleen objectief is, maar ook door 
ieder moet-worden aanvaard. Gelukkig zijn we in het bezit van 
een dergelijke basis in het feit, dat Peccoblad (d.i. het nog op-
gerolde blad) van betere potentiele kwaliteit is dan de daar-
opvolgende oudere bladen. Het is een algemeen bekend feit, dat 
de fijnheid van pluk de kwaliteit van het eindproduct kan be-
invloeden, zodat er dus een verband moet bestaan tussen de 
potentiele kwaliteit en de aard der bladen. We kunnen echter 
niet voortgaan met steeds fijn te plukken, want ten eerste gaat' 
dit ten koste van de hoeveelheid en ten tweede gaat de struik 
door de kortere plukronde aan krachten achteruit, waardoor ze 
gevoeliger wordt voor allerlei ziekten en plagen. Het is dus van 
belang te weten in hoeverre de aard van het blad de fermentatie, 
als zijnde een kwaliteitsfactor, beinvloedt. 

Om te kunnen nagaan, waaraan het verschil in kwaliteit te 
wijten isr moet de fermentatie van het Peccoblad vergeleken 
worden met die van de oudere, daaropvolgende bladen. We 
moeten echter er voor zorgen, dat allerlei fouten door verschil 
in type van de struik, van de grond en ook van de plaats t.o.v. 
de zon, zoveel mogelijk worden uitgeschakeld. ' 

Dit kunnen we verkrijgen, indien we steeds elk blad apart on-
derzoeken. Daar de bladen verschillend van gewicht zijn, moe
ten we of steeds een bladplaatje nemen van 20 mg (d.i. het 
kleinste bladgewicht, dat we zijn tegengekomen), dat in 10 ml 
water wordt gesuspendeerd, of steeds dezelfde concentratie ne
men, 

Wat de methodiek betreft, hebben we de electrometrische 
methode toegepast, niet zozeer omdat deze bijv. besUst beter 
zou zijn dan de manometrische methode met de Warburg apa-
raat, doch doordat zij veel prettiger is in het gebruik en ook 
doordat de waarden snel kunnen worden afgelezen. 'De colori-
metrische methode met de Hellige tintometer, welke door D eij s 
werd gebruikt, zegt ons te weinig van de reacties, want ze 
geeft alleen de kleurvorming aan, terwijl de manometrische 
methode, die door R o b e r t s b i j het onderzoek van de theefer-
mentatie werd toegepast, niet specifiek genoeg is, daar zuurstof be-
halve bij de oxydatie der tanninen o.a. ook by die van vetten 
in koolhydraten wordt opgenomen. v • 



De electrometrische methode is gebaseerd op het overdragen 
der electronen bij de oxydatie-reductie reacties. Sommige onder-
zoekers hechten echter weinig waarde aan een biologische toe-
passing ervan, doordat bij de kleine potentiaalverschillen in een 
organisch milieu allerlei factoren, die anders weinig te betekeneii 
hebben, zoals de vorm en groptte der electrode enz. een grote 
invloed kunnen uitoefenen op het gemeten poi^ntiaalverschiL 
We dienen dus na te gaan, hoe we dergelijke invloeden kunnen 
tegengaan. 

Terwijl men in de praktijk de gerolde bladen fermenteert door 
ze in een vochtige en koele ruimte aan de lucht bloot te stellen, 
kan de , electrometrische methode slechts worden toegepast, 
wanneer we water aan de bladmassa toevoegen. Door lucht door 
de suspensie te leiden kari de fermentatie regelmatig plaats 
vinden. Men moet echter niet yergeten, dat door het verdunnen 
de bestanddelen, dus ook de coenzymen, meer gedispergeerd 
zijn, zodat we kunnen verwachten, dat er enig verschil is in de 
mate van fermentatie in ons laboratorium en in de fabriek. 

Kunnen we langs deze weg te weten komen, hoe de invloed 
van de aard der bladen op de fermentatie is en waaraan dit 
te wijten is, dan zouden we ook kunnen nagaan in hoeverre de 
verflenzing enz. invloed heeft op de fermentatie, dus indirect 
op de kwaliteit van het bereide product. Bij het verkrijgen van 
positieve resultaten zouden we aan de praktijk belangrijke wen-
ken kunnen verschaffen omtrent de cnderzochte factoren. 

Het tweede probleem betreft meer het mechanisme van de 
fermentatie. Het gaat nl. om de vraag welk systeem of systemen 
de luchtzuurstof opnemen, daar er hierover drie verschillende 

, meningen bestaan nl. de luchtzuurstof wordt opgenomen door 
het systeem ascorbinezuur-aseorbinezuuroxydase, cytochroonv 
cytochroomoxydase en polyphenol-polyphenolase. , 

Het lijkt ons van belang te proberen hierop een antwoord te 
geven door met gebruikmaking van de methode van W a c h o l -
d e r na te gaan, weilke enzymen bij de oxydatie van het ascor-
binezuur een rol spelen, daar dit zuur door verschillende enzy
men direct en indirect katalytisch kan worden geoxydeerd. 

Tenslotte willen we nagaan, of we langs wiskundige weg de 
resultaten kunnen vastleggen en of we langs deze weg een ob-
jectief criterium voor de fermentatie kunnen vaststellen, dit 
met het oog op de kwalitatieve selectie. Tegenwoordig kent men 
een soort microbereiding, volgens welke de bladen van een 
struik kunnen worden bereid en beoordeeld. De bladen moeten 
dus eerst bereid worden, wat minstens een dag duurt en ver-
volgens wordt de kwaliteit beoordeeld door de thee-expert. Deze 
"beoordeling geschiedt dus geheel subjectief. Grote en tamelijk 
grote verschillen zouden op deze wijze kunnen worden opge-
spoord, maar voor de kwalitatieve selectie moeten kleine'ver-



schillen ook worden gevonden en daarvoor is de bovenomschre-
ven methode onvoldoende. 

Het is ons inziens niet juist, dat de kwalitatieve selectie ge-
baseerd moet zijn op het oordeel dat men krijgt, nadat het blad 
bereid is. Zij moet ons inziens gebaseerd worden op de kwaliteit, 
die de bladen van de tuin meekrijgen. We moeten dus een 
onderscheid maken tussen twee verschillende begrippen nl. 
de potentiele kwaliteit, welke door de tuin wordt meegegeven 
en de kwaliteit, welke door de bereiding wordt verkregen. 

Wanneer het ons lukken zou om een positief verband te leggen 
tussen de fermentatie en de potentiele kwaliteit, dan zal het 
vastleggen van de fermentatie door een wiskundige grootheid 
van groot nu t zijn voor de kwalitatieve selectie. 

We willen hierbij nog opmerken, dat ons bladmateriaal af-
komstig is van een Thea Assamica, die in een der kassen van 
het Laboratorium van Tropische Landbouwplantenteelt te Wa-

, geningen groeit en die door Prof, v a n d e r S t o k z o welwillend 
werd afgestaan. . - , . 

Deze opmerking is als een beperking bedoeld op de eventueel 
door ons gevonden resultaten. We moeten steeds voor ogen 
houden, dat onze struik een kasplant is, die op verschillende 
uitwendige omstandigheden waarschijnlijk geheel anders zal rea-
geren. Zo vonden wij bijv. dat de bladen van onze kasplant 
veel sneller verflenzen dan in de praktijk normaal het geval is. 

Er zijn echter ook andere verschillen. Immers in de theepro-
ducerende landen zijn de struiken van verschillende typen. Deze 
zijn doorgaans niet allemaal Assamica, maar slechts selecties van 
toevallige hybriden. Ook klimatologische verschillen zijn zo 
groot, dat deze uiteraard hun invloed moeten hebben op de 
bereiding en de kwaliteit (zowel de potentiele als die door de 
bereiding verkregen). >, 



HOOFDSTUK I 

LITERATUUROVERZICHT VAN DE CHEMIE VAN DE THEE. 

A — D e c h e m i s c h e s a m e n s t e l l i n g . 

Vers theeblad bevat 75—82 % water of 18—25 % droge stof. 
De belangrijkste organische stoffen, die tijdens de fermentatie 
een voorname rol spelen, zijn o.a. tarminen, asoorbinezuur, caf
feine, koolhydraten, enzymen en waarschijnlijk ook de eiwitten. 

Theetanninen. 

De literatuur over net theetannine bevatte aanvankelijk veel 
tegenstrijdigheden. Later is gebleken, dat deze materie veel ge-
compliceerder is dan men eerst heeft gedacht en dat het thee
tannine uit meer dan een stof bestaat. De theetanninen zijn 
kleurloos en het gehalte in vers blad kan varieren van 20—30 % 
van het droge materiaal. Zo bevatten Pecco en het eerste blad 
relatief meer tanninen dan oudere bladen. Het gehalte kan 
echter behalve naar de ouderdom ook naar het type, seizoen e.d. 
varieren. 

Deze tanninen spelen een belangrijke rol tijdens de fermenta
tie en door condensatie van de geoxydeerde tanninen kan de 
roodbruine kleur ontstaan. 

Gaan we de geschiedenis der onderzoekingen over deze tanni
nen na, dan blijkt het dat reeds in 1914 N a n n i n g a (124) een 
kristallijn product heeft verkregen uit theebladen met de vol-
gende empirische formule — C20H16O9 —. In 1923 kon D e u s s 
(32) een amorphe tannine isoleren met d e formule — C20H20O9 —: 
Verder hebben S h a w (155) en S h a w & J o n e s een tan-
nine-preparaat beschreven, dat zij uit het blad hebben verkregen 
en dat hetzelfde scheen te zijn als dat van D e u s s , want zij 
kregen bij reactie met zuur geen galluszuur. We willen hierbij 
opmerken, dat het D e ij s gelukt is om door middel van een tan-
nase galluszuur af te sphtsen. Mejuffrouw T s u j i m u r a (Deijs-
42) heeft enige belangrijke resultaten verkregen. Zij kreeg nl. een 
kristallijn product met een zelfde formule als die van N a n n i n -
g a eh isoleerde verder 1-epicatechine (1), welke zij theecathechine 
noemde. Daarna in 1935 ontdekte zij in groene thee catechine-
gallaat (2). Deze substantie kon zij in het begin alleen als een 
amorph product verkrijgen, maar zij slaagde er toch in dit pro
duct in een kristallijne staat te isoleren. Zij ontdekte ook, dat in 
goede kwaliteit thee een 5-hydroxy-catechine (3) voorkomt en 
niet in slechte thee. 



Een andere Japansche onderzoeker — O s h i m a — heeft dit 
laatste product (3) ook kunnen verkrijgen en daarnaast de cate-
chine (1) van T s u j i m u r a . Verder vond hij een andere amor-
phe tannine, waarvan hij de formule (4) ook gegeven heeft. Hij 
kon echter geen catechine gallaat (2) vinden. 

Een der belangrijkste ontdekkingen over'de theetanninen is 
wel die van S h a w in 1938. Hij heeft n.l. gevonden, dat de tan-
ninen, die in de theeplant voorkomen, afhankelijk zijn van het 
deel van de plant, waaruit men hen isoleerde, verder van het 
klimaat en van erfelijke factoren, (type). Volgens R o b e r t s & 
H a r r i s o n — 1939 — moet in groen blad een mengsel aanwezig 
zijn van 1-epicatechine en gallocatechine waarschijnUjk met hun 
eenvoudige condensatie-producten en de galloyl-ester van 1-epica
techine. Bij een pH groter dan 5 zijn de tanninen labiel; de ver-
anderingen in de theetanninen en andere polyphenolen gaan 
verder steeds samen met zuurstofopname. 

In hetzelfde jaar deed D e ij s (42) nadere onderzoekifigen 
over de theetanninen in Java-theeen. Hij ging uit van de door 
T s u j i m u r a en ook door O s h i m a geisoleerde kristallijne 
tanninen en amorphe tannine van de volgende formules: 

I — T h e e - c a t k a c k i n e 
& ~ C a t k e c h i n e - q a t l a a t 

H OH 

OH H, V N 0 ^ - \ _ > 0 H 
I I OH 

OH 

3 - Callo . c a t h e c k i n e 4 . • ' / • « , \ 
° • .. . f - amorphe tannine (OshimaJ 

_ D e i j s vond deze drie kristallijne producten in de Java-theeen. 
Het gehalteiaan amorphe tannine is veel groter dan dat aan 
kristallijne tanninen. Dit werd zowel door T s u j i m u r a als 
door O s h i m a gevonden. 

Een eigenschap der amorphe tanninen is, dat ze goed oplosbaar 



zijn in alcohol, ethylacetaat en aceton en onoplosbaar in chloro
form. Voor de bepaling der theetanninen vond D e ij s (42) de for-
maline-zout-methode de zuiverste en eenvoudigste. Deze methode 
werd ook door v a n H u l s s e n bij de bepaling van het tannine-
gehalte van gambir gebruikt. Er zijn nog andere bepalingsnietho-
den, welke door B a r u a & R o b e r t s (137) met elkaar wer-
den vergeleken. De reden hiervoor was, dat de bepaling der tan
ninen in zwarte thee moeilijkheden opleverde, omdat een deel 
der tanninen reeds geoxydeerd was en daardoor verschillen 
veroorzaakt. 

Zo werden de volgende drie methoden met elkaar vergeleken: 
1 d e T o c k l a i - L o w e n t h a l methode, waarbij 

gebruik gemaakt wordt van KMn04 en indigo-
; karmijn. 

2 de joodkali-methode van S h a w . v 
^ 3 de KMn04-methode van S t a m m . 
In grote trekken berusten deze methoden hierop, dat de tan

ninen eerst worden geoxydeerd, waarna de overmaat van het 
oxydatiemiddel wordt teruggetitreerd. De eerste twee methoden 
gaven verschillen, doordat de tanninen slechts tot o-chinonen 
worden geoxydeerd en het eindpunt der oxydaties verschUlend 
is. Daarom is de derde methode beter, waarbij de tanninen vol-
ledig tot C02 worden geoxydeerd. De genoemde onderzoekers 
maakten eerst een oplossing, waarin tanninen aanwezig zijn en 
daarnaast, door scheiding met gelatine plus verzadigd NaCl, 
een tanninevrije oplossing. De oplossingen worden eerst behan-
deld met KMn04 en NaOH en gedurende 10 minuten bij kamer-
temperatuur weggezet. Vervolgens wordt dit mengsel aange-
vuld tot 250 mL en dan worden oxaalzuur, H2S04 en MhSO^ 
toegevoegd. Na schudden verandert de kleur en na verhitting 

^ bij 50°C wordt de rest van het oxaalzuur teruggetitreerd met 
0,02 M. KMn04. Dit is de titer voor de totale tanninehoudende 
,oplossing. Na aftrekking van de titer van de tannineloze oplos
sing wordt dan de tannine titer verkregen. , , 

Caffeine — 1,3,7 - trimethylxanthine. * 

Het gehalte aan caffeine blijft tijdens de theebereiding vrijwel 
constant en bedraagt gemiddeld ongeveer 3%. Het kan n.l. va-
rieren van 2—4 %, waarbij dan kan worden opgemerkt. dat 
oudere bladen over het algemeen minder caffeine bezitten. Er 
zijn aanwijzingen, dat in levende cellen de caffeine is af te leiden 
van xanthine, een stof, welke bij de splitsing van een bepaalde 
groep van eiwitten, de nucleoproteiden, wordt gevormd. Volgens 
W e e v e r s (184) wordt deze op de een of andere manier weer 
in de stofwisseling opgenomen, wanneer de bladen hun levenscy-
clus hebben voleindigd. Proeven leerden, dat bij autolyse, d.w.z. 
in afgeplukte, door chloroformdamp gedode bladen, de afbraak 
van caffeine kan plaats vinden, mits slechts in de omgeving 



zuurstof aanwezig is. Wat bij die oxydatieve afbraak ontstaat 
is nog onbekend; men kan evenwel aannemen, dat de producten 
in normale gevallen gebruikt worden voor de eiwitopbouw. 

Zetmeel. 

Thee en o.a. ook de aardappel vormen zetmeel in heti blad. 
Theeblad heeft ook andere overeenkomsten met aardappelblad, 
doordat beiden veel peroxydase bevatten en daarnaast ascorbi-
nezuur. Daarom wordt thee door D e ij s e.a. tot de „peroxydase-
planten" gerekend. •• ' 

In oud blad wordt meer zetmeel gevonden, doordat er per 
oppervlakte-eenheid meer chlorophyl aanwezig is. In tegenstel-

'ling met wat bekend is van de planten in Europa vond H e u b e l 
(69), dat jonge theebladen op Java 's morgens voor zonsbpgang 
nog vrij veel zetmeel bevatten, waaruit blijkt, dat 's nachts wei-
nig zetmeel wordt verbruikt. 

Behalve een verschil in zetmeelgehalte bij oud en jong blad 
' vond H e u b e l ook nog een verschil in zetmeelgehalte in de top 
en de voet van het blad. In de top is nl. meer zetmeel aanwezig. 
T o l l e n a a r (178) toonde aan, dat het zetmeel gedurende de 
verflenzing verdwijnt en volgens H a r l e r (68) kan een toename 
van suikers worden waargenomen. Dit is gemakkelijk te verkla-
ren, daar tijdens de verflenzing reeds een afbraak plaats vindt, ter-
wijl de opbouw ophoudt. Vooral Peccobladen verliezeri bij het 
verflenzen sneller hun zetmeel dan oudere bladen. Men wist 
dit niet te verklaren. Uit onze proeven is gebleken, dat Pecco 
veel actiever fermenteert en waarschijnlijk ook actiever adem-
haalt dan oudere bladen m.a.w. Pecco zet per tijdseenheid meer 
stoffen om. 

De i j s (34) onderzocht het gedrag der koolhydraten in ver-
flenst en bereid blad en vond,'dat wanneer de loot geplukt 
wordt, de assimilatie snel ophoudt, terwijl de ademhaling blijft 
doorgaan. E v a n s (50) vond, dat de ademhaling van gekneusd 
vers blad anders is, dan van gekneusd verflenst blad. Terwijl 
de ademhaling van gekneusde verse-bladen normaal bleef ver-
lopen, daalde het ademhalingsquotient van gekneusde verflenste 
bladen van 0,8 tot 0,13. Er wordt nl. relatief minder C0 2 ge-
vormd en meer 0 2 opgenomen. Volgens E v a n s is deze daling 
het directe gevolg van de onmiddellijk intredende oxydatie. 
Ons inziens zal het ademhalingsquotient van gekneusd vers blad 
ook wel dalen, als men de gekneusde massa maar lang genoeg 
laat staan, hoeiwfel moet worden toegegeven, dat er verschillen 
bestaan. • 

N e u v i l l e vond dat.vers blad 0,2—0,5 % glucose bevat en 
geen sacharose. Dit is een punt van strijd geweest, want er werd 
wel eens beweerd, dat in thee ook sacharose voorkomt evenals in 
tabak. De meeste onderzoekers zijn echter van mening, dat dit 
onmogelyk is, daar zetmeel ongebouwd is uit alpha-glucose, 
8 



waarm.ee echter niet bewezen is, dat sacharose niet aanwezig 
kan zijn. > 

Eiwitten en gom-achtige bestanddelen. 
H a r I e r (60) is van mening, dat de ontleding van eiwitten en 

gomachtige bestanddelen waarschijnlijk van geen belang is voor 
de theebereiding. D e ij s is echter van mening, dat dit nog niet 
zeker is, bmdat men daarvan nog te weinig weet. De Russische 
onderzoekers beweerden, dat eiwitten noodzakelijk zijn voor de 
geurvorming, maar dit werd niet bewezen. 

Organische Zuren: 
• Van de organische zuren is tot nu toe het meest belangrijk 
het 1-Ascorbinezuur (C 5H 80 6 ) . 

Dit zuur is identiek aan het antiscorbutisch werkende Vitami-
ne C, hoewel ook het geoxydeerde ascorbinezuur (dehydroas-
corbinezuur) antiscorbutisch kan werken. De eerste chemische 
onderzoekingen over dit Vitamine C werden door S z e n t - G y -
o r g y i , T i l l m a n s & K i n g verricht. (Zie S c h o p f e r 
159). 

De s tructuur van dit zuur werd echter door M i c h e e l & 
K r a f t , H a w o r t h & H i r s t , K a r r e f e.c. en R e i c h -
s t e i n gevonden en wordt als volgt aangegeven: 

O 

H 

HO 

C 

C — H 
II f 

C — OH 

C 

— C — OH 
1 1 

C H2OH 

Het reducerend vermogen van dit zuur is te danken aan de 
dienol-groep: 

. • • • " . ' • 'I 
C — OH 

C — OH 

een structuur, die zelden in de natuur voorkomt. Het reduce
rend vermogen wordt dan ook slechts overtroffen door glutathi-
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on (SH-groep). Het ascorbinezuur komt zeer veel in planteh 
voor, zowel in fruit als in het blad. Er zijn tal van homologen 
bekend, maar geen een, die de reducerende capaciteit van het 
Vitamine C zelf bezit. ' 

Volgens G i r o u d (53) komt dit zuur hoofdzakelijk in de groe-
ne delen van de plant voor en wel in de chloroplasten. Dit werd 
echter door R e i d tegengesproken, die van mening is, dat de 
vorming van Vitamine C onafhankelijk is van het chlorophyl, 
want de grootste concentraties vindt men in de groeiende delen 
van de plant bijv. in blad- en bloeariknoppen, hoewel deze min
der groen zijn dan de oudere bladen.- Wij vonden zelf, dat ook 
bij de thee de nog opgerolde eerste bladen (Pecco) veel meer 
ascorbinezuur bevatten dan de oudere, daaropvolgende bladen, 
hoewel deze veel groener zijn. Daar het ascorbinezuur veel op 
suikers lijkt, ligt het voor de hand, dat de synthese via de stri
kers moet geschieden. Volgens proeven van R a y (1934) in ste-
riele media kan mannose als voorloper van Vitamine C worden 
beschouwd. De transformatie geschiedt dan met behulp van een 
enzym en wel een dehydrogenase, welke door G u h a & G h o s h 
(1934—1935) werd geextraheerd. In het laboratorium geschiedt 
de synthese ook met suikers als beginmateriaal en wel vooral 
xylose en sorbose. De biosynthese vindt daar plaats, waar de 
meeste suikers voorkomen, dus in de chloroplasten. Aan de an-
dere kant echter is de tegenwoordigheid van het chlorophyl 
volgens R e i d niet essentieel. Jonge zaailingen bijv. die nog niet 
groen zijn en waar geen photosynthese kan plaats vinden, kun-
nen toch ascorbinezuur vormen uit een voorloper (koolhydraat), 
die in de reserves. van het zaad voorkpmt. 

We gaan thans na, welke uitwendige invloeden op de biosyn
these van ascorbinezuur voor ons onderzoek van belang zijn: 

1 Licht blijkt een belangrijke factor te zijn, ( S r i g a w a r a, 
R e i d — 1937). Het effect echter varieert met de golfleng-
te; zo heeft licht met een kortere golflengte minder effect, 

. zodat rood licht, dat de photosynthese sterk begunstigt; 
het meeste effect heeft op de vorming van ascorbinezuur. 

2 Het minerale medium blijkt van invloed te zijn. Zo doet 
oa. Mn, dat aan een synthetisch medium werd toegevoegd, 
de productie van ascorbinezuur tot 75 % toenemen. Dit 
vond men bijv. bij Avena, Triticum, Hordeum, Phaseolus 
Mingo enz., zodat Mn dus als een co-enzym in de synthese 
van Vitamine C kan worden opgevat. ( R u d r a — 1939). 
Ook andere zouten als Ca(N03)2 kunnen evenwel volgens 
v o n H a u s s e n (1936) het vitamine C-gehalte doen toene
men. 

j . » • , • . ' 

3 In hetdonker neemt het gehalte van vitamine G bij Bryo-
phylium calycinum bij 20°C gedurende 48 uur af, maar 
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by 7° en 37" C neemt het toe. In het licht treden weer an-
dere invloeden op. waardoor het moeilijk wordt om de in-
vloed van de temperatuur op de biosynthese van vitamine 

1 C zuiver na te gaan. 

De rol van ascorbinezuur is waarschijnlijk die van een voe-
dende stof en koolhydraatreserve en ook als subtraat by de 
oxydatie-reductie reacties. De oxydase, die het ascorbinezuur tot 
dehydroascorbinezuur oxydeert, is volgens S z e n t - G y o r g y i 
een Cu-proteine-complex. 

We gaan nu na, welke uitWendige invloeden op de oxydatie 
van ascorbinezur van invloed zijn;/ 

1 Licht blijkt een belangrijke factor te zyn, want volgens 
' G u i l l e m e n t kan ultra-violet licht de oxydatie van ascor

binezuur doen toenemen, wat in tegenstelling is met de in
vloed van rood licht op de synthese. Het is mogelijk, dat het 
effect van licht op de oxydatie van ascorbinezuur varieert 
met de golflengte en wel, dat de stralen met een grotere 
golflengte minder effect hebben. 

2 Volgens S z e n t - G y o r g y i , W i e r i n g a ( 1 8 7 ) e.a. kan 
de oxydatie van ascorbinezuur worden geactiveerd door toe-
voeging van geioniseerd Cu en ook van Fe hoewel in mindere 
mate. Het is de vraag of het kdper by toevoeging aan een 
plantextract naast het specifieke enzym optreedt of dat het 
koper alleen in gebonden vorm, nl. met het co-enzym, op
treedt, zoals dat met ijzer het geval is. Door het koken 
van het extract kan het Cu nl. van het co-enzym worden 
gesplitst en toch als katalysator optreden. 

Wat betreft het voorkomen van ascorbinezuur in thee vonden 
M i u r a , T s u j i m u r a , O k a b e , S u t t e k i c h i M a r u y a -
ma, M u r l i n , M a t t e l en P r a t t vrij grote hoeveelheden 
Vitamine C in de groene thee. Dit is aannemelijk, daar de groene 
thee niet is gefermenteerd, maar direct geroosterd wordt, zodat 
de hoge temperatuur van het roosteren het enzym inactiveert, 
waardoor het ascorbinezuur voor een deel wordt bewaard. / 

M i t c h e l l daarentegen kwam tot de conclusie, dat in groene 
thee geen vitamine C meer voorkomt. Deze tegenstelling heeft 
D e ij s (38) er toe gebracht om het vitamine C gehalte in vers 
blad te bepalen en verder na te gaan hoe het gehalte varieert 
gedurende de verschillende phasen van de bereiding van groene 
thee. Door ineens onder sterke verhitting t e . roosteren is het 
hem gelukt om het enzym of de enzymen, die aansprakelijk zijn 
voor de oxydatie van ascorbinezuur, min of meer inactief te 
maken, waardoor hij groene thee kan bereiden, die een tame-
lijk hoog gehalte aan ascorbinezuur bevat. We willen hierbij 
echter de opmerking plaatsen dat zowel D e ij s als de andere on-
derzoekers in de mening verkeren, dat de antiscorbutische wer-



king alleen door het ascorbinezuur wordt veroorzaakt. Volgens 
latere onderzoekingen echtef is het gebleken, dat het geoxydeerde 
product van ascorbinezuur (dehydroascorbinezuur) ook een 
antiscorbutische werking bezit, zodat men onderscheid dient te 
maken tussen het vitamine C-gehalte en het ascorbinezuurge-
halte. Z i l y a (190) ,veronderstelde dat het dehydroascorbinezuur 
in het organisme eerst gereduceerd wordt, voordat het antiscor-
butisch kan werken. 

D e ij s (38) bepaalde het ascorbinezuurgehalte op drie ver-
schillende manieren nl.: ' ' _ x 

1 door titratie met dichlorophenolindophenol volgens T i l l -
m a n s . 

2 door titratie met jodium in een zuur milieu volgens S t e 
v e n s . 

3 door gebruikmaking van ascorbinezuuroxydase, die geiso-
leerd werd uit Moringa Oleifera. ( S p r u y t & D o n a t h ) . 

De beide eerste methoden gaven resultaten welke gemiddeld 
10 % hoger zijn dan de waarden, welke verkregen zijn volgens 
de laatste methode. D e ij s gebruikte de methode van S t e v e n s , 
daar hij deze de eenvoudigste achtte. / 

In vers groen blad vond hij gemiddeld 4 mg ascorbinezuur 
per gram droge stof. Hij vond een hogere waarde, wanneer hij 
volgens S p r u y t en D o n a t h ' d e extracten eerst behandelde 
met H2S, waardoor het aanwezige dehydroascorbinezuur geredu
ceerd werd. 

D e ij s nam steeds 25 g vers blad en paste de jodiummethode 
als volgt toe: 25 g blad werd onder terugvloeiing gedurende 10 
minuten in een CO, atmosfeer met 100 mL water gekookt. Na 
koeling in C 0 2 werd het residu afgefiltreerd, 20 mL van he t fil-
traat werd met 0,01 N jodium-oplossing na toevoeging van 4 mL 
12 N zwavelzuur getitreerd. . , . > 

Hij vond langs deze weg voor 

Pecco — 4,1 mg per g droge stof 
ls te blad — 4,4; 4,4 
2de blad — 3,6; 4,7; 4,5 per g 
3deblad - 4,2; 4,5; 3,9 „ „ •> ^ 
5de blad — 3,1; 3,4 „ „ 
S t e ? \ e i , ~ 1 , 6 ; 1 ' 7 • - » ' » • ' 
oude bladen — 2,8; 2,1 

D e i j s vond dus geen volkomen regelmaat, hoewel het duide-
lyk is, dat het 5e blad, het steeltje en de oude bladen minder 
ascorbinezuur bevatten. ' 

Bij de bepalingen vond D e i j s geen invloed van de aanwezig-
tLfid van de looistoffen op de waarde van het gehalte aan ascor-
bmezuur in tegenstelling tot de mening van R o b e r t s en H a r -
r i s o n X I S S ) . Bij dergelijke titraties is het vanbe lang tewetenof 
in het thee-extract ook redox-systemen voorkomen, waarvan de 
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normaal redoxpotentiaal lager is dan die van de stof, waarm.ee 
men titreert. Zo moet men bij de titratie met 2—6 dichlorophe-
nol-indophenol weten of er in het extract ook cysteine voorkomt, 
daar deze stof door de redox-indicator onder dezelfde omstan-
digheden als ascorbinezuur eveneens wordt geoxydeerd, zodat 
we hogere waarden krijgen indien deze stof in het extract 
roorkomt. ' 

Enzymen (fermenten). 
De eersten, die het voorkomen van fermenten in de thee aan-

namen waren B a m b e r (7) e n N a n n i n g a (124). Zo isoleerde 
B a m b e r i n 1900 uit fermenterende thee een oxydase, welke ont-
dekking door A so (4) werd bevestigd. A so verklaarde verder, 
dat de kleur van de zwarte thee wordt veroorzaakt door de in-
werking van een oxydase op de theelooistoffen. Dit werd later 
aldus gepreciseerd, dat de looistoffen zouden worden geoxy
deerd door de moleculaire verbinding van peroxydase en water
stofperoxyde. In 1940 kwamen L a m b & S r e e r a n g a c h a r 
(91) hier echter weer tegenop, doordat het hun gelukt was de 
o-polyphenolen zonder waterstofperoxyde te oxyderen, zodat de 

-polyphenolase het katalyserende enzym moet zijn en niet de per
oxydase. Zij menen verder, dat de in het theeblad aanwezige per
oxydase geen belangrijke rol speelt bij de oxydatie van de 
tanninen. 

V66r 1940 werd op grond van de onderzoekingen van M a n n 
(105), De i j s (35), J o n e s (79) en R o b e r t s (131) peroxydase 
als een der belangrijkste enzymen beschouwd en er zijn over dit 
enzym dan ook uitgebreide proeven gedaan. 

Naast de peroxydase zijn de laatste jaren verscheidene an-
dere enzymen bestudeerd, waarbij D e ij s (41) vooral de werking 
van katalase en de aanwezigheid van tyrosinase heeft bestudeerd. 
We zullen nu enkele enzymen nader beschouwen, die in het thee
blad een rol spelen. De cytochroomoxydase zullen we ook aan 
een nadere beschouwing onderwerpen, hoewel de aanwezigheid 
hiervan later door S r e e r a n g a c h a r (165) afdoende werd 
bestreden. 

Peroxydase. 
Dit enzym is specifiek ingesteld op waterstofperoxyde, per-

sultaat, aethylperoxyde en perazijnzuur als positieve systemen, 
dus H-acceptoren en verder op phenolen, ascorbinezuur e.a. als 
negatieve systemen of H-donatoren. Verder reageert het enzym 
niet op moleculaire zuurstof. Wat de prosthetische groep be-
treft, werd deze reeds in 1931 door K u h n als haematine gekwali-
ficeerd, maar pas K e i l i n kon aantonen, dat het inderdaad een 
haematine-derivaat met driewaardig ijzer is. -. 

H202 vormt met peroxydase twee soorten van moleculaire 
verbindingen nl.: 

IS 
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1 —• in de verhouding 1 : 1 
7 2 — met H202 overschot. 

Daarbij. blijft de waardigheid van het ijzer onveranderlijk, 
dus Ferri. Deze enzym-substraatverbindingen splitsen snel in 
tegenwoordigheid van H-donatoren, zoals hydrochinon, pyrogal-
lolj ascorbinezuur enz. •• \ 

Peroxydase zou dan als volgt werken: 

1. Ferri enz. + H,0„ ''•-*• Ferri enz. H,0„ 
.. . . .( , 2 2 r 

2. Ferri enz. H202 + HO—C W Ferri enz. + O = C + 2 H20 

HO—C O = C 

Het verschil tussen peroxydase en katalase ligt in de eiwit-
groep, het zg. apoferment, daar ze beiden dezelfde prosthetische 
groep of co-ferment bezitten. x 

Katalase. 

Dit enzym, dat ook een haemine-derivaat is, is een noodza-
kelijk bestanddeel van aerobe cellen en komt zeer uitgebreid 
yoor in plantaardige en dierlijke cellen. Het ijzer in het enzym 
is ook in Ferri-vorm aanwezig en desondanks is het bestjand 
tegen reductiemiddelen als waterstof en hydrosulfiet. Deze be-
stendigheid is terug te voeren tot de binding met de specifieke 
eiwitgroep. Het enzym wordt echter bij hoge temperaturen en 
bij hoge concentrates van waterstofperoxyde vernietigd. 

Ook gedurende de reactie verandert de ferri van het enzym 
niet. Het peroxyde wordt dan door de katalase via kettingreac-
ties tot zuurstof en water gesplitst. We kunnen de fimctie van 
de katalase vergelijken met die van een regelaar, waardoor de 
eel beschermd zou worden tegen vergiftiging door het water
stofperoxyde. In de theeliteratuur vonden we, dat de activiteit 
van de katalase na het drogen vrijwel verdwenen is en dat het 
enzym volgens De i j s (41) moeilijk extraheerbaar is. 

Cytochroomoxydase. 

• ^ o !^ V t r ^ i n d e ^ e^ t e ra tuur het eerst door R o b e r t s (134) 
in 19401 het een en, ander overgeschreven. Het lijkt ons van 
belang <ht enzym aan een nader onderzoek te onderwerpen, om-
aat K o b e r t s van mening is, dat het systeem cytochroom-cyto-
enroomoxydase het ascorbinezuursysteem vervangt. Hoewel wy 
het nier met mee eens zyn, willen we toch nagaan wat er in het 
aigemeen over dit systeem bekend is. 

Het cytochoom is in 1886 door M a c M u n n in de spieren en 
weefsels van dieren gevonden en in 1925 door K e i l i n als een, 
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der voornaamste oxydo-reductie-enzymen vastgesteld. De drie 
soorten gereduceerde cytochromen a, b en c zou men reeds met 
een spectroscoop aan him typische spectra herkennen. 

Van de drie cytochroomen kon men tot nu toe slechts het 
in 1936 door T h e o r e l l nauwkeurig onderzochte cytochroom c 
isoleren. Dit komt doordat de andere cytochromen instabiel zijn. 

Het enzym is ook een haematine-protei'de en heeft de vojL-
gende chemische samenstelling C 49,18 : H 7,33 : N 14,4 : S 1,18 : 
Fe Q, 34 J O 27,5% en is in water oplosbaar. 

Een kenmerkehde eigenschap van het cytochroom is, dat het 
onbekwaam is om met moleculaire zuurstof te reageren. Het 
ijzer in dit enzym verandert echter\ bij reactie van Ferro in 
Ferri. Deze verandering kan ecnter niet zo maar plaats vinden, 
want daarvoor moet het Warburgse ademhalingsferment de cy-
tochroomoxydase of indophenolase aanwezig zijn, want alleen 
dit ferment kan met de moleculaire zuurstof reageren. 

S r e e r a n g a c h a r (1943) is echter van mening, dat cyto
chroom niet in thee voorkomt, hij kon nl. niet de typische spectra 
vinden. 

Ter' vergelijking met het voorgaande laten we hier een tabel 
over de chemische samenstelling zien, zoals deze in de V r a a ' g - 1 

b a a k staat: 

Chemische samenstelling van het theeblad. 

Tannine 
Caffeine 
Eiwitten -
Gomnien \ -
Dextrinen > 
Pectinen ) 
Zouten 
Cellulose, Vetteni 
Was, Chlorohpyl ] 
Totaal in water 
oplosbare stof 

vers 
, blad 

., 22»/0 

4°/o 
27°/0 

7°/0 

5,5% 

25% 

48-45°/0 

verflenst 
blad 

• • 2 2 » / 0 

4"/0 
. — 

gefermenteerd 
blad 

13°/o 
• ,4 V 

gedeeltelijke 
caramellisering' 

5,5% 1 ' 5 , 5% / ' 

droge 
thee 

12°/0 
4°/o 

coagulatie 

3°/o 

5,5%' 
waarschijnlijk geen verandering 

gedeeltelijke ontleding 

38-45°/0 

De anorganische bestanddclen. 

Er zijn heel wat thee-analyses bekend, maar deze, verschillen 
vaak sterk van elkaar. Naar S p r e c h e r v o n B e r n e g g 
(167) hebben we twee as-analyses overgenomen van twee verschil-
lende onderzoekers, die ongeveer het gemiddelde nioeten voor-
stellen of anders de grenzen, waarin de gehalten der verschil-
lende stoffen kunnen varieren: 
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Anorganische bestanddelen in theeblad. 

K20 
Na20 
CaO 
MgO 
Mn203 
A1203 
Fe2Os 
CuO 
P2O5 

H2S04 
CI 
Si02 

co2 

r vo lgens 
N a n n i n g a 

40 —50 
0,3 — 2 
8 —10 
7 —10 '• 
0,05— 3 
0,2 — 2 
0,05— 0,5 

sp. 
12 —20 
5 — 7 
0,5 — 1,5 
0,5 — 4 
5 — 1 0 

volgens 
Z o i l e r 

39,22 
0,65 
4,24 -
6,47 

j 

) 
4,38 

> 
14,55 
sp. 
0,81 
4,35 

24,30 

L e n i g e r (93) en ook de H a a n (70) hebben ver-
schillende as-analyses verricht, die vrijwel met het bovenstaan-
de overeenkomen. Het as-gehalte hangt in zekere mate van de 
samenstelling van de bodem af, hoewel het type ook zijn in-
vloed zal hebben op de samenstelling van de plant. Zo zijn er 
verschillende onderzoekingen verricht om een verband te zoeken 
tussen de samenstelling van de plant of van de bodem en de kwa-
liteit van het eindproduct. Over het algemeen waren de resul-
taten negatief, doordat men de proeven niet juist heeft uitgezet 
en doordat de kwaliteit door de prijs werd voorgesteld. Hoewel 
dit op het eerste gezicht voor de hand ligt, schuilt er toch een 
grote fout in, want in de prijs zijn vraag en aanbod van de markt 
opgenomen en ook de fouten van de bereiding. Men heeft o.a. 
geen aandacht geschonken aan de verschillen van de grohd, 
ty?-i ?100g t e ' c u l t u u r enz., zodat de cijfers eigenlijk weinig ver-
gelijkbaar zijn. Hoewel conclusies hierover voorbarig zouden 
zijn, daar de proeven over het algemeen genomen niet juist 
zijn opgezet, meende S p r e c h e r v o n ' B e r n e g g (1936) 
reeds, dat het zeer onwaarschijnlijk is, dat men een verband 
kan vmden tussen de kwaliteit en het gehalte aan een of ander 
mineraal, omdat de kwaliteit teveel door verschillende fac-
toren wordt beinvloed. Hij heeft ten dele gelijk, maar zolang er 
geen degehjke proeven hierover zijn verricht, mogen we deze 
mogehjkheden niet over het hoofd zien of verwerpen. 

&en der belangrijkste resultaten, die vorige. onderzoekers 
hebben verkregen is het verband tussen Mn (en Fe) en de kwa
liteit Deze werden later tegengesproken. We geloven echte^ 
dat deze sporen-elementen een belangrijke rol spelen in de 
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stofwisseling als co-enzymen. Dit geloof wordt versterkt door 
het werk van T h a t c h e r (177) over de sporen-elementen. 
Hij verdeelde deze in twee groepen, die een verschillende func-
tie hebben: 

1 oxydatie-reductie-regulatoren (Mn, Cu, Zn en Fe) 
2 onbekende functies (Bo). 
T h a t c h e r meende, dat Mn en Fe aan de ene kant en Cu 

en Zn aan de andere kant paren vormen. De eerste groep moet 
dan voor de opname of afgifte van zuurstof zorgen, terwijl de 
tweede groep voor het transport van de waterstof zorgt. Dat 
de sporen-elementen zo weinig in de plant voorkomen, zou dus 
samenhangen m e t d e omstandigheid, dat zij als katalysatoren 
fungeren. 

Volgens M c H a r g u e (117) — 1923, 1926 en B i s h o p (19) 
— 1928 — zijn Mn, Zn en Cu in het chlorophyl-apparaat ge-
concentreerd. Mn zou dan in nauw verband staan met de oxy-
datie-reductie reacties in de plant en volgens L u n d e g a r d h 
(103) is Mn belangrijk voor de ademhaling.' Volgens hem is 
er echter een groot verschil tussen de werking van Mn en Fe, 
dus tegengesteld met de mening van T h a t c h e r . 

Volgens H o p k i n s (72) reoxydeert Mn, het tot Ferro ge-
reduceerde ferrizout, waardoor de verhouding Mn : Fe van 
meer belang is dan net gehalte aan Mn. 

S h i v e (157) beweert, dat de verhouding van Mn : Fe bij 
soja tussen 1/3—1/5 moet zijn. 

Wat Cu betreft, moet er een verband bestaan tussen Cu en 
Zn. Zo vonden H o p k i n s & M o r g a n in 1936. dat er een 
verband bestaat tussen de oxydatie van ascorbinezuur en die 
van glutathion. Het is bekend, dat de oxydatie van ascorbine
zuur in planten meestal wordt gekatalyseerd door die, Cu-hou-
dende ascorbinezuuroxydase of spoortjes Cu, terwijl bij de 
oxydatie van glutathion Zn een rol speelt. 

Men weet nog te weinig van de invloed der sporen-elemen
ten op de fermentatie van thee en het lijkt ons niet onmogelijk, 
dat er een verband bestaat tussen de kwaliteit en het gehalte 
aan enige van deze sporen-elementen. 

B — D e v e r s c h i l l e n d e p h a s e n v a n de b e r e i d i n g . 

Deze kunnen we als volgt in het kort samenvatten: > 
De bladen worden geplukt, wat in de regel 's morgens ge-

beurt. De plukwijze kan varieren naar de vraag en aanbod en 
is dus afhankelijk van de markt. In Sumatra wordt de laatste 
tijd veel gescheiden pluk toegepast, waarbij het derde blad apart 
geplukt en bereid wordt. Na de .pluk worden de poetjoeks 
(theeloten) in doeken of beter in manden naar de fabriek ge-
transporteerd, waar de bladen verflenst (vochtonttrekking), 
gerold, gefermenteerd, gedroogd en gesorteerd worden. 
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v Hierna volgt dan een bewaring in grote triplexkisten, welke 
bekleed zijn met lood, alluminium e.a. soorten metaalpapier. 
Daarna, indien er voldoende zwarte thee is gemaakt, wordt de 
thee in specials theekisten verpakt en verzonden. 

Op Java worden de bladen nog vaak in doeken getranspor-
teerd, wat beslist minder goed is voor de kwaliteit. De bladen 
worden dan meestal in doeken geperst om zoveel mogelijk 
te kunnen transporteren, waardoor ze gekneusd worden en de 
fermehtatie onder zeer nadelige omstandigheden kan optreden, 
Andere bladen, die niet gekneusd worden, verflenzen reeds, 
zodat men op deze wijze een heterogene massa krijgt, die een 
onregelmatige fermentatie zal teweeg brengen, waardoor de 
kwaliteit van het eindproduct wordt benadeeld. ' ' 

Verflenzing. ; 

Het doel van deze phase van de bereiding is volgens de te-
genwoordige mening tweeledig nl.: 
1 — om het blad in een geschikte conditie te brengen, waar

door het goed rolbaar is. Het watergehalte moet dan dalen 
van ongeveer 75 % tot ongeveer 55%., 

2 — om een grondslag te leggen voor een goede! fermentatie. 
Dit is niet erg duidelijk. Hoewel we niet twijfelen aan d€ 
invloed van de verflenzing op de fermentatie wordt de 
.fermentatie echter ook door andere factoren bemvloed 
zoals type van de struik, de airconditioning van de ftermen-
teerruimte, temperatuur, spreiddikte der bladmassa enz 

Tijdens het verflenzen neemt het gehalte der looistoffen niel 
of slechts weinig af: 

Y volgens de Vraagbaak (127) volgens andere gegevens 
vers blad — 22% 26,2 % 
verflenst blad — 22 % ' 25,6 % 

Er wordt dus slechts een heel kleiri gedeelte geoxydeerd 
waardoor we mogen aannemen, dat tijdens de verflenzing die 
fermentatie nog niet plaats. vindt. 

S h a w & J o n e s veronderstellen, dat er tijdens de verflen
zing nog andere processen dan vochtonttrekking plaats vinden 
1 — de actieve bestanddelen van het blad komen voor een dee 

met elkaar in aanraking, wat we betwijfelen, immers tij
dens het verflenzen wordt het blad niet gekneusd. \ Z\ 
laten ons vervolgens volkomen in het duister, welke dez« 
„actieve bestanddelen" zijn. '. ; v ' 

, 2 — theotannine , en caffeine vormen' samen caffei'ne-theotan-
naat, welke verbinding het zg.. „pungent principle" vaii d£ 
thee is. 

-.3 — gedeeltelijke hydrolyse van pectinen (geur). 
Deze bewering is moeilijk na te gaan, omdat men tct nv 
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toe nog niet weet, waaraan de vorming van de geur is toe 
te schrijven, hoewel er natuurlijk verschillende meningen 
hierover zijn geuit. 

We geloven echter niet, dat tijdens de verflenzing de 
bekende theegeur wordt gevormd. Volgens niet gepubli-
ceerde onderzoekingen van D e i j s wordt de geur pas ge
vormd, wanneer de bladen gekneusd worden. 

4 — pectinezuren geven via een metaalion met tannine verbin-
dingen, die in heet water oplossen, echter minder goed in 
koud water. (Het zg. „creaming down"). Deze bewering is 
niet alleen wat vaag, maar ook voorbarig, omdat men hier
over nog steeds in het duister tast. 

5 — een synthetische peroxydase wordt gevormd .(theotannine 
met Mn). Hoewel na de verflenzing de peroxydase-activi-
teit (gemeten als purpurogalline-getal) groter is en dit door 
sommige onderzoekers zo wordt verklaard, dat er nieuw pe
roxydase wordt gesynthetiseerd, wil dit echter nog niet zeg-
gen dat een verbinding van theotannine en Mn als zodanig 
optreedt. 

We willen hierbij de onderzoekingen van B e r n a r d e n 
W e l t e r (13) memoreren, die gevonden hebben, dat an-

- dere stoffen als zand, zetmeel enz., ook als peroxydase kun-
nen werken. Het is mogelijk, dat de oplossing van dit pro-
bleem hier ligt. ' . ' • • • -

Deze stijging van de peroxydase-activiteit gaat in thee 
samen met een daling van het gehalte aan ascorbinezuur. 

In de l i teratuur is een analoog geval bekend. Zo vonden R u 
b i n & S t r a t s c h i t z k j bij kiemende koolzaad dat wanneer 
vitamine C wordt gevormd, dit gepaard gaat met verhoging van 
de activiteit van katalase en peroxydase. Omgekeerd vonden zij, 
dat een daling van het vitamine C-gehalte gepaard gaati met 
een daling van de activiteit van katalase, terwijl de activiteit 
van - de peroxydase hoger wordt. Ook zij dachten aan nieuw ge-
synthetiseerde peroxydase. Deze correlatie gaat bij de thee ech
ter niet op, indien de bladen gefermenteerd, dus beschadigd, wor
den. Er is dus een groot verschil tussen de physiologie van onge-
kneusde en gekneusde bladen. 

Volgens de onderzoekingen van D e ij s (35) neemt de activi
teit van de peroxydase tijdens de verflenzing toe. Dit werd ook 
door andere onderzoekers als R o b e r t s (131), M a n s k a j a 
(109) en L a m b gevonden. -

Stel de peroxydase-activiteit in vers blad op 100, dan is de 
activiteit in verflenst blad 116,5. Werd het verse blad echter in 
een omgeving bewaard, waarvan de relatieve vochtigheid 100 % 
is, dan steeg de activiteit zelfs tot 131,5. Dus voor de toename der 
activiteit is vochtverlies niet noodzakelijk. Bij lagere temperatu-
ren is de toename minder dan bij hogere temperaturen. Daar 
de activiteit tijdens een zware verflenzing afneemt, concludeerde 

19 



Dei j s , dat de activiteit tijdens de verflenzing door een maxi
mum gaat. R o b e r t s vermoedt, dat dit maximum optreedt bij 

. een vochtgehalte van 72 %. Dit lijkt ons nogal tegenstrijdig, bu
rners volgens de onderzoekingen van D e ij s is het vochtgehalte 
niet essentieel voor de toename van,de activiteit van peroxy-
d a s e . , - , . . ' 

De verflenzing kan vplgens de V r a a g b a a k door verschil-
lende factoren worden beinvloed zoals temperafiuur, reJatieve 
vochtigheid, hoeveelheid lucht per tijdseenheid, flensduur en 
flensgraad. De laatste factor betekent het watergehalte van ver-
flenste bladen, zodat deze factor eigenlijk niet direct de verflen
zing beinvloedt, maar eerder een gevolg daarvan is. , -

Het rollen — Door het rollen worden de bladen gekneusd en 
opgerold. 

Volgens de hteratuur komen door het kneuzen aetherische 
olien vrij, die de oorzaak zijn van de bekende theegeur. Welke 
stoffen hierbij een rol spelen weet men niet. De Russische onder-
zoekers beweerden, dat de geur veroorzaakt wordt door de split-
sing der eiwitten. Hoe dit dan moet geschieden werd echter niet 
aangegeven. Het is mogelijk, dat door de kneuzing der cellen 
de exo-enzymen de eiwitten hydrolitisch splitsen, waardoor de 
geur ontstaat. Het is De i j s (particuliere mededeling) gelukt te 
bewijzen, dat de geur ontstaat door de fermentatie, dus direct 
na het kneuzen der bladen en dat het geur-optimum voor het 
emde der fermentatie ligt. Door het rollen zal het sap veel meer 
aan de lucht worden blootgesteld, zodat andere omstandigheden 
worden mgesteld, met het-gevolg, dat nu eerder sprake is van 
„fermentatie" dan van ademhaling. . • > 
_ Bij het rollen mag door de mechanische wrijving de tempera-
tuur zo nun mogelijk stijgen en men tracht dit tegen te gaan door 
de eerste rollmgen zonder druk te laten geschieden. -Nog beter 
is om de rolrumite net als de fermenteerruimte af te koelen met 
benulp van een anvconditioning. 

H^ P « e r a 1 ? 1 1 , I S V e r l l 0 ^ n g , b ° V e n ^ - z e k e r e grens^hee'ft nl. na-
genfy) ^ V °° r d e k w a l i t e i t - (VerUes van volheid en pun-

^ L ^ w g e
+

r ( 9 7 ) d e e d e n i g e Proeven.met air-conditioning in 
e l ^ T r ? ^ a r aanleiding hiervan stelde hij voor een 
I e T e l S ^ P P ^ jol-fermenteerruimte te bouwen waardoor 
nen z t S V O c h ^ h e i d en de temperatuur overal dezelfde kun-
S de ro'uS S ? t \ P r 0 e V e n g e d a a n o m e e n air-conditioning 

V n l l U e r Z ? t e b 0 U w e n ' m a a r dit ^ te kostbaar, , 
m a ^ S s W h ^ Z t ^ J 0 l i C h e m / S W o r d t tijdens het rollen de 
hTSn « £ i £ S k ° e l J . d ° o r d e gevormde „ballen'> te breken 
S l eS I S ^ a e y d < ? ° r w o r d e n ^ gerolde bladen niet 
boek ( f i n f ^ n i , w ^ m* g e r i n g e ; m a t e gesorteerd in boe-*oek (fijn))Panengah (midden) en badag (grof), doordat de bo-
2 0 ' .-. .' ' • ' • ' ' . - • . -.,•' -V 



dem van de heen en weer gaande balbreker van zeven is voor-
zien. De laatste tijd is aan dit natsorteren meer aandacht besteed, 
vooral om het zg. droogsorteren, dat na het drogen geschiedt, 
zoveel rnogelijk te verkorten en te vereenvoudigen, omdat ge-
bleken is, dat langdurig droogsorteren de thee grijs doet worden. 
Er werden betere, horizontaal draaiende zeven'. in gebruik ge-
nomen met meer sortatie-mogelijkheden. Hierdoor worden de 
apart gefermenteerde' sortaties gemakkelijker gecontroleerd en 
het droogsorteren is daardoor veel eenvoudiger en korter. 

Een der belangrijkste factoren bij het rollen is, dat de tempe-
ratuur en de relatieve vochtigheid goed moeten zijn, want het is 
bekend, dat de fermentatie reeds begint bij het rollen, zodat het 
aan te raden is om in de rolruimte een gelijke temperatuur en 
relatieve vochtigheid te hebben als in de fermenteerruimte. 

Het fermenteren. 

Deze bereidingsfase is eigenlijk een voortzetting ;van de fer
mentatie, die reeds tijdens het rollen is begonnen, met dit ver-
schil echter, dat we nu de atmosferische omstandigheden beter 
in de hand hebben. Debladmassa wordt in de praktijk na het 
rollen en balbreken naar de fermenteerruimte getransporteerd, 
waar ze of op rekken of op de tegelvloer wordt uitgespreid. Het 
grovere deel wordt meestal dikker gespreid dan het fijne, daar 
de aeratie in een massa van grove deeltjes beter is. ' 
, Over het algemeen is er geen eenheid te bespeuren in de fer-
menteertijd, fermenteertemperatuur, spreidikte en relatieve voch
tigheid. 

De spreidikte varieert voor het fijnere deel van 3—8 cm, voor 
het „midden stuk" 4r^S en voor het grovere deel 4—10 cm. 

M a n n prefereerde een spreidikte van 1—1.5 inch, dus dunne 
lagen. Ook D e u s s was geen voorstander van een dikke sprei-
ding, maar het omwerken der bladmassa achtte hij uit de boze. 
Wij zijn van mening, dat een matig omwerken der massa geen 
kwaad kan, daar uit onze experimenten is gebleken, dat een 
actieye fermentatie een goede invloed heeft op de kwahteit. 

Een voorstander van het omwerken van de ma'ssa is o.a. B a l d 
(5), die nl. bevreesd is, dat de temperatuur in de massa gedurende 
de fermentatie te hoog zal oplopen, wat een onjuiste voorstelling 
is, omdat de enzymatische reacties gedurende dat korte tijds-
bestek van pl.m. 4 uur onmogelijk de temperatuur zo hoog kun-
rien doen stijgen, dat de kwaliteit er veel door benadeeld wordit.-

Wat de fermenteertijd betreft, verdient het de voorkeur om 
zoveel rnogelijk op tijd te fermenteren, opdat het beter in het 
fahricageschema past. Hierdoor kunnen de drogers goed belast 
lopen, wat economischt is. De fermenteertijd moet natuurlijk van 
te voren door experimenteel onderzoek worden vastgesteld. Uit 
de fermentatie-enquete kunnen we opmaken, dat de fermenteer
tijd in de praktijk zeer kan varieren. Over het algemeen maakt 
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