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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 er weinig sprake
is van de invlced van de ouderdom op het ascorbmezuur-

gehalte,

Sreerangachar‘

actwermgsstoffen ip.v. remstoffen.

Het kwadraat van de middelbare fout:
' (L XY g
- Q™ ((g) (guu)
Voor deze P 4+ 2 is M = 0,73 =+ 0,104
' : SV Qo= 0,016 % 0,121

M = 0,407 = 0,533 .-
Q = 0,035 + 0,614 '

dalmg van de M (1pv stugmg) en stx_]gmg van de @
{ip.v. dalmg)

M = 0,029 + 0,01 o
Q = 2,433 = 0,013 : ) i
Daarom menen we, dat M voldoende is, om de potentiéle -
kwaliteit te bepalen, wat voor de praklijk van veel nut.
kan zijn. De middelbare fout van M is velgens het voor-
beeld wel wat groot om betrouwbaar te zijn, maar door
het aantal waarnemingen te wvergroten kan de betrouw—
baarheid van M mede worden vergx'oot S
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. Tendeloo, hooggeachte promotor, voor de leiding, d.1e U bij mijn .
onderzoekingen steeds heeft willen geven en voor de moette, die

. U zich getroost heeft om voor mij financigle bijstand te verkrij- -
geh, beén ik U tevens ten zeerste dankbaar, Dat Gij nimmer twijfel -
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een grote steun geWeest om vol te houden tot een resultaat was
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mij ten hoogste dankbaar. Ik wil hierbij de hoop uitspreken, dat-

. U spoedig in d gelegenheid zal. wonden gesteld om Uw onder-.

- zoekingen . betreffende de theefennentat1e opmeuw ter. hand te
nemen.

.\ Zeer Geleerde Swart Voorspuu, 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.’

. Waarde van Wijk, ik wil U hierbij- van harte da.nken 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—
maatschapplj, die - voor mJJn onderzoek ‘- warme belangstellmg
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INLEIDING

De moderne theefabricage, zoals die o.a. op Java wordt toe-

gepast en welke in wezen vrijwel geheel afwijkt vin de Chinese
hereidingsmethode, is vrij sterk gemechaniseerd. Het feit, dat
men te veel aandacht heeft besteed aan de mechanisering van
de bereiding en te weihig aan chemische. onderzoekingen, heeft
er toe geleid, dat over verschillende problemen, welke betrek-
‘king hebben op de bere1dmg, uiteenlopende meningen worden
gehuldigd. :
" . In.de laatste decenma echter zijn door talrijke chemische
onderzoekmgen en enquétes verschillende van die problemen
opgehelderd, maar niettemin zijn er nog tal van vraagstukken,
die een nader onderzoek verdienen. _

In het begin dezer eeuw hechite 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 kwaliteif
- 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 prijs
onjuist was. Men hield nl, geen rekening met de invioed van
de grond, de bereiding, klimaat en type en tenslotte is in de-
prijs ook vraag en aanbod, dus de invleed van de markt, op-
genomen. QOok ‘het zoeken naar een verband tussen de kwaliteit
enerzijds en enkele organische bestanddelen, 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 jarem 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 hbestudering van de fer-
mentatie ons dichter tot de oplossing van tal van problemen zat
. brengen. |
. Kozai 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.



" Dejjs, Roberts, Lamb ea. hebben enige belangrijke bij-
dragen geleverd tot analyse van deze invloed. Desondanks(we:n.den
over de invlioed 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
7ijn 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 (di. het nog op-

gerolde blad) van betere potentisle 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

" potentitle kwaliteit’ en’ de aard der bladen. We kunnen echter

niet véortgaanmet steeds fijn te plukken, want ten eerste gaat-
dit ten koste van de hoeveelheid en ten tweede gaat de struik
door de korfere 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, waardan het verschil in- kwaliteit te

wijten is, 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. e o

Dit kunnen we verkrijgen, indien we steeds elk blad apart on-
derzoeken., Daar de bladen verschillend van gewicht zijn, moe-
ten: we df steeds cen bladplaatje nemen van 20 mg. (di. het
kleinste bladgewicht, dat we zijn tegengekomen), dat in 10 ml-
water wordt gesuspendeerd, of steeds dezelfde concentratie ne-’
men, ‘ o S o S s
~ 'Wat de methodiek betreft, hebben we de electrometrische
methode toegepast, niet zozeer omdat deze bijv. beslist beter

- zou zijn dan de manometrische methode met de Warburg apa-

raat, .doch doordat zij veel prettiger is i het gebruik en ook

-~ -doordat de waarden smel kunnen worden afgelezen. De colori-

metrische methode met de Hellige tintometer, welke door D.eijs
werd gebruikt, zegt ons te weinig van de -reacties, want ze

~geeft alleen de kleurvorming aan, terwijl de manometrische

method_e, die door Robertsbij het onderzoek van de theefer-
mentatie werd toegepast, niet specifiek genoeg is, daar zuurstof be-
-palve bij de oxydatie der tanninen o.a. ook bij die van- vetten
in koolhydraten wordt opgenomen. . . . o ST

y:
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De electrometrische methode is gebaseerd op ‘het overdragen
der electronen bij de oxydatie-reductie reacties. Sommige onder-"-
zoekers hechten echter weinig waarde aan .cen biologische toe-
passing ervan, doordat bij de kleine potentiaalverschillen in een .
organisch-milieu allerlei factoren, die anders weinig te betekenen -
hebben, "zoals de vorm en grootte der electrode enz een grote
‘invlogd: kunnen uitoefenen op het gemeten potentiaalverschil
We dienen dus na te gaan, hoe we dergeh_]ke invioeden kunnen
‘tegengaan ‘

Terwijl men in de praktuk de- gerolde bladen fermenteert door '
ze in een vochtige en koele ruimte aan de lucht bloot te stellen, -
kan. de _electrometrische methode slechis worden toegepast,
wanneer we water aan-de bladmassa toevoegen., Door lucht door |
de suspensie té leiden kan de fermentatie regelmatig plaats
vinden. Men moet echter niet vergeten, 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 invlced
‘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 onderzochte 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-ascorbinezuuroxydase, cytochmom-_
“cytochroomoxydase en polyphenol-polyphenolase. .. -

Het lijkt ons van belang te proberen hierop een antwoord te
geven door met gebruikmaking van de methode van Wachol-
der na te gaan, welke 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 cob-
jectief' criterium voor de fermentatie kummen wvaststellen, 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 sub]ectlef Grote en tamelijk
grote verschillen zouden op deze wijze kunnen worden opge-
‘spoord maar voor de kwahtaueve selecue moeten kleme ve'r-‘ ‘

[
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schxllen ook worden gevonden en daarvoor is de bovenomschre—
ven methode onvoldoende,

Het is ons inziens niet juist, dat de kwahtatleve selectie ge-
baseerd moet zijn op het cordeel 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 potentigle 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 potentile kwaliteit, dan zal het
vastleggen van de fermentatie door een mskundlge grootheid
van groot nut 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. van der S tok zo welwﬂlend
werd afgestaan.

" Deze opmerking is als een beperking bedoeld op de eventueel
door ons gevonden resultaien. 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. Ock klimatologische verschillen zijn z6
groot, dat deze uiteraard hun invloed moeten hebben op de

bereiding en de kwaliteit (zowel de potentxele als die door de
bereiding verkregen) _ 7 NPT



| HOOFDSTUK I
- LITERATUUROVERZICHT VAN DE CHEMIE VAN DE THEE.

A'— De chemische samenstelling.

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. tanninen, ascorbinezuur, caf-
“feine, koolhydraten enzymen en Waarschun]uk ook de eiwitten.

. Theetanninen.

"~ De literatuur over het theetannine bevatte aanvankeh]k veel
tegenstrgdlgheden Later is- gebleken, dat deze materie veel ge-
compliceerder is dan men eerst heeft gedacht en dat het thee-.
tannine uit meer dan één stof bestaat. De theefanninen zijn
kleurloos en het gehalte in vers blad kan variéren van 20--30 % .

. van het droge materiaal. Zo bevatten Pecco en het eerste blad
relatief meer tanninen dan .oudere kladen. Het . gehalte kan'
echter behalve naar de ouderdom ook maar het type seizoen e.d.
varigren.

Deze tanninen spelen een. belangrijke rol tijdens de fermenta-
tie en door condensatic van de geoxydearde tanninen kan:de
_roodbrume kleur ontstaan.

- Gaan we de geschiedenis der onderzoeklngen over deze tanni-
nen na, dan blijkt het dat reeds in 1914 Nanninga (124) een

knstéllgn product heeft verkregen uit theebladen met de vol-
gende empirische formule — C,H,,O, —. In 1923 kon Deuss

(32) een amorphe tannine isoleren met de formule —C, H, 0, —

. Verder hebben Shaw (155) en Shaw & Jones cen tan-
nine-preparaat beschreven, dat zij uit het blad hebben verkregen

"en dat hetzelfde scheen te zijn als dat van Deuss, want zij

kregen bij reactie met zuur geen galluszuur. We willen hierbij

" opmerken,; dat het D eijs gelukt is om door middel van een tan-

" nase galluszuur af te splitsen. Mejuffrouw Tsujimura {Deijs-
42) heeft enige belangrijke resultaten verkregen. Zij kreeg nl. een

~ kristallijn product met een zelfde formule als die van Nannin-

. g a en isoleerde verder l-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
amérph product verkrijgen, maar zij slaagde er toch in dit pro-

‘duct in een kristallijne staat te isoleren. Zij ontdekte ock, dat in °
goede kwaliteit thee een 5-hydroxy~catechme 3) voorkomt en
niet in slechte thee.



Een andere Japansche onderzoeker — O'shima — heeft dit
- Iaatste product (3) ook kunnen verkrijgén en daarnaast de cate-
chine (1) van Tsujimura. Verder vond hij een andere amor-
phe tannine, waarvan hij de formule (4) ook gegeven heeft. Hij
kon echter geen catechine gallaat (2). vinden. °

Ben der belangrgkste ontdekkingen over *de theetamunen is
wel die van Shaw in 1938. Hij heeft n.]. 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 Roberts &
Harrison — 1939 — moet in groen blad een mengsel aanwezig.
zijn van l-epicatechine en gallocatechine waarschijnlijk met hun
" eenvoudige condensatie-producten en de galloyl-ester van l-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 hetzelide jaar deed Deijs {(42) nadere nondemoekmgien

over de theetanninen in Java-theeén, Hij ging uit van de door

" Tsujimura en ook door Oshima geisoleerde kristallijne
© tanninen en amorphe tannine van de volgende formules: - ‘

- OH o\.$_< »>-OH
- /C\-—H ) k'- '
. Cl OH
OH Ha g -
. ] - Thee-cutheehme -
R
) 0
: \e@
. |
CNAA n
OH Fy ©

3= Gallo + cathechi | ‘
9“ ° c"”‘“h*"e 4 - amrph. tannine (osh.m.,)
‘Dejjs. vond deze drie knstallune producten in de Java-theeén.

Het gehalte 'aan amorphe tannine is wveel
groter dan dat aan
- kristallijne tanninen. Dit werd zowel door Tsu11mura a]s
door Oshima gevonden..

Een eugensehap der amorphe tamnnen 15, dat ze, g.oef1 oplosbaar

v . . T ’ [



. .zijn in aleohol, ethylacetaat en aceton en onoplosbaar in chloro-
. form. Voor de bepaling der theetanninen vond.Deijs (42) de for-
maline-zout-methode de zuiverste en eenvoudigste. Deze methode
~werd ook door van Hulssen bij de bepaling van het tannine-
gehalte van gambir gebruikt. Er zijn nog andere bepalingsmietho-
den, welke door Barua & Roberts (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 de Tocklai-Lowenthal methode, waarbij
gebruik gemaakt wordt van KMnOi en md1go-

- karmijn.
2 de ]oudkah-methode van Shaw.
[ 3 de KMnO,-methode vah Stamm. .

In grote trekken berusten deze methoden hierop, dat. de tan-
ninen eerst worden geoxydeerd, waarna de overmaat van het
 oxydatiemiddel wordt teruggetitreerd. De cerste twee methoden
gaven verschillen, doordat de tanninen slechts tot o-chinonen .
worden geoxydeerd en het eindpunt der oxydaties verschillend
is. Daarom is de derde methode beter, waarbij de tanninen vol-
ledig tot CO, wonrden 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 KMnO, en NaOH en gedurende 10 minuten bij kamer-
. temperatuur  weggezet.. Vervolgens wordt dit mengsel aange-
5 vuld tot 250 mL en dan worden oxaalzuur, H,SO, en Mn30;
toegevoegd. Na schudden verandert de kleur en na verluttmg
‘bij 50°C wordt de rest van het oxaalzuur teruggetitreerd met
0,02 M. KMnO,. Dit is de titer voor de totale tanninehoudende
!oplossmg Na aftrekkmg van de titer van de’ tanmneloze oplos— '
smg wordt dan de tannme titer verkregen Co e S

Caffelne — 137 - tnmethylxanﬂune s o

- Het gehalte aan- caffeine blijft tijdens de theebereldmg VT.IJWBI'
constant en bedraagt gemiddeld ongeveer 3 %. Het kan n.l. va-
riéren 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 .
Weevers (184) wordft 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, dw.z. -

"in 'afgeplukte, door chloroformdamp gedode bladen, de. afbraak

. van. caffeine kan plaats vinden, mits slechts in de omgeving
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zuurstof aaﬁwezig .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.

Zeimeel

Thee en oa. ook de aardappel vormen zetmeel in hetf blad. -
Theeblad heeft ook andere overeenkomsten met aardappelblad,
" doordat beiden wveel peroxydase bevatten en daarnaast ascorbi-
nezuur. Daarom wordt thee door Deijs ea. 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 Heubel
(69), dat jonge theebladen op Java ’s morgens véér zonsopgang:
‘nog vrij veel zetmeel bevatien, waaruit blijkt, dat ’s nachts wei-.
nig zetmeel wordt verbruikt. i : : S
Behalve een verschil in zetmeelgehalte bij oud en jong blad
‘vond Heubel ook nog een verschil in zetmeelgehalte in de top’
en de voet van het blad. In de top is nl. meer zetmeel aanwezig.
T ollenaar (178) toonde aan; dat het zetmeel gedurende de
- verflenzing verdwijnt en volgens Harler (68) kan cen 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 verliezen 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-
healt dan oudere bladen m.a.w. Pecco zot per tijdseenheid meer
stoffen omi. B : .
Dejjs (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. Evans (50) vond, dat de ademhaling van gekneusd
vers blad anders is, dan van gekneusd verflenst blad. Terwijl -
de adémhaling 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 CO, ge- -
vormd en meer O, opgenomen. Volgens Evans. is deze daling -
het filr_e:cte 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, hoewkl moet wonden toegegeven, dat er verschillen
bestaan. o ' : :
Neuville 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
onmogelijk is, daar . zetmeel - ongebouwd s uit . alpha-glucose,.
8 :
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waarrnee echter niet- bewezen is, dat sacharose met aanwemg
kan z1_]n. : ) ‘
Eiwitten en gom-achtlge bestanddelen.

Harler (60) is van mening, dat de ontleding van eiwitten en
gomachtige bestanddelen waarschJJnlljk van geen belang is voor
de theebere-ldmg Deijs is echter van memng, dat dit nog niet
zeker is, omdat men daarvan nog te weinig weet. De Russische
‘ onderzoekers beweerden, dat eiwitten noodzakelijfk zijn voor de
geurvorming, maar dit werd met bewezen.

Organische Zuren;

Van de organische zuren is'tot nu toe het meest belangnjk
‘ het 1-Ascorbinezuur (C,H,O,).

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 Szent-Gy-
orgyi, Tillmans & Xing verricht. (Zie Schopfer
159). . ' ' : :

" De structuur van dit zuur werd echter door Micheel &
Kraft, Haworth & Hirst, Karre? ec. en Re1ch—
stein gevonden en Wordt als volgt aangegeven:

0
o -l
AN . ¢
o

C—H
| 0. .
‘ C—o0H | .

L
H—C -

|
HO — C — OH

L
C H,0H

Het reducerend vermogen van dit zuur is te danken aan de
d1enol~groep . .
: o C— OH

I

- C— OH
een structuur, die zelden in de natuur voorkomt.- Het . reduce-
rend vermogen wordt dan ook slechts overtroffen door gluiathi-

Co e
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on (SH-groep). Het ascorbinezuur komt zeér veel in planten
voor, zowel in fruit als in het Blad, Er zijn tal van homologen
bekend, maar geen één, die de reducerende capaciteit van het.
Vitamine C zelf bezit. .- = Co g
Volgens Giroud (53) komt dit zuur hoofdzakelijk in de groe-
ne delen van de plant voor en wel in de chloroplasten, Dit werd
echter door R eid tegengesproken, die van mening is, dat de
vorming van Vitamine C onafhankelijk is van het chlorophyl,
want de grootste concentiraties vindt men in de groeiende delen
van de plant bijv. in blad- en bloemknoppen, 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 wveel groener zijn. Daar het ascorbinezuur veel op
suikers lijkt, ligt het voor de hand, dat de synthese via de sui-
kers moet geschieden. Volgens proeven van Ray (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, wetke door Guha & Ghosh
7(1934—1935) werd geéxtraheerd. In het Iaboratorium geschiedt
de synthese ook met suikers als beginmateriaal en wel wvooral
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 wvan - het 'chlorophyl
volgens Reid 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 voorkomt.
' We gaan thans na, welke uitwendige invloeden op de biosyn-
these van ascorbinezuur voor ons onderzoek van belang zijn:

1. Licl?t blijkt een belangrijke factor te zijn. (Srigawara,
. Reid ~ 1937). Het effect echter varigert 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.

Het minerale medium blijkt van invlced te zijn. Zo doet
- 0a. Mn, dat aan een synthetisch medium werd toegevoegd,
de productie van ascorbinezuur tot 75 % toenemen. Dit
vond men bijv. bij Avena, Triticum, Hordeum, Phaseolus
_ Mmgo_enz._, zodat Mn dus als een co-enzym in de synthese
van Vitamine C kan worden opgevat.. (Rudra — 1939).
Ook andere zouten als Ca(NO,), kunnen, evenwel. volgens

:n : ; Ha usse n' (1936) het vitamine C-gehalte doen toene-

In hgt,”“dbnke“r -_neemf het gehalte van vitamine C bij Biiyé-
. phyl;um”.calyunum-- bij 20°C gedurende 48 uur af, maar
10 SRR |



bij T 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
* C zuiver na te gaan. o ' '

" ‘De rol van ascorbinezuur is waarschijnlijk die van een voe-
dende stof en koolhydraatreserve en ook als subtraat bij. de =
oxydatie-reductie reacties. De oxydase, die het ascorbinezuur tot
' dehydroascorbinezuur oxydeert, is volgens Szent-Gyorgyi
een Cu-proteine-complex. . . . . o o
We gaan nu na, welke uitwendige invloeden op de oxydatie
van ascorbinezur van invloed zijm: . . ‘ - ‘

1 Licht blijkt een belangrijke factor te zijn, want volgens

" Guillement kan ultra-violet licht de oxydatie van ascor- :
" bimezuur 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 siralen met een grotere

-/ golflengte minder effect hebben. C Cee

2 ‘Volgens Szent-Gyorgyi, Wieringa (187) ea. 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 koper bij toevoeging aan een

" plantexiract naast het specificke 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

Miura, Tsujimura Okabe, Suttekichi Maruya-
~ma, Murlin, Mattel .-en Pratt vrij grote hoeveellieden

Vitamine C in de groene thee. Dit is aannemelijk, daar de groene
" thee niet is gefermenteerd, maar direct geroosterd wordtf, zodat
. de hoge temperatuur van. het roosteren het enzym inactiveert,

waardoor het ascorbinezuur voor een deel wordt bewaard.
- Mitchell daarentegen kwam tot de conclusie, dat in groene °

thee geen.vitamine C meer voorkomt. Deze tegenstelling heeft
~Deijs (38) er toe gebracht om het vitamine C gehalte in vers.
. blad te bepalen en verder na te gaan hoe het gehalte variéert
~ . gedurende de verschillende phasen van de bereiding van groene. -

thee, Door ineens onder sterke verhitting ‘te.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 Deijs als de andere on-
“. derzoekers in de mening -verkeren, dat de antiscorbutische wer-
R : . R L11
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" king alleen -door het ascorbinezuur wordt veroorzaaki. Volgens
latere onderzoekingen echter 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. Zilva (190) ,veronderstelde dai het dehydroascorbinezuur
in het organisme eerst gereduceerd wordt, voordat het antiscor-
butisch kan werken. - .

Deijs (38) bepaalde het ascorbinezuurgehalte op drie ver-
schillende manieren nl.: . ' - i \

1 door titratie met dichlorophenolindophenol volgens Till-

mans. . ' o :
* 2 door fitratie met jodium in een zuur milieu volgens Ste ~
vens. : : : :

3 door gebruikmaking van ascorbinezuuroxydase, die geiso-

leerd werd uit Moringa Oleifera. (Spruyt & Donath).

De beide ecerste methoden gaven resuliaten welke gemiddeld
10 % hoger zijn dan de waarden, welke verkregen zijn volgens
de laatste methode. D eij s gebruikte de methode van Stevens,
daar hij deze de eenvoudigste achite. - ' ‘ ‘

In vers groen blad vond hij gemiddeld 4 mg ascorbinezuur
.per gram.droge stof. Hij vond een hogere waarde, wanneer hij
volgens Spruyt en Donath de extracten eerst behandelde
met H.S, waardoor het aanwezige dehydroascorbinezuur geredu-~
ceerd werd. : . . T

Deijs 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 CO, werd het residu afgefiltreerd, 20 mL van het fil-
traat werd met 0,01 N jodium-oplossing na toevoeging van 4 mL
12 N zwavelzuur getitreerd. S . B

Hij vond langs deze weg voor

i

-

Peeco — 41 mg per g droge stof
Iste blad  — : s 4, pe f vee K ﬁ
© 2de blad = — 3,6; 4,7, 45 per :
" 3de blad  — ,,;:;,P,,,g, i
\ 5dﬁ b]ad - y13 ) L ]
steeltje - 1817 .,
oude bladen —  28; 2,1

e R TR 3 . S
lDeij s vond dus geen volkomen regelmaa hoewel het duide-
lijk is,~ dat het 5e blad, het steeltje egn de E’ude bladen nﬁnvder
ascorbineziur bevaiten , o P
2!313 de bepalingen vond Deijs geen invlced van de aanwezig-
heid van de looistoffen op de waarde van het gehalte aan’ ascor-
binezuur, in tegenstelling tot de mening van Roberts en Har-
Tison (133). Bjj dergelijke titraties is het van belang te weten of
in het thee-ext_ract ook redox-systemen voorkomen, waarvan de-

12



normaal redoxpotentiaal lager is ‘dan die van de stof, waarmee
men titreert. -Zo moet men bij de titratie met 2—6 dichlorophe-
" nol-indophenol weten of er in het exiract ook cysteine voorkomdt,
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
voorkomt. '

‘Enzymen (fermenten)

De eersten, die het voorkomen van fermenten in de thee aan-
namen waren Bamber (7) en Nanninga (124). Zo isoleerde
Bamber in 1900 uit fermenterende thee een oxydase, welke ont-
-dekking door -Aso (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 Lamb & Sreerangachar
(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 belangane rol speelt bij. de oxydame van de
tanninen.

Véoér 1940 werd op grond van de onderzoekmgen van’ Mann
(1{]5) Deijs (35), Jones (79) en Roberts (131) peroxydase
.als één der belangrijkste enzymen beschouwd en er zgn over dit
enzym dan ook uitgebreide proeven gedaan.

" Naast de peroxydase. zijn de laatste jaren verscheldene an-
dere enzymen bestudeerd, waarbij Deijs (41) vooral de werking
van katalase en de aanwemghead 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 Sreerangachar (165) afdoende werd
bestreden. .

Peroxydase

Dit enzym' is specifiek mgesteld 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 uhn als haematine gekwali-
hcee:rd maar pas Keilin kon aantonen, dat het mderdaad esn
. haematane—denvaat met driewaardig ijzer is.

H,0, vormt met peroxydase twee soorten van molecula:re
.verbmdmgennl R . .
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© groep of co-ferment bezitten. -

S 1 — m de v;erhoﬁding 1:1

7. 2 = met H,0, overschot.

Daarbij. bliift de ‘waardigheid van’ het ijzer onveranderl'ijk,\

- dus Ferri. Deze enzym-substraatverbindingen splitsen snel in ¢

tegenwoordigheid -van H-donatoren, zoals hydrochinon, pyrogal- .

~lol, ascorbinezuur enz.

Peroxydase zou dan als vo]gt' iverken:

1. Ferrienz. + H;0, '-> Ferri enz. H,0,

f ‘ .

2. Femi enz. H,0, + HO—C — Ferri enz. + O = C + 2 H,0 "

o P
HO-—C 0=
| . T

. Het . verschil tussen peroxydase en katalase ligt in de ciwit- '

groep, het zg. apoferment, daar ze beiden dezelfde prosthetische

I?it enzym, dat ook een haemine-derivaat is, is een noodza-
kelijk . bestanddeel van aerobe cellen en komt zeer uitgebreid

“voor in plantaardige en dierlijke cellen. Het ijzer in het enzym

is ook in Ferri-vorm' aanwezig en desondanks is het bestand -
tegen reductiemiddelen als waterstof en hydrosulfiet. Deze” bes
stendigheid is terug te voeren tot de binding met de specifieke
eiwitgroep. Het enzym wordt echter bij hoge temperaturen en
bij hoge concentraties 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 functie. van
de katalase vergelijken met die van een regelaar, waardoor de-
cel 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 Deijs (41) moeilijk extraheerbaar is.

' Cytochrdomoxydase.

. Hierover is in de theeliteratuur het eerst door Rober t,.s '(134)-

_in 1940 het een en ander overgeschreven. Het lijkt ons van

belang dit enzym aan een nader onderzoek te onderwerpen,. om-

3 dat Roberts van mening is, dat het systeem cytochroom-cyto- -

chroomoxydase het -ascorbinezuursysteem vervangt. Hoewel wij

het hier niet mee eens zijn, willen we toch nagaan wat er in het

algemeen over dit systeem bekend is,

.- Het cytochoom is in 1886 door MacMun n,iﬁ ,de'spi--t‘erenxér;

weefsels van dieren gevonden en in 1925 door K eilin als &én.
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der voornaamste oxydo-reductie-enzymen vastgesteld. De drie
- soorten gereduceerde cytochromen a, b en ¢ zou men reeds met
-een spectroscoop aan hun typische spectra herkennen.
© Van de drie cytochroomen kon men tot nu toe slechts het -
in-1836 door Th eorell nauwkeurig onderzochte cytochroom ¢
isoleren. Dit komt doordat de andere eytochromen instabiel zijn.-
Het enzym is ook een haematine-proteide en heeft de wvol-:
" gende chemische samenstelling C4918: H733:N 144 : 5118 :.
- Fe 0,.3¢ } O 27,5'% en is in water oploshaar.
Een kemnerkende eigenschap van het cytochbroom 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 echter 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. - .-
. Sreerangachar (1943) is echter van mening, dat cyto- :
chroom niet in thee voorkomt, hij kon nl niet de typxsche specira
deeu -
" Ter: vergelukmg met het voorgaande Iaten we hier een tabel -
- ‘over de chemische samenstelling z.1en, zoals deze in de Vra ag-“‘
-_baak staat

Chemlsche samenstel]mg van het theeblad

) .vers | verflenst |gefermenteerd| droge
, blad ‘blad | - ‘blad thee ;
Tannine - - f 229, | .22%, 13, | 120
" Caffeine A | . | 4% A4y
giwittgn S Y L e I ~ { coagulatie
ommen -} - : . aqest a0
Dextrinen 79, gedecltelijfle 39/,
Péctinen ) . . 3 cgrame]hsgnng ) Tl
- Zouten ' 5,5%, 55% | 55%., | 559%
Cellulose, Vetten 250 waarschijnlijk geen verandering .
‘Was, Chlorohpyl g fo ' -gedeeltelijke ontleding
Totasl in water o . _ : ' S
* oplosbare stof -~ - 48"4;’0"0 S ' 3-8_450[ 0

. De anorganische bestanddelen. A : :
Er zijn heel wat thee-analyses bekend maar deze versahﬂlen‘
- ‘vaak sterk van elkaar. Naar Sprecher von Bernegg

" {167) hebben we twee as-analyses overgenomen van twee verschil-

lende onderzoekers, die ongeveer het gemiddelde moeten voor-
stelien of anders de grenzen, waarin de gehalten der verschﬂ-
_lende stoffen kunnen variérem: : I
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Anorgaﬁisch-’e bestanddelen in theeblad.

. - volgens _ .vc{lgens
_ Nanninga ~ Zgjller

KO0 - 40 —50 3922
Na,0 - | 03 —2 0,65

MgO ‘ _ 7 — . : A7
Mn, O, _ 0,05— 3 —_
A]-203 0,2 —-— 2 N . —_—
Fe,O, : 0,06— 0,5 438
CuO : sp. —_—
P,0, 1220 | 14,55

‘H2804 : 5 —1 ‘ ' Sp.

Si0, - 05 — 4 © 435
- co, 5 —10 24,30

Leniger (393) en ook de Haan (70) hebben ver-
schillende as-analyses verricht, die vrijwel met het hovenstaan-
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 samenstélling 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 verschilleh van de grond,
tYP‘E.:,-hoogte, cultuur enz., zodat de cijfers eigenlijk weinig ver-
: gﬁlukhaar zijn. Hoewel conclusies hierover voorbarig zouden

zijn, daar de proeven over het algemeen genomen niet juist
zjn opgezet, meende Sprecher von Bernegg (1936).
reeds, dat het zeer onwaarschijnlijk is, dat men een verband
k:—.!n vinden tussen de kwaliteit en het gehalte aan één of ander
mineraal, omdat de kwaliteit teveel door verschillende fac-
toren wordt beinvloed. Hij heeft ten dele gelijk, maar zolang er
geen degelifke proeven hierover zijn verricht, mogen we deze

mogelijkheden niet over het hoofd zien of verwe
r .w ! rpen. ; .
Eén der belangrijkste resultaten, die vorige. onderzoekers
hebben verkregen

neb is het verband tussen Mn (en Fe)en de kwa-
(; it. Deze werden later tegengesproken. We geloven  echter;:
at deze sporen-elementen een -belangrijke ‘rol - spelen in de
6 | S | |



stofwisseling als co-enzymen. Dit geloof wordt versterkt door -
het werk van Thatcher (177) over de sporen-elementen.

Hij verdeclde deze in-twee groepen, die een verschillende fune- .

tie hebben: .
1 oxyda‘ne reductie-regulatoren  (Mn, Cu, Zn en Fe)
2 onbekende functies (Bo).

Thatcher 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 met-de omstand.lgheld dat 2.13 als kamlysatoren
fungeren. ,

Volgens Mc Hargue (117) —— 1923, 1926 en Bishop“(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 undegérdh
(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 Thatcher.

" Volgens Hopkins (72) reoxydeert Mn, het tot Ferro ge- ‘
reduceerde ferrizout, waardoor de verhoudmg Mn : Fe van
meer belang is dan het gehalte aan Mn.

Shive (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 tussan Cu en
. Zn. Zo vonden Hopk1ns & Morgan in 1936, dat er een
_‘.vecrbaznd bestaat fussen de oxydatie van ascorbinezuur en die

van glutathion. Het is bekend, dat de oxydatie van ascorbine-
zuur in planten meestal wordt gekatalyseerd door de Cu-hou- -
dende ascorbinezuuroxydase of spoortjes Cu, terwul bl_] de
oxydatie van glutathion Zn een. rol speelt.

Men weet nog te weinig van de invloed der spo:ren—elemen—
.ten op de fermentatie van thee en het lijkt ons niet onmogelijk,
dat er een verband bestaat fussen de kwaliteit en het geha.lte
aan enige van deze sporen-elementen.

- B — De_vgrschlllende phasen van de bereiding..

Deze kunnen we als volgt in het kort samenvatten: .-

De bladen worden geplukt, wat in de regel ’s morgens ge-
beurt. De plukwijze kan variéren 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-
° transportecrd, waar de . bladen verflenst (vochtonttrekking),

- gerold, gefermenteerd, gedroogd en gesorteerd worden.
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" .. 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 speciale theekisten verpakt en verzonden.

Op Java worden de bladen nog vaak in docken getranspor-

teerd, wat beslist minder goed is voor de kwaliteit. De. bladen

- worden dan meestal in doeken geperst om zoveel mogelijk

te kunmen transporteren, waardoor ze gekneusd worden en de

- fermentatie onder zeer nadelige omstandigheden kan optreden.

Andere bladen, die niet gekmeusd 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.. P '

Verflenzing. S ' : :

Het doel van deze phase van de bereiding is volgens de te-

. genwoordige mening tweéledig 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 %.. o )

2 — om een grondslag te leggen voor een goede’ fermentatie.

Dit is niet erg duidelijk. Hoewel we niet twijfelen aan de

invloed van de verflenzing op de fermentatie wordt de

Jermentatie echter ook door. andere factoren beinvloed

. -zoals type van de struik, de airconditioning van de flermen-

- teerruimte, temperatuur, spreiddikte der bladmassa enz

Tijdens het verflenzen neemt het gehalte der looistoffen nief

- of slechts weinig af: . C e

-'_._7: : 'voi_gens de Vraaghask (127'). volgens andefe gegé_vehs
vers blad . —  22°% , L 262 %
 verflenst blad —- 2% : < 286 %

- Er wordt dus slechts een heel klein gedeelte geoxydeerd
waardoor we mogen aannemen,  dat tijdens de ‘verflenzing de
. fermentatie nog niet plaats. vindt. oo
) Sh_agw & Jones 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., ‘Zi.'
laten ons vervolgens volkomen in het -duister, welke dez
ractieve bestanddelen” zjjn. . . ° o o
2 — theotannine ,en caffeine _vormen'  samen - caffeine-theotan:
Ca ?haat, welke verbinding het zg. ,jpungent. principle” van de
o ee is, . - o . : ‘
# "8 — gedeeltelijke hydrolyse van pectinen (geur).. Lo
. ‘Deze bewering is moeilijk na te gaan, omdat men tet nu



~toe nog niet weet, waaraan de vorming van de geur is toe
- te schn_]ven, hoewel er natuurhjk verschillende memngen
hierover zijn geuit.

- We geloven echter niet, dat tleens de verﬂenznng de
bekende theegeur wordt gevormd Volgens niet gepubli-
ceerde. onderzockingen van D eijswordt de geur pas ge-
vormd, wanneer de bladen gekneusd worden.

4 — pectinezuren geven via een metaalion met tannine verbin-
 dingen, die in heet wattr 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 theotamune en Mn als zodanig
. oplreedt. '
We willen hlerbl_] de onderzockingen van Bernard en
" Welter (13) memoreren, die gevonden hebben, dat an-
- dere stoffen als zand, zetmeel enz., ook als peroxydase kun-
nen werken. Het is mogeh_]k dat de oplossmg van dit pro-

bleem hier Lgt.

Deze stijging van de peroxydase-actlwtelt gaat in thee
‘samen met een daling van het gehalte aan ascorbinezuur,

In de literatuur is een analoog geval bekend. Zo vonden Ru-
“bin & Stratschitzki 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 aectiviteit
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 Deijs (35) neemt de acth-_-
teit van de peroxydase tijdens de verflenzing toe. Dit.werd ook
door andere  anderzoekers als Roberts (131), Manska}a
(109) en Lamb 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 noodzakeluk Bij lagere temperatu-
ren is de toename minder dan bij hogere temperaturen. Daar
de activiteit tijdens een zware verflenzing afneemt, concludeerde
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Deijs, dat de’ activiteit tijdens de verflenzing door een maxi-

mum gaat. Roberts vermoedt, dat dit maximum optreedt bij
.een vochtgehalte van 72 %. Dit lijkt ons nogal tegenstrijdig, im~
‘mers volgens de onderzoekingen van D eijs is het vochtgehalte
‘niet essentieel voor de toename van de activiteit van peroxy-

1

dase. . o _ o : o -,
. De verflenzing kan vplgens de Vraagbaak door verschil-
lende factoren worden beinvilced zoals temperatuur, relatieve
vochtigheid, hoeveelheid lucht per tijdseenheid, flensduur en
flensgraad. De laatste factor betekent het watergehalte van ver-

v

.flenste bladen, zodat deze factor eigenlijk niet direct de verflen-
‘zing beinvloedt, maar eerder een gevolg daarvan is. . -

Het rollen — Door het rollen Wo:rden.dé bladen gekneusd eli,

opgerold. I S g
YOlgens de literatuur komen door het kneuzen aetherische:

olién 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 vercorzaakt wordt door de split-

sing der eiwitten. Hoe dit dan moet geschieden werd echter niet’
aangegeven. Het is mogelijk, dat door de kneuzing der éellen
de exo-enzymen de eiwitten hydrolitisch splitsen, waardoor de_
geur ontstaat. Het is Deijs (particuliere mededeling) gelukt te
bewijzen, dat de geur ontstaat door de fermentatie, dus direct

na het kneuzen der bladen en dat het geur-optimum v66r het.

eindé der fermentatie ligt. Door. het rolleri zal het sap veel meer

-aan de lucht worden blootgesteld, zodat andere omstandigheden

worden ingesteld, met het. gevolg, dat nu eerder sprake is van
S .

- sfermentatie” dan van ademhaling,

- Bij het rollen mag door de mechanische wrijving de terripei"a-.

~tuur zo min mogelijk stijgen en men tracht dit tegen te gaan door

de eerste rolli;gen zonder druk te laten geschieden, Nog beter
is om de rolruimte net als de fermenteerruimte af te koelen met.

‘behulp van een air-conditioning.

.. Temperatuursverhoging  boven een. zekere. grens—“heéft nl. na-

gency).

delige gevolgen voor de kwaliteit. (Verlies van volheid en pun-
. Leﬁli;1 ger (97) deed enige proeven met air-coﬁﬂiﬁobipg in
¢ rolruimten en naar aanleiding hiervan stelde hij voor een

~ gemeenschappelijke- rol-fermenteerruimie e bouwen, " waardoor

- massa_slechts afgekoeld, door

-de relatieve vochti
‘hen zijn, Er werd

'gheirll{ en de temggratuur overal dezelfde kun-:
1 €n ook proeven gedaan om een air-conditioning
in Wcrle roller zelf te bouwen, maar dit is te kostbaar; e

olgens ouderwetse rolschema’s wordt tijdens het rollen de

. ! de gevormde ,ballen” te breken
1.1111 een zg. balbreker. Hiendoor worden de g:émlde bladen niet
l?)o el?:n afgekoeld, maar ook in geringe mate Sesorteord i oo
el (fijn) ,panengah (midden) en badag (grof), doordat de bo-

.
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~dem van de heen en weer gaande balbreket van zeven is voor-

zien. De laatste tijd is aan dit natsorteren meer aandacht besteed, -
vooral om het zg. droogsorteren, dat na het d:rogen g&ic}uedt
zoveel mogeh_)k 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. -

- Eén der belangrijkste factoren bij het rollen 1s, 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 fe raden is om in de rolruimte een gelijke temperatuur en
relatieve vochtigheid te’ hebben als m de fermenteerrulmte

. Het fermenteren.

- Deze bereldmgsfase is e1gen113k een voortzettmg xan de fea'-'-

.mentame, die reeds tijdens het rollen is begonnen, met dit ver-

schil echter, dat we nu de atmosferische omstandlgheden beter
in-de ‘hand hebben. De bladmassa wordt in de praktijk na het -

~rollen en balbreken naar de fermenteerruimte getransporteerd,

‘waar ze &f op rekken of op de tegelvloer wordt uitgespreid. Het

“grovere deel wordt meestal dikker gespreid dan het fijne, daar

. de adratie in een massa van grove deeltjes beter is.

[

" menteertijd, fefrmenteertemperatuur, sprebdlkte en relatleve voch—

+

Over het algemeen is er geen eenheid te bespeuren in de fer-

tigheid,

“

De spreqdﬂit:e variecert voor het f1_]nere deel van 3——8 cm, voor

_het ymidden stuk” 4—8 en voor het grovere deel 4—10 cm.

Mann prefercerde een spreidikte van 1—1.5 inch, dus dunne’
lagen. Ock Deuss. was geen voorstander van een: dlkke sprei-

g 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
. actieve fermentatie een goede invloed heeft op de kwaliteit. '

‘Een voorstander van het omwerken van de maksa is 0.a. Bald

" {5), die nl. bevreesd is, dat de temperatuur in de massa gedurende

“de fennentahe te hoog zal oplopen, wat een onjuiste voorstelling .

- is; omdat de enzymatische reacties gedurende dat korte tijds- -

bestek van plm. 4 uur onmogelijk de temperatuur z6 hoog kun-

. nen doen stijgen, dat de kwaliteit er veel door benadeeld wordt.--

- Wat de fermenteertijd betreft, verdient het de voorkeur om
zoveel mogelijk op tijd te fermenteren opdat het beter in het

- fabricageschema past. Hierdoor kunnen de drogers goed belast -

lope.n, wat economisch!is. De fermenteertijd moet natuurlijk van -

"te’ voren door experimenteel onderzoek worden wvastgesteld. Uit °

©de fennentatle~enquete kunnen we opmaken, dat de fermenteer-
: .th in de praktuk zeer kan variéren, Over het algemeen maakt



men onderscheid tussen lichtbladige typen (246 min.), donker-

bladige typen (239 min.) en hybriden (202 min.)

. Fen andere gevolgtrekking is, dat de tijd ook afthankelijk is
‘van het pluksysteem en wel voor grofpluk een kortere fermen-.

teertijd. Dit is eigenaardig, daar Pecco (de beste kwaliteit van

de poetjock) juist korter fermenteert. Wordt er dus grof geplukt-.
dan zal de fermenteertijd theorelisch gesproken langer worden,

.

doordat er meer oudere bladen zijn geplukt. We moeten deze -

beslissing waarschijnlijk anders interpreteren. Wordt dé fermen--

teertijd langer bij grof pluk, dan zal de bruine kleur wel beter
- zijn, maar dan is de Pecco in die tussentijd overgefermenteerd,
wat een dunne schenk teweeg brengt. Men kiest dus een com-

promis door korter ‘te fermenteren, zodat de Pecco haar invloed -
‘zoveel mogelijk kan laten gelden op de kwaliteit van het eind- -

. product. S

Een dergelijke methode is naar onze ‘mening niet juist, daar

het derde blad daardoor ondergefermenteerd is, wat de goede
inviced van de Pecco teniet kan doen. Het zou beter zijn om,

+ zoals op Sumatra, het derde blad apart te plukken en te bereiden.’
- Hierdoor kunnen de jongere zowel als de oudere bladen volledig

“worden gefermenteerd. .

- Verder bleek, dat in 87 van.de 100 gevallen de relatieve voch-
- tigheid groter was dan 90 %, zodat.er wat dit betreft nog sprake
_is van een uniformiteit.” - J - :

Over de fermenteertemperatuur zijn de practici het nog niet
met elkaar eens, behalve dan dat ze unaniem een hoge tempe-

ratuur uit de boze vinden. Mann vond o.a. een beslist nadelige
invloed van een tempreratuur boven 28° C.

- Het is bij de fermentatie erg moeilijk te -zeggen, wat de beste g

temperatuur, tijd en relatieve vochtigheid is, daar de geur, kleur
en smaak als .kwaliﬁeitsfactoren een verschillend maximum heb-
ben, l?aarom is de contrdle van de fermentatie nog steeds een
kwesttei van proeven en zien. : ' o
- Het drogen, 7

Id;EVanneer men denkt;, dat de fermentatie op zijn optimum is,

. de 18—-25 minuten gedroogd, waarbij hét vochtgehalte van plm.

60 % tot 4=5 % wordt teruggebracht, De theemassa wordt dan

) zwart, Waarbij _de enzymen ziin edOOd d - -
" dere fermentatie kan o n g » zodat er dus geen ve

rgnde het bewaren of
micro-organismen groeien,
Daarom moet het pakmateriaal van goede kwaliteit zijn. :

- .Bij het drogen moet men er voor zorgen, dat bij de droger geen

- ophopingen van fermenterende bladen ontstaan. zod "
‘een regelmatige afvoer mo ' 2an,’ Zovat men Voo

S22

-

.

wordt deze stopgezet door de massa in een droger te drogen. -
Het blad wordt bij een temperatuur van 85--95¢ C geduren--

ptreden. Komt er later vocht bij gedu-
verzenden, dan kunnen hiercp allerlei .
waardoor de kwaliteit minder words. -

et zorgdragen. De spreiding van de



bladen in de droger moet regelmatig zijn, zodat de massa goed kan

worden gedroogd. Daar bij de droging alles draait om een be-

hoorlijke vochtonttrekking, moet men er voor zorgen, dat de

droogruimte goed geventilleerd wordt en men moet daarbij voor-

komen, dat de afgewerkte lucht opnieuw wordt gebruikt. Het

_ is gebleken voordeliger te zijn, wanneer de ovens. buiten de fa- -
brick worden aangebracht. Een isolatie van de ovens brengt,
- daarbij een aanzienlijke brandstofbesparing met zich mee. -

Het is in de prakiijk aan te bevelen, dat de gedroogde thee
- snel wordt afgekoeld, waarna men de zwarte theemassa in de
verschillende handelsproducten als pecco,. souchong, broken tea,
orange pecco enz., sorteert. )

Het is beter om de thee niet dadelijk te wannen, want deze
moet eerst afgekoeld worden. Hierdoor voorkomt men, dat de
nog- te droge thee ieveel zou verpoederen. Vervolgens brengt
men de thee in de sorteermachines en elke soort, die te grof is
en niet door de zeef kan, wordt opnienw gesorteerd, waarbij
men- gebruik maakt van wijdgestelde messen. E
. Wat daarna nog te grof is, wordt opnieuw gesneden en gesor-
teerd, waarbij de messen nauwer gesteld worden. Het nauwer
stellen der messen moet geleidelifk aan geschieden, zodat we
kunnen voorstellen, dat het sorteren een langdurige geschiedenis
kan zijn, waarbij de zwarte thee gemakkelijk grijs kan worden_
en zodoende in kwaliteit dalen kan. o T
© ‘Vervolgens wordt de thee uit de sorteermachine in de wan
naverwerkt en daarna worden de steeltjes door. vrouwen uit-
gezocht. - - o
- Het grote belang bij het sorteren is, dat men zo veel mogelijk
. standaard producten op de markt brengt en dat men de sortaties
" niet van. namen voorziet, die deze niet verdienen, daar een
dergelijke handelwijze de ,goodwill”, die men eventueel bij de
‘kopers zou genieten, moedwillig zou teniet doen. .

Na het sorteren wordt de thee in grote; met lood beklede kis-
ten opgeslagen, totdat men voldoende thee voor een factuur of
- wchop” (di. 24 of meer kisten van een zelfde soort), heeft. Dan
worden ze in stevige kisten van triplex met tin- of loodbekleding
afgepakt. De bekleding mag niet te dun zijn, daar anders bij de
verpakking de harde steeltjes er door heen prikken. Deze kisten
hebben een internationale maat, zodat de gewichten van te voren
- bekend zijn. Zo is het gewicht van een hele kist maximum 55 kg, ,
waarbij het watergehalte max. 6 % mag bedragen. ,Fannings”
en ,,Dust” worden in halve kisten verpakt. De kisten moeten
geleidelijk aan worden gevuld, daar door een ruwe behandeling
onnodig veel dust en fannings worden gevormd. De afpakmachi--
nes hebben alle het doel om de kisten een sterk trillende. be-
weging te geven, waardoor de thee langzaam zakt en er dus ook
meer in kan. Tenslotte zijn de kisten klaar om verzonden te

Worden.__ i
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. C-De enzymatische

_ thee'de belangrijkste enzymen zijn,

/lolm.z et‘t'in.gén_ in het blad
_tiidéﬁs"de,_ b_erei‘d,i’n_g- " boo _

'Wat deze betreft heeft men hoofdzakelijk de peroxydase-acti-

viteit tijdens de vetschillende phasen van. de - bereiding onder-

zacht, : I ' o o : :

" Mann (105) vermoedde reeds in 1901, dat in thee een per-

~ oxydase voorkomt. -Zijn onderzoekingen . werden later  door

Jones & Roberts en ook door Deijis bevestigd, hoewel de
laatste onderzocker meer van mening is, dat de oxydasen in de

Bernard & Welter (13) _vondén bi'js het onderzoek naar
oxyderende fermenten allereerst, dat poedervormige stoffen als

- peroxydase kunnen reageren, zoals zand, glaszand, zetmeel e.d.;

er is dus sprake van een katalytische werking. Verder von-

den zij, dat bij overmaat waterstofperoxydée deze werking wordt
opgeheven en het katalytische systeem er zelfs door vergiftigd

- wordt. Voegt men - echter meer peroxydase toe, dan wordt de

vergiftigende werking van de overmaat waterstofperoxyde weer
opgeheven, zodat er sprake is van een evenwicht tussen peroxy-

dase en walerstofperoxyde; - N

- Daar peroxydase in combinatie ‘met waterstofperoxydé op de
looistoffen inwerkt, heeft men gedacht, dat de tanninen een grote

: inviced op de kwaliteit zullen hebben. Zo zocht Deuss naar
~een verband tussen de tanninen en de kwaliteit, maar kreeg ne-
_ gatieve reultaten, wat eigenlijk niet te verwonderen is, daar hij
- ‘als maatstaf voor de kwaliteit de prijs aannam. Andere onder-
_zoekers legden meer ‘de nadruk op de peroxydase. Zo meende

Bamber (7), dat de peroxydase en de looistoffen de koperrode

kleur veroorzaken, Deze bewering werd later bevestigd en nog

meer gepreciseerd en men verklaart tegenwoodig dit optreden
‘van de rode kleur door aan te nemen, dat het oxydatieproduct
van de tanninen gaat condenseren, - .. PR

De onderzoekingen - over de .peroxydase werden’ later. door

- Deijs, Jones & Roberts onafhankelijk van- elkaar voort-

gezet. Zij vonden zoveel peroxydase in het theeblad, dat zij de .

- plant onder de zg. ,peroxydase-planten”: gingen rangschikken.

" als peroxydade-activiteit, wordt berekend door het z

. Volgens de laatste onderzoekingen over de peroxydase is het’
gebleken, dat de peroxydase-werking. afhankelijk is van de pH,

. temperatuur en hoeveelheid waterstofperoxyde, -

- De ‘hoeveelheid peroxydase, welke meestal wordt .voor.gésfelsd‘
g. purpuro-

.ig;_;llljne-getal (P.Z.) te bepalen, d.i. de hoeveclheid purpurogalline,”
'die 1 mg van een preparaat in een mengsel van 5 g Jpyrogallol

en 50 mg waterstofperoxyde, opgelost in 2 L water, bij 20" C in-
5 minuten vormt,. -~ o 7 S :

Het gebruik van pyrégailol- wordt door Dixon .(49) 'beétre-

den. I?ezg is van mening, dat pyrogallol niet specifick genoeg is. -

- -



voor de bepahng van peroxydase omdat pyrogallol ook “door X

‘benzoilperoxyde kan worden geoxydeerd. :
. In Assam en ook op Java werd deze methode echter niet toé-
gepast daar de ether, die- men voor de bepaling gebruiken moet °
26 sterk vervluchhgde dat men er maar van af zag en uit moest
zien naar éen andere methode, waarvoor men die van Guthrie
koos. Deze methode werd o.a. door D e ii s (35) bij het onderzoek

naar de peroxydase in theeblad toegepast. Deze bepaling berust . -

__h1erop, dat peroxydasen bij aanwezigheid van waterstofperoxyde
in een substraat, hetwelk alpha-naphtcl en p-phenyleendiamine -
bevat, een oxydahe kunnen bewerkstelligen, waarbij uit de ge- -
noemde componenten de paarse kleurstof indophenol wordt ge-

_vormd. De hoeveelheid van deze kleudstof, welke in een bepaal~

~de tijd ontstaat en die met behulp van een Hellige tinfometer .

- colorimetrisch wordt gemeten, is binnen zekere grenzen recht .
‘evenredig met de concentratie van het enzym, - ,

Deze bepalingsmethode werd behalve door DeJ,] g, ook door N

-Roberts (131) toegepast. Terwijl Deijs de peroxydase-acti- -
viteit steeds in mg indophenol per gram dmge stof aanduidde,
‘bepaalde Roberts de peroxydase-activiteit in Indopheml units -
(IU.) per gram drooggewicht in 10 gram blad. :

" Defijs vond dan, dat de peroxydase-activiteit in Pecco en in.
‘de bladsteel lager is dan in de oudere bladen. Bij het verflenzen
neemt de activiteit toe. Deze toename is echter bjj lage tempe-
ratuur geringer. Waarschijnlijk loopt de activiteit van peroxydase

- tijdens’ het verflenzen. door een maximum. legens Roberts
‘geschiedde dit bij een vochtgehalte van 72 %. - .

R oberts (131) vond -de volgende CJerrS
Verloop van de peroxydase-acuwtelt in- IU per gram

drooggewicht tijdens de bereiding van 10 g blad.

N S I
groen-blad - ‘ —— . 894
verflenst blad -+ ¢ B [)5) B 1293
40 min, rollen R ;o780
90 min. rollen - " © Lo 652 - . - 683
‘2 30 uur fermenteren L T e—— 647
330 1 C S 61T o [ —
) i R B D . 536 .
l 5 n o » A R T 178 - L ;
6.30 ” s R oo 116 0 I .
25 -, o e 132 —_—

" De stijging véli de peroxydase-activiteit na 25 -lu:ur‘ fermenteren



‘werd zeer waarschijnlijk veroorzaakt door de werking der micro-
organismen, . : i Lo .

+. De daling der peroxydase-activiteit tijdens het fermenteren

werd ook door Mann (105) en Manskaja (109)- gevonden; -
vooral tijdens het begin der fermentatie is een duidelijke daling
waar te nemen. - - ' '

. Roberts.en Deijs irond_en onafhankelijk van elkaar dat de
peroxydase-activiteit in zwarte thee slechts 5 % ‘van die in ge-
fermenteerd blad bedraagt, terwijl Lamb (86) een weel hoger

cijffer vond nl. 40 %, wat nogal onwaarschijnlijk is. )
" Wat het voorkomen van de peroxydase betreft, bestaan, er grote

‘verschillen tussen de’ verschillende twijgies van dezelfde struik
en ook tussen verschillende struiken op dezelfde plek, - ©
. Roberts verkreeg goed reproduceerbare getallen door uit
20—30 1b. blad 10 g te analyseren en dit vier keer. te herhalen.
- Deze werkwijze heeft echter het nadeel dat bladen van verschil-
lende ouderdom en soort gemengd worden, waardoor de invloed
‘van ouderdom. en soort over het hoofd wordt gezien. Roberts
vond verder, dat de peroxydase-activiteit wekelijks kan verschil-
len, waarbij als hoogste cijfer 950 LU. en als laagste cijfer 300
LU. werd gevonden, wat dus een belangrijk verschil betekent.
Desondanks vond hij geen verschil in de mate van fermentatie,
zodat men mag aannemen, dat de fermentatie niet door de per-
© oxydase wordt geleid, ‘ ' o o :
. Bij onderzoek naar de peroxydase-activiteit in verschillende

' dDele.r} van de twijg kreeg hij ongeveer dezelfde resultaten als
. Deijs. : L : .

Peroxydase-activiteit in verschillende bladen van een twijg. .

Volgens Roberts| Volgens Deijs 'in
in I U. pergr, droog- 'mg Indophenol per °
gewicht in 10 gr, blad, | - gram droge. stof.

Pecco blad 286 36,3

eerste blad - 436 54,6

derde blad .. : 574 .. . 589

vierde blad R 54.4

: vi,jfde blad ) -_— ' Y ' _ 50:6 i
!ySteel”k (stengel) . .' 493 ) 35,6

‘Ouder blad heeft dus over het al
. dase-activiteit dan jongere bladen,
Thum vond bij het derde blad. -

. Wat_dg andere enzymen betreft,_de_z_e uferden, behé-lﬁe,_ de kéta-’ )

gemeen een hogere peroxy-
waarbij Deijs nog een opti-



- lase, slechts kwalitatief onderzocht. Zo vond men o.a. nog glu-
cosidase, invertase, proteolytische enzymen en tyrosinase.

Hoewel Roberts zijn theorie later tegensprak, verkreeg hij
uit zijn eerste onderzoekingen, dat ascorbinase de snelheid van
de fermentatie kan bepalen.

Wat de bestendlghemd der thee-enZymen tegen invlceden van
buiten betreft, is Lamb (86) van mening dat zij bestendig zijn
tegen, verhlttmg, wat echter door Deij s en ook door Roberts
is tegengesproken,

Deijs (41) vond verder, dat de katalase-activiteit tijdens-een
normaal droogproces vrijwel geheel verdwenen is.

Hij onderscheidde drie factorem, die het inactiveren der enzy-
 men kunnen vergorzaken:

1~ temperatuursvrerhogmg
2 — chemische reacties
3 — uitdroging
' Daar de enzymen thermolabiel zijn, is de mactlvermg door
- temperatuursverhoging niet omkeerbaar, zodat zij na de daling
van de temperatuur inactief blijven. Wat de tweede factor be-
treft heeft Deijs gevonden, dat tijdens de fermentatie zowel
peroxydase als katalase minder actief zijnh geworden, _
Wij hebben zelf gevonden, dat ook de activiteit van ascorbinase
minder is geworden. (Hoofdstuk 5).
In tegenstelling tot het voorgaande is het inactief worden der -
enzymen door uitdroging weél omkeerbaar, m.a.w. de enzymen
zouden weer kunnen werken, mits we weer water toevoegen.
- Deijs merkte hierbij echter op, dat de inactivering toch irre-
versibel wordt, indien de prosthetische groep veranderd is..

Uit de proef van Deijs bleek, dat de enzymen geinactiveerd
. kunnen worden bij geringere temperatuursverhoging dan ge-
woonll_)k wordt toegepast.

Het is hem nl. gelukt om de fermentatie te doen stopzetten
bij een inlaattemperatuur van 55’ C. Daarbij speelt de tle na-
tuurlijk een g:note rol.

D _—Het mechanisme van de f‘ermeﬁtatie

Een geheel nieuwe richting is het onderzoek naar het mecha-
nisme van de fermentatie. In het begin maakte men geen onder-
scheid tussen de reacties in het verse blad en in het fermente-
rende blad, maar door de verschillen, die steeds meer op de
“ voorgrond treden, maakt men tegenwoordig dit onderscheid wél.

Daar' de fermentatie enigszins op de ademhaling lijkt, heeft
' één der cerste onderzoekers nl. Roberts (130) zowel de zuur-
stofopname als de CO,-afgifte bepaald en op grond van de op
deze wijze verkregen resultaten een soort ademhahngsschema
opgesteld voor fermenterende bladen,

Vanwege het grote peroxydase—gehalte werd de thee door hem ,
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. “tot de zg. peroxydase-planten gerekend.. (Deze indeling is niet
“erg bevredigend, doordat men nu gaat twijfelen aan de belang:
rijkheid van de rol die dit enzym tijdens de fermentatie speelt.)

" Roberts trok een paralle] met de aardappelplant, waarvoor

Szent-Gyorgyi een ademhalingsschema had opgesteld en

heeft met een variatie hierop in 1939 het volgende ademhalings-

. _schema voor fermenterende thee opgesteld. -

"1 — ascorbinezuur + o, Z -'dehydroascorbinezuur + H,0

: L ascorbinezuuroxydase = - o
. 2 — theelooistoffen. + H,0, — chinonen van looistoffe:
S ! peroxydase ‘ o
.8 —chinonen = - = condensatieproducten (gekleurd)
"4 — chinonen + ascorbinezuur - dehydroascorbinezuur +
5 -— 2 dehydroascorbinezuur + glucose — 2 ascorbinezuur +
L - . 7 R , - CO, + H,0.
~ Dit schema baseerde ‘hij op de volgende gegevens:, . oo
-1 — in vers blad werd-ascorbinezingr gevonden; o
.. 2 — voegt men aan gekneusd blad ascorbinezuur toe, dan treedt
. gedurende de eerste 20-35 minuten geen bruinkleuring op,
. - zodat volgens Roberts de eerste reactie beslist voor moet:
" gaan. Volgens Lamb is dit juist de fout van Roberts.
 Lamb is van mening, dat het ascorbinezuur pas geoxy:

. nonen zullen niet gaan condenseren, zolang er ascorbinezuur

- aanwezig is, want zij worden direct door dat zuur geredu-.

+ ..~ ceerd tot de oorspronkelijke tanninen. Hierdoor ontstaat
" e geen bruinkleuring. Dit zal inderdaad de weg zijn, in-
dien er in het theeblad geen ascorbinase aanwezig is, Is het
enzym echter wel aanwezig, dan. zijn we .overtuigd, dat de

~ reactie anders zal verlopen, We stellen .ons de opname van
zuurstof als volgt voor: - S R

O (ay -
.~ ascorbinase polyphenolase
- PR N .
- - ascorbitteziyy <———-—_ 'o-polyphenol. T
o ® Ty
Indien er - Zuus

i dus verlopen in de
.. vichting A—Cp, I ascorbinase echter wel 'aanwezig, dan
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zal eerst het ascorbinezuur de zuurstof opnemen met be-
o hulp van het enzym, Is het grootste deel van het aanwe- -

- zige ascorbinezuur geoxydeerd, dan zullen pas de o-polyphe-

: nolen oxyderen. De zuurstofopname van beide systemen .
vindt dan vrijwel achter elkaar plaats, dus eerst in .de
richting A—B en daarna in de richting A—C.

Wordt ascorbinezuur in het begin van de fermentatie toe-
‘gevoegd, dan zal dit zuur ook eerder worden geoxvdeerd,
- waardoor de bruinkleuring’ wordt geremd Het is dus van
groot belang te weten of ascc-rbmase in het theeblad aan-
| wezig is.

3 — katalase is aanwezig en Roberts voegde er aan toe dat

: idus ook waterstofperoxyde aanwemg moet zijn.

4 — ascorbinezuuroxydase is aanwezig, wat geconcludeerd wordt
uit, het feit, dat toevoeging van ascorbmase de fermenmtw
versnelf.

Dit laatste argument van Roberts beWJ.]st ons inziens mets,

. immers: het zelfde kan geschieden indien er geen ascorbinase

in het theeblad aanwezig is.

- Volgens Roberts’ schema moet er na de fermentatie even-

' veel ascorbinezuur aanwezig zijn, als in het begin van de fermen-

tatie, wat niet juist is, want Deij= vond, dat er na de fermen-

~tatie niet veel meer van dit zuur overblijft. .

‘Roberts baseerde zijn eerste reactie op de onderzoekingen
.van Huszak (73), die vond dat er een verschil bestaat tussen
door enzymen gekatalyseerde oxydatie van ascorbinezuur, welke
. reversibel is en door bijv. gelomseerd koper gekatalyseerde oxy-
' datie, welke niet reversibel is.

-De oxydatie van ascorbinezuur door de chlonen is vermoede~
th niet reversibel, zodat het labiele dehydmascorbmezuur spoe—
d_1g Uiteen valt,.

Szent-Gyorgyi vond, dat de oxydatie van ascorbmezuu.t‘
in plantensappen door een. enzym wordt gekatalyseerd en dat

' dlt enzym een Cu-profeine-complex moet zijn. -

“‘Barron & Klemperer (9) vermelden in 1935, dat de -
Oxydahe van ascorbinezuur in groentensappen hoofdz:akeluk te
"wijten zijn aan spoortjes koper. Verder vonden zij, dat de oxy-,
datiesnelheid in sommige plantensappen veel geringer is, dan het
kopergehalte doet vermoeden, zodat dit metaal voor een deel in
inactieve vorm aanwezig moet zijn, -

,'Stotz, Harrer & King (171) — 1937 — gaan nog verder,

N want volgens hen zouden alle oxydatleve invlceden op ascorbine-

- zuur zijn terug te brengen tot de aanwezigheid van koper. Zij

bedoelen. hicrmee, dat niet alleen de directe katalyse door as-

corbinase en geioniseerd koper hiertoe behoort, maar ook de

indirecte katalyse door polyphenolase, die o-polyphenolen tot o-

Chmonen oxydeert, welke dan het ascorbinezuur kunnen Oxyd.e-

. Ten, . :



Nu kunnen chinonen ook gevormd worden door oxydatie van
. polyphenolen, door waterstofperoxyde en peroxydase, welk en-
. zym Fe-houdend is. Ook bestaat er een indirecte katalyse door
het systeem cytochmom-cytochroomoxydase, welk enzym ook
Fe-houdend is. Daarom is de .bewering van Stotz ec. S. ons
inziens dan ook onhoudbaar, ’ -
- ... Mc Carthy, Green & King (116) — 1939 — toonden
aan, dat de katalyse van de oxydatie van ascorbinezuur kan .
. worden verkregen door -een losse combinatie van spoortjes
- koper en proteine. Zij twijfelden zelfs aan het bestaan van een
ascorbinezuuroxydase, want zij vermelden, dat de aanwezigheid
. van een proteine eerder remmend werkt, dan versnellend.
~ Meiklejohn & Stewart (122) — 1941 — zijn -het niet
met hen eens, want zij vonden, dat ascorbinezuuroxydase veel

actiever werkt dan dezelfde hoeveelheid koper in- geioniseerde

.~ €Us vond verder, dat wanneer het verflenste blad wordt
fijngerold, er praktisch geen aseorbinezyur
mda}c We mogen aannemen, dat gefermenteerde thee geen as-
- corbinezuur bevat, Hij heeft daarna volgens de methode van

‘De activiteit van dit enzym wordt ten zeerste door de pH bein-
vloed en Deijs vond een optimum ' bij een ‘PH van 5152,
- Hij concludeerde, dat de hoeveelheid ascorbinezuuroxydase .

. Samen moet gaan met de snelheid der fermentatie,.wat ook door -
. Roberts werd gevonden, Deijjs twijfelde aan de volledig- -
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heid van het schema van Roberts, doordat H,0, ook op
andere manieren kan worden gevormd, zoals bij de. oxydatie
van polyphenolen. o P

Bij de vergelijkingen van de snelheid van oxydatie ' heeft
hij niet de zuurstofopname als maat genomen, maar de ver-
andering van de kleur, omdat deze methode volgens hem een
beter  criterium is voor de fermentatie dan de zuurstofopname
en meer overcenkomt met de praktijk. Om de kleine kleurver-
schillen goed van elkaar te kunnen onderscheiden maakte hij
gebruik van cen Hellige tintometer. ,

Verder heeft D ejjs enige proeven ter hand genomen om een
‘groene thee te bereiden met een hoog Vitamine-C-gehalte. De
bereiding hiervan baseerde hij op het feit, dat wanneer hij er-
voor zorgde, dat de ascorbinezuuroxydase geinactiveerd wordt,
voordat zij het ascorbinezuur kan oxyderen, een groot gedeelte
hiervan behouden blijft. Een verdere behandeling zoals het rol-
len en drogen bij een temperatuur van 98° C heeft weinig in~
vloed op het ascorbinezuur, zodat men vitamine-C rijke groene
thee kan verkrijgen. Hij ziet daarbij echter over het hoofd, dat
door verhitting Cu vrijkomt, en als warmtestabiele katalysator
- kan optreden, zodat het ascorbinezuur toch kan worden geoxy-
deerd, hoewel in’ mindere mate, Het is hem dan ook nooit gelukt
om groene thee te bereiden zonder een verlies van 25—30 % van
ket ascorbinezuur. - : a

In gefermenteerde thee vond hij echter geen ascorbinezuux
meer, zodat het niet lukken zal om zwarte thee met een hoog
vit-C-gehalte te bereiden. Het is bekend, dat het ascorbinezuur
. de antiscorbutische werking bezit. Nu is het echter uit onderzoe-
kingen van Zilva gebleken, later bevestigd door Dann, dat
ook het enzymatisch gevormde dehydroascorbinezuur deze wer-
‘king bezit, want dit zuur wordt in dierlijke en mensclijke orga~
“nen -gereduceerd, waardoor het antiscorbutisch werkzaam qudt.
-Daarom is vitamine-C niet identiek met ascorbinezuur. Wx]len
“ we dus nagaan of bijv. zwarte thee nog een antiscorbutische
" werking bezit, dan moeten we eerst het dehydroascorbinezuur,
dat nog niet uiteen gevallen is, reduceren met H,S, alvorens we
met 2—8 dichlorophenol-indophenol willen titreren. Een andere
methode om de totale antiscorbutische werking te bepalen is bijv.
die van Roe & Keuther (142)——1943—-—,‘waarbij hydrazine
wordt toegevoegd, welke ook dehydroascorbinezuur kan redu-
*ceren. De kleurverandering wondt dan met behulp van een pho-
to-electrische colorimeter bepaald. De hydrazinemethode geeft .
meestal hogere waarden, dan de vorige methode. Het nadeel van
- de hydrazinemethode is, dat ook -andere stoffen dan de twee -
. genoemde, tegelijk worden gereduceerd, waardoor fouten kunnen
- worden gemaakt. - , . v
" Om nu tot Roberts’ schema terug te komen, therIde hij
. reeds in 1940 aan de rol van ascorbinezuuroxydase bij de opna-
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" tne van zuurstof- Hij méende, dat de verschillende fermentatie-

" snelheden niet is overeen te brengen met de theorie, dat ascorbi-

nezuur direct de moleculaire zuurstof opneemt mals dat in zijn

schema van 1939 voorkomt.
. Deze conclusie is geheel in tesenSpraak met zun vomge be-
wering. HIJ gelooft nu veeleer, dat deze fermentatie-verschillen
" te wijten zijn aan meer dan één reactie. Inderdaad, maar we vin-
" den het wat vporbang van Roberts om op grond van zijn
- -‘conclusres de ascorbinezuurtheorie zonder meer overboord te
i gooien. Daarnaast opperde hij de volgende bezwaren:
.1 — de mate van fermentatie kan door de mate van verdunning

worden beinviced wat ook’ door ons is bevestigd. (Hoofd- .

- stuk 4). Dit verklaarde Roberts (134) door aan te ne-

-~ men,.dat door de verdunning de co-enzymen meer dlsper-
~geren en daardoor de fermentatie activeren. ..

. 2 — toevoeging van ascorbinezuur in het begin van de fe:rmen-

"' mentatie remt de bruinkleuring, wat ook door Deijs is

gevqnden. Uit onze ecigen onderzoekingen is gebleken, dat

“de potentiaal vercorzaakt. -
- Dat toevoeging van ascorbinezuur de bruinkleuring enige tijd
-remt moet ons inziens juist. veroorzaakt worden, doordat het
‘_,ascorbmezuur het eerst moet worden  geoxydeerd en hiervoor
. kan moeilijk iets anders dan de ascorbmezuuroxydase aanspra-
" kelijk worden gesteld ‘

Ons inziens is de/ascdrblnezuurtheone ]ulst hoewel deze ge-,

'comphceerder moet zijn dan het fermentatieschema van Ro~

-“berts in 1939 voorstelt. Deze auteur nam in 1940 azn, dat de -
_..molecula:re zuurstof door ‘het cytochroom-cytochroomoxydase-. .

- systeem wordt opgenomen en dat het gevormde waterstofperoxy-
de tezamen met peroxydase de tanninen zal oxyderen waarna de

: gevormde o-chinonen op hun beurt het ascorbmezuur oxyderen. .

1 Ferro-haematine + O, = . = Fern-haematme + H,0,
(cytochroom) T ‘ o
' cytochroomoxydase C

} .-‘ o

. 2 theetanmnen +:

FErrl-haematme' > o-chmonen + Ferro-haematme-

f 3 Eheetannmen + HO0, + . - o-chmonen ‘ <

4 o—-chmonen _ S condensatieproducten .
5 Fem—haematme + CoH o \"-_9- Fe'rro'-h,aematine +- Co ‘
: # (aozymase) .

-8 o-chinonen' + C oHy o e theeftanmnen + Co

(s Co +. substraten .
R - dehydrogenasen - -
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. Indien de o-chinonen niet direct worden gereduceerd, blijven
ze aanwezig of gaan condenseren. De aanwezigheid der o-chino-
‘ nen is het kardinale punt, waarom beschadigde bladeren bruin
worden en onbeschadigde groen blijven m.aw. in .vers blad of
verflenst blad, dat nog niet beschadigd is, zullen de gevormde o~
chinonen direct gereduceerd worden door het.ascorbinezuur en
eventueel andere reducerende stoffen. . - o o
Dit tweede fermentatieschema van Roberts bevredigt ons
. ‘ook niet geheel, ten eerste omdat hij geen voldoende positieve
bewijzen heeft aangevoerd voor zijn cytochroomtheorie en ten
twéede omdat andere mogelijkheden als.bijv. katalyse door zware
metalen helemaal niet in beschouwing zijn genomen, . :
*  Een ander bezwaar van het tweede fermentatieschema van
Roberts (1940) is dat geen enkele oxydatie van ascorbinezuur
~ voorkomt, terwijl hierover geen twijfel bestaat. L .
" Het is in ons onderzoek gebleken, dat gekookt extract toch
ascorbinezuur kan oxyderen, zodat de zware metalen als kataly-
‘satoren in het theeblad aanwezig kunnen zijn.- o N
Roberts’ bewijs, dat een met alcohol bewerkt bladpreparaat
" toch nog ascorbinezuur kan oxyderen, zodat in het theeblad:
geen sprake zou zijn van ascorbinase moet ons inziens op een
andere manier worden geinterpreteerd. Stel, dat de aanwezige
‘ascorbinase door geconcentreerde alcohol volledig wordt geinac-
“tiveerd, ‘dan kan het ascorbinezuur toch op andere manieren
worden geoxydeerd zoals bijv. door de zware metalen Cu en Fe,
zodat men de ascorbinezuurtheorie niet behoeft te verwerpen.
Andere onderzoekers als Lamb & Sreerangacher (91)
1940 — verwierpen ook de ascorbinezuurtheorie op ongeveer
- dezelfde.gronden als Roberts en vervolgens twijfelden zij aan:
‘de rol ,van peroxydase zoals die door Roberts wordt voorge-
steld, want het is hun gelukt om o-polyphenolen in afwezigheid
van waterstofperoxyde te oxyderen.. - L §
Hierbij komt de vraag. bij ons op, wat dan de_ rol van de pero-
“xydase moet zijn. Beide onderzockers gaven hierop echter geen.
. Zij deden hin onderzoekingen door naast elkaar een enzym-
. preparaat, dat met aceton is bewerkt en een substraatpreparaat,
“dat «door koken is verkregen, te bereiden en deze op elkaar te
lﬁfgn‘ inwerken. " ' 5 .
' eze werkwijze heeft ons inzi x ,
- acties, die -norri]1aa1 zullen plaats vinden in een dergelijk kunst-
matig systeem niet kunnen geschieden, doordat de reagerende
" stoffen door de.behandeling df verdwenen of gemactlveerd: FA
" ‘Daarom is het riskant om uitgaande van een locale reactie a]sl
" de oxydatie van polyphenolen, algemene conclumgs .te \trel‘:ken,
- die betrekking hebben op de totale reactie. - o d " d _
", Zij hebben het belangrijke feit paar voren gebracht, dat’ de
polyphenolen iri theeblad door moleculaire zuurstof kunnen wor-
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den geoxydeerd, zodat polyphenolase beslist aanwezig moet zijn.

De kwantitatieve bepaling geschiedde door het mengsel met jo-

dium en natronloog gedurende 15 minuten weg te zetten in het

. donker en daarna de jodium terug te tritreren met Na,5,0, na toe-

-voeging van zwavelzuur. Deze bepaling is eigenlijk een zuivere
bepaling van de oxydatie der polyphenolen, die volgens Lamb

- wel niet identiek is met de fermentatie, maar toch parallel loopt

met de O,-opname. Lamb ec. onderscheidden oplosbare en
onoplosbare enzymen en vonden, dat de onoplosbare actiever en
dus belangrijker zijn. Deze beiden soorten hebben, hoewel ze
geheel gelijk t.0.v. de o-polyphenolen ‘Treageren, toch enige ver-

schillen. Zo is de . o

; optimum temperatuur voor de oplosbare enzymen 49" C en

- opt. pH 6—7. - ‘ ' :
optimum temperatuur voor onoploshare enzymen 27° C en
opt. pH 54, ' -

- Wanneer waterstofperoxyde wordt toegevoegd, vonden zij, dat
enzymactiviteit ioeneemt en dat de werking niet meer specifiek
is to.wv. ‘orthopolyphenolen, dear ook parapolyphenolen kunnen

. worden geoxydeerd. - ' 3 '
-+ Zij verklaren dit verschijnsel door aan te nemen, dat de ge-

© vormde o-chinonen met de toegevoegde waterstofperoxyde een

* wperoxydase-werking” vertonen. Dit lijkt ons wat te ver gezocht,
- want de methode van bereiding heeft ons inziens de peroxydase

niet geinactiveerd. , . o

- Bij deze proeven is het de onderzoekers gebleken, dat vers blad
na kneuzing anders reageert dan verflenst blad, dat gekneusd
wordt, Zo vonden zij, dat gedurende het verflenzen de enzym-
activiteit enigszins is toegenomen. Deze toename werd ook door

andere onderzoekers opgemerkt, zoals M ann (105), Deijs (35),

- Jones en Roberts & Sarma (136), die deze echter via
- de_peroxydase-activiteit hebben bepaald. ' N

~ _ Sommige van hen verklaren dit verschijnsel door aan te nemen,

dat nieuwe peroxydase is gesynthetiseerd. .

E;en ander belangrijk feit, dat L amb e.c. vonden, is, dat CO,-
afgifte niets te maken heeft met de oxydatie der tanninen. Sree -
~fangacher (162) onderzocht dit verder en vond, dat hoe meer:
* het blad wordt fijngewreven, hoe groter de zuurstofopname en

hoe kleiner de CO,-afgifte. Daar normale verse bladen een adem-

halingsquotignt van’ ongeveer 1 hebben, meende hij, dat de toe-

- hame van de zuurstofopname nodig is voor de oxydatie der poly-
phenolen en de vermindering van de CO,-afgifte probeerde hij -
‘te verklaren, door aan te nemen, dat door het rollen het totale
oppervlak der onbeschadigde deeltjes kleiner is geworden. Deze

_‘ verldaring is, hoewel er wat voor te zeggen is, nogal vaag, want
we weten hiermee nog niet, hoe het komt, dat onbeschadigde
cellen CO- kunnen ' afgeven en beschadigde cellen hiertoe niet
in staat zijn. Roberts heeft geprobeerd dit verschijnsel te ver-:
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klaren door aan te nemen, dat’ door het beschadigen der cel het
vermogen van de cel om anaeroob te fermenteren wordt vernie-
tigd. We zijn geneigd dit zodanig te preciseren, dat door het
 knéuzen de inwerking van de lucht veel intensiever is geworden
- en dat daardoor de enzymen die voor de- CO=-afgifte zorg dragen
_inactiever worden. : . e
Tijdens de fermentatie wordt ook zuurstof opgenomen voor de: ~
oxydatie van glucose. Dit werd door Sreerangacher (162)
— 1941 — bewezen, doordat toevoeging van glucose aan fermen-
térende thee een toeéname van de zuurstofopname en de CO,-af-
gifte veroorzaakte. Uit deze proeven kunnen we concluderen, dat

" de moleculaire zuurstof door verschillende systemen kan worden -

. opgenomen, zoals ‘ascorbinezuur, polyphenclen en glucose. ‘
Deze feiten wijzen nog eens op de gebrekkigheid van de me-
thodiek van de zuurstofopname, daar deze niet specifiek is voor
. -een bepaalde reactie en ook niet voor de totale fermentatie, zo- -
‘dat ze misleidend kan werken. De onderzoekingen werden in -
. 1943 door Sreerangachar (163) uitgebreid, waarbjj is af- .
" gestapt van de manometrische methode. Daar volgens hem geen °
.condensatie van o-chinonen plaats vindt, zolang er nog ascorbine-
Zuur aanwezig is, lijkt hem het volgen van het ascorbinezuur-
géhalte een betere methode. Een nadeel is, dat hij uit ‘theebladen -
.een enzympreparaat heeft gemaakt, hetgeen hij eerst met aceton .
. heeft behandeld. Volgens hem bestaat de oxydase alleen uit po- -
" lyphenolase en bestaat er geen ascorbinezuuroxydase in de thee.
Ons inziens is hij tot deze conclusie gekomen, doordat aceton de
. werking van ascorbinase inactiveert, wat door Srinivasan is
_bewezen, Sreerangachar is dus niet gerechtigd, om de as-
‘corbinase zonder meer te verwerpen. Door het enzympreparf.-xa_t
* te laten inwerken op een catechine- of een theetannineoplossing
“heeft hij de invloed van de pH en de temperatuur bestudeerd.
" “Hij vond de optimum pH bij 54 en de optimumtemperatuur bij
27° C, Verder heeft hij (164) opgemerkt, dat het enzympreparaat
anders reageert to.v. de verschillende polyphenolen dan het ex-
tract van theeblad. Zo wordt catechine door het enzympreparaat
actiever geoxydeerd dan de theetannine, terwijl het thee-extra}ct
een tegengestelde werking bezit. Ook de invloed van f)xydaft:ue-_
producten -van deze. {wee verschﬂlendeupolyphenolen” is geheg!
verschillend, Fr is hier sprake van geinduceerde oxydatie, waarbg'
- de: polyphenolen dan als inductor optreden. Zo‘veroqrzaakt toe
. voeging van oxydatieproducten van catechine een actievere oxy-
datie, térwijl de oxydatieproducten van theetannine geen vetho-
ging van de oxydatie vercorzaken. Dus door toevoeging  van
catechine kan de zuurstofopname van fermenterende thee worden
. 'verhoogd. Verder heeft Sreerangachar -(165) tegen de
' cytochroom-theorie 'van -Roberts de volgende argumenten -
.+ aangevoerd. Zo vond hij bij een spectrale analyse geen cyto-
" chroom-c. .De bewijsvoering van Roberts, dat verhoging van -,
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. de zuurstofopname bij een hogere zuurstofspanning een bewijs
* is voor de aanwezigheid van cytochroom, heeft Sreeranga-
char tegengesproken, door aanvoering wvan een proef van
Green van 1940, waarbij het gebleken is, dat vergroting van
de zuurstofspanning juist geen invloed heeit op de oxydatie van
Ferro-cytochroom. Dus juist het niet toenemen van de zuurstof-
opname is een bewijs voor de aanwezigheid van cytochroom.

Sreerangachar (166) heeft ook nagegaan, wat het ac-
tieve deel van de theeoxydase is en vond, dat dit net als bij de
ascorbinase een Cu-proteine is; zo zelfs, dat er een positief ver-
band bestaat tussen de activiteit van de polyphenolase en het
Cu-gehalte.

In tegenstelling tot Kubowitz (85), die rapporteerde, dat
door toevoeging van anorganisch Cu de activiteit van het enzym
kan worden vergroot, kon Sreerangachar dit bij de thee
niet vinden. Hij verkaarde dit door aan te nemen, dat de spe-
cifieke werking alleen kan plaats vinden, indien het Cu aan de
prosthetische groep vastzit. Bij de oxydatie van ascorbinezuur is
het gebleken, dat deze ook door geioniseerd koper kan worden
gekatalyseerd. Hier hoeft het koper dus niet beslist aan de pros-
- thetische groep vast te zitten. Het zou eigepaardig zijn, indien

dit bij polyphenolase anders zou zijn dan bij ascorbinase. De be-

wering van Kubowitz heeft ons inziens dan ook nog niet haar
waarde verloren, ‘
AJS een ander voorbeeld van verhoging van de oxydatiesnel-
. heid van ascorbinezyur willen we tenslotte nog memoreren

. onderzoeklpgen van Jorissen & Dekking (80) — 1943 —
over de geinduceerde oxydatie, waarbij onderzocht wordt of toe-
voeging van glucose de oxydatie van ascorbinezuur kan ver-
- hogen, Dit bleek inderdaad het geval te zijn. Zij vergeleken de
oxydatie van glucose met Cu, ascorbinezuur met Cu en ascor-

inezuur met glucose en Cu en vonden, dat wanneer glucose
.ganwe:pg s, de t?@e zuurstofopname wel twee maal groter-is

an bij de_ oxydatie van ascorbinezuur met alleen Cu. Dit bewijst
niet veel, immers de grotere opname van de zuurstof kan worde
ver(ff)makt',fi?‘)rdat de glucose ook zuurstof opneemt. -

Bij vergelijking met andere stoffen bleek het, dat niet alle

 stoffen als acceptor dienst Ay
- merkelijk groot is. ens k@nen doen en dat het verschll O‘PV



- HOOFDSTUK II
. DE OXYDATIE-REDUCTIE POTENTIAAL.

A—Deademhaling of het katabolisme,

Daar er een duidelijk samenhang bestaat tussen de fermenta-
tie van de thee en de ademhaling in algemene zin, kan het voor
een betere bestudering der problemen bij de theefabricage van
groot nut zijn, indien we de ademhaling nader belichten.

Kluyver gaf in het Leerboek der algemene Plantkunde
(deel 2) van Koningsbherger cs. een duidelijke uiteenzetting
hierover. We kunnen hier volstaan met het noemen van de twee
belangrijkste onderzoekers, die de grondslag hebben gelegd voor
de tegenwoordige theorie omtrent de ademhaling. Het zijn Otto
Warburg en Heinrich Wieland, wier theorién in de

‘aanvang geheel met elkaar in tegenspraak schenen. Dank zij
vertogen van . verschillende kanten, is het gebleken, dat er niets
op tegen is, deze theorieén samen te bundelen tot de zg..,Ein-
heitliche Deutung”. Deze houdt in, dat de biologische oxydatie
_is terug te voeren tot een met behulp der dehydrogenasen ver-
lopende dehydrogenatie van het ademhalingssubstraat, waarbij
de zuurstof alleen als waterstofacceptor fungeert, door tussen-
. komst van Warburg’s fermenthaemine.

Bij de ademhaling hebben we dus te maken met systemen, die
trapsgewijze de oxydatie tot stand brengen, terwijl alleen het
‘eerste systeem direct met de vrije zuurstof reageert,

Het is daarbij van groot belang te weten, welke factoren de
ademhaling kunnen beinvloeden. Hierover zijn behalve met vele

- celsoorten ook met hogere planten proeven genomen en. de re-
sultaten zijn over het algemeen niet geheel dezelfde.

Weevers (183) heeft als uitwendige factoren o.a. genoemd:

. temperatuur, zuurstofconcentratie en licht.

Daar vrije zuurstof nodig is voor de adembhaling, is het van
belang te weten of de condentratie van dit gas van invloed is 6p
de ademhalingsprocessen. De gangbare voorstelling was tot voor
kort, dat de zuurstofspanning binnen vrij ruime -grenzen lfon‘
~ veranderd worden, zonder dat de intensiteit van het dissimila-

tieproces hierdoor gewijzigd wordt. . .

-Blackmann en c. s. wijzen er evenwel op, dat deze mening

gewijzigd zal moeten worden en in elk geval niet algemeen gel-

dig is, daar uit hun proeven bleek, dat de CO, productie van
plantendelen verandert met jedere verandering van de zuurstof-
. concentratie in de omgeving. :



Wat de invloed van de temperatuur betreft, kan men zeggen,
‘dat de verhoging van de ademhalingsintensiteit (Q,,) van hogere
planten tot een temperatuur van 25—30° C ongeveer 2 bedraagt.
Dit werd nl. in het Utrechtse laboratorium door Kuijper en
daarna door Fernandes gevonden. Bjj stijging van de tem-
peratuur vindt .een verlaging van ‘de adembhalingsintensiteit
plaats, zodat de kromme, die de invloed van de temperatuur op
de ademhaling weergeeft een zg. optimum-kromme is. o

Wat de invloed van het licht betreft, kan men zeggen, dat bij
hogere planten ook in het licht ademhaling plaats vindt. Een
-bewijs voor het plaats vinden van de ademhaling in het licht is -
“het bestaan van-het.zg. compensatiepunt, d.i. het punt, waarbij .
de CO,-assimilatie en de ademhaling elkaar volkomen in even-
wicht houden, dus geen gaswiseling van zuurstof en koolzuur.
plaats vindt.. - : S

Gessner heeft bij hogere planten een stijging der ademhaling -
na voorafgaande belichting waargenomen. Het bleek echter, dat
" de objecten eerst een donkere periode van enkele dagen moeten
hebben doorgemaakt en dat de daarop volgende belichtingstijd
minstens een uur moet zijn: Een verklaring hiervoor is o.a., dat
door. de belichting voldoende koclhydraten worden gevormd,’
" waardoor de ademhaling intensiever wordt.' Deze verklaring is.
echter onvoldoende, want door ulira-violette stralen wotrdt de-
.ademhalingsintensiteit groter, wat vermoedelijk een pathologische
O,-opname is. Rontgenstralen hebben echter geen invloed op de
, ademhaling. & . . . ‘ -

Andere factoren, die de ademhaling kunnen beinvlceden zijn-
o.a. ademhalingsstimulatoren, die aan de plant kunnen worden
toegevoegd. - . L

. Hiervan kennen we:

"1 Specifieke adeﬁihalingsvergiften, die in zeer lage concentra--
ties de ademhaling kunnen stimuleren bijv. hogere alcoho-
len, HCN, H,S enz. ; o e

2 Kleine hogveelheden reversibel reduceerbare basische kleur-
stoffen, bijv. methyleenblauw (rH, groter dan 8). R

Genevois kon in 1928 met zure kleurstoffen geen verhoogde-
ademha]iqgsizgtensiteit waarnemen, omdat sommige ware klegur-
_ st.offen,_ niet in het inwendige der cellen doordringen, Wat. de
. stimulerende invloed van de basische kleurstoffen betreft, be-
_ wefrde Genevois, dat de mate, waarin deze optreedt onge--
twijfeld sa:penhangt met de waarde van de redoxpotentiaal en
~wel met dien verstande, dat kleurstoffen met een rH, kleiner
dan 8 slechts een geringe en diegene met een rH, groter dan 8
een grotere verhoging der ademhalingsintensiteit bewerken. Bij-
de onderzoel::mger.:m van Geiger-Huber in 1931 bleek, dat
~de voorgeschiedenis der cellen van grote betekenis is en wel, dat
oudere cellen sterker op neutraalrood reageren dan jonge cellen.
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IGr'e ab‘h vond in 1937, dat niet alleen de voorgeéch.iedenis,

maar ook de. cultuurvoorwaarden van belang zijn bij verscheidene “

giststarhmen. Hijj beweerde verder dat- dergelijke stimulerende -
systemen ook in de gistcel zelf voorkomen. Dit laatste is van
‘groot ‘belang, ‘want indien dit juist is, dan moet bij toevoeging
van perssap van snelademende gist aan het milieu van langzaam
ademende gist, de ademhalingsintensiteit van de laatste verhoogd -
worden. Dit vond hij dan ook. Jammer genceg heeft Greach
niet verder nagegaan of het verschil tussen snel en langzaam
- ademende gistsoorten te danken ig, aan de aanwezigheid van deze

‘stimulatoren alleen of aan de mate van aanwezigheid dezer stof- |
. fen m.a,w. dat deze stoffen in mindere mate in langzaamademende
gistsoorten voorkomen.

Roberts vond bijv. dat Bet;a.n-thee sneller fermenteert dan :
Kharimata-thee. Hij verklaarde dit, door -aan te nemen dat in
Betjan meer ascorbinezuuroxydase voorkomt dan in Kharimata,
- zodat in Betjan dus per tijdseenheid meer ascorbinezuur wordt
geoxydeerd en daardoor meer waterstofperoxyde wordt gevormd.

Dit hoeft niet waar te zijn, daar H,0, ook gevormd kan wor-

"den door de oxydatie der polyphenolen. In Betjan thee kan dus
ook meer polyphenolase voorkomen.

. Hieruit zou dan volgen, dat per tijdseenheid meer phlobaphe-
. nen worden gevormd en de fermentatie ook veel sneller ver-

loopt. Het zou heel aardig zijn, indien Roberts het perssap -

- van Betjan aan fermenterende Kharimata zou hebhen toegevoegd .
om na te gaan of de fermentatie merkbaar. wordt versneld. In:
. dat geval kunnen ascorbinase en polyphenolase ook tot de zg '
ademhalingsstimulatoren worden gerekend.

Om de invloed van uitwendige factoren op de ademhahng goed
na te kunnen gaan, behoren we allereerst een maatstaf voor de
- ademhalingsintensiteit te vinden en dit is niet zo eenvoudig. De

_aercbe -ademhaling is een dissimilatieproces, waarbij stoffen, -

. waarin chemische energie is opgehoopt ‘worden afgebroken onder
- vorming van CO, en water. Het is dus logisch om de hoeveelheid -

.gevormde CO, per tljdseenhmd als maatstaf voor de ademhalings-
- intensiteit te nemen. Er doen zich hierbij echter enige bezwaren
voor o.a. het optreden van anaercbe adembaling, waarbij ook .
" CO, wordt gevormd en daarnaast het optreden, hoewel tijdelijk,
"van organische zuren, Desondanks -is ‘de- bepaling van de kool-
zuurproductie in sommige gevallen een betere methode dan de
‘bepaling van de zuurstofopname, omdat de zuurstof ook gebruikt
wordt voor de omzetting van vetten in koolhydraten. -

Een andere moeilijkheid doet zich voor bij- de vraag, waarop_
de hoeveelheid CO, betrokken moet worden. Vergelijkt men b.v.
© de ademhahngsxntens1te1t bij zaden, dan kan de hoeveelheid CO,

- per gram zaad als maatstaf worden gebruikt, maar het is minder - _
gemakkelijk om de intensiteit der ademhaling van- ongelijksoor- -
- tige delen van de plant met elkaar te vergelijken. Dan moet de
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berckening per gram drooggewicht of per gram vers gewicht en
van hetzelfde plantendee]l geschieden. - : :

* De onderzoekingen van Roberts zijn geschied met behulp
van. de bepaling van de zuurstofopname en later ook van de
koolzuurafgifte. Beide methoden bleken volgens hem bevredigend
te zijn, daar de resultaten dezelfde waren. Een nadeel, dat aan
beide onderzoekingen kleeft, is gelegen in de grote hoeveelheid
bladen, die hij steeds voor elk onderzoek nodig heeft. Immers
. bladen van verschillend gewicht en ouderdom hebben zeer waar-
schijnljjk een geheel verschillende ademhalingsintensiteit, zodat
ecn gemiddelde geheel afhankelijk is van de hoeveelheid jong en
oud blad, die"in een dergelijk mengsel voorkomt. Het is niet aan
te bevelen om dergelijke gemiddelden met elkaar te vergelijken.

+ Om het verschil in ouderdom, grond en type te vermijden zouden

" we bijv. met bladplaatjes kunnen werken, die met-een glazen buis
als pons uit een blad kunnen worden ‘gedrukt, - :

.. Voor dergelijke kleine bladplaatjes van 20 mg elk hebben we
. matuurlijk een zeer gevoelige methode nodig, die heel kleine re-

" acties kan weergeven, De vraag is of de door Roberts gebruikte
manometrische methode hiervoor geschikt is. Wi hebben hiermee
echter geen ‘ervaringen gehad, zodat we hierover geen oordeel
kunnen vellen. Een bezwaar van de manometrische methode is’
oa. dat de zuurstof voor de oxydatie van verschillende systemen
kan worden opgenomen. De colorimetrische methode van Deijs .
met behulp van een Hellige tintometer is wel gevoelig, doch
geeft alleen de kleurveranderingen aan, We hebben daarom ge-
meend om de electrometrische methode, die de redoxpotentiaal
meet, toe te passen, omdat de uitvoering zeer eenvoudig is, hoe-! "
wel ook hieruit in eerste instantie geen conclusies kunnen worden
getrokken over de afzonderijke reacties.

B—Deoxydatie-reductie potentiaal en de af-

leiding der formules. .

Zoals we in het‘ voorgaande reeds hebben bésproken zijn de
voornaamste reacties bu de ademhaling gekoppelde dehydroge-
naties en hydrogenaties, waarbij waterstof katalytisch wordt
overgedragen, bijy.- - - - . o

AH+B > A4BH . - |
. Deze reactie is omkeerbaar, Bekijken we bijv. A + H — AH
electromotorisch dan krijgen we: o ‘ )
oX + n® = red . ' : .
4 Hi‘erbij is n het aantal electronen, dat bij de m&ydatié én re-
uctie wordt overgedragen. Bij dergelijke reversibele reacties is
het mogelijk om de beide reacties AH <A+HenB +H = BH
van elkaar gescheiden te doen verlopen en wel door in elk sy- -
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steem een metaalelectrode te plaatsen, die dan metallisch via een
. potentiometer wordt verbonden, terwijl tevens de vloeistoffen,
die de electrode omringen door een ionengeleidende vloeistofbrug
in verbinding worden gebracht. De potentiaal van de ene halfcel
(Calomel) wordt constant gehouden, zodat elke verandering van -
de potentiaal van de andere electrode-halfcel een verandering van
de potentiaal van het gehele systeem aangeeft. De meting ge-
schiedt met behulp van een potentiometer. :
 Wanneer de metaalelectrode onaantastbaar is, zoals platina,
* goud, palladium e.d., dan zal het potentiaal-verschil onafhankelijk
ziin van de aard der electrode. De vorm en voorbehandeling van
de electrode is van invioed op de mate van.de nauwkeurigheid,
" “daar bijv. een draadelectrode door het Kleine' oppervlak slechts
" een kleine uitslag van de Voltmeter veroorzaakt met het gevolg,
. dat de nauwkeurigheid van het aflezen minder wordt. -
Afleiding der formules, ,
Volgens Clark c.s. (26) kan de reductie van ferri- tot ferro-
ion als volgt worden voorgesteld: : . : «

2 Ferri + H, " 2 Ferro + 2 H - (@
2 Ferri + O .~ 2 Ferro + O (k)
_ Ferri + e - Ferro - (c)

. Een reductie kan dus zich voordoen als een-opname vai water~
stof, als een afgifte van zuurstof of als een opname Vanh elec-
tronen. Bij een oxydatie krijgen we het ‘omgekeerde geval. Bij
een reductie — of een oxydatieproces hebben we of met een
van de drie te maken Of met een combinatie er van. Formules
(a) en (b) suggereren de meetmogelijkheid van waterstof resp.
zuurstofdruk, wat echter praktisch onuitvoerbaar jbleek te zijn
Formule (c) suggereert de mogelijkheid om electrisch te meten
en dit is praktisch wel mogelijk.

" Dus electrochemisch kan een oxydatie beschouwd worden a]s
_een verlies van &én of meer electronen bijv.: . .

Fe** — Fe*** + e
7 Sn** __}Sn**** + 2 e . . B .
' Een reductie kan dan omgekeerd worden beschouwd als een

opname van elecironen. . o ] -
Toepassing van de massawerkingswet op de evenw1chtsreac't1e7

Fe*** -+ ¢ 7 Fe™™ o ' getjaf’t:s
(E) = E{(—F@;eft)l (e) is déAelectronencpnc'en'tratie. (1)

_ e O B c L
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Br\engt men in: eett oplossmg, die ferrl— en ferro-ionen (dus
ook electronien) bevat, een niet aantastbare metaalelectrode bijv. -
Pt, dan gedraagt deze zich als: een elecironen electrode met een
constante- ,,electronen concentratie” = C,. De potentiaal van deze
electrode is op dezelfde wijze afhankeluk van de electronen-con-

-centratie van een oplossmg Dan geldt v'oor de potentlaal der
platina-electrode: . .

_.RT . Gy a7 o 5
E = F .1 o Wgtarbu Co (2
~.7 . . B = de potentiaalsprong tussen electrode
en’ oplessing uitgedrukt in Volis.
‘R = de gasconstante, unitgedrukt in Joules
*. per graad. :
T = absolute temperatuur
- F = 1 Faraday = 96500 Cou.lom'bs dJ. de,
lading van een grammn. ‘
— RT O '
E =5 in + n T |
Fe** red N . “- .
Daar (‘3) = K ((Fe***) =K ((0 )) ,»~ kunnen we voor E sch?gverf: |
_RT o) ‘1 L
E = = l C — o 3

n = VEI‘SChﬂ van aantal electronen tussen geoxydeerde en ge-

reduceerde vorm. C, is constant zodat R—Iln C, is C

F
-]
C ~— L o=
+ n g E, |
Als algemene formule krugen we. dus .
E = o fox). -
h E + (red} - R @

Na mvoenng van de Bnggsche loganthmen in de aI -
gemene
formule krijgen we bij 30° C:

V 0 . i‘.
’E‘h = E, + 06 log ((9—):1)—) - in volts u1tgedrukt ,(5)

Eh is het potenuaalverschnl tussen een metaalelectrode en de

oplossmg waarin zich het redoxsysteem bevmdt gemeten t.ov.
<. de normale waterstofelectrode.”

. E, is cen constante, welke voor elk systeem een bepaalde waarde.

heeft, zo ook n, d.i. het aantal electronen, dat bu de reactie wordt
- overgedragen. - , '
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.+ Terwijl deze twee waarden dus voor elk’ systeem bepalend
((r%i})' voor alle systemen op dezelfde mamea‘,
- waardoor niet de absolute grootte der concentraties, maar de ver-
. houding der concentraties van beide componenten bepalend zijn.
 Indien deze verhouding één is, dan is het systeem voor 50 %

geoxydeerd en voor 50 % gereduceerd en in dat geval is B, = E,,

-+ zijn, varieert ‘ 10'g

' waaitnee de waarde en de betekenis van de constante E, terstond

is vastgesteld. ‘ ‘ . . '
Aangezien het verloop van Ey tov. E, verder alleen bepaald
wordt door factor (—};116 , zal dit verloop voor alle systemen met
gelijke waarde van n geheel overeenkomstig zijn. Dit betekent
dus, dat voor ieder reversibel oxydatie-reductie systeem de waar-
. de van zijn E, karakteriserend is. Geleidelijk 'is dan ook voor
een groot aantal organische kleurstoffen de E,-waarde vastge-
steld, waardoor het mogelijk werd deze te ordenen in een reeks,
~ waarvan de stoffen met een hogere E, oxyderend of dehydroge-
"nerend op de stoffen met lagere E, inwerken. Daar deze kleur-
stoffen op reductie  doorgaans met kleurverandering reageren —
zij worden meestal kleurloos — heeft men ze als zg. redox-indi-
" catoren kunnen toepassen, d.w.z. men heeft op deze wijze de
reductie-intensiteit der levende cellen hij benadering kunnen
vaststellen. Niet alleen. de aard der zich in de cellen afspelende
. stofwisselingsprocessen is hierbij bepalend, maar ook en vooral
~ de waterstofionenconcentratie. Het is bekend, dat deze m_vloe,d
'van de pH op de verschillende redoxsystemen zeer Vers end
kan zijn. Zo- kemt men naast pH-gevoelige redoxsystemen ook
pH-angevoelige redoxsystemen. Heeft men bijv. een combinatie
“van twee redoxsystemen, wier potentialen zich in verschillende
mate wijzigen bij verandering van de'waterstoﬁonenconcgntratle
van hun milieu, dan kan het voorkomen, dat afhankelijk van
de pH de ene of wel de andere component als reductlexplddel
fungeert. : ‘ _ R L
Om de invlced van de pH in de bovengenoemde reeks weg te
~werken, heeft men de E, steeds bij een PH = 0 bepaald. Bij
andere pH spreekt men dan van E,". | ‘ : o
- Dat de invloed van de pH zeer belangrijk is, zien .we in de.
volgende vergelijkingen: _ R L
~ Indien alle milieu-condities bepaald en onveranderlijk zijn, dan
= e RT7 (ox)
E ,_‘EO T aF I_“ (red) T o
 Indien echter het milieu verandert, dan heeft dit invloed op
de redoxpotentiaal. ' '
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- De algemene formule wordt dan:
C g RT .. (ox) RT
— ' . A g .
E=E + nE (red) THF M3 .
waarbij men onder z een functie verstaat, waarin alle invloeden
van het milieu (ionisatie, H-ionen) zijn samengevoggd.

De rH, of de reductie-intensiteif.

De benaming rH, voor de reductie-intensiteit werd voor het
eerst door Clark (26) toegepast. Het stelt voor de negatieve
logarithme van de waterstofspanning, waarmee bij de bepaalde
En en pH de geplatineerde platina-electrode in evenwicht zou
zijn. : \

JIn navolging van Wurmser ea. werd voortaan de term rH,
gebruikt. Daar het begrip reductie-intensiteit gekoppeld - wordt
aan de kracht, waarmee waterstof wordt afgestaan, kan men
als absolute maat een reversibel systeem asnnemen, dat in even-
wicht is met een bepaalde waterstofgasdruk. Nu wordt de zuur-
graad bepaald door meting van de potentiaal van het evenwichit
tussen H-ionen en waterstofgas van 1 atmosfeer, Hierdoor is men
er toe overgegaan dit reductie-evenwicht als nulpunt van de re- .
ductie-intensiteit te aanvaarden.

Men kan de potentiaal van de waterstofelectrode als volgt
weergeven: : . ‘

. _RT, (Hy | | )
+ of bij 30° C met toepassing van de Briggse logarithme ) .
- E, =006 log (H) — 003 log Py, - {2)

waarbij:  (H) = de waterstofionenconcentratio

. Py, = de waterstofgasdruk . .

. Daar —log (H ) identick is met het symbool pH, kunnen we
formule (2) als volgt schrijven: : e :

Eh = —0,06 pH — 0,03 log Py, L (3)

Is de waterstofgasdruk constant, dan neemt de potentiaal, bij
toename van de pH met 1 eenheid, met 58 mVolt af (bij 18° C.).
Hieruit kunnen we ook zien, dat de E, - beinvloed wordi door
de pH. Voor de minimale reductieintensiteit of maximale ‘oxyda-
tieintensiteit, wordt de reversibele zuurstofelectrode aangéno-
men. Deze is theoretisch in evenwicht met een waterstofspanning
van 10-4' atmosferen, o . - I
Het verband tussen de grootheden E, , pH en rH: kunnen we
gemakkelijk in de volgende formule, welke afgeleid is van, 3
Zlen: - :

S 003 @y
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Volgens deze formule, kan. de rH, van de verschillende redox-
-systemen alleen worden aangegeven, indien de pH erbij vermeld
wordt. Clark cs. (26), die in de aanvang het gebruik van de
rH, veel gepropageerd heeft, heeft later het gebruik ervan af-
geraden., Ook doordat er verschillende redoxsystemen blijken te
bestaan, die in een bepaalde pH-zone een vrijwel constante rH,
bezitten. Dezelfde formule 4 is echter onvoldoende om het door--
Clark genoemde feit te verklaren.

 Tenslotte willen we nog vermelden, dat tussen de waterstof-
electrode en de zuurstofelectrode als. uiterste grenzen, de rH,
varieert tussen 0 en 41 ' -

De clectrische meting. - : P R

De methodiek is volgens Elema (51) van belang. Zo kan een
eventuele polarisatie of tegenstroom op de metaalelectrode in-
vloed hebben. Deze wordt echter door toepassing van de com-
pensatiemethode van Poggendorf fot een minimum terug-
- gebracht, maar desondanks is enige polarisatie onvermijdelijk.
Potter heeft het gevaar van polarisatie tot een minimum pro-
beren te brengen door gebruik te maken van een ballistische gal-
vano-meter. o

De electrode zelf kan ook van invloed zijn op de meting. Vol-
g;?ns )Hew.itt (63) voldoet blank platina het meest (draad of
Plaat). - _ : : v

Het clectrodevat kan ook van invioed zijn door zijn vorm, die
in verband staat met het doel van het onderzoek en de te onder-
zoeken, vloeistof. . .

Een belangrijke factor is met welk  meetinstrument men
werkt, Zo gebruikte H e w i tt bi zin onderzoekingen
een Lindemann-electrometer (binant elect‘rometer). Dit in-
strument is zo gevoelig, dat het te veel beinvloed wordt door
- invloeden van buiten, waardoor het min of meer ongeschikt is.
Zo vonden Miller & Geiszler dat zelfs een open Taam

invloed heeft op de Lindemann-electrometer. o

Elema gebruikte voor zin ondefzoekingen een Philips-elec~
trometerlamp 4080 als versterker. : o :
. Bij het eigen onderzoek hadden we de beschikking over de

- dat men, de EMK. van de te meten cel kan aflezen,

bovendien de behandeling zeer eenvoudig is. Deze .potentiometer
de Cambridge-electrometer,

heeft geen lampversterking zoals bijv. : 1
doch was voor ons onderzoek voldoende ggvoehg om reprodu-

ceerbare cijfers te verkrijgen.

C—De oxydatie-i-eductie potentiaal in bio-
logische stelsels. ’ ' '

*  Men kende het doel van het redo;:—potenﬁaal onderzoek reeds
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. lang, want dit werd reeds in 1902 door Fredenhagen uit
-eengezet. Sindsdien is er weinig principieels aan toegevoegd. Hed
ibelangrijkste is wel het onderzock bij de biologische stelsels. Tot
nu toe was dit onderzoek steeds beperkt tot micro-organismen

" en over de waarde dezer resultaten zijn verschillende meningen
ontstaan. : . T -

Clark ec. meenden in. de oxydatie-reductie potentiaal een

- middel te hebben, waarmee de energie-processen van de adem-
haling exact bestudeerd kunnen worden. Volgens hen heeft men
echter in dit. opzicht niet veel bereikt, doordat o.a. de verkregen
-cijfers niet reproduceerbaar zijn als gevolg van wverschillende

. factoren, als het ontstaan van ireversibele systemen, onvolledige
onisatie, vorming van complexzouten enz, (Schi]'nbare/ redox-
potentiaal). o - _ S
- Hewitt had echter weél resultaten verkregen, Hij vond nl. dat

- de pH-invloed nijet groot is bjj biologische systemen, Verder
vond hij, dat de biologische activiteit vaak gecorreleerd is met
het gedrag tegenover de electrode, De oxydatie-reductie poten-
-tiaal bleek ook van belang te zijn voor het onderzoek van bac-
terién e.d. Volgens Kostytehew moet wat Hewitt gevon-
den heeft ook gelden voor de osmotische waarde van het pers-
sap bij hogere planten. : R . :

.Volgens Michaelis is de oxydatie~reductie-potentiaalbepa-'
ling nog niet rijp voor biologische stelsels, die vaak te labiel
zouden zijn om ze te meten, Volgens hem komt de potentiaal-
sprong in biologische stelsels w. rschijnlijk grotendeels voort uit

28, sulfhydryl-stelsels (2RSH = RSSR + 51 ‘bijv. cystine-cys-
teine), die de electrode waarschijnlijk op weinig reproduceer-
bare wijze beinvioeden. _ ‘ b -
~ Kroon daarentegen meent, dat hoewel biologische stelsels.

schergg En’s bezitten, de potentiaal toch wel reproduceer-
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Met het trichloorazijnzuurextract van de te onderzocken stof ti- .

‘treerden Birch, Harris en Ray (18) — 1933 — een bekende -

hoeveelheid redoxindicator tot kleurloos. Als indicator gebruik-
ten zij het door Tillmans in 1928 gepropageerde 2—6 dichlo-
rophenolindophenol. Deze reactie verloopt chemisch kwantitatief,.
zodat zij uit de benodigde hocveelheid extract het gehalte aan
ascorbinezuur kunnen berekenen. . : R

De. meeste vorderingen over de toepassing van de redoxpoten-
tiaal werden in het begin gemaakt door biochemici, die speciaal
het mechanisme van de ademhaling in levende organen hebben
bestudeerd. Opmerkelijk zijn bijv. de onderzoekingen van Hop-
kins (72) e.a. over glutathion en de thiol-componenten. Verder
die van Quastel'en zijn assistenten, die de werking van kleur-
stoffen op enzymen onderzochten. -

De onderzoekingen van biologische stelsels met behulp van de

oxydatie-reductie-potentiaal grocien nog steeds in aantal en daar-

om hebben we niet geschroomd om ondanks de geopperde be-
zwaren deze methode toe te passen op de theefermentatie. Ook’
omdat enkele bezwaren als het heel houden der cellen bij ons .
onderzoek niet op gaan. Verder kunnen storingen door slechte

_jonisatie hier vermeden worden, doordat we de bladmassa sus-

penderen alvorens deze te onderzoeken. Hoe de ‘resterende be-
zwaren zich zullen gedragen tijdens de proeven, dienen we af te

Cwachten, . A .
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HOOFDSTUK III

DE ELECYROMETISCHE TITRATIE VAN ASCORBINEZUUR
IN THEEBLAD

A —De electromeirische titratie van Ferro
(Mohr's-zout) met twee versch_illende '
.electroden. ' :

Als materiaal voor dit deel- van ons onderzoek hebben we
Mohr's zout genomen. Het ferro-ammoniumsulfaat wordt door
KMnO, geoxydeerd volgens: : , : :

5 Fe*™ #+ MnO;” + 8 H* — 5 Fe*** 4+ Mn** + 4 H,O.
. waarbij het paarse permanganaat wordt ontkleurd. .

Door plaatsing van een platina-electrode in het vat kan deze .
titratie electrometrisch worden gevolgd. -

We hadden verschillende draad- eri plaatvormige platinaelec-
troden tot onze beschikking. De electrometrische titratie-curven
zullen met elkaar worden vergeleken, om te zien welke electrode
zich het best leent voor een electromeirisch onderzoek.

Uitvoering

In een bekerglas van 250 mL inhoud wordt 10 mL van een-0,1
N oplossing van Mohr’s zout verdund met 100 mI. gedestilleerd
water en daarna 10 mL verdund zwavelzuur (1 : 5) toegevoegd.
In de oplossing wordt behalve een platina-electrode een glazen
roerder geplaatst, welke door een motor wordt aangedreven.
Baoven de oplossing wordt een blret opgehangen, waarin 0,1 N
KMnO,. Deze oplossing wordt dan met behulp van een agarbrug
met verzadigd KCl in verbinding gebracht met een tweede vat,
waarin verzadigd KCL Door in dit tweede vat een calomelelec-
trode te steken, is een compleet element verkregen. Wanneer we
de beide electroden in verbinding brengen met een potentiometer,
dan kan de titratie electrometrisch' worden gevolgd. (Als poten-
tiometer werd een jonometer van Lautenschliger gebruikt). -
Na ‘elke halve mL KMnO,, die we uit de biiret in de oplossing
druppelen,_wordt de oxydatie-reductie potentiaal bepaald en na
- éen paar seconden nogmaals bepaald, om te zien of de meting,
niet is teruggelopen en dus constant blijft. Daar Ferro geoxydeerd -
» wordt tot Ferri, zal de potentiaal stijgen en de stijging zal het -
grootst zijn, indien vrijwel alle Ferro in Ferri is veranderd. Op
het punt, dat de potentiaal relatief de grootste stijging vertognt,
i . .o
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heeft ook ‘de kleuromslag plaats gevonden, zodat de visuele titra- ‘
tie objectief kan worden gecontroleerd (aequivalentiepunt ligt.
op 11,4cc 0,1 N KMnQO,). Deze werkwijze heeft het voordeel,
dat’ we zuiver kunnen titreren, ondanks bijv. ecn donkere
kleur van de reagerende vloeistof, waardoor een kleuromslag
moeilijk of haast niet te zien is.’ o

&,

L ];oo_ -

| ¢e Kleuromsk’j. -
660 |

Soa |

450 |
400 | — ‘lefe'.-'._;

350 |} . o—0 DranG'.li

1 A . i

T | . T |
Il 2 3 4 5 gL R

_ Fig. 1 : o -
" Electrometrische titratie-curves van Moht's zout. .

~ De titratie met de plaatelectrode werd mg;maals‘ herhaald, daar
reeds bij de eerztte mgﬁngen was opgevallen, dat hiermee veel ge- |
makkelijker het stilstaan van de naald van de Vqlhx??t?l' kan WO(;;
den bepaald. Bij de draadelectrode was de uitwijking van]j‘ks
naal-:}l bij het sluiten van de stroom ig Klein, dat deze nauwel)
van. het stilstaan der naald kan worden Onoets
ves werden met elkaar vergeleken en daarbij viel het op, dat i(:'
Potentiaal, gemeten met de draadelectrode reeds steeg, 1J‘efwi:]rade.-
nog geen kleuromslag te bespeuren is. Hoewel de draadelec
‘ : : . 49



~dus gevoeliger is, werkt men er niet prettig'mee, daar de poten-
-tial niet voldoende zuiver kan worden gemeten. Het slechte uit-
slaan van de naald bij de meting met de draadelectrode wordt
waarschijnlijk veroorzaakt, doordat het oppervlak Kleiner is dan
van een plaatelectrode. We hebben daarom besloten in het vervolg
steeds met de plaatelectrode te werken.

De potentialen (Fig. 1) zijn gemeten t.o.v. een verzadigde calo-

melelectrode die zelf een constante potentiaal van 250 mV tov.

. de waterstofelectrode ‘bezit. Dus voor de berckening van de po--

“tentiaal t.o.v. de waterstofelectrode moet bij ‘de gemeten waarde
nog 250 mV opgeteld worden. : R .

B — De electrometrische titratie van synthe-
4. tiseh ascorbinezuur. o

" De gewone visuele titratie van ascorbinezuur geschiedt volgens.

de methode van Tillmans cs. — 1928 —. Deze titratie berust

op het reducerende vermogen van ascorbinezuur. Wordt een re-

dox-indicator toegevoegd, dic een hogere normaal redox-poten-
tiaal bezit, dan wordt het ascorbinezuur geoxydeerd: tot dehy-
droascorbinezuur. Daarbij wordt H afgesplitst, hetwelk de in-
dicator - (2—6 dichlorophénol-indophenol) reduceert tot zijn leu-
coverbinding. In de loop der jaren zijn er enige variaties op deze
" methode gemaakt zoals die van Birch.Harrisen Ray (18)—

1933. Zij pasten nl. de omgekeerde titratie toe, waarbij met een
‘trichloorazijnzuur-extract van het blad cen bekende hoeveelheid
indicator tot kleurloos wordt gereduceerd, Deze reactie verloopt
chemisch kwantitatief, zodat zij uit het benodigde extract het
" ascorbinezyur-gehalte kunnen bepalen, Deze omgekeerde titratie
_ heeft echter bij verschillende onderzoekers ‘enige critiek opge-
wekt. Zo waren Lund, Spur en Fredericia (102) in 1934

er sterk tegen gekant, omdat zij menen, dat het beter is te titre-

~Ten fotdat er een kleur ontstaat, dan totdat de kleur verdwijnt.
© Voor een visuele titratie

We willen dan ook nagaan of deze omgekeerde titratie moeilijk-
heden oplevert, indien de titratie electrometrisch wordt gevolgd.
De indicator. / -‘ R

~Birch cs. gebruikten Tillmans indicator (2—86 dichlorophe-
‘nol-indophenol) en wel een 0,01 M oplossing of 200 mg kleurstof
In 100 mL gedestilleerd water. De indjcator is in alkalisch milieu

’

blauw en in zmmr miliew rood, De kleuromslag is kleurloos tot
- bleekgeel i )

~oud is, zodat het aan te raden is om de indicato vr oedig te
‘verversen. Mathot (115) v ndiont om

drie dagen, erverébe lelV-- Zijn indicator om de

Tillmans en ook Lund ec. namen in plaats van 001 M,

- en nog- verdunder oplossing n.l. 0,001 M di. 100 mg kleurstof

opgelost en aangevuld met gekookt water tot 500 mL. - -
50 - |

kunnen we ons dat inderdaad indenken.



Fen nog verdunder oplossing is niet aan te Be‘velen, daar de .
- kleuromslag te zwak zou zijn. Deze moeilijkheid zou ook verme-~
dan kunnen worden, door de titratie electrometrisch te volgen.

De be_reiding van het exiract:

Het is in sommige gevallen niet mogelijk, al het ascorbinezuur -
in oplossing te krijgen, daar het in de celstructuren achterblijft. .
Daarom moet de bladmassa goed fijngewreven worden om de
- celstructuur zo goed mogelijk te vernietigen. Beter is het om na
het filtrerén nog eens te wrijven en te filtreren, waardoor minder
ascorbinezuur in de cellen achterblijft. Een andere en nog befere
methode is het extraheren der bladmassa. . ‘

De sterkte van het beschermende zuur:

- Birch ec. raadden aan om de bladmassa met een overmaat
“trichloorazijnzuur en wel 20 % fijn te wrijven en daarna te ver-.
durmen tot 5 %. Hierdoor wordt het ascorbinezuur beschermd
tegen oxydatie door enzymen, doordat bij die lage pH, de enzy-
men intactief zijn. Een nadeel van cen dergelijk sterk zuur-
© extract is, dat het destructief werkt op de indicator, die langzaam
wordt ontkleurd. Deze fout is bij titratie van een trichloorazijn-
- zuur extract, dat rijk is aan ascorbinezuur, niet noemfanswaard,
maar wordt vrij aanzienlijk, wanneer het extract arm is aan as-
corbinezuur. Volgens Mc Henry en Graha
wordt de tijd, die nodig is om de indicator te ontkleuren, groter, .
gau;dlzmate deze 15--20 maal met gedistilleerd water wordt ver-

Om de destructieve kracht van het trichloorazijnzuur e ver-
minderen, namen Mc Henry en Graham ecen minder sterke
oplossing nl. 3 %. Deze oplossing is volgens hen .vvoldoende be-
schermend en heeft de destructieve werking niet. Mathot
‘daarentegen werkte liever met een 8 % oplossing. :
 Een ander nadeel van een sterk zuur milieu is, dat het!op
- de agar-brug inwerkt, waardoor een diffusie-potentiaal kan op-
h.ede}"- We moeten dus cenzelfde agarbrug niet te vask achter
elkaar gebruiken. - a4

Een ander zuur, dat voor het eerst door van Eekelen we.

' tegepast, is het metaphosphorzuur, dat of in een 3 % oplossing
wordt gebruikt (Deijs) of in een 2 % oplossing (Mathot).
Dit zuyr heeft bovendien het voordeel, dat het Cu bindt, zoda:
bl_’falyse der ascorbinezuur-oxydatie door Cu achterwege 'za

Jven, - - ) o . . _ o
Al deze maatregelen om het ascorbinezuur .tegen OXYdahih::
eschormen zijn genomen, omdat plantaardige pulp geen me
nisme bezit om het ascorbinezuur tegen oxydatie te emﬁi.

terwijl dierlijke organismen wel over een dergelijlc systeem D€

kken, bijv. het glutathion-systeem. - - e D
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Enkele storende factoren. . ‘

Daar in een alkalisch milieu ook glutathion de indicator kan
reduceren, moet bij de titratie steeds wvoor een zuur milieu wor-.
den gezorgd met een pH kleiner dan 2,5. Birch c.s. kenden
slechts een reductiemiddel-cysteine-, dat onder de zelfde omstan-
digheden reducerend op de indicator werkt. Het is dus aan te
raden het uitgangsmateriaal. eerst op cysteine te onderzoeken
bijv. door de methode van Sullivan of die van Emmerie
met Hg-acetaat toe te passen. . ' L

Ook Adrenaline kan invleed uitoefenen, maar het komt in-
zulke kleine hoeveelheden voor in de verschillende plantaardige
en dierlijke producten, dat zijn invloed slechts heel klein is.

Het gloeien der electrode .

Het is bekend, dat de voorgeschiedenis van de electrode invlced
heeft op. de potentiaal. Om tot reproduceerbare resultaten te
- komen moet men de electrode steeds op dezelfde manier voor-
behandelen. Hierin slaagt men het best door de electrode te reini-
gen met gedistilleerd water, alcohol en aether, waarna de elec-
trode tot zwak rood even wordt uitgegloeid. Na: voldoende ‘te
zijn afgekoeld, kan de electrode worden gebruikt. = '
. Een andere, meer ingewikkelde maar betere methode is, de
electrode eerst een nacht in bichromaat-zwavelzuur te zetten..
Daarna wordt de electrode eerst met gedestilleerd water en ver-
volgens met alcohol afgespocld om de electrode volkomen vet-
vrij. te mal::e.n. Na deze voorbehandeling wordt de -electrodie bo-
ven een spiritusbrander gegloeid en daarna in gedestilleerd water
afgekoeld. . - o
. We hebben nagegaan hoe lang het duurt, voordat de electrode
In gewoon gedestilleerd water de constante potentiaal aangeeft.
Het bleek, dat pas 45 minuten na het gloeien de electrode wvol-
doende in evenwicht is gekomen, = . R -

Het gebruik van gedestilleerd water,

In gewoon gedistilleerd water komen spoortjes Cu; Fé en/aﬁ‘
gere me&alen voor, die d_e oxydatie van ascorbiglezuur, kunnen ac-
Z\relren oor hun lgatalyhschg werking, Uit de onderzoekingen van
Zilva en Kellie (191) is gebleken, dat in gewoon gedestil-
oxd j;*a ils-) 2121a 20 uur geen ~ascorbinezuur meer, aanwezig is.
anﬁscor{:utisch yond Hess, dat gepasteuriseerde melk’ actiever
ten en mind IS, wanneer het ‘gepasteuriscerd is in glazen va-
o on :.lli in koperen vaten. In 1933 vond Euler dat ascor-
binezuu \an er O, opneemt in tegenwoordigheid ‘van bepaalde
Bt e bolgens Zilva en Kellie wordt het ascorbinezuur
het Deste. ewaard in , kwarts-gedestilleerd” water. ‘In elk geval
wanneer het. water in koperen vate9 is gedestilleerd.
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Zelfs wanneer O, wordt geleid door een oplossing van ascorbine-.

zuur, dat in ,glasgedestilleerd water” is opgelost, is de oxydatie:
nog onbeduidend. De oxydatie moet dus veroorzaakt worden door
‘stoffen, die in normaal gedistilleerd water voorkomen en niet
" in glasgedestilleerd water. Bij indamping van normaal gedestil-
‘leerd water ontstaat een residu, waarin spoortjes Cu, Fe ed
worden gevonden. Hoewel gekookt gedestilleerd water beter. is
dan ongekookt gedestilleerd water, is een dergelifke behandeling
toch niet voldoende beschermend. Voor onze proeven zullen we
gebruik maken van dubbelgedestilleerd water. - - - :

De opstelling der instrumenten.

- _Daal‘ een bekerglas te groot is voor ons onderzoek; kwamen
Wij na enige voorproeven tot een redoxvat, dat cylindervormig
is met cen diameter van 3 em en 6 cm lang. Deze cylinder heeft
een ronde, enigszins puntvormige bodem, waaraan in het midden
een kraantje is bevestigd. Ter halverhoogte van de eylinder zijn
te_genover elkaar twee openingen gemaakt, waarvan de ene het
uiteinde i van.een vultrechter en de andere dient om het ene
uiteinde van een agarbrug met verz. KC1 doorheen te steken.

. er.ro- I ) E,xent.rlc

+

T_ﬁ — Potenho.meter
m B/
Pt-el. "Ej )
BN (4 R
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;- Dit redoxvat (zie fig. 2) wordt met een rubberstop afgesloten,
waarin in- het midden een doorboring is gemaakt voor de. exen-
triek en. daarnaast nog 3 andere gaten voor de Platina-electrode,
de microburet en de luchtbuis. Vat A wordt dan via de agar-brug

. verbonden met vat B, waarin zowel de calomelelectrode als het
andere uiteinde van de hevel in verzadigd KC1 wordt opgehangen.

Wanneer het ascorbinezuurgehalte van een vloeistof moet wor-
den onderzocht, dan wordt de suspensie of oplossing via de vul-
" trechter in het redoxvat gegoten. Nadat de stand van de micro-
buret is opgetekend, de jonometer van Lautenschliger op nul is
gesteld en de excentriek aan het werk wordt gezet, kan de elec-
trometrische titratie een aanvang nemen. o

Wanneer de eerste druppel van de indicator in de oplossing is
gevallen, wordt deze door de exentriek spoedig met de oplossing
vermengd. De exentriek heeft dit voordeel boven en roerder, dat
de druppel van de indicator, die een neiging vertoont om lang-
zaam te zakken direct door de op en neer gaande beweging in de
oplossing wordt getrokken en de oxydatie spoedig kan plaats
vinden. Na het druppelen wachten we enige seconden, drukken
daarna op de stroomsluiter en lezen af, : - Lo

Is de titratie afgelopen, dan maken we het kraantje van het
redoxvat open en nadat de onderzochte oplossing eruit gelopen
is, wordt het vat enige malen met gedestilleerd water schoonge-
spoeld. : ‘

Wanneer de electrode niet gebruikt wordt dan is het goed om
haar in gedestilleerd water op te hangen, zodat neerslaan van vuil
op de electrode kan worden voorkomen. De agarbrug moet men’
uit heif redoxvat halen en beide uiteinden in een oplossing van

. verzadigd KC1 ophangen, waardoor de agarbrug steeds voor ge-
bruik gerced is. . ‘ o

Bijwijze van proef zullen we synthetisch ascorbinezuur vol-
gens de methode van Tillmans en ook volgens die van Birch
ele(.:trometrisch titreren om na te gaan of de grootste stijging of
daling van de potentiaal goed te zien is en of deze gepaard gaat
met de kleuromslag. . - ,

1 cc ascorbinezuuroplossing (20 mg/100 cc) werd na aanvulling

tot 10 cc met 2 % metaphosphorzuur electrometrisch getitreerd
ge
met 0,001 M 2—8 dichlorophenol-indophenol, -

;\Ia toevoeging van 2,6 cc indicator werd de kleuromslag be-
reikt en deze ging gepaard met een plotselinge stijging van de En.
Dus 1 ec van de ascorbinezuuroplossing wordt door 2,6 cc indi-
f:at?r geheel geoxydeerd Vervolgens voegden we een overmaat

 indicator toe, totdat we in totaal 7 cc hebben toegevoegd, waar-
door er een overmaat aanwezig is van 4,4 cc. Wordt deze volgens
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'.dg methode van Bire h getitreerd met de te pnderzoeken_asclore

7binezuuroplossing, dan hebben we theoretisch nodig;—L’-g x1 cc
- - ’ . -

] ascorbinezuuroplossing is 1,69 cc.

Na de titratie bleek echter, dat vﬁe 1,75 cc ascorbinezuuroplos-

sing nodig hebben, waardoor we een fout hebben gemaakt van
34 %. Deze fout behoefden we niet te maken, indien we na 1,5

‘ce met kleine hoeveelheden gingen titreren.

&y

HE)

250

. bij verschillende pH's nl. bij 2, 4 en 6 Daarbij bleek,
: pH's nl. by 4 .
- mate i ell feelezen wordt
; de pH lager wordt, de potentlaal sneller a gheel lecht

-zien en kan men meer spreken van een o e, de
ondankss was de kleuromslag en de grootste stijging var

_ de. PH geen invloed heeft op de bepaling.

We kumnen dus de conclusie trekken, dat noch de titratie-

methode van Tillmans, noch de omgekeerde titratie-methode

van Bir ch bezwaren oplevert, indien deze electrometrisch wordt
gevolgd. - -

.
L kleuramslag

Ts 4 5 F ?

” =% 2 s . Lt 3
F } b g P : gsgeviinnuurv:-'i-

indicator

N

. Fig. 3
- Normale- en omgekeerde poténﬁometrische titratie van ascorbinezuur.

"Bekijken we de electrometrische titratiecurve, dan valt. het
ons op, dat deze geen normale S-vorm heeft. Desondanks is de
bepaling juist, zodat deze afwijking geen bezwaren oplevert voor.
de toepassing van de miethodiek. . I

Mathot, die ongeveer in dezelfde tijd als Wi potentiomelrt”
sche titraties verrichtte van ascorbinezuur in alle_rlel vruchten-
extracten, heeft naar aanleiding hiervan de titraties ¥

eh een h 5 pH 6 is de omslag
_ ogere waarde heeft. Bij P mslagtraject, maar des-

po-
tentiaal bl] de drie ve*rschillende pH’s ge iik. _We zien dus, dat
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Fig. 4
Potentiometrische titratie.
i3 B *

- Bekijken we de electrometrische titratiecurve van ascorbine- .
. zuur (fig, 4), waarvan de potentiaal steeds gemeten werd t.o.v...

- verzadigd KCl1, zodat we. steeds 250 mV er bij op moeten tellen
- willen 'we de potentiaal t.o.v. de waterstofelectrode weten, dan

e Hérma.a\

. Zien we een eigenaardig verschijnsel, nl. dat de potentiaal tegen _

- de verwachtingen in gaat dalen. We vermoeden, dat in het bégin
der meting nog geen sprake is van een evenwicht tussen de ‘elec-

- trode en de vloeistof. Het dalende stuk vari de curve bleek dan ..

ook slecht reproduceerbaar te zijn. Wordt de zuurstof in de op-
* lossing verwijderd door enige tijd voor de meting stikstof door de
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;"oplossing'te Ieiden, dan ver{vachten-we, dat de curve meer. ae\

S-vorm gaat aannemen, nl. een normaal aanzien zal krijgen. Hoe
langer de voordoorleiding duurt, hoe zuiverder dan de curve er
uit zal zien. Dit is inderdaad uitgekomen. We zien echter ook,

-dat de lucht een:invloed heeft op de titratie zelf, want de titra-

tie onder de stikstofatmosfeer gaf een .groter ascorbinezuurge-

‘ halte dan een titratie onder een normale atmosfeer. We vonden

nl dat 0,15 mg ascorbinezuur bij een normale titratie wordt ge-

-oxydeerd door 1,85 mL 0,001 M 2—6 dichlorophenol-indophenol,

terwijl onder een stikstof atmosfeer 1,95 mL van de indicator
nodig is. Het verschil -is dus 5,4 %. Daar de duplo dezelide waarde

.aangeeft en de microburet op 0,05 mL nauwkeurig kan worden
-afgelezen kunnen 'we dit verschil moeilijk als een toevalligheid
- beschouwen. Het is mogelijk, dat de autoxydabele karakter van

ascorbinezuur hier een rol speelt, ) A o
Concluderend kunnen we zegggen, dat een titratie van ascor-

‘binezuur, welke electrometrisch, gvolgd wordt, onder een stikstof-

~ atmosfeer de meest zuivere waarden zal geven.

"' Gaan we in de literatuur na of ook andere onderzoekers deze

aanvankelijke daling van de curve bij de electrometrische titra- -
tie van ascorbinezuur hebben gevonden, dan blijkt dit niet ‘het

. geval te zijn. -

‘Noch Beeker & di Gleria — 1937 — noch Harris,

Mapson & Wang (65) — 1942 — hebben de door ons ge-
vonden typische daling van de E; in de aanvang van de titratie -

gemeten. De eerste onderzoekers gebruikten een platina electro-

- de, welke echter niet voorafgegloeid werd en vonden bij de tfitratie

eerst vrijwel een horizontale lijn en slechts een geringe stijging,
waardoor het eindpunt moeilijk is te bepalen. Harris c.s. dach-

‘ten dat deze veroorzaakt wordt door het feit, dat een zuivere
-platinaclectrode een dergelijke bepaling van- het eindpunt be- .

moeilijkt en pasten daarom in navolging van Kirk & Tress-
ler — 1939 — een bimetalische electrode toe. In plaats van pla- -
tina en Wolfram (Kirk) namen  'Ze een electrode van pla-
tina, welke heel dun bekleed is met een laagje kwik, Volgens
Harris heeft een dergelifke werkwijze de volgende voordelen

‘0l de curve verloopt vrijwel horizontaal om dan na het eind-

De kleine stijgingen probeert Harris weg

punt ineens te stijgen. Ten tweede bestaat er geen verband tus-
sen de pH en de potentiaal en ten derde werkt de dubbele elec-_ .
trode tot het eindpunt als een kwikelectrode en daarna als een -

 platinaelectrode. Het is niet duidelijk, waarom na het eindpunt

een dergelijke electrode zich anders zal gedragen dan daarvoor.

- Een nadeel noemt Harris het langzaam bereiken van de ma-
© ximum potentiaal. Dit nadeel bleek zo groot te zijn, dat hij later

toch er toe overging om blank platina als electrode te gebruiken.
te werken, door

Stﬁeds 2 tot 3 keer contact te maken: om deze kleme stijgingen te 7
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compenseren. Wij hebben deze meetmethode ook toegepast en
inderdaad vonden we, dat vrij spoedig een vrijwel horizontale lijn

" werd verkregen om dan ineens te stijgen, zodat er dan sprake is
van een knik. Als eindpunt nam Harris dan de plaats, waar de
knik wordt geconstateerd. Een dergelijke werkwijze lijkt ons niet .
“juist. Het is ten zeerste de.vraag of we kleine stijgingen mogen -
compenseren en- ten tweede ligt het eindpunt niet bu de knik,
‘maar bij de relatief grootste stijging. '

Een belangrijk verschil met onze werkwuze is, dat de door
_ons- toegepaste - platinaelectrode steeds véér elke meh:ng Wordt
gegloeid, om storingen te vermijden.

. Desondanks is het eigenaardig, dat de dalmg van de E, in de
aanvang van de oxydatie niet door de andere onderzoekers werd
gevonden: Harris ec. opperde, dat het lang duurde, voordat -
de electrode met de oplossing in evenwicht is gekomen. Het is
dus mogelijk dat Harris eerst even wacht, voordat hij met de
titratie begon, maar het is ook mogelijk, dat hij de da]mg heeft
weggewerkt door zijn wijze van meten..

C — Het ascorblnezuurgehalte van verschll-,
lende bladen van een struik.

Het ascorbmezuurgehalte werd omgerekend in mg ascorblne~
zuur per. gram vers blad en om na te gaan in hoeverre de ouder-
dom invloed heeft op het ascorbinezuurgehalte werden van tien
" ‘lootjes (P + 2) de bladeren apart onderzocht, ' .

mg Ascorbmezuur per gram vers blad bij verschlllende

bladgewichten,
‘Pecco - lg blad ' 2e blad

mg 2 mg mg | o acez.
bladgew. mg asc.z. bladgew. mg asc.z. bla dgew.‘. mg asc.z.,

34 148 | 79 | 140 | 318 1,06

156 097 (- 316 | 099 611 1,19

41 1,32 108 1,40 | 401 1,31

45 150 1 108 | 102 | 408 1,28

48 1,53 121 | 124 | 412 1,15 -

50 1,39 140 | .1,07 © 501 1,24

76 - 118 -145- 1 132 |  s30 | 112 -

80 . | 112 - 148 10 1,15 | 566 |- 1,01

83 - 1,09 | 170 089 | 567 1,13

a 1 09 200 | 115 | 578 | 1,07

Bepalen we de rekenkundlg gemiddelde, dan is deze %)—_——- X
waarbu n is het aantal waarnemmgen en x de waarnenung ZEH
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' De gemiddelde fout bij dit gemiddelde is volgens van Uven

£ = Y _(j%lj,. waarbij (uu) is de som van w2 enu = x — X.
* Van Pecco is het gemiddelde bladgewicht 69,2 mg * 344 mg en
het gemiddelde gehalte aan. ascorbinezuur 1,25 + 0,24 mg vers
blad. : :
Het feit dat de lootjes zo in otderdom verschillen, heeft deze
- grote gemiddelde fout vercorzaakt, zodat we niet veel waarde
kunnen hechten aan deze cijfers, althans niet wanneer we ze
als vergelijkingsmateriaal willen gebruiken. Daar het gemiddel-
' de ascorbinezuurgehalte van het eerste en tweede blad respec-
tievelijk 1,16 %= 0,17 en 1,15 = 0,09 bedraagt. en het verschil dus
klein is, terwijl de gemiddelde fouten vrij groot zijn, kunnen
We aannemen, dat er geen invloed is waar te nemen van de
ouderdom op het ascorbinezuurgehalte. ‘ o
- We kunnen slechts de conclusie trekken, dat Pecco meer
- ascorbinezuur bezit dan de oudere bladen. Dit resultaat is in
tegenstelling met dat van Deijs (38) — 1940 —, die fussen
Pecco en de twee daaropvolgende bladen geéen verschil kon
vinden, Dit is waarschijnlijk te wijten aan het feit, dat Deijs
bladen van meer dan één struik heeft geplukt. Hij vond echter
-wel, dat het vijfde blad een lager gehalte heeft aan ascorbine-
Zuur.- ) . - ’ .
Het feit, dat in de jongste bladen, dus waar het groeiproces
het sterkst is, meer ascorbinezuur wordt gevonden, wordt ook
~ door andere onderzockers bij andere planten gevonden. Meestal
bestaat er een parallel tussen het ascorbinezuurgehalte en het
katalasegehalte. Soms vindt men ook meer peroxydase in de -
jongste plantendelen, hoewel dit niet vaak voorkomt. Deijs en
- 0ok Roberts vonden een geringere peroxydaseactiviteit in de
jongste theebladen. ' _ : c
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HOOFDSTUK 1V .

/DE BEPALING VAN DE OXYDATIE-REDUCTIE POTEN.’
‘TIAAL IN FERMENTERENDE TIIEE EN DE INVLOED VAN
VERSCHILLENDE FACTOREN OP DE FERMENTATIE. -

"A-— Vooronderzoek ter. verkrijging- van,een:
- methode, welke geschikt is voor fermen-
terende thee, ' S .

De richtlijnen die wij bij het, vooronderzock moeten volgen,
zijn tweeérlei, nl. een beschouwing van de wijze van meten en
van de eigenschappen van het te onderzoeken materiaal. h
" Voor de wijze van meten zijn de volgende' punten van belang:

A — Een pldat-electrode iz beter. dan een draad-electrode.

B — Voor "een recks van metingen moet de electrode
vooraf gegloeid worden. L

. € — Na gloeiing moet de electrode ongeveer 45 minuten
in gedistilleerd water verblijven o

 Wat de thee betreft kunnen we het volgende opm;erken:' . \
© A — Gekneusde theebladen ., fermenteren” .cok onder

: water, indien we lucht door het water leiden. - -

B — Het te onderzoeken materiaal ‘was beperkt .tot 2

struiken: Thea Assamica — Manipuri, welke in een
kas zijn gekweekt, zodat het beschikbare bladmateri-

aal zeer klein is.

Allereerst werd het materinal onderzocht. Het is bekend, dat
voor de theebereiding slechts de jongste bladen worden geplukt.
Men kan op verschillende manieren plukken, hetgeen afhanke-
lijk is van de markt. o ‘ _

. Een pluktwijg bestaat tijdens het groei-stadium uit een. nog
opgerold blad — Pecco, — verder maximum 4—5 oudere bladen
en een niet getand, doorgaans klein blaadje — de képel. ~ "~ ¢

Tijdens het rust-stadium bestaat. een pluktwijg uit een blad-.
knop (de boercengknop), wat oudere bladen en een. képal
- Men kan volgens twee methoden plukken: | R

II} het ene geval laat men hele bladen aan de heester achter

en in het andere geval laat men een gedeelte van het blad aan |

de struik achter. . e ' . Cer e e e
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- Oﬁd@ézj’de' eerste groé'p kent nié:q verschillende soorteﬁ '515;'

* imperial pluk . — alleen Pecco — P -~
wit- of soudpuntpluk — pecco plus volgende blaadje — P 4-1
fignpluk -~ . — P -}~ 2 (verschil in jonge of oude pluk)
medium pluk ¢ .+ — P -+ 2 (oud) of P + 3 (jong)

- groipluk. - — P43 - : L

enz. (nominaties van Pr illwitz)

- +In Sumatra wordt vaak de-gé;scheiden pluk toegepast (P ‘2
en “derde blad apart geplukt en bereid). Dit doet men, omdat
_ het bekend is, dat het derde blad de kwaliteit van P + 2 ver-

mindert, indien ze tegelijk wordt bereid. Zodoende krijgt men

. thee van P 4 2 en thee van het derde blad, welke van mindere

- kwaliteit is, :

. In de kas t¢ Wageningen werd de thee afhankelijk van het
" weer in Februari of Maart gesnoeid en daarna levert ze blader

- tot omstreeks September-October. Daarna treedt er een rust.

stadium op, gedurende welke geen nieuwe bladen worden ge-
vormd. We zullen echter geen bepaalde pluk toepassen, daar we
toch van plan zijn de bladen apart te onderzoeken, zodat de pluk
anders zal zijn dan in de praktijk. Ook zil indien nodig de fer-

‘mentatie van P + 2 en het derde blad met elkaar worden ver-

‘en de agarbrug nog een glazen buis gep

geleken. L

Als eerste proef werd de fermentatie van thee onder water
bestudeerd, waar lucht wordt doorgeleid. Hiervoor werd P + 2
met een bladgewicht van 794 mg genomen, die gerst tot 55 %
vochtgehalte werd verflenst en daarna in een mortier met een
beetje water: werd fijngewreven. Deze suspensie werd d?a%'na in
een bekerglas van 100 cc afgespoeld en tot 30 ce met gedistilleerd

water aangevuld. In de. vloeistof werd dus behilve de electrode
' laatst, waar lucht werd

“doorgeleid. Na verbinding met de potentiometer werd reeds na

" paald. De hepaling geschiedde om de 5 minuten. De

- der, totdat na ongeveer 4 uur de re
-en vrijwel constant blijft. De kleur
_eerst lichtgroen was, werd na aller

-

“terwijl voor het Peccoblad slechis een conc

eductie potentiaal be-
potentiaal
stijgt in het begin vrij snel, daarna wordt de stijging: steeds min-
doxpotentiaal niet meer stijgl
van de suspensie, welke
el nuances van geelgroen

een fermentatig van 5 min. de oxydatie-r

via lichtbruin na 4 uur roodbruin. o ]
..Op dezelfde wijze werd een Peccoblad met een b%adgemghi
van 80 mg. gefermenteerd en hier kunnen we zen (fig. 5)’3 at
het Peccoblad veel eerder uitgefermenteerd is. Het'verschxl van
anderhalf yur lijkt te groot en het is mogelijk dat dit vergrootdls
tdom-davlz de ‘concentraties verschi}leng4zijn fla cxlroic;r ;;ecnc;i) ;r;te :
Wi . 7 m, ' 1

ee opvolgende bladen (P -+ 2). g lad I S verd geno.

.Men van 80 mg in 30 ml water.
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Redox curve van' Peccoblad bij een bladconcentratie van 80 mg/30 mL water

Fig. 5 zouden we als volgt kunnen ‘interpreteren. De stijging
van de redoxpotentiaal zouden we kunnen terugbrengen op de
vermindering van de enzymen-activiteit tijdens de fermentatie,’
totddt deze na een bepaalde tijd vrijwel nihil is geworden. Het
zou dus onnodig zijn om na dat -tijdstip nog langer. te fermen-
teren. Het is van groot nut, dat het optimale punt der redox-
curve vrijwel samenvalt met het geheel roodbruin worden der
suspensie, Voor de praktijk is het van beling om op kleur te

.+ fermenteren en deze phase van de bereiding te remmen, indien
de bladmassa vrijwel roodbruin is geworden. Te lang fermen-
teren heeft het nadeel, dat de geur veel minder is geworden.,

Het fermenteren op kleur is echter niet zo gemakkelijk als het

- lijkt, want de geur en de kleur hebben niet hetzelfde optimum, -
zodat het zuiver een kwestie van oefening is. Deze proeven,
hebben het nadeel, dat de fermentatie niet overeenkomt met de

" praktijk, immers daar wordt de bladmassa na het rollen en bal-
breken naar de fenmenteerkamer gebracht, waar ze in dunne
lagen op houten bakken of op de tegelvloer aan een koele, voch-
tige atmosfeer wordt blootgesteld. . L Coe
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_De thee wordt dus niet met water vermengd en in de praktijk
" vermijdt men zelfs angstvallig het druppelen van water op de
massa, daar anders vlekken op het afgetrokken blad zullen ont-
staan, ‘die volgens de makelaar de kwaliteit benadelen, wat ech- -
ter ten zeerste moet worden betwijfeld. = o

We hebben geprobeerd dit fermentatie-proces in het laborato-
rium na te doen en hebben daarvoor een fermenteerkast van
triplex (bekleed met alluminiumpapier) geconstrueerd, waar het
water met behulp van een draaiende kegelkraan in dampvorm
'in een mengkamer wordt gespoten. Eén zijde van deze kamer
bestaat uit een metalen wand met langwerpige openingen en
tegenover deze wand is een opening, waaroverhcen een draad-
element wordt gespannen. Met behulp van een electrische ven-
- tilator wordt dan lucht langs het element geblazen, welke zich -
daarna met de waterdamp vermengt en door de openingen in de
fermenteerkamer terechtkomt. In deze ruimte wordt dan een
- redoxvat geplaatst in de vorm van een champagneglas, waarvan
_de bodem gevormd wordt door een houten stop, waardoor een
platina. electrode en ‘een agarbrug met verzadigde KC l-oplos-
sing wordt gestoken. Deze brug staat dan in verbinding met een
~ander vat, waarin verzadigd KCl en een calomelectrode. o

Nadat, de fijngewreven theebladen in dit redoxvat waren uit- -
gespréid, werd het toestel in de bovenbeschreven fermenteer-
kast geplaatst. Het bleek toen, dat de fermentatie in de bovenste
laag anders is (sneller) dan in de onderste lagen, zodat het wer-
ken met de fermenteerkast niet praktisch was. We hebben de
fermentatie in dit redoxvat herhaald met dit verschil echter, dat
lucht in de massa wordt geblazen. Dit geschiedde door_m:ldc.lel
van een dunne buis, welke een dicht uiteinde heeft en openin-
getjes, die op regelmatige afstanden ziin gemaakt. Zie fig. 6.

De fermentatie geschiedde in de buurt van de openingen snel-
ler dan ‘ergens anders. Het bladsap zakt naar de bodem en door
de platinaplaat en het uiteinde van de KCl-brug hierin te laten
hangen kan de potentiaal vrij goed worden gemeten. Hoewel de
electrometrische curve regelmatiger verloopt dan zonder de lucht-
“buis was . het verloop van de curve toch onre.gehn-atlger dan
_warmeer de fermentatie geheel onder water plaats vindt.
. . Een ander voordeel van het werken met een bladsuspensie is,
~ dat de fermentatie veel sneller geschiedt, waardoo
- veel meer onderzockingen kunnen verrichten. .
. Het werken in een bekerglas stelde ons teleur, daar we van
- mening - zijn, dat de fermentatie nog regelmatiger kap plaats_
- vinden, indien we eeh ander redoxvat nemen, dat speciaal voor:
,dit doel moet worden geconstrueerd. Het bekerglas beeft nl. een
vlakke bodem, zodat de luchistromingen niet in de ranc%en ‘{aai 4
de bodem komen. Om dit te verkrijgen moet de bodem niet vlak-
*-zijn, maar gebogen. We hebben dan.ook een - redoxvat ontwor-
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.. pen, dat-een enigszins- . .-
. puntvormige - bodem.:
- heeft, waarbij aan het
uiteinde van de bodem
een kraantje is beves-
tigd.. . 7
Om na te kunnen
gaan, welke methode
" de beste resultaten
oplevert, ‘“werden de- ; _
- electrometrische cur- ,
" ven van fermenteren-
“de’ thee .volgens "de ["ucmf_.oﬂ___
drie verschillende me- - ' ——
-thoden met elkaar R
" vergeleken, o.a.

e

f“‘ 'Potenho:

meteri_

a fermentatie zonder

- water toe te voe- -

" gen, zoals in de
praktijk gebruike— o _

. 1ijk is. (champagne- e ) T "

~ glasmodel pl. lucht- =~ F‘g‘G‘ B
doorleiding) . ’ ‘ o

b fermentatie mei watertoevoegmg in een bekerglas met een
vlakke bodem en met luchtdoorleiding.

¢ fermentatie met watertoevoeging in een vat met een mnde
bodem, waarbij lucht doorgeleid Wordt

" We willen hxerbu nog Vermelden dat de redoxpotentlaal van -
de bladmassa of de bladsuspensie zo spoedig mogelijk na het
f11nwruven wordt gemeten. De tijd welke verloopt tussen het fl\ln“ :
wruven en de eerste meting is ca. 1 minuut. "

Doordat het bladgewicht en de concentratie (verhoudmg blad-
- ‘massa: water) bij de verschillende methoden ook verschillend
zijn, is behalve de fermentatleduur ook het verloop der curves
zeer verschillend.

.~ Het is voor ons doel niet zo belangn_]k om " deze verschlllen
op een grafick te tonen, Het is voldoende om de conclusie te
trekken, dat de ldatste methode voor ons doel het meest geschikt .
bleek, doordat de fermentatieduur korter is dan bij de eerste
Amethode en doordat de curve regehnatlger verloopt door de be-
tere verdeling van lucht in de suspensie, '

“ We hebben al meermalen. opgemerkt, dat: verschil in concen-
~ tratie een verschil in fermentatieduur en’ fermentaheactwnextw

- teweeg kan brengen, Dit kan op verschillende manieren worden

- verklaard, maar we hechten de meeste waarde'aan de verklaring
© van Roberts, die dit feit verklaarde door aan te nemen, dat



- bij een lagere concentratie de enzymen beter . ﬂiépergeren."'baai'. :
“de verschillen vrij groot zijn, is het van belang voor de toe-:
-komstige proeven te beslissen, welke concentratie we zullen ne-

men. We hebben besloten om steeds de verhouding 20mg blad
in 10 cc water te nemen. Voordat we tot deze beslissing kwamen,
hebben we eerst een proef opgezet met verschillende concen-
traties, zoals 20 mg blad in 3 ¢c, in 5 cc en in 10 ce water en
vonden, dat de fermentatie in 3 cc het langzaamst geschiedt en .
in 10 cc het snelst en het actiefst, wat ook in de kleurverande-.
ringen te zien is..Hoe het verloop van de fermentatiecurve bij
nog verdere verdunning zal zijn. hebben we niet verder nage-
gaan. We hebben gemeend, dat dit veoronderzoek van de inviced
ven de verdunning op de fermentatie voor ons doel voldoende

*Was. ¢ ) ,

-We hebben bij enige voorproeven waargenomen, dat verschil .

_in verflenzing enig verschil in de activiteit van de fermentatie
. veroorzaakt, zodat we bij eventuele vergelijkingen moeten letten

op de flensgraad, _ _ _ J
Willen we bijv. Boeroeng 1 en Boeroeng 2 (het_eerste en twee-

. de blaadje na een bocroengknop — ruststadium —) met elkaar
* vergelijken, dan moeten' we allereerst zorgen, dat.de flensgraad -

~ dezelfde is, wat echter moeilijk te verkrijgen is. Ook de tem-

peratuur veroorzaakt verschillen in de potentiaal, zodat het van .

- belang is om steeds de, temperatuur van de fermentatie gelijk’

te houden of indien dit niet gelukt de temperatuur, waaronder ’ 
men werkt te vermelden. De fermentatie-temperatuur van onze

. proef is 190 C, Het bladgewicht van Bl is 110 mg en van B2 is

. Bezorgd, dat de concentraties gelijk zijn.
cc afgepipetteerd en deze gefermenteer

323 mg. Na het verflenzen tot een vachtgehaltg van ongeveer
55 % worden de bladen in een mortier met een weinig water -

fiingewreven en water toegevoegd, waarbij er voor moet worden
: Hiervan wordt dan 10 -

d, waarbij lucht wordt
doorgeleid. De bladeren werden na elkaar geplukt, zodat we. .

- datgene aan de struik achter lieten, wat nog _onderzocht moest
_ worden. - ‘

- gelen, N

‘ken met aan één uiteinde cen verwarmingse Jorm
_van ‘gloeidraadjes. Véér dit element plaatsten we een ventilator,

‘waarvan we de snelheid konden reg
-regelbare weerstand. In de tunnel wer

-€en- gewichtsverlies van 17 %

-gemiddelde vochtgehalte ongeveer 72 % rekenen. -

Voor het verflenzen maakten we gebruik van een soort droog-

tunnel. Een eenvoudige doos van triplex zonder de dwarsvlak-
lement in de vorm

elen met behulp van een.
d aan beide uiteinden een
thermometer gehangen om de temperatuur in de tunnel te re-.
1—1l1/‘ uur di'ogé'n'de bladen bij 27 C tot |
7 verflenst, wat. vrijwel overeen
y chtgehalte ‘tot 55 %, als we het

" Meestal waren na

komt met een daling van het vo
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- In fig. 7 zien we dan, dat Bl veel actiever fermenteert en ook
veel intensiever dan B2, . _ '
Een actieve fermentatie wil zeggen, dat per tijdseenheid -meer -
stoffen worden geoxydeerd. . .
Een intensieve fermentatie wil zeggen, dat begin en eindpoten- .
tiaal veel van elkaar verschillen. : : '

Eh )

. 280 .
2yo |

260 |}
CmV

0. 20 30 40 s50 0 min .
tid

. Fig. T :
Electrometrische fermentatiscurve van B, en B,'

Vervolgens hebben we onderzocht, welke mate van.agratie we
moeten toepassen om behoorlijke vergelijkingen te maken en of

- menteerd, Deze heftige asratie is waarschijnlijk te hevig, want
reeds na O minuten begon de curve horizontaal te lopen. Het
eigenaardige is, dat de redoxpotentiaal vrij constant blijft en dat

+.er geen kleurveranderingen optreden, Het feit, dat er geen of -

;vemmg Teacties hebben plaats gevonden, kan waarschijnlijk wor-

n verl_{laard, doordat de hoeveelheid van 40p Iuchtbellen per
. minuut in het kleine redoxvat zulk een borreling deed ontstaan.
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- dat de’platina-electrode niet steeds door de vioeistof wordt om.

geven, waardoor de zuurstof een storende werking heeft op, de
electrode. ! . R - :

Tijdens een andere proef, die we in cen andere paragraaf van
dit hoofdstuk uitvoeriger zullen behandelen, bleek, dat 300 lucht-
. bellen per minuut een actievere fermentatie ‘veroorzaken dan
200, Iuchtbellen per minuut. Het is dus voor vergelijkende proe-
- ven een vereischte, dat de mate der agratie zoveel mogelijk de-
“ zelfde is. - .

. Daar we reeds verscheidene proeveri hebben genomen, waarbij
steeds met 200 luchtbellen per minuut werd geaéreerd, hebben
.we besloten, om voor de volgende proeven met dezelfde mate

' van aératie te fermenteren, C '

" Niettegenstaande een gelijke concentratie, aératie, enz. wer-
den er toch nog onregelmatigheden gevonden, die dus door an-
dere factoren moeten worden veroorzaakt, We onderzochten de
ligging van het uiteinde van de luchtbuis to.v. de electrode en
vonden verschillen, welke - kunnen worden verklaard,- doordat

. de afstand tussen de luchtbellen en de electrode van invloed
is op de te meten potentiaal. a ~ R
Een vaste opstelling der instrumenten in het redoxvat is dus

. gewenst,” . ' -
Verder vonden we, dat een wijde agarbrug voordelen heeft
Ven een nauwe agarbrug nl. een wijde brug kunnen we lan-

ger gebruiken, doordat er relatief minder KC1 uitloqpt en door-
dat de Voltmeter bij een wijde agarbrug beter uitslaat, waar-

" door de nauwkeurigheid ‘groter wordt. : :
‘Na een vergelijkende proef bleek een diamefer van 3,8 mm

beter te zijn ‘dan een van 25mm. - - St

~ Samenvattend kunnen we dus zeggen, dat we getracht heb-

ben de meting zo goed mogelijk vrij te houden van storende fac-

~ toren en we zijn van oordeel, dat de gevolgde methode in eerste

. instantie bevredigend is. L ’

We zullen dus voor de meting gebruik maken van een redox-
vat met een enigszins toelopende ronde bodem, een platinaelec-
trode welke vooraf roodgegloeid moet zijn en een agarbrug .met‘.
¢en diameter van 3,8 mm. : ey U g0

Verder zal gewerkt worden met een concentratie van fmg .
blad in 10 mL, "water, dat tweemaal gedestilleerd is. Voor de fer-
- Mentatie zal steeds met 200 luchtbellen per minuut worden ge-
3¢reerd. Als potentiometer gebruikten we een Jonometgzl'é van
Lautenschliger. Voor de luchttoevoer hebben we gebrui ge; _
- maakt van een luchtpomp, waarbij de lucht eerst d?or Vemgd
- Wasflesjes met sterk zwavelzuur en daarna door st_erk oog werd
geleid ter zuivering. . o -


http://storen.de

'_;Bf—‘Inlvloed(va’n de- verflenzing op de fer-
mentatie o : '

Alvorens het verloop der redoxpotentialen van verschillende -
theebladen met elkaar te vergelijken, dicnen we na te gaan of de
- vierflenzing invloed heeft op de fermentatie. We kunnen nl. de-
flensgraad van de te vergelijken bladen niet steeds dezelide ne- "
men. Wordt er voor een onderzoek van een theeloot (bijv. P +
" 2) één der bladen onderzocht, dan zullen de andere bladen, in-

dien ze reeds geplukt zijn, verder verflenzen, waardoor een goe-
de vergelijking der verschillende bladen onmogelijk wordt, Wil-
len we bijv. de rest der bladen onder water bewaren, dan zal .
-er wel geen vochtverlies optreden, maar het blad verandert
toch, wat o.a. te zien is in het minder worden van het ascorbine-
zuurgehalte. Worden dergelijke, onder water bewaarde bladen
bijv. verflenst, dan zal bij een gelijke flensgraad de toestand in
de bladen toch anders zijn dan van een normaal verflenst blad,
zodat het bewaren onder water voor ons doel niet geschikt is.
© Om deze moeilijkheid te vermijden, moeten we de fermenta-
.tie der wverschillende bladen of zoveel mogelijk tegelijk laten
verlopen of de bladen moeten onverflenst worden gefermen-
teerd, wat gemakkelijker kan geschieden door de bladen pas-
vlak voor de proef te plukken.

* 'We hebben in ons vooronderzoek gezien, dat kleine verschil-

len in opstelling en vorm der electrode en agarbrug afwijkingen
veroorzaken, zodat we de redoxopstelling zoveel mogelijk moe-
ten beperken tot bijv. twee redoxvaten, die geheel gelijkvormig-:
zijn. . ' '
Dit brengt met zich mee, dat de bladen steeds twee aan twee
met elkaar kunnen worden vergeleken. Indien mogelijk werken
we echter bij voorkeur slechts met &én redoxvat, waardoor de
moeilijkheden nog meer worden gereduceerd. ‘ o '
We hebben allereerst vergeleken de fermentatie van vers P.1 -
en verflenst P 1 van hetzelfde blad. Het bladgewicht bedroeg -
vers 43 mg. Om fouten te voorkomen, die veroorzaakt kunnen
worden door het verschil in de aard der bladen, werd geen ander
blad ter vergelijking genomen, maar werden beide monsters ge- -
nomen van hetzelfde blad. Hieruit werd vlak na het plukken
met behulp van een glazen buisje een bladplaatje gebruikt, dat
een bladgewicht heeft van 20 mg. Dit werd direct in een mor-
tier met een weinig water fijngewreven, daarna aangelengd tot
10 cc en vervolgens op de bekende manier gefermenteerd. De
rest van het blad werd daarna verflenst, totdat het bladgewicht
terugliep van 23 mg tot 14 mg en vervolgens op analoge wijze:
gefermenteerd. ‘ : . ' N
. Er was een behoorlijk verschil tussen deé fermentatiecurven °
waar te nemen (fig. 8). We zien dan, dat de fermentatiecurve .
van verflenst blad hoger ligt dan die van het verse blad. - '
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Electrometrische fermentaticcurves van vers en verflenst blad.

Het potentiaal verschil tussen 5 en 10 minuten is bij het ver-
flenste blad iets groter dan bij het verse. We kunnen hieruit de
conclusie trekken, dat in de eerste 5 minuten het verloop van de
Potentinaal bij het verflenste blad per minuut ook groter moet
Zijn, Dit betekent dus, dat de fermentatie-activiteit van het ver-
flenste blad groter is. Het verflenzen heeft vervolgens ‘het voor-
deel, dat de fermentatieduur korter is. Theoretisch kunnen we-
zeggen, dat gedurende het verflenzen de ademhaling verder ge-
gaan is, waardoor behalve het ascorbinezuur ook een deel der
polyphenolen zal zijn geoxydeerd. Een aanwijzing hiervoor is o.a.
het feit, dat de kleur van het aftreksel van verflenst blad geel
‘tot geelgroen is, terwijl de kleur van het aftreksel van vers
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" De vraag is nu of het verschil nog duidelijk is, indien we de
- fermentatie van een sterk verflenst blad en van een zeer sterk
“verflenst blad met elkaar vergelijken. Voor deze proef hebben we
een P 2 genomen met. een bladgewicht van 147 mg. Dit blad werd
eerst verflenst tot 83 mg (gewichtsverlies is 43,5 %) en vervol-

gens werd een bladplaatje van 21 mg ulfgedrukt en op de ger -

wone wijze gefermenteerd. De rest di. 62 mg werd verder ver-
flenst tot 48 mg (gewichtsverlies is totaal 56,4 %) en hiervan
_werd weer een . bladplaatje uitgedrukt en gefennenteerd. Ock
hier zien we een duidelijk verschil (fig. 9). De aanvangspotenti- |
aal van het zwaarder verflenste blad ligt ook hier beduidend
hoger, hoewel we hier niet zo duidelijk kunnen waarnemen, dat
- de curve gedurende de eerste minuten van de fermentatie stei- .
Jer gelopen heeft, Het is mogelijk, dat de activerende invloed - .
van de verflenzing op de fermentatie bu een zwaardere verflen-
" zing relatief minder wordt. Ook hier is de fermentatieduur van .
zwaarder verﬂenst blad dmdeh_]k korter

2éo}

250 s

’l el i 3

"_{of L 30 ¢ o min
- : .t;j 4.
“ .. Fig. 9 5 ;
Electrometxsche fermentat]ecurves van' lichter ( P ) en zwaardef (°-'°)
. . verflenst blad.
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' Daar te zwaar‘ verflenste bladen in de préktijk'_nie't “géschikt'_: ,

zijn, doordat ze te droog ziin en daardoor moeilijk te rollen zijn,
is het ten alle tijde aan te bevelén om de flensgraad niet te groot
te nemen. De praktijk zal zelf moeten beslissen bij welke flens-
- graad de bladen. het beste rolbaar zijn, daar we van mening zijn,
dat goed gerolde bladen één der voornaamste factoren zijn ter
verkrijging van een zo goed ‘mogelijke kwaliteit, _ ;
" Tenslotte kunnen we het vermocden uitspreken, dat geduren-

de de verflenzing reeds verschillende substraten als ascorbine- -

zuur, polyphenolen, glucose enz. voor een deel geoxydeerd zijn,
~ waardoor de fermentatie van verflenste Jbladeren eerder afgelo-

pen is. Daar de enzymen door de verflenzing volgens Deijs
en ook volgens Roberts cen grotere activiteit hebben ver-

. kregen is het mogelijk geworden,-dat door de verflenzing behal-

- ve-een grotere fermentatieactiviteit ook een. grotere: fermenta-
tiesnelheid wordt verkregen.. S -

C—De electro-metrische fermentatie-cur-
ves van de opvolgende bladen van eon:

theeloot. *

3

Het is bij het vooronderzoek gebiekeﬁ, dat oudere bladen

- minder actief fermenteren dan jongere bladen. De vraag is nu,
of dit steeds opgaat en of :de verschillen duidelijk genoeg zyn
om te kunnen concluderen dat Peccobladen, die  van beter
kwaliteit zijn, actiever moeten fermenteren. We namen voor

de proef een P - 3 plus het steeltje” (stengeltje), waarvan de -

~"bladgewichten respectievelijk bedroegen 33, 87,:124 en 209 mg.
- Om fouten te vermijden, die in twee verschille
. vaten kunnen voorkomen, hebben -we slechts.met één redoxvat

- ‘gewerkt, Er de &én blad tegelijk “geplukt, nl dat, -
erkt, werd steeds een ey aae e struik, e |

‘wat nodig was voor de proef. De rest
we de invloed van de verflenzing- uitsiuiten. Er worden, des-
. ondanks toch nog fouten gemaakt, doordat de ‘blladen aan de
struik blijven doorgroeien en door de stofwisseling verschillen

ontstaan, We nemen echter aan,
" dan wanneer we de te onderzoeken
- De bladen werden vervolgens ap
* watergehalte van ongeveer 55 % .Ver

bladen tegelijk plukken. -
art zoveel mogelijk tot een

“onder een Kkleine hoeveelheid  dubbelg
gewreven, aangelengd tot d 1

 geleid, waardoor de fermentatie kan plaats vinden.
‘Het hoogteverschil tussen ‘de curves (fig. 10) zouw

“kunnen verklaren door aan te nememn, etrate

flenzen in jongere bladen over het -algemeen meer su ‘a n
4Worden geoxydeerd. . - T : ‘ N

-~

den we’
dat gedurende het ver-

llende redox- - -

dat deze fouten kleiner zijn,

flenst (praktijk voorschrift, . -

: ‘ i ' Ibaar zijn), Hierna werden ze .
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De eIectrométische fermentatiecurves van de verschillende bladen
en van het steeltje van een theeloot,

In fig. 10 zien we ook, dat het Peccoblad een grotere fermen-
tatieactiviteit bezit dan de oudere bladen, Tussen P1, P2 en
P3 is het verschil in de fermentatie-activiteit niet groot, hoe“_’d
P1 in een iets gunstiger positie verkeert. Wat de fermentatie-
duur betreft, is die van Pecco, P1 en P2 korter dan die van het
derde blad (P 3). Wat de fermentatieintensiteit betreft, d.i, het
verschil tussen de aanvangspotentiaal en de indpotentiaal, is die
van Pecco groter dan die van P 1 en P2, De fermentatiecurve
van het steeltje wijkt echter geheel af van die der bladen, zodaft

We mogen aannemen, dat het steeltje een geheel andere consti-
~ tutie bezit. In de praktijk verwijdert men de steeltjes na de
bereiding uit de zwarte thee, daar men van mening is, dat het
steeltje de kwaliteit benadeelt, Dit is uit onze onderzoekingen
duidelijk geworden, want tijdens het 'verflenzen zijn in het
steeltje 6f vrijwel alle substraten geoxydeerd, of de enzymen-
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activiteit is bijna nihil geworden.  Hierdoor heeft het steeltje
door zijn afwijkende inhoud een aparte plaats ingenomen t.o.v.
de bladen, daar tijdens de fermentatie in het steeltje weinig
oxydaties hebben plaats gevonden. _ . S

Het is echter niet duidelijk, waarom de practici de steeltjes /
pas nd de bereiding tijdens het droogserteren verwijderen en
niet reeds voor de verflenzing. :

We zien vervolgens, dat het niet juist is om een ,,poetjoek”
of theeloot van P + 3 in zijn geheel te fermenteren, daar het -
derde blad zo'n uitzonderlijke plaats inneemt, Fermenteert men
~op kleur, dan zal men pas ophouden met fermenteren, wanneer
‘de twee eerste bladen reeds lang uitgefermenteerd zijn, zodat
de kwaliteit er door benadecld wordt. Laat men de fermentatie
eerder ophouden, dan is het derde blad nog niet uitgefermen-
teerd, waardoor de kleur van het eindproduct te groen is en de
kwaliteit minder wordt. Hoewel de laatste methode te. verkiezen
is, is het toch aan te bevelen om het derde blad apart te fer-
menteren. _ .

Eén der belangrijkste conclusies, die wij uit deze proef kunnen
trekken is, dat er een positief verband bestaat tussen de electro-
metrisch controleerbare fermentatieactiviteit en de ouderdom
der bladen. : :

Bij de voorproeven is duidelijk gebleken, dat de potentiaal
gedurrende de eerste 5 minuten niet stijgt, maar daalt. We
hebben geprobeerd dit verschijnsel te verklaren door aan te
nemen, dat de aanwezige zuurstof een storende werking bezit op
de electrode en dat we het redoxsysteem, dat de zuurstof op-
neemt pas kunnen meten, indien dit reeds zodanig is geoxydeerd
en de potentiaal hoog genoeg is.. _ . : '
 Wij willen nu het beginverloop der curves van een P + 2 met
elkaar vergelijken om na te gaan of er een zekere regelmaat be-
staat, Dit hebben we inderdaad gevonden (fig. 11). -

' We zien dan, dat de Peccocurve veel eerder begint te stijgen,

m.a.w, dat Pecco zijn ascorbinezuur veel eerder k.want}tat:lef

oxydeert dan de oudere bladen. Tussen Pl en P2 is er geen

groot verschil waar te nemen. P1 oxydeert zijn ascor'bmezuu_t"
iets sneller. '
 Het verschil tussen Pecco en de an
- groot, wat ook te.zien is in de vorige graficken 8 en 9. Pecco.
- neemt dus een aparte plaats in. Hoewel dit nog opgerold_e blad
over relatief meer ascorbinezuur beschikt, is de.oxydatle van
dit zuur veel eerder - verlopen, zodat Pecco relatief over mee’t-‘:
ascorbinezuuroxydase of andere specificke katalysatoren moet

beschikken, o ' Lo

We hebben in de bovenstaande gevolgtrekking steeds de oxy-.
datie van ascorbinezuur als criterium genomen, daar dit zl*;mr {:en
veel groter reducerend vermogen bezit dan bijv. de polyphenolen.
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De aanvang der fermentatiecurves van P + 2

Bij eventuele aanwezigheid van het specifieke enzym ascorbi-
nase, zal dus eerst het grootste deel van het aanwezige aseorbine-
zuur worden geoxydeerd alvorens andere oxydaties kunnen
plaats vinden. We nemen echter aan, dat de oxydatie van ascor-
binezuur zo snel plaats vindt, dat deze in hoofdzaak slechts het
begin- der ‘fermentatie kan bepalen. De volgende oxydatie, nL
-die van de polyphenolen zal door haar overmaat een veel belang-
rijker rol spelen, wat ook reeds eerder door Roberts en
Debb (135) is gesuggereerd. Is er geen ascorbinase aanwezig,

zullen echter eerst de polyphenolen . oxyderen, waarbij een

- deel der gevormde chinonen door het aanwezige ascorbinezuur
wordt gereduceerd, _ _ . : :
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" \Over de al of niet aanwezigheid van ascorbinese willen we |
" in het volgende hoofdstuk terugkomen. We  hebben- echter ge-
zien, dat de.oxydatie van ascotrbinezuur direct of indirect met-
. de fermentatie te maken heeft. We kunnen hieruit de conclusie
‘irekken, dat er een positief verband moet bestaan tussen de
oxydatieactiviteit van ascorbinezuur en' de potentigle kwaliteit.
. .- Voor de beoordeling van de potentiéle kwaliteit kunnen we’
" dus zowel de oxydatieactiviteit van ascorbinezuur gebruiken als ..
de’ fermentatieactiviteit van het blad. - o ~

D—De invlioed van de -tem.peratuur‘op'deV
: fermentaitie, ce .

- In de praktijk is het bekend, dat cen hogere temperatuur
dan 28° C een nadelige, invloed rmoet hebben op .de kwaliteit
‘van het eindproduct. Uit de enquéte over de fermentatie (92}.
. is het duidelijk gebleken, dat het miet bekend is, welke tempe-.
' ratuur de beste resultaten geeft. Men huldigt bierover verss:h{l—_
lende meningen, zodat er geen sprake is van een unifor_nuteﬂ;. _
‘Men kan hierover geen verklaringen geven, omdat het nget ge-
heel zeker is, dat de temperatuur werkelijk een grote }nvlped-
heeft op de kwaliteit en of er geen andere factoren zijn, die tege- -
J '%jk met de temperatuur de reacties beinvioeden bijv. de hoogte- )
gging, ’ s . '
" Het is bekend, dat hooggelegen ondernemingen over het alge-
meen betere thee maken. Nu heerst er ob dergelijke onder-
‘nemingen niet alleen een lagere temperatuur, eer lagere rela-
tieve vochtigheid, maar zecer waarschijnlijk is er meer 0zon,
, doordat er meer ulira-violette stralen voorkomen.’ Daar de fer-
- mentatie enigszins op de ademhaling lijkt, moeten We eez:(;c na- .
" gaan wat er in het algemeen onderzocht is over de .m\.rlo van
" de temperatuur op de ademhaling. Volgens onderzoekmgen (I:a' _
van Kuyper en van Fernandes (82) bedraagt de verho-
. ging van de ademhalingsintensiteit- (@ 10) tot €en temperatut
~* van 25300 C ongeveer 2. Bj stijging boven deze grens tree
~veelal een duidelijke daling van de ademhalingsintensiteit kop,r
‘zodat de invloed van de temperatuur oP de ademhahnﬁ ;l!;
-worden voorgesteld door een Zz.g. optimum kromime. De ogel.rt
. temperaturen oefenen een schadelijke invloed op het pr_ocez 111111%
- die des te sterker is, naarmate de hoge tempfratuu? la‘%.ger ;lden
- . & meer van de’ optimum-temperatuur verwﬂd_erd 1s. We f‘o -
- hieruit kunnen concluderen, dat ook voor de thee de ppkn_l}k >
. temperatuur tussen deze twee grenzen ligt. In de pra tlJr don
het algemeen bekend, dat thee niet boven 28° C moeg wo -
- gefermenteerd. Hoe men deze grens in de praktijk hee t}?i?:]i'kr
. den, werd in de literatuur niet aangegeven. Zeer w'aaléi50£ is én
;15 dit door het proeven gebeurd, wat dan VTl sub]eg eDaarom‘
;" daardoor moeilijk nauwekurig kan worden uitgevoerd. 1iaaront
B . ) . : _ -
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"is hiertegen nogal oppositie gekomen. In de praktijk wordt wel

eens beweerd dat de optimum temperatuur boven 30° C ligt,
maar de meesten zijn het hier toch niet mee eens.

Deze onzekerheid of beter tegensprask heeft ons er toe ge-
noopt, om hierover wat meer te weten, nl. door twee verschil-
lende fermentatietemperaturen, 22° en 30° C, met elkaar te

- vergelijken. Daar de formule van de E, aangeeft, dat de poten-

tiaal van de temperatuur afhankelijk is, dienen we er voor te
zorgen, dat de fermentatietemperatuur zoveel mogelijk constant
blijft: De kamertemperatuur was 22° C, zodat we voor deze
proef geen bijzondere voorzorgen hoeven te nemen, maar om bjj
30° C te fermenteren, moet het toestel en het benodigde water-
van te voren enige tijd bij 30¢ C worden geplaatst, totdat zowel
het toeste]l als het water die temperatuur hebben aangenomen. -
De lucht, die door de suspensie’ wordt geleid, wordt ook eerst
verwarmd, door de wasflessen reeds enige tijd fe voren in een -
verwarmde ruimte te plaatsen. Hierdoor kan men voorkomen,
dat de temperatuur in de fermenterende suspensie daalt, waar-"

- door de potentiometrische meting zou worden gestoord.

Ta
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Flg 12 :
. Invloed van de temperatuur op de fermentahe

VOOr de proef hebben we het eerste boeroengblad genomen
met een bladgewicht van 227 mg, dat eerst tot een vochtgehalte

76

e



"

van 55 9% wordt verflenst. Vervolgens werden twee bladplaatjes
uitgedrukt en terwijl het eerste bij kamertemperatuur werd ge-

* fermenteerd, werd het andere in de verwarmde ruimte bij 30° C
gefermenteerd. In beide redoxvaten werd ter contrdle een -ther-
mometer opgehangen om na te gaan of de temperatuur niet ver-
andert. De temperatuur van de suspensie ‘in de wverwarmde
_ruimte daalde één graad om daarna constant te blijven. - _
Figuur 12 toont aan, dat bij 22° C een veel actievere fermen~
tatie plaats vindt dan bij 29° C. Hieruit kunnen we concluderen,
dat het beter is om bij 22° C te fermenteren, dan bjj 29° C, °

wat dus overeenkomt met de praktijk.
. : L
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Fig. 13 R

Schatting van de optimum-invloed van de
. temperatuur. op de fermentatie-activiteit.

Dit bijzondere gedrag is .zonder meer kennis van (_1? afzon-
- derlijke Jreacties nr;goeilij%; te verklaren. Zeer waarschijnlijk wor(cllt"
de optimum temperatuur van de fermentatie ‘bepaald door de
onoploshare enzymen (zie Leerangochan 163) . lundig
- In hoofdstuk 6 hebben we de fermentatie-activiteit W_litu’} g
- vastgelegd cn van beide curves werd volgens de gebrul b-e- 2?21‘;
mules de fermentatie activiteit berekend en. we vonden l‘u e

en 299 C respectievelijk M = 0,056 en M = 0,024. We plaaisen
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- deze twee waarden op een grafiek, waarvan de ordinaat de fer-
mentatieactiviteit (M). aangeeft -en de abscis -de temperatuur.:
.De conclusie van Kuyper en van Fernandes leggen we
- ook op deze grafiek vast door bij 25 en 309 C een verticale ge-.
stippelde ‘lijn te trekken. Vervolgens {rekken we een parabool
door de twee M’s, waarvan de top tussen 25—26° C moet liggen,
dus een zuivere schatting. (Fig. 13.) P P E
... Deze komi ongeveer overeen met de optimumtemperatuur
van onoplosbare enzymen, welk door Sreerangachar (163)
- op 27° C werd vastgesteld. o

E-—De invloed van de aératie op de fermen-
tatie, : : : :

In de praltijk zorgt men er meestal voor, dat de lucht in de.
- fermentatieruimte ververst wordt. De¢ wventilatie moet dan ' zo
geschieden, dat de lucht, na vooraf bevochtigd en gekoeld te =zijn,
aan één zijde de ruimte intreedt en aan de andere zijde de ruimte
.verlaat, zodat de gehele fermenteerruimte vochtig en koel blijft
en de afgewerkte gassen als CO, worden weggewerkt.
De snelheid, waarmee de lucht wordt ververst, is hierbij na-
tuurlijk * van groot belang., Volgens de Vraagbaak (127
moet de hoeveelheid lucht in 10—30 min. worden ververst.
" Het is ook aan te raden om de ruimfe na elke fermertatie
- goed te luchten, zodat het steeds fris ruikt. Niet alleen om-
de atmosfeer, maar ook om de zindelijkheid moet men de ruimte
goed fris houden, daar anders gistén en schimmels nadelig op
de fermentatie werken. : o '
Te snelle verversing tijdens de fermentatie heeft echter het .-
nadeel dat de relatieve vochtigheid van de lucht, die zoveel
mogelijk op 80—94 % moet worden gehouden, gaat dalen, waar-- -
+door de fermenterende thee kan verdrogen, wat weer nadelig .
. werkt op de uiteindelijke kwaliteit, o
Daar de fermentatie bij ons steeds geheel anders plaats vindt
_( dgm in de praktijk, kan de invloed van de relatieve vochtigheid °
niet worden nagegaan, maar wel de invloed van de hoeveelheid
luclrh.goellen, die tijdens der fermentatie per minuut wordt door- -
geleid. : . ' . ‘
- Voor dit onderzoek hebben we een P1 met een bladgewicht
~van ‘115 mg genomen. Het blad werd eerst verflenst tot een
gewicht van 83 mg en daarma werden twee bladplaatjes uitge-
drukt en in 10 cc water gefermenteerd, waarbij door de ene
suspensie 200 luchtbellen en door de andere 300 Iuchtbellen per:
minuut werden geleid. S : ‘ :
Figuur. 14 toont aan, dat de fermentatieactiviteit met 300 lucht- -
‘bellen per minuut groter is, zodat het voordelig is om voor een
. behoorlijke luchtverversing te zorgen, We hebben echter bij een
voorproef ‘met 400 Iuchtbellen gevonden, dat de reactie niet te
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.‘meten"was, doordat de luchttoevoer.in het kleine redoxvat te

groot ‘was, waardoor de electrode nauwelijks door vlceistof om-_

geven werd.
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Invloed van de aératie op de fermentatie-activiteit.

' Hoewel er geen andere proeven tof onze ‘beschikking ziin, zyn

.. we overtuigd dat de invloed van de agratie -op de fermentatie-

" ‘activiteit steeds positief is, hoewel deze bij ‘steeds 'g'rotere_lucglt- -
verversingen. relatief minder .zal worden. We zouden deze in-

" vloed dus kunnen voorstellen door een hyperpool. -

" We kunnen echter in de praktijk niet steeds doorgaan met de-

luchtverversing op te voeren, daar we rekening moeten fill?uden
met het feit, dat daardoor de massa kaps loopt uit te drogem,
waardoor de fermentatie van de massa Onrege

lopen. De juiste mate van adratie zal in' de prakt
rimenten moeten worden bepaald. . S

F— Nébeséhouwing. .

. Deze onderzoekingen hebben i
* -inzicht hebben gekregen in de vele problemen, wa;rvo.
- nu toe zo goed als geen verklaring “hebben  gevonden.

79

ijk door expe-

ertoe geleid, dat ‘wij een ’f;!e'ter '
or Wi ‘:otl.‘



Zo is het in de praktijk gebleken, dat vele wenken er op ge-
richt zijn om de potentigle kwaliteit zoveel mogelijk " intact te
‘houden. We hebben zelf in onze proeven opgemerkt, dat een
goede flensgraad, lagere fermentatie-temperatuur dan 28° C
enz, kunnen worden teruggbracht tot het in stand houden van
de fermentaticactiviteit, Deze grootheid loopt dus parallel met
de potentiéle kwaliteit. Het doel van de bereiding is nu duide-
lijker gemerkt nl. het constant houden van de fermentatieactiviteit, )

We hebben in tegenstelling met de praktijk de bladen steeds
fijngewreven en niet slechts gekneusd en gerold, waardoor de -
fermentatie in ons laboratorium naar gebleken is actiever plaats
vindt dan in de fabriek. Daar een kleinere concentratie een grotere
- fermentatieactiviteit veroorzaakt, moeten we tot de conclusie
komen, dat in de praktijk de bladen zo goed mogelijk moeten
worden gekneusd, waardoor de fermentatieactiviteit het meest
tot haar recht komt en tevens de potenti€le kwalieit zoveel moge- -
lijk wordt behouden. . -

We zullen enige belangrijke problemen nader belichten:

a. Uit onze proeven is gebleken, dat verflenzing de fermen-:
tatieduur korter maakt, terwijl zij met vrij grote zekerheid een
grotere fermentatieactiviteit veroorzaakt. Waarschijnlijk ‘is de
invloed van de verflenzing op de fermentatie-activiteit bij zwaar-
dere verflenzing relatief minder, : o

De kortere fermentatieduur van verflenste bladen wijst er
. ons .inzien op, dat gedurende de verflenzing reeds substraten
als -ascorbinezuur, polyphenolen en glucose voor een deel zijn.’
. geoxydeerd, evenals het feit dat het aftreksel van verflenste
bladen over het algemeen genomen geler is dan het groene
aftreksel 'van verse bladen, Tenslotte kunnen we de praktijlk
_ het volgende voorschrijven: Tracht de beste flensgraad te vin-

plat stuk . voorkomen, Voor de praktijkman is dit oud nieuws,
- maar het-is nu duidelijk gebleken, hoe belangrijk deze eis is,
- want goed gerclde bladen geven een beter eindresultnat dan |
- overflenste en onderflenste bladen, die slecht rolbaar zijn.

b. Een ander vraagstuk is of het inderdaad beter is om in
sc}_l.emerdonkere ruimten te fermenteren dan in lichte ruimten.
Wij zouden kunnen zeggen, dat in schemerdonkere ruimten geen
otosynthese plaats vindt, zodat de afbraak der stoffen niet wordt

pluk treedt er vrijwel geen assimilatie meer op, zodat dit be--
1z§waar niet meer geldt. Er zoy dus geen reden meer zijn om voor-

- keur te hel?ben voor schemerdonkere ruimten. Daar de oxydatie
van a.scorbmezu_ur een belangrijke rol speelt, willen we eerst
Eadglaan_wat er in _het algemeen bekend ig van de. invloed van - -
t op deze reactie, Guillemet (58) vond, dat de oxydatie -
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van dit zuur door ultra-violette stralen kan worden geactiveerd,
_doordat volgens hem de zuurstof van de lucht wordt geactiveerd

tot ozon. Op grond hiervan zouden we de verwachting kunnen
. uitspreken, dat de fermentatie enigszins door deze -stralen moet
. worden beinvloed. Dit zou dan de verklaring kunnen zijn voor
‘het overigens onverklaarbare feit, dat de ademhalingsintensiteit

van sommige planten door bestraling met ultra-violette stralen
kan worden vergroot. Nu is het de vraag of deze verklaring ook
geldt voor het feit, dat thee van hoger gelegen ondernemingen
altijd beter is dan die van lagere streken, immers in hogere stre-
‘ken .zijn er meer ultra-violette stralen fe vinden, We kunnen
deze- vraag in ons laboratorium moeilijk beantwoorden, maar
deze lijkt ons toch belangrijk genoeg voor een nader onderzoek
in de ondernemingen zelf. . '
" - ¢, Vervolgens hebben we gezien, dat het derde blad en het

steeltje veel minder actief fermenteren dan de jongere P 4+ 2, .

zodat het verklaarbaar is geworden, waarom men in de praktijk

het derde blad soms apart plukt en bereidt nl. doordat dit blad
_volgens de practici een andere sapconcentratie” heeft, wat erg
vaag klinkt. Het is echter eigenaardig, dat ‘men de steeltjes, die
ndg meer afwijken, meebereidt en ze pas later ni de droging
- bij de droogsortatie verwijdert. - : .
" Het lijkt ons veel logischer en waarschijnlijk econoqnscher om
de steeltjes in groene toestand, dus vodr de verflenzing aan de
lopende band uit te zoeken, zodat zij de kwaliteit van de b_la- _
den niet kunnen benadelen en het uitzoeken na de droging .
achterwege kan worden gelaten. ' e :
" In de praktijk is men van mening, dat het onjuist is om het
derde blad tegelijk met de jongere bladen te b_erelden, omdat
dit door zijn andere samenstelling ‘de fermentatie onregelmatig
laat geschieden en daardoor een slechtere kwaliteit ver-?orzaa}ct.
Uit onze proeven is gebleken, dat het derde blad door zijn gerin-
gere fermentatieactiviteit, zijn langeren fermentatiéduur en zyn -
grotere fermentaticintensiteit een geheel aparte plaats mneen“lt‘
Hiedoor wordt de fermentatie van P -+ 3, dus waarbjj het derde
blad aanwezig is, onregelmatig en kunmen We het eindpunt v]:dl
" de fermentatie niet door de kleur bepalen, daar het derde b
veel langer groen blijft. Ten tweede heeft bet de}-dg blad ier;
geringere fermentatieactiviteit, waardoor de kwaliteit van het
~ eindproduct wordt benadeeld. - o,

d. Wat de. optimum-fermentatietemperatu“r betreft, deze
hebben we ongeveer geschat op 26° C. Waar deze precies iets
is moeilijk te zeggen en waarschijnlijk zal het ene type 168
* anders reageren dan een andere. : '

_Deze optimum-temperatuur komt
- imum-temperatuur, die door andere

kregen o 3

vrijwel overeen met de op-
onderzoekers' werd  ver-
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© Vergelijken we deze met die van Sreeran gachazr (163)
en die van Roberts, dan zien we het volgende: =

;- optimum-tempera- : 6pt-in1um-fempera$-. optimum-tempera-

tuur volgens ons = tuur van onoplos- -+ tuur van de O,
onderzoek .- bare enzymen vol- ' -opname volgens
' gens . Sreeran- . Roberts
' : . gachar ‘ -
2°C. 2zr*c 285° C

‘Die van Roberts lijkt te hoog, wat misschien veroorzaakt
wordt, doordat O,-opname niet identiek is met de door' ons
bepaalde fermentatie-activiteit, welke met behulp van ‘de poten-
tiometer is geschied, We moeten or voor Zorgen, dat-in de fer-
menteerruimte zoveel mogelijk een temperatuur van plm. 26°
'C heerst. Daar de fermentatie reeds direct tijdens het rollen
begint, moet de optimum-temperatuur ock in de rollers heersen.
Een grote hitte door mechanische wrijving kan nl de kwaliteit
benadelen door een dunnere schenk. . , . p SRR
- Men kan veel mokilijkheden vermijden door een gemeenschap-,
pelijke rolfermenteerruimte te bouwen wat reeds door Leni-
ger (97) is voorgeschreven, waarbij overal de' zelfde tempera-
tuur kan heersen. Er is ook getracht om in de rollers zelf een

. air-conditioning te- bouwen, maar de resultaten zijn niet bevre-
- digend en de toepassing ervan is niet economisch gebleken.
-~ e De laatste tijd worden de brokens op de theemarkien beter
geprijsd en men preferecerde deze zelfs boven, de bladtheén. .
We zouden deze verandering als volgt kurmen verklaren. Wan-
neer we de bladen zo rollen, dat er meer brokens worden X
gevormd, dan zal door het grotere oppervlak der bladdeeltjes
de fermentatie actiever plaats vinden dan die van bladthee.
%erdoor zal de kwaliteit bij brokens beter zijn dan van blad-.

ee. S . S ) .

f. In fig. 11 zien we, dat Pecco z
deert dan de oudere bla
phenolen gaat oxyderen.
door aan te nemen, dat
oxydase aanwezig is.

g. Voegen we ascorbinezuur toe aan het begin van de fermen-

tie, dan duurt he.t langer voordat de bruinkleuring optreedt;
maw, al het ascorbinezuur, dus ook het toegevoegde, moet eerst
‘worden geoxydeerd, voo

rdat de oxydatie der polyphenolen een
aanvang kan nemen. Wi nemen aan dat de oxydatie der poly-

phenolen ook kan worden geremd, indien we stoffen toevoegen,

die beter dehydreerbaar zijn dan de polyphenolen.

- Volgens Dejjs (particuliere ‘mededelin, i e
i - mivad =2} wordt een der-,
gelijke handelwijze niet alleen de 'kleun_»o) ing, .ba‘J “ook de
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ijn ascorbinezuur sneller oxy-
den en daardoor veel eerder zijn poly- -
We hebben dit proberen te verklaren, -
in Pecco relatief meer ascorbinezuur-
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‘geurvorming tegengehouden. - Hieruit moeten we cencluderen,-.
" dat de oxydatie van ascorbinezuur beslist primair is. . By
Voegen we het ascorbinezuur op een latere stadium toe, dan

bleck dat de potentiaal de eerste ogenblikken niet verandert,
om na enige tijd weer te stijgen. Dit toegevoegde ascorbinezuur,
- dat met zijn oxydatieproduct een veel lager normaal potentiaal
heeft, stoort de totale redoxpotentiaal, waarna het zuur of door
moleculaire zuurstof &f (en) door de gevormde chinonen wordt
geoxydeerd. ‘ . .

. Tijdens de fermentatie, dus na het kneuzen der bladen, wor-
den de substraten beter aan de lucht blootgesteld, zodat o.a. zo-
wel ascorbinezuur als polyphenolen met de zuurstof kunnen
reageren. Daar het ascorbinezuur een sterker reducerend ver-
- mogen bezit, zal dit zuur echter eerder worden geoxydeerd.

.De gedachte, dat eerst polyphenolen moeten worden geoxy-
deerd, totdat er voldoende chinonen worden gevormd om het
ascorbinezuur te kunnen oxyderen kan slechts gegrond zijn, wan-
neer bewezen is, dat er inderdaad geen ascorbinase aanwezig 1s
in het theeblad. De al of niet aanwezigheid van dit enzym is
dus van doorslaggevende aard voor het opstellen van het fer-
mentatieschema. We willen dan ook met behulp van de methode -
van Wachholder (182) nagaan of in het theeblad een der- -
gelijk enzym aanwezig is en welke enzymen bij de oyxdatie van
ascorbinezuur een rol spelen. - :
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HOOFDSTUK v

ONDERZOEK NAAR HET VERMOGEN VAN HET THEE- )

BLAD OM ASCORBINEZUUR TE OXYDEREN.

A —Inleiding

" We hebben in hoofdstuk 4 geconcludeerd, dat de activiteit van -
de fermentatie voor een deel bepaald wordt deor het vermogen °

van het blad om ascorbinezuur te oxyderen. Om de mogelijk-
heid -te bestuderen, of de fermentatieactiviteit willekeurig kan
worden geregeld, moeten we het oxyderend vermogen van het
, theeblad t.o.v. ascorbinezuur aan een nader onderzoek. onder-
. werpen. . : ‘L

In de literatuur kent men de volgende -typen van oxydatie
“yan ascorbinezuur: *

1l — de autoxydatié. Deze komt onder physiologische omstan-

‘ digheden niet-voor. o v o

. 2 — de oxydatie door katalyse. . :
a — door warmtestabiele katalysatoren-als Cu en Fe.

" b — warmtelabiele katalyse door fermenten.

1 — direct door ascorbinezuuroxydase (ascorbinase).

2.— indirect door het systeem.

a — polyphenolen-polyphencloxydase.
b — flavonen-peroxydase (+ H, 0,).

- Indirecte katalyse vindt men, wanneer bijv. flavonen ecerst .

- door peroxydase en waterstofperoxyde worden geoxydeerd,

waarna de geoxydeerde vorm der flavonen (chinonen) het ascor-

- binezuur oxydeert, Bij de directe katalyse wordt het ascorbine-

zuur geoxydeerd door de zuurstof, waarbij de ascorbinase kata- .

lyserend werkt. o AT
- Deze oxydaties van ascorbinezuur met behulp van boven-

- genoemde katalysatoren werden bekend door onderzoeckingen . -

- van Szent-Gyorgii, Tauber en Spruyt & Do-
nath, ea. - : B

Stotz, Harrer, Schultze & King kenden nog een‘.

andere katalysator nl. het systeem cytochroom-eytochroom (in-

dophenol)-oxydase. Tenslotte kenden Fisher en ook Lem- -

berg en mediewerkers nog een andere ascorbinezuuroxy- .
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Volgens de literatuur wordt het ascorbinezuur bij aanwezig- R
heid van zuurstof door wegneming van 2 H-atomen tot dehy- -~
droascorbinezuur geoxydeerd, hetwelk een zeer labiele stof is ~

" die verder uiteen kan vallen. ' :

O . : ! . - 0
o | : |
- C - o C
C—'OH - “ C=O : ‘ .
LT %ot s L o+mO
(\:_ OH katalysator - (|3-"—' 0 N
OH—C—H OH—C—H 7
I o | -
'H—C —OH / '_H—lcf-OH

"~ De oxydatie van& ascorbinezuur is volgens Zilva alleen revers
h wordt geoxydeerd

sibel, wanneer het enzymatisch katalytisch ] . ‘
en in dat geval heeft het de antiscorbutische werking niet vers
loren. Bjj sterk’ zure reacties kan het verder worden _afgebroken,
waarbij tenslotte oxaalzuur en J-threonzuur kan ontstaan. (C ar-

teni & Morelli). ‘ : _
Om na te gaan, welke katalysatoren in theeblad voorli:omen, _|
dienen we eerst de totale katalyse te kennen. Deze bepalen we.

door uur laten -staan werd ge-
een bladextract, hetwelk na 24 A e

cenirifugeerd en gefiltreerd, te laten inwerken 0P ig o €

zuur-oplossing van bekende sterkte. Door verhitti
. gedurende enige tijd worden de enzymen QEdOOd, zodat we het

aandee katalyse min of meer kunnen
1 der zware metalen aan de kataly D O gkt want et

‘PEpalén_ Dit is echter niet 70 - eenvoudig als he

et saszins langdurige verhitting
. ak ' voorgekomen, dat door enig ngc e

het vermogen dig preparaa

gen van een plantaardig Prep .
te oxyderen groter wordt. Fen mogelijke ve_rklarm% i:}i:arl\:oo;
i, dat gedurende het langdurige koken de enz n’.teiden in
* oxydatie van ascorbinezuur deelnemen, welke Cu-pro ’

. ta_
gesplitst worden en het vrijgekomen Cu als zodanig aaril' deﬁi{ (];::1 -
lyse gaat deelnemen. De katalytische werking der V¥ glgl elke
aware metalen zou dan groter zijn dan die der enzymel :

. h‘
‘die metalen in hun prosthetische 8rocP hebben gehad..,Wac -
holder (182), die I;nyiere onderzoekingen }ueroYert ie?:lj Vgﬁo'
‘hitté de planten-extracten steeds gedurende 10 munuteRt 75
C":Waardoor vergelijkbare cijfers worden verkreger. - L
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- Een andere verklaring voor de vergroting van het vermogen
om ascorbinezuur te oxyderen door langdurig te koken is vol-
gens Wachholder het voorkomen van warmtelabiele rem-
stoffen. , B

Een dergelijke remstof meenden Zilva, Mariquand ea.
(182) in citroensap te vinden, hoewel dit door andere onder-
zoekers werd bestreden. Wachholder bevestigde Zilva’s re-
sultaten, want hij vond voor citroensap een langzamere " oxy-
datie dan voor een zuivere ascorbinezuuroplossing van. gelijke
sterkte. Hetzelfde vond hij bij tomaten en rabarber, hoewel niet
zo gelijkmatig als bij citroen, Bij alle drie de planten was het .
vermogen om ascorbinezuur te oxyderen na verhitting groter
geworden, doordat blijkbaar de warmte-labiele remstoffen weg~
vallen. :

Volgens deze verklaring zullen plantenextraéten, welke deze
remstoffen niet bezitten, ook na langdurig koken geen groter
vermogen hebben om ascorbinezuur te oxyderen, .

Daar er verschillende enzymen aan de katalyse van de oxy-
datie deelnemen, hebben verschillende onderzoekers vermoed, ,
dat de planten ingedeeld zouden kunnen worden in verschillen--
de typen. Zo veronderstelde Huszak (182) dat er alleen een
polyphenolase- en een peroxydase-type zijn. Hij heeft echter
geen onderzoekingen in bladen ‘gedaan en zich alleen ‘beperkt
tot de vruchten. Banga en Philipot (182) meenden, dat
er maar weinig ascorbinase in de plant voorkomt, zodat de rol .
van de ascorbinase in de katalyse slechts heel klein is, of zelfs
afwezig is. . ‘ *

Wachholder is het echter niet eens met deze conclusie.
Hij heeft nl. in veel bladen veel van dit enzym gevonden en
merkt op, dat in de bladen het ascorbinezuur hoofdzakelijk
dqor ascorbinase katalytisch wordt geoxydeerd en daarnaast in
mindere mate indirect door peroxydase of/en polyphenclase.

De auteur onderscheidde to.v. de oxydatie van ascorbinezuur
de planten in de volgende types: ' . '
- 1 — lascorbinase-type .

2 — polyphenolase-type
— peroxydase-type
_ 4 — fermentarme type , ' : o
. We geloven, dat deze indeling meer volledig had gekund door
het cytochroom-type en het haemoglobinetype op te nemen. Een -
ander nadeel van deze indeling is, dat Wachh old e r niet nader °
omschreven heeft, welk plantendeel moet worden onderzocht
om de gehele plant te kunnen representeren, daar we van me-
ning zijn, dat in een plant verschillende types kunnen voorko-

men. Daarom hoort hier een soort afspraak om vergissingen te
voorkomen. ' - - R ' .
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Om de verschillende types van elkaar te onderscheiden, heb-
ben de onderzoekers gebruik gemaakt van verschillende rem-
en activeringsstoffen. Het is nl. bekend, dat verschillende enzy-
“men zich specifiek t.o.v. dergelijke stoffen gedragen, ) _
* Het is dus mogelijk om ook in het theeblad na te gaan, welke
ehzymen aan de oxydatie van ascorbineziaur’ deelnemen. Daar-
naast dienen we na te gaan of in het theeblad sprake kan zijn .
van een katalyse door zware metalen en hoe groot hun aandeel is.
Gaan we in de literatuur na, wat er over het aandeel der fer-
menten bekend is, dan bemerken we, dat dit nog maar heel wei-
nig is. De katalyse door zware metalen is integendeel veel beter
onderzocht. Vooral Holtz & Triem (182) en verder Sc ha-
ler hebben het voorkomen hiervan onderzocht en bewezen. An-.
dere onderzoekers weer hebben meer het specifieke van de Cu-
en Fe-katalyse onderzocht. Resumerend kunnen we over deze
literatuurstudie, welke we grotendeels uit bet ‘artikel van
- Wachholder hebben oviergenomen, het volgende mededelen:

Cu-katalyse wordt door
1 KCN volledig geremd (Szent—Gyorgyi) _
2 glutathion geremd (von Euler, Barron & Klem_pg-”
rer) . - ,
CO geremd (Barron, de Meio & Klemperer) L
metaphosphorzuur geremd . (Lymant, Schultze &
King) doordat het Cu wordt gebonden. - '
5 citraten geremd en door orthophosphorzuur ver
zonof & Woloszyn) =
6 aminozuren geremd (Deijs) (part. m
Fe-katalyse wordt door
1 pyro- en orthophosphaten geremd en wel krachtens hun ver-
mogen om Fe te binden (Goldstein & Kacherowa}

27 gluthation niet geremd (Barron & Klemperer)

. Wat de andere remstoffen betreft, deze zijn to.v. de Fe-kata~

Iyse nog niet onderzocht, Zo te zien werkt alleen orthophosphor-

2uur verschillend t.o.v. de Cu- en Fe-katalyse, terwijl de ggerige ,
remstoffen verschillend sterk remmen en daardoor ‘mmlk T gf; .
schikt -zjjn om deze twee soorten van katalyse van eiXasr I=

onderscheiden. . )
Wachholder tracht een onderscheid te makqn tussen lde-
e katalyses door gebruik te maken van het verschil in kgta ése
* van de oxydatie van ascorbinezuur, want zoals I:Eekend is de ~um-
“katalyse sneler dan de Fe-katalyse. Een nadeel is, dat dege ver-
schillen wegvallen, indien we te maken. hebben met combmatm:l.
Wat de katalyse door de enzymen betreft is €r nog zeer 1‘:0 .
- tegenstrijdigs en nog zeer veel problematisch, Waarvoor"wid 108
- Eeen verklaring weten te vinden. Hierbij treedt als f’“i‘f heeft
complicatie op, dat het'plantenweefsel een grote mMVioeE
. : 87
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" op de resultaten van het onderzoek. Zo vonden de Caro N
Giani, dat het weefsel de katalyse door zware metalen kan
beinvloeden. Szent-Gyorgyi isoleerde een ascorbinase uit
kool, die ongevoelig is voor KCN, terwijl Ghosh & Gurka:
een ascorbinase uit de pompoen hebben gewonnen, welker wer-
king reeds door 0, 001 M KCN wordt geremd. Deze verschillen
- werden door Johnson & Zilva bevestigd en desondanks
-geloven zij, dat het ferment hetzelfde is, zodat het verschil moet
worden gezocht in het verschil van het plantenweefsel, Ook de
polyphenolase kan verschillend werken. Zo is ‘bijv. de poly-
phenolase van aardappelen 70 maal gevoeliger voor KCN dan
de polyphenolase van appels. Deijs. (part. mededeling) is van
~mening, dat dit ook veroorzaakt kan worden door beschermende .
- onzuiverheden van het enzyme-preparaat. 7 S
Wachholder twijfelde dan ook aan het nut van cyanide.
" als onderscheidingsmiddel der enzymen, welke aan de oxydatie
van ascorbinezuur deelnemen.- S o ‘
Geconcentreerde aleohol bleek een beter remmiddel te zijn.
Wachholder gebruikte voor zijn experimenten een 99 %
oplossing. o ' _ U
Huszak vond bijv., dat peroxydase ongevoelig is voor ge- -
concentreerde alcohol, terwijl de werking van ascorbinase vol--
gens hem volledig er door geremd wordt. Maar aleohol heeft
ook cen verschillende inviced op ascorbinase, want Tauber
en Spruyt & Donath en ook Johnson & Zilva von-
den, dat kool- en pompoen-ascorbinase door geconcentreerde al-
cohol volkomen wordt geremd, terwijl bloemkool- en augurken-
ascorbinase veel minder wordt geremd. B ' ’
Ock het CO werd als remmiddel onderzocht, maar men vond
wel enige verschillen t.0.v. de polyphenclase en peroxydase; maar .
de gevoeligheid van ascorbinase van verscheidene planten 'is
weer zeer verschillend, ‘ - ' S

-~ Wat de gevoeligheid ‘t.o.v, glutathion betreft, nam men over |
het algemeen aan, dat de bescherming afhankelijk is van de pH,
waarbij men werkt, Wachholder werkt in dat geval zoveel
mogelijk bij een pH van 58 -— 59, - - ' .
Wa!; de - activeringsstoffen’ betreft, deze zijn veel minder uit-
'ge?)rmd onderzocht. Men kent bijv. toepassingen van pyrocate-
c_hme.en van vanilline om na te gaan over welk ferment de plant
besclukt‘o.m ascorbinezuur te oxyderen. Zo zal door toevoeging
van vanilline de oxydatie van ascorbinezuur worden versneld,
indien het extract een sterke en actieve peroxydase bezit. Voegt
men daarbij hydroxylamine, dan wordt de peroxydase-werking
volledig geremd, zodat mon het aandeel van de \peroxydase. in
de katalyse kan nagaan, o : .
b.__Besch.tkt het extract echter over een polyphenolase, dan blijkt
U toevoeging van Pyrocatechine de oxydatie alléén versneld -
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" te worden, indien het extract geen ascorbinase : bezit, daar dit
enzyme een storende werking heeft op pelyphendase. (Wach-"
~holder). - : S '
Deze proef is dus minder gunstig dan die to.v. peroxydase,
maar Wachholder kon voor de onderscheiding van de po-
. lyphenolase geen betere methode . vinden. : R
. Op deze gegevens heeft hij een methode opgesteld, waardoor

" men van een plant, of een deel van een plant kan nagaan over . -

--welke enzymatische katalysatoren zij beschikt.

De methodiek van Waéhholder. 4

 Daar we niet over een uitgebreid plantenmateriaal kunnen -
beschikken, hebben we de hoeveelheden van het ‘onderzochte
. extract verkleind, zodat de gegeven _hdevee]heden anders z_iJ_n ‘
dan de oorspronkelijke. - o e
" Het 'bladextract wordt op de volgende manier bereid: -
1 pewichtsdeel van het bladmateriaal wordt met 5 gewichts- o
delen dubbelgedestilleerd water en wat glaszand fijngewreven *

" in een porceleinen mortier en na flink schudden wordt het ex-

~tract een uur weggezet en vervolgens gecentrifugeerd en gefil-
_treerd, waarna het heldere extract een etmaal wordt weggezet .
4 :Jlm al het aanwezige ascorbinezuur in. het extract te laten.oxy- -
eren, - o i « '
~+ Vervolgens wordt 2,5 ecc van dit bladextract yermengd n'net
~ 25 cc phosphaatbuffer (pH 5,87), 2,0 cc ascorbinezuuropllossmg
. (15 mg ascorbinezuur opgelost in 100 cc dubbelgedest.xlleerti'
~ water) en 2,5 cc dubbelgedestilleerd water of pyrocatechine- 91 _.
vannilline-oplossing naar gelang bet onderzoek. Dit mengsel °
- wordt gedurende een uur in een thermostaat van 37 C ge-
. plaatst, terwijl na 2, 15, 30 en 45 of 60 minuten steeds 2’2 ce .

wordt afgepipetteerd en aan 2,5 cc metaphosphorzuur van_T 7%

wordt toegevoegd, zodat verdere oxydatie wordt stopgezet. sn‘
~ slotte ‘kan dit mengsel' met 0,001 M 56 dichlorophenol-indo-
phenol worden getitreerd, welke door omns steeds'electr.o'me
. wardt gevolgd. . o ' e d
Wachholder gebruikte 22 % sulfosalicylzuur om VerCs:s
. oxydatie te remmen, maar met dit zuur bleek de titratie moi;;

lijk te verlopen, doordat de indicator langzaam .bntkleurd Yo{ t
0. voor een electro-metrische titratie is dit zutr helemaa ,med .
geschikt, daar het enige tijd duurt, voordat het evenwicht werl‘ -
bereikt, Metaphosphorzuur - bleek in onze proevern beter te V: .
~doen. Wachholder voegde voér de titratie nog wat waei_’
' toe, maar daar onze oplossing nogal Kleurloos is lijkt deze ¥ i

- dunning ons overbodig en laten we deze dan_ ook acht:alrwe%1:
- Voor de activerings- en remproeven gebruiktew ‘ivg ° v:rrer-

gende stoffen, in concentraties als door W"‘.“_’h,ho er _

en aangegeven: oa. = . - - L

{
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Een oplossing. van 30, mg - pyrocatechine in 100 cc water, 100
mg - vanilline in 100 cc water -en 96 %  alcohol. De_ toevoeging

- . van alcohol geschiedt door het blad onder alcohol. fijn te wrijven,

waardoor de ascorbinase wordt geinactiveerd.

Het extract wordt een nacht weggezet, om het ascorbinezuur,
dat in het extract aanwezig is, te laten oxyderen, waardoor we-
het geoxydeerde deel van het -toegevoegde ascorbinezuur kun-
nen berekenen. . : ~

.

B — Het onderzoek naar de kataiysatoren van

de oxydatie van. ascorbinezuur in het
theeblad. e

,We hebben reeds in het vorige hoofdstuk op het belang van

Het onderzoek naar de aanwezigheid van ascorbinase gewezen,
© want hiermee staat of valt de mening dat de fermentatie van
thee met de cxydatie van ascorbinezuur begint. Hoewel we op
grond van het sterkere reducerende vermogen wvan ascorhine-
zZuur mogen aannemen, dat de oxydatie van ascorbinezuur de
voorrang geniet boven die der polyphenolen, is deze ‘motivering
niet voldoende. '

Wachholder meent op grond van talrijke onderzcekingen
zowel in fruit als in bladen van talloze planten, dat de oxydatie
van ascorbinezuur in het blad over het algemeen direct wordt
gekatalyseerd door ascorbinase, We kunnen dan, gebruik ma-
kende van de methode van Wachholder qe verwachting
uitspreken, dat toevoeging van pyrocatechol asn het mengsel van
bladex‘tract. en ascorbinezuur geen verhoging van de oxydatie

zoals Lamb & Sreerangachar (91) reeds meenden, door
‘ de ‘chmonen geoxydeerd, welke o4, gevormd worden door oxy--
- datie der polyphenolen door polyphenolase en 0,.

e onderzochten een P + 2, waarhij de titratiewaarden ‘in mg '
geoxydeerd ascorbinezuur worden omgewerkt, - :

Invloed van remstoffen op de oxydatie van ascorbinezuur door

theebladextract,
tijd tne | Met pyre ] il- '
i, | zonder toevoeging categlsgtl) meﬁizgml' gekookt ex-tract “
2 1,50 1,50 - 2,40 0,15
15 | 790 190 | g% | 335
_30 13,00 _ 13,00 © 13,35 - © 6,55
50 14,05 14,05 - 1440 | - 955 o
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Maken we van deze gegevens een grafiek, dan kunnen we heel
duidelijk zien, dat toevoeging van pyrocatechol geen verandering .

van de oxydatie teweeg brengt. Volgens Wa chholder moet:

dit juist het bewijs voor de aanwezigheid van ascorbinase zijn, = . .
daar de werking van polyphenolase in- deze proef door ascorbi-. "'
nase wordt gestoord. : ' C

Mg % boXe A5C. Z.

L

o hormaa[ .' o

en + P raca*c:h'qng
w— jvaniline
4’_"& ggkook‘{l J

’

2 15 30 50 . Go min.
| - tga -

. Fig. 18 . S
Oxydatiecurves van Ascorbinezuur na toevoeging Van_bladeﬁtract S
en Kleine hoeveelheden pyrocatechol of vanilline. S
Een bezwaar voor een dergelijke conclusie is, “dat thee dQOf
t hoge gehalte van looistoffen een uitzondeljhlke pli‘a(';‘s e
‘Ieemt, Daar er een overmaat van polyphenolen in-het bla aaclﬁ‘ |
Wezig is, konden we door toevoeging van PYrocated.lOl Eerwa o
' tenz dat er geen sprake zal zijn van een vermeerdering e m(?é_
tie. Wat deze betreft verkeert de peroxydase ‘?lgenhjk n de-
Z?Hde positie en desondanks kregen We een.k'leme ver{!t?e:aak
Tng van de oxydatie door toevoeging van vanilline. .D? uisp oet
gan Wachholder towv. polyphenolase en ascorbinase m
u.s toch wel waarde hebben. R B o
: : g1

.



-1 Ve foevoeging van pyrocatechol heeft geen uitsluitsel Kunnen
.-geven. over het. al ‘dan niet aanwezig zijn van polyphenolase,

Daar het bestaan van“dit enzym er niet door bestreden werd,

.- Toxydase kunnen we nog opmerken, dat het jammer is, dat we
het aandeel van dit enzym niet hebben nagegaan, wat we vol
-gens Wachholder door toevoeging van hydroxylamine had-
.den kunnen bepalen. We hebben dit achterwege gelaten, omdat

- We overtuigd zijn, dat de rol van dit enzym niet zo belangrijk
is als die van ascorbinase en polyphenolase, 4 .
~ Wordt het extract gekookt, dan worden alle enzymen gein-
activeerd en hebben. we dus te maken met door verhitting vrij-
gekomen Cu-ionen en misschien ook Fe-ionen, die toch kataly-
 tisch kunnen werken, Het vrijwel regelmatige verloop van de
oxydatie door het. gekookte extract is vermoedelijk cen bewis.
van de katalyse door de Zware metalen. L

"’3 ath asc.a,

~

P+2

——— hormaa’ S

o—o + aleohol

s gehoekt

: ._ | &~ - ) E . ‘ o —_——/
S L 6o min
R T T
__VQrQEhIka Oxydatiecurves van acorbinezuur na toevoeging vat = .
SR waterige, alcoholigc - en gekookt bladextract. o



Willen we de invloed van geconcantreerde aleohol onderzoe-

ken, om na te gaan of deze de activiteit van ascorbinase volledig -

remt, dan merken we, dat de remming niet volledig is, doordat

de peroxydase en Cu- en Fe-ionen, die misschien in het onge-.

kookte extract -aanwezig zijn, ongevoelig zijn voor geconcen-
treerde aleohol. R . S -

In fig. 16 zien we, dat de oxydatie door het gekookte extract
groter is dan door een alcoholisch extract, zodat in het verse blad
zeer waarschijnlijk geen. geioniseerd Cu en Fe aanwezig zijn,

Het feit,” dat het gekookte extract nog zulk een grote oxydatie
- van ascorbinezuur kan veroorzaken is voor de volgende twee

uttleggingen vatbaar: :

1 Door het koken komen Cu-ionen uit de Cli—prbﬁeine-cbm-'

" plexen (fermenten als ascorbinase en polyphenolase vrij en
gaan dan aan de katalyse deelnemen.

* 2 doot het koken zullen eventieel aanwezige warmtelabiele rem-~ -

stoffen inactief worden, zoals bij citroenen en tomaten.
(Wachholder) ' '

Hoewel er geen positief bewijs- is, dat ook in th_ee z].llke rem-
stoffen aanwezig zijn, kunnen we deze mogelijkheid niet zonder _

-Inger’ verwerpen. . L : :
Wachholder vond echter bij citroenen en bij tomaten,

dat door het koken de oxydatie van ascorbinezuur veel actiever

werd dan in het verse extract, wat hij alleen kon verklaren door

aan fe nemen, dat dergelijke remstoffen aanwezig moeten Zjn..

Nu is de oxydatie, bij het theeblad door het gekookte extract
niet groter geworden: zodat we met vrij grote zekerheid kunnfen
‘3annemen; dat in het gekookte extract geioniseerd Cu en mis-
schien Fe als enige katalysatoren fungeren. o enct
Tenslotte willen we nog opmerken, dat het voor- de exacte
bepaling van de activiteit van, ascorbinase van belang is, vast te
stellen hoe we het extract maken, nl. of het juist js om bladsus-
- Pensie direct te centrifugeren en te filireren of eerst _wegzetten,
voordat we het extract filtreren. Immers de oxydase zit vast aan
de cel-bestanddelen, waardoor ze in mindere mate
terecht komt, indien het extract direct wor
gefilireerq, _ ' o .
. Dat een verschil inl de behandeling van het extraat--efln 3;11‘.
dere oxydatie-curve teweeg kan brenge, is gebleken .b]‘] evsreg..
gende proef. Wordt het blad na het fijnwrijven eerst €l 2700 ° 0
gezet en daarna gecentrifugeerd en vervolgens 24 uur Wegeezth

is het oxydatievermogen kleiner,
even blad eerst gedurende’ 24 uur wordt weggezet en daarna

| ntri den, door-
. Ettentrifugeerd en gefiltreerd. Dit kan verklaard worcen, .
dfit gedurende het wegzetten van het ongefl%treerde bladsuspe!
- Sie hét enzym meer tijd heeft gekregen om n

_l?el‘geren_ o _

het water te

sn het extract
dt gecentrifugeerd en
b

'v .. 4 I?: . o 0 . 93

dan wanneer het fijnge- -



Het .ascorbinezuur in het theeblad wordt tijdens het wegzet-
ten grotendeels geoxydeerd.
. .Dit verschil heeft ons weer eens gewaarschuwd om 2o veeI
mogelijk onder dezelide omstandigheden te werken.
In het vorige hoofdstuk hebben we gezien, dat jongere bladen
- het ascorbinezuur veel actiever oxyderen dan de oudere bladen,
. zodat we mogen verwachten, dat bijv. P 4+ 2 een groter oxyda-
-tievermogen bezit dan het derde blad van dezelfde twijg.-

mca caeo;. asc. .

o

\5 © 30 35 &0 min.
. tijal.'
‘ _ F1g 17

: Odeahecurve van ascorbinezuur door Py en P+

In f1g 17 zien we, dat onze verwachting is uitgekomen. 0°k
ler zien we weer, dat het gekookte bladextract niet veel min-
er actief OXYdeert dan het ongekookte extract.
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C —1Invlioed van zware metalen als Cu en Fe op
de oxydatie van ascorbinezunr,

Om na te gaan hoe groot de invloed zou zijn van Cu, werd aan
een oxyderend extract een weinig geioniseerd Cu toegevoegd. De-
Cu-oplossing mag echter niet te sterk zijn, daar deze anders de
platina-electrode kan vergiftigen. We hebben aan 2,5 cc van het
extract 2,5 cc van een koperoplossing (200 CuS0,5H,0 per 100
cc water) toegevoegd en na foevoeging van de ascorbinezuur-
 oplossing en de buffer hebben we de oxydatie hiervan, verge-

leken met een normale oxydatie. .

m% geox. qsc.z. .

1§

{o

60 min.

tjd

i5 30

: Fig. 18
_ * Invloed van Cu op de oxydatie van ascorbinezuur door Ps.
In deze grafiek zien we, dat reeds een Kleine hoeveelheid Cu

- (per 2,5 extract 1,3 y Cu) voldoende is om het oxydatievermogen -

" van het blad te veg’groten. Namen we in plaats van hgt tid'eredr‘i
- blad P + 2, dan kan dezelfde hueveelheld_ Cu ht':‘:t OXy' azlaivb._ _
mogen ook vergroten, hoewel deze vergroting kleiner 1S )

‘het derde blad. Er moet dus een grens bestaan tot welke we .het :
I o . 95 .



- oxydatiévermogen kunnen vergroten en die door de Pecco’ het
* dichtst wordt benaderd. : '

Volgens de onderzoekers is de activering door Fe veel klei: -
ner dan door Cu, en naar aanleiding daarvan hebben we nage-
gaan hoe het extract zich gedraagt, indien we in plaats van Cu,

" Fe aan het extract toevoegen.

.We gebruiken voor deze proef Ferriammoniumsulfaat:

. Fe,(80,),.(NH,) ,S0,.24H,0, 1.

Per 2,5 cc bladextract hebben we tbegevoe'gd'5 y Fe en na toe: "
voeging van. de ascorbinezuuroplossing en de buffer hebben we

- nagegaan, of het oxydatievermogen van het derde blad na toe-

. N
A

© voeging van Fe opmerkelijk zal toenemen en of deze inderdaad
minder zal zijn dan '

Cu. .

}-

h‘lj geox,asc.z.'

]

e

'72‘ 15 30 S0 6o .wmin., -
- ' 1

Coe Fig. 19 | o e
o Q’Ind,JEd van Fe op de oxydatie van ascorbinezuur door Py -

Op deze grafiek zien we dat het oxydatievermogen van het -

- derde b.Iad.OOk door Fe kan worden vergroot en dat deze VeI*
 Broting kleiner js dan door Cu, ondanks dat minder Cu -W"?’f-

 toegevoegd. (vergelijk fig, 18 met fig 9

98



Ter vérgelijking'hebben‘wé de oxydatiecurve van het jongere -

P + 2 van dezelfde loot berekend en dan zien we dat deze toch
nog groter is dan het versterkte derde blad. . - ‘ )
. Vergelijken we fig. 18 met 19, dan zouden we willen conclu-
~ deren, dat de invloed van Cu op de oxydatie van ascorbinezuur
groter is dan van Fe, wat ook reeds o.a. door Wieringa
(187) werd gevonden. . L ' : ;

D —_Nabeschouwing I : ,
Mack & Kertesz (112) beweren, dat ijzer alleen de oxy-

- datie van ascorbinezuur niet kan katalyseren. Is er echter daar-

naast ook Cu aanwezig, dan achten zij het waarschijnlijk, dat

de werking van Cu er door versterkt wordt. Daar in het thee-

extract reeds Cu aanwezig moet zijn, kunnen we de bewering

van Mack en Kertesz niet - onderzoeken. '
Samenvattend kunnen we zeggen,

1. -dat ascorbinase de oxydatie van ascorbinezuur direct kata-
lyseert.De indirecte katalyse door polyphenolase konden we
niet waarnemen, doordat er ascorbinase in het extract aan-

" wezig is, zodat de mogelijkheid hiervan nog opben bluft. lDe
aanwezigheid van polyphenolase is echter reeds door Lamb

e bewezen, . : C
.2 dat de ascorbinase na enige tijd minder actief wordt.
.3 %i: het oxydatievermogen van P - 2 groter is dan het derde
d- B N " : . .

‘4 dat het gekookte extract slechts weinig minder actief is dan.

het ongekookte, doordat het Cu uit de Cu-houdende fermenl.-

ten treedt en in geioniseerde vorm aan de katalyse gaat deel-
hemen. ' )

-5 dat toevoeging van 1,3 y Cu aa%r‘l
activering veroorzaakt dan 5-y Fe. ' . .

Het feit, gat de katalytische '.wgrking van ijzer bij de oxyc}iatle

Kleiner is dan die van koper in geioniseerde vorm, IS reeds door

andere onderzoekers zoals. Wieringa (187) ontdekt. Het is

mogelijk, dat de kleinere katalyse door geioniseerd ijzer Ver-
oorzaakt wordt, doordat het ijzer volgfens Warburg vgor

- oxydaties alleen in haeminebinding actief is. ‘

- De oxydatie van ascorbinezuur door het gekookte extract .bleeok

. groter te zijn dan door het alcoholische extract. Door. ac?ia o

~-wordt hoofdzakelijk  de ascorbinase vergiftigd, terwijl peroxy
actief blijft en misschien ook vedeelteliik POIYI;‘h‘mOIaSE

~ Het feit dat toch de oxydatie door het alcoholische i

gering is, komt waarschijnlijk, doordat er wermg Wal:’ i of

- roxyde beschikbaar is, m.a.w. dat de polyphenolase oo bt ex-

- ‘meer door de aleohol is vergiftigd. Door het koken van- kan in

tract komt het koper uit de prosthetische Eroep vry en 1 poly-

_geioniseerde vorm aan de katalyse Jeelnemen, Daar zowel po
e _ o7

2,5.'_cc extract een grpteré


http://ascorbinase.de
http://lyseert.De'

phenolase als ascorbinase beide Cu bezitten is het mogelijk, dat
vrij veel koper vrijkomt, waardoor de oxydatie van ascorbine-
zuur een behoorlijke omvang kan aanmemen, ‘ e
Wachholder gelooft meer aan het  inactief geraken van
- warmtelabiele remstoffen door het koken. Een dergelijke rem-
stof voor de oxydatie van ascorbinezuur is o.a. glutathion en
voorzover bekend ook carotine., De aanwezigheid van glutathion
in theeblad is nog nooit onderzocht, maar carotine is zeker aan-
wezig. i o
Wat de oxydatie van ascorbinezuur door ascorbinase en zuur-
stof betreft, is deze volgens Huszak (73) reversibel. Men dacht .
eerst dat hetzelfde enzym ook voor de omgekeerde reactie zorg
draagt. Dit werd nog in 1936 door Stewart & Stewarten
in 1938 door Fujita & Numata ondersteund, maar Crook
— 1941 — betwijfelde dit, omdat het hem gelukt is om de ver-
antwoordelifke enzymen van elkaar te scheiden en te zuiveren.
Crook & Morgan (27) — 1944 — vonden bij bloemkool,
dat de reductie van dehydroascorbinezuur 4,5 maal zo groot is
als de vorming van dehydroascorbinezuur, zodat het duidelijk
is, dat de twee enzymen niet identiek zijn. Zij noemden het en-
zym voor de reductie reductase, wat nogal vaag is. Immers deze
- benaming kan ook voor andere reducties gelden,
A Op grond van onze proeven en in combinatie met de resul-
taten van andere onderzoekers als Lamb, Deijs, Sreeran-
gachar en Roberts hebben we een fermentatieschema sa-
mengesteld, hetgeen er als volgt uit ziet:

_ . reductase .

1 — ascorbinezuur + O, < - dehydroascorbinezuur + H; O,
ascorbinase ) o

‘2 — opolyphenolen + 0, 7 o-chinonen + H, O,

) polyphenqlase . '
3 — tanninen + (H,0, en peroxydase) - - chinonen
4 - ascorbinezuur - chinonen — dehydroascorbinezuur tanninen
: enzym ? ' S
5 — chinonen ~» ' condensatieproducten

Op grond van de aanwezigheid van ascorbinase en de grotere
reductiecapaciteit van’ ascorbinezuur, kan worden aangenomelh
_ dat de moleculaire zuurstof het eerst wordt opgenomen dooT
het systeem ascorbinezuur en ascorbinase. Voor de omgekeerde
. reactie zou dan volgens Crook & Morgan (27) een andef
. enzym nl. reductase ' als katalysator optreden. Wanneer
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“grootste deel van het ascorbinezuur geoxjdeé;'d‘ iS, zal cie re-

doxpotentiaal voldoende zij

dox| ijn gestegen, zodat andere stoffen -met”
;endhoger redoxpotentiaal door de‘mz)leculaire zuurstof kunnen
oi' en geoxydeerd. In ons geval zullen de o-polyphenolen en
polyphenolase met de suurstof reageren.- Het is mogelijk, dat-

“ 001; ngé reactie een omkeerbare reactie is, welke dus als een
- onderdeel van de gekoppelde oxydoreductieprocessen kan- wor- K

\

den beschouwd. S : .
Daar volgens de onderzoekingen van Roberts en ook:

-Lamb tijdens de fermentatie veel meer zuurstof. wordt. opge-
nomen dan tijdens de normale ademhaling, zullen er veel meer

: chinonen worden gevormd, zodat niet -alles door het ascorbine-: = -

_zuur wordt gereduceerd. Hierdoor zal de rest der chinonen,

3‘811{}6; niet stabiel zijn, gaan condenseren. Bij de reductie van
de chinonen door het ascorbinezuur kan waarschijnlijk ook een
enzym als katalysator optreden.- ' -

o ,]138 polyphenolase heeft een specifieke werking op ‘de ortho~
polyphenolen. Lamb & Sreeranga char (91) deden proe-

ven met amorphe tanninen, die zij zonder aanwezigheid van wa-

B

- :’OIg_t, worden verklaard, dat tijdens de ferment
tensievere blootstelling aan de lucht het aandee

. lyphenolen is.

;gfrzocl}t is, is de directe oxydatie van glucose
. eeentatle. Sreerangachar (
~ een toevoeging van glucose zowel

df oxydatie der tanninen en
_broeven van Sreerangac

: .::)el crllie:t in staat is om CO, af te geven-€n
- xy atie de{' tanninen veel meer-zuurstof'nodig is. -

- Tijidens de normale adembaling’ is

zerStOfperoxyde ..kunnen oxyderen Joor ' toevoeging van een en-’
Yﬂﬁfl'eparaat uit theebladen, Waarschijnlijk kan de peroxydase,.
welke.in het begin der onderzoekingen als het enzym Voor de

-oxydatie der tanninen werd beschouwd, ook andere polyphenolen
- aantasten, o.a, meta- of parapolyphenolen. '

Dat tijdens de fermentatie een duidelijk positief verband be-

staat tussen de zuurtofopname en het tanninegehalte kan als
atie door de in- .

I van de poly-

ghenolen in de zuurstofopname groter is geworden en daarbij
e voornaamste rol speelt, doordat in thee een overmaat aan po-

rmdi dan dat zij

: Hierdoor worden er veelk meer chinonen gevb
labiele karakter

k:nngn worden gereduceerd, zodat zij door hun
ﬁoan condenseren en daarbij de roodbruine
or sommigen aan phlobaphenen wordt toegeschreven.

‘Een andere belangrijke oxydatie, die nog niet behoorlijk on- -
' tijdens de fer-

162) — 1941 — vc;rllgdnl.cdoat
P de zuurstofopname e CO,
afgifte doet toenemen. - : ; -p I
lijk het ademhalingsquotient ge-
ijk aan 1, zodat er dus ook een indirect verband bestaat tussen .

: do CO,-afgifte, maar Dlijkens de
har (164) bestaat er tijdens de

formentatio, eon dergelijle verband niet, doordat de beschadigde -
\ doordat er voor de

kleur vormen, welke



HOOFDSTUK VI

WISKUNDIGE BEREKENING- VAN DE FERMENTATIE-
ACTIVITEIT EN VAN HET VERMOGEN VAN HET THEE- "
BLAD OM ASCORBINEZUUR TE OXYDEREN, TEN
BEHOEVE - VAN A DE KWALITATIEVE-SELECTIE.

‘A — Inleiding. -

. De bepaling van de factoren, die verantwoordelijk zijn voor
goede of een slechte kwaliteit van bijna elk landbouwkundig pro-
duct, vormt steeds één van de meest subtiele en moeilijkste
- problemen, Nu is dit bij tabak, tarwe, aardappelen, katoen,
druiven enz. reeds min of meer bepaald, maar men heeft daar-
bij meestal de nadruk gelegd op de grond, het klimaat, een
bepaalde wijze van bewerking enz. en veel minder op het
karakter. van het product zelf. Hoewel men in de laatste tijd
veel bereikt heeft met rasverbetering, is dit in de thee tot nu
- toe slechts beperkt tot de selectie van de factor voor productie,
dus de kwantitatieve selectie, Men heeft echter in Ceylon op-
. gemerkt, dat de struiken, dic eerst op de kwantiteit waren .
geselecteerd, opmerkelijke verschillen vertonen wat betreft de
kwaliteit. Er zijn bijv. struiken, die onder geen enkele omstan-
digheid willen fermenteren en die, welke reeds binmen één uur -
rollen ‘gefdrmenteerd waren. Hieruit kunnen we concluderen, -
dat de factor(en) voor kwantiteit niet samengaat met die voor
de kwaliteit. . : T

Nu wordt in Ceylon de kwaliteit eerst beoordeeld, nadat de
bladen van elke struik met gebruikmaking van een micro-
mefnhode zijn bereid. Men bedoelt dus met kwaliteit de beoor-
deling van de zwarte thee en daar de wijze van bereiding ver-
schillend kan zijn, kan de beoordeling van dezelfde struik zeer
verschillend zijn, We moeten dus onderscheid maken tussen de
potentiéle kwaliteit, die het verse blad van de tuin meekrijgt
en de kwaliteit, die'na de bereiding verkregen wordt. '
. .Om deze twee verschillende begrippen niet te verwarren,
~stellen we de volgende indeling voor: ' ' £

1. potenti€le kwaliteit di. het vermogen van het blad om a.e -‘
eindbeoordeling zo gunstig mogelijk te doen uitvallen. Dit

wordt dan. bepaald door het type, ouderdom, bemesting, -
shoei enz, - . - o
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- f‘{Uten in. Deze onderzoekingen werden later door Deuss {52
-uitgebreid, maar door dezelfde fouten waren de resultaten nihil

-, dat er wel geen verband zal bestaan tussen miner

»

+ een gecompliceerde reactie als de fermen
nen, daar we de concentratie na cen tijd t
_ kenen, Geheel anders wordt het, wamnnecr we

- Waarbij t — de tijd

2. kwaliteit van het. eindproduct, d.i. het ‘eindresultaat, dat
. door de bereiding wordt verkregen. Dit wordt o.a. bepaald
" door fouten in de verschillende phasen van de bereiding

en door de markt,

- De toegepaste micromethode is vobr de kwélitatieve selectie

. ‘minder- geschikt, daar zowel bereidings- als beoordelingsfouten
in de eindconclusie worden opgenomen, zodat eenzelfde struik

verschillend kan worden beoordeeld. Het zou dus voor de kwali-
tatieve selectie ideaal zijn, indien deze op een objectieve basis
kan worden gefundeerd nl. door de wiskundige berekening van
de fermentatieactiviteit, daar deze grootheid parallel loopt met
de potentitle kwaliteit. Het gemis van een objectieve beoorde-
ling werd reeds heel vroeg aangevoeld, want reeds in 1910 heeft
Hope (71) geprobeerd een verband te zoeken fussen de kwa-

liteit van het eindproduct en bepaalde chemische stoffen, als
tannine, totale oplosbare gedeelte enz., maar hij kon begrijpe-
lijkerwijs niets vinden. Immers in de prijs is niet alleen ‘de

invloed van de markt opgenomen, maar et schuilen ook fabric?g;)-

Bernegg (167) — 1936
ale stoffenr

en de kwaliteit is slechts ten deele juist. Het klinkt in elk geval
voorbarig; immers hij baseerde deze conclusie op foutieve proe-
ven, zodat hierover nog niet het laatste woord is gezegd. .
. Nu hebben we in de vorige hoofdstukken steeds weer Opge-
merkt, dat de potentiéle kwaliteit samen gaat met een actieve
fermentatie, zodat het, voor de kwalitatieve selectie van.grot_)t
belang zal zijn, indien het ons zal lukken deze fermentaticacti-
viteit wiskundig vast te leggen.
Het meest voor de hand liggen
de reacticconstante. Fen bezwaar is €

De theorie van Sprecher von

d echter is de berekening van
chter, dat deze VOOT zul

entatie niet is te bereke-
piet’ kunnen bere-
de reactieconstan-

ten gaan bepalen van de oxydatie van ascorbinez ull; de oxy-
- Daar de zuurstof steeds in overmaat aanwezlg is kap eordgn
datie van ascorbinezuur als een monomoleculaire reaf:tle w

- ~beschouwd. o _
Dan is de formule voor de reactieconstante ~
Ly e B
L K=—-In ——
ot a—X

= de beginconcentratie van ascorbinezuur i mol/L
. x == de concentratie van geoxydeerd ascorbmezu‘ur _m
mol/L: na een tijid t. K R _ :
| U 101



Als voorbeeld -zullen we de oxydatiecurve van P + 2 en die
van P 3, nemen, zoals deze op fig. 17 wordt voorgesteld.
+~ 'De beginconcentratie a is' 15 mg/100 cc H,0 = 150 mg/L =
. 0,852 mol/L (mol, gew. ascorbinezuur is 176). - §
. Na 15 min. was er 2,07 ascorbinezuur geoxydeerd. Dus x
- 20,7 mol/L = 0,118 mol/L. : :
T S

|If

N

v

Ko L i 0852 1 Ing 1,161
15x60 0,734 000 0,4343

~Op dezelfde manier was K na 30 min. 0,00024 en na 45 min
- -0,00021. De  gemiddelde K met 105 vermenigvuldigd, was voor
P + 2 en voor P3 respectievelijk 20,3 en . 17,0. o

. P3, die een kleiner vermogen bezit om ascorbinezuur-te oxy-
.deren, heeft dus duidelijk een geringere gemiddelde reactie-
constante. } . : - o

- .~ Daar de gemiddelde reactieconstante slechts bepaald werd uit
- drie waarnemingen, mogen, we geen grote waarde hechten aan
de gemiddelde reactieconstante. Passen we de formules -van

o van Uven toe voor do gemiddelde fout, dan wordt de gemid-
- delde reactieconstante ' S .

o K X 105 = 203 = 3. S
De gemiddelde fout is dus te groot om de reactieconstante als

vergelijkingsmateriaal te gebruiken, zodat deze berekening voor
-de praktijk geen waarde heeft. © . . - .

— 0,00016

"B —De toepassing van de rechtlijnige 'veref-
fening op het vermogen van het blad om
ascorbinezuur te oxyderen. o . "

We hebben als voorbeeld de -oxydatiecurve van een P + 2

(fig. 15) genomen. Door logarithmering van de hoeveelheid

geoxydeerde ascorbinezuur en van de tijd, wordt de oxydatie-

- gurve.in een rechtlijnige veranderd. Voor de berekening van de

- mate van oxydatie werd dan de formule van van Uven voor

de rechtlijnige y = my + q toegepast met de beperking, dat

een reeks der waarnemingen zonder fouten zijn gemaakt nl de
tid. Stel de gelogarithmeerde tijd is x en de gelogarithmeerde

hogveelhmd geoxydeerd ascorbinezuur is v, dan wordi na. mid-

deling der Waarnemingen, van elke waarneming het verschil met

de’ gemiddelde Wwaarneming berekend; dus u =— x — X en v =

y — ¥, waarbjj de gemiddelde waarneming dan door een hoofd-
letter wordt voorgesteld, o ‘ S
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k'f.Ve'rvblgensf worden dan de volgende formulés toég-ébés;f:

(guv). .
M=(g"6ﬁ)) L e=y-oME
Lo : “(gvv) — (guv)®
De gemiddelde fout: o 2 —_ (guu).
_ n-2
ot _ o’ g9 SR
M™ Tguu) QT @ R

 Hierbij is bifv. | ; T
dat is Dier 1‘(gllu) bijv. de som van guw’s.en g_xs de schaal en
Voor deze P + 2 is: M = 048 = 0,003
S Q = 027 = 0,013

he(t)m na te gaan hoe deze twee waarden zich gedragen, wanneer
Kl - Vermogen van het blad om ascorbinezuur te oxyderen bijv.
einer wordt, wordt van een andere P 1 2 (fig. 17) de beide
waarden berekend. " ‘ ,

M == 061 = 0,005
- Q = 0,009 + 0014,

‘,;,HEt kleine aantal waarnemingen maakt dat de-ciifers “feinig"
' daarq.? ‘hebben, wat ook te zien is aan viij grote fouten, die we
: k?a‘rbg maken, Desondanks kunnen we concluderen, dat een’

ciner vermogen van het blad om ascorbinezuur te oxyderen

‘g mengsiat met een stijging van de M en cen daling van de Q.
- Daar de mate van oxydatie door peide cijfers wordt bepaald,

ziin we gedwongen om VOO de kwalitatieve}selectie peide cijfers .
te aanvaarden, waardoor deze methodiek minder geschikt is. Een”
~ander nadeel is; dat de oxydatie’ van .ascorbinezuur slechts een
onderdeel van de totale fermentatie is en daardoor te riskant is
. de formentatie door deze oxydatie te “bepalen.

C — De toepassing van-de rechtlijnige veref- -
' fening op de electrometrische sfermen-

~-tatiecurve.

f De toepassing van dezelide formule op de electrometr.ische
- srmentatiecurve heeft dit voordeel dat €r meer waarnemingen
zijn verricht, waardoor de, cijfers meer representat:lbf zijn en beter

 als Verge_:lijkingsmateriaal kunnen - dienen. p
Als voorbeeld nemen we de fermentatiecurve van een Pecco-

- blad van fig. 9. We zullen hiervan de gehele berekening laten
volgen, daar deze methode, zoals straks blijken zal, van groot
‘-?lut kan zijn - voor. de kwalitatieve selectie, e _


http://bijv.de
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- tijd logxtijd En - log En u v gun guv | gvv

5 min. 0,699 | 280 2,447 | -0,517 | -0,019{ 0,267 | 00090 | 0,00040

10 min, | 1,000 | 2835 | 2460 |-0216]-0,006 | 0,047 | 0.0010 | 0.00003
25min. | 1,301 | 297,5 [ 2,472 | 0,085 0.006| 0,007 | 0,0005 | 0,00003
30 min, | 1,477 | 298,5 | 2,475 0,261 | 0,009 0,068 | 00015 | 0,00008 .
40 min. | 1,602 | 299,5 | 2,476 0,386 | 0,010 | 0,149 | 0,0040 { 0,00010

=-(%”)‘ = 1,216 _ o
¥ = 2,466 (voor nadere gegevens zie:
(guu) . = = 0,538 Mathematical Treatment . -
(guv) = 0,016 - ' — M. J. van Uven) .
{gvv). == 0,00064 ' Lo

M = 0,029 = 0,0004
Q = 2,433 = 0,313

.- De gelogarithmeerde electrometrische fermentatiecurve stellen =
" we ons voor als een rechte lijn y = Mx 4+ @, waarbij M
~ de tangens is van de hoek, die deze rechte met de abscis maakt,

terwijl Q de afstand is tussen het snijpunt der rechte met de
ordinaat en het nulpunt., Hieruit kunnen we duidelijk zien, dat
- Q de hoogte der rechte lijn bepaalt, terwijl M juist de steilheid
der rechte lijn, dus de fermentatieactiviteit voorstelt. Nu wordt
Q behalve door de kwaliteit veel meer beinvioed -door andere °

factoren als pH en concentratie en deze kunnen we dus weg- . .

- laten, waardoor de berekening- eenvoudiger wordt. Daarom
menen we, dat M voldoende is, om de potentidle kwaliteit te
bepalen, wat voor de praktijk van veel nut kan zijn. L

Nu zal M evenredig stijgen, mnaar gelang de fermentatie-

_activiteit groter wordt, dus naar gelang het blad jonger is. .

We kunnen hieruit de conclusie trekken, dat de potentiéle

. kwaliteit' door M kan worden bepaald. L ' '

Dit onderzoek zou vollediger geweest zijn, indien door de

- oorlogsomstandigheden geen schade was toegebracht azn ons
plantmateriaal, want dan zouden we met behulp van' deze .
methode de potentiéle kwaliteit van een gehele struik kunnen.
.bepalen en ook hoeveel bladen we daarvoor per struik nodig
. hebben. Het is van groot belang, wanneer dit alsnog door onder-
zoekers ter hand wordt genomen.
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SLOTBESCHOUWING.

De electrometrische methode, welke door ons is toegepast,
heeft voor het onderzoek van de theefermentatie veel nut gehad.
We zijn van mening, dat deze methode ook voor verder
onderzoek bij andere oxydaties goede diensten zou kunnen be-

~ wijzen. Een moeilijkkheid is, dat reeds kleine verschillen als de
vorm en grootte van de electrode, de diameter van agarbrug en
_opstelling der instrumenten van invlced kunnen zijn op de po-
tentiaal of de nauwkeurigheid van de meting. Na enig vooronder-
zoek is het gebleken, dat een plaatelectrode beter is dan een
drandelectrode. Vervolgens moet de agarbrug een diameter
hebben van ongeveer 3,8 mm, daar een nauwere agarbrug sneller
moet worden vernieuwd, het redoxvat moet een enigszins punt-
vormige bodem hebben en de luchtbuis moet niet te dicht bij de
~ electrode worden opgehangen Voor het verkrijgen van verge-
_lijkbare cijfers- moeten  we ons ‘dus zoveel mogelijk houden aan
deze standaardisatie. In elk geval moeten de instrumenten uni~
form zijn. : ST
. De bladen van een lootje kunnen van pH verschillen, waarbij
" de oudere bladen meestal een lagere pH bezitten dan de jongere.
Zo bezit Pecco een pH van bijv. 556 en het derde blad van het-
zelfde lootje een pH van 4,05. Hoewel een verschil van 1 pH
- een verschil kan veroorzaken van 58 mV. (Bij het stijgen van
1 pH, daalt de potentiaal met 58 mV.), was het verloop der cur- .
ves vrijwel gelijk, alleen liggen de curves hoger of lager. Daar
er slechts weinig invloed op het verloop is te bespeuren en mede
op grond van de bevindingen van Hewitt, hebben we de toe-
* yoeging van een buffer achterwege gelaten. ~ .

De temperatuur heeft echter een invloed op de reactie zelf,
zodat het van groot belang is om de temperatuur gelijk te houden
enindien dit niet kan, de temperatuur, waaronder men gewerkt
~ heeft, te vermelden. ' : '

De agratie heeft ook een invloed op de reactie, zodat we steeds

. gefermenteerd hebben met = 200 luchtbellen per minuut.

Wat de resultaten van het onderzoek zelf betreft, lijkt het
ons het beste deze in drie groepen. te verdelen, daar zij drie ver~
schillende terreinen beslaan. Deze verdeling heeft nog meer zin,
doordat we in de inleiding drie-op, de voorgrond tredende vragen
hebben gesteld: ' -

A — De invloed van de aard der bladen en de verschillende
" phasen van de bereiding op de fermentatie kunnen we als volgt

.samenvatten: -’ R :
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‘Pecco fermenteert actiever ,en"sneiler dan oudere bladen, ter-

~ wijl het derde blad door het relatief grotere gehalte aan sub--

staten veel langzamer en minder. act1ef fermenteert dan de Jon- _

gere bladen. !
Vergelijken we deze resuliaten ‘met kwahteltsverschﬂlen van

_ de bladen onderling, dan kunnen we een parallel trekken tussen E

de potenti€le kwaliteit' en de fermentatieactiviteit..
Het doel van de bereiding moet dus zoveel mogelijk gericht

zijn op het behoud van de fermentatieactiviteit- Uit onze onder-
zoekingen is gebleken, dat de oxydatie van ascorbinezuur en -
' vooral die van de o-polyphenolen de fermentatie voor een belang-

rijk deel bepalén, zodat we de fermentatieactiviteit voor een deel

. kurnen terugbrengen op de oxydatie-activiteit ten aanzien van

“dscorbinezuur en polyphenolen, ,
We hebben nagegaan- welke factoren de oxydatle van ascor-

binezuur, kunnen beinviceden en vonden, dat o.a. kleine hoe-"

" 'veelheden geioniseerd Cu en Fe de oxydatie kunnen activeren.

Een andere mogelijkheid is waarschijnliik ‘de belichting met

ultra-violette stralen.
‘Hoewel we deze proef niet hebben opgezet wﬂlen we h1erb1;
naar de onderzoekingen van Guillemet verwijzen, wien het

. gelukt is om door middel van ultra-violette stralen de oxydatle

van ascorbinezuur op te voeren. HlJ verklaarde deze activering,

- " door aan te nemen, dat de stralen de.zuurstof in ozon zouden

hebben omgezet
De vraag is nu of ozon ook op de oxydatle van o~polyphenolen
een activerende invloed heeft. Deze vraag kunnen we echter niet .

beantwoorden, daar er in de literatuur hierover niets bekend is.

In de theeliteratuyur is het bekend, dat in 1913 Bosscha en’
M aure nbrecher (15) hebben nagegaan, wat de invloed
-zow' zijn van looizuur op de prijs van het eindproduct. Het blad.
werd na het verflenzen fungehakt en vervolgens Werden dan.
vergeleken

a — 100 gram thee plus 50 cc gedestllleerd water R _'

b—100 » » D0 ecl% tanmneoplossmg
c— 100 - YRR 50cc2% ”

1

‘Daarna werd de massa gedurende 1 wur gefermenteerd, ge-

droogd en vervolgens ter beocordeling opgezonden naar Ed- .
. wards, een in dien tijd bekende thee-expert in Batawa Deze -

" vond; dat b en ¢ van beter kwaliteit zijn dan a.

D1t bracht Bosscha en Maurenbrecher op het idee .

om de proef nogmaals, maar dan in het groot, te herhalen.

120 kg blad werd na het verflenzen gerold met 600 g tannine. .

- Na het fermenteren en drogen werd het eindresultaat met. een®
- blanco proef vergeleken. Hoewel er volgens de . cufers, Welke

door Edwards werden gegeven, weinig posmeve verschxllen ‘
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. waren, meenden de onderzoekers de conclusie te kunnen trek- -
ken, dat thee met toegevoegde tannine beter is. A
“Dat de proef in feite zo goed als niets heeft opgeleverd, werdt
-dan ook het beste geillustreerd door het feit, dat de proef noch

- door hen noch door andere onderzoekers werd herhaald. L
-Ons inziens zou de proef heel wat betere resultaten hebben

. opgebracht, indien bij de tweede proef van Bosscha en’

"Maurenbrecher de bladen niet werden gerold, maar fijn~

- gehakt, desnoods met toevoeging van. water.  Waarschijnlijk -

~..zouden ze al betere resultaten hebben gehad, indien zij er mnaar -

. gestreefd hadden om zoveel mogelijk ,brokens” te produceren.

"Door het rollen worden de tanninen en de enzymen niet vol-

" doende gedispergeerd, want volgens Deijs (part. mededeling)

~ zit de polyphenoclase tamelijk vast aan de celdeeltjes. De tannine

- zou-dan pas goed geoxydeerd kunnen worden, indien de bladen -
werden fijngehakt en goed: gerold. o .

- Een andere mogelijkheid ter activering van de ‘oxydatie der -

. polyphenolen; is waarschijnlifk de toevoeging van geioniseerd -
Ct, want evenals de ascorbinase bezit dit enzym Cu in de-

. prosthetische groep. -Hoewel Sreerangachar (116) het .

.. tegensprak, - is . het Kubowitz (85) . gelukt om de oxydatie

- . der . polyphenolen door toevoeging van géioniseerd Cu te acti-
veren. : . - : .

. .In plaats van geioniseerd Cu zouden we ook de specifieke

- enzymen kunnen toevoegen of anders remplacanten ervan. Zo

 is het door - de. onderzoekingen - van Lampitt en Clayson

- (99) bekend, dat een mengsel van geioniseerd Cu, Ca (BCO,), -

' en een alkaliphosphaat dezelfde werking bezit als ascorbinezuur-

“oxydase, Verder kunnen Cl-, Br- en J-ionen een inducerende :

. werking uitoefenen op de oxydatie van ascorbinezuur, -

., Hoe deze ionen op de -oxydatie der polyphenolen reageren

- is echter niet bekend. : o S :
- " Wat de invloed van de verschillende phasen van de bereiding-

* op de fermentatie betreft, lopen de fesultaten parallel met de .

- wenken, die in de praktijk worden gegeven.

.+ Een goede verflenzing is van zeer groot belang voor het be-
iteit, want deze wordt niet alleen

. houd van de fermentatieactivi e
- groter,\ maar ook de fermentatieduur neemt door de verflenzing
' tatieactiviteit

~af. De invloed -van de verflenzing op de fermen
" wordt relatief minder bij zwaardere verflenzing. Daar een goede:

flensgraad van groot belang is voor een goede rolling der bla-
g toepassen, daar .

den, mogen we geen al te zware verflenzin '
-anders de bladen te droog worden, zodat veel ,plat stuk out-

‘staat, dat slecht fermenteert-en een dunne schenk geeft. ",
. Wat het rollen betreft, kunnen we concluderen, dat de ‘_feyn
" rentatieactiviteit en parallel. hiermee de potentidle kwaliteit,
- zoveel mogelijk wordt behouden, indien de bladen zo - goed ;
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mogelijk worden gekneud, daar door een dergelijke handel-
wijze relatief meer substraten en enzymen aan de lucht worden-
blootgesteld. ~ o : S
We kunnen in de praktijk echter niet onbegrensd gaan rollen,
daar te kleine sortaties niet door den consument worden ge-
apprecieerd. Het produceren van ,brokens” heeft het voordeel,
dat de fermentatieactiviteit beter wordt behouden dan bij blad-
theeén, terwijl de sortatie groot genoeg is en geen hinder vormt
bij het drinken. Het produceren van ,brokens” moet men trach- -
ten te bereiken door veel keren te rollen met korte roltijden. .
Te lange roltijden hebben-het nadeel dat door de mechanische
wrijving de temperatuur van de massa te hoog wordt, waardoor
de fermentatieactiviteit ongunstig wordt beinvloed. .
Tijdens de volgende phase van de bereiding nl de fermen-
tatie, is de temperatuur, de airconditioning en de relatieve voch-~
tigheid van groot belang, Zo hebben we de optimum tempera- :
tuur geschat op ongeveer 26° C welke overeenkomt met de
optimumtemperatuur van ,,onoplosbare enzymen”, welke door
Sreerangachar (163) werd gevonden. Het is mogelijk, dat
de polyphenolase en ascorbinase tot deze onoplosbare enzymen
behoren, daar het bekend is, dat deze enzymen tamelijk vast aan
de celdeeltjes zitten. ‘ 4 : o
Wat de invloed van de aératie betreft, kunnen we aannemen,
dat deze relatief minder wordt naarmate de adratie groter wordt,
ma.w. een goede luchtverversing heeft een gunstige ‘invloed
op de fermentatieactiviteit, maar een te snelle luchtverversing -
is niet aan te bevelen, daar deze een drogende werking heeft op -
de natte fermenterende massa, waardoor de fermentatie onregel-
matig plaat vindt. P I : .
~Welke. graad van adratie in de praktijk het beste is, zal in-de
fabriek zelf moeten worden beslist, als men daarbij maar steeds
er voor zorgt, dat de relatieve vochtigheid niet te laag wordt, .
bijv. zoveel mogelijk boven de 90 % (zie Enquéte fermentatie).
Wat de spreiddikte betreft, moet men er voor zorgen, dat de
oxydatie zo goed mogelijk plaats kan vinden; zo zullen grovere
deeltjes dikker mogen worden uitgespreid dan - kleinere deel-
tjes. Over het algemeen moet een dunne spreiddikte juist worden
geacht. We geloven niet, dat een woeling der bladen ongunstig
op de fermentatieactiviteit werkt, integendeel een regelmatige
woeling zal zelfs aen gunstige invloed hebben. . .
 Wat het fermenteren in schemerdonkere ruimten betreft, be--
staat er in de laatste tijd een neiging om 2an te nemen, dat licht
geen invloed zal hebben op de fermentatie, daar er toch geen.
fotosynthese meer optreedt. We hebben in boofdstuk 5 aange-
toond, dat de fermentatieactiviteit waarschijnlijk voor een groot
deel door de oxydatieactiviteit van ascorbinezuur en o-polyphe-
nolen wordt bepaald. Volgens Guillemet kan de oxydatie
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 van ascorbinezuur door ultraviolette stralen worden geactiveerd,
waarbij de zuurstof door deze stralen tot ozon zou zijn geacti-
~ veerd. Het is niet onmogelijk dat ook de oxydatie van o-poly—'
phenolen door dezelfde -stralen wordt geactiveerd. In dat geval
. heeft licht, in het bijzonder ultra-violet licht, dus toch wel in-
viloed op de fermentatieactiviteit. ' ’ ‘

B — De tweede vraag, die wij in de inleiding hebben gesteld, -
heeft betrekking op het systeem of de systemen, die zuurstof
- opnemen, , ' :

Er bestaan nl. hierover drie verschillende meningen. Zo heeft
: Rol?erts (130) in 1939 beweerd, dat de zuurstof door het as-
ch'rbmezuursysteem wordt opgenomen. In 1940 echter heeft hij
zljn eerste theorie verworpen, - '

a. doordat toevoeging van ascorbinezuur in het begin van de
fermentatie geen directe verhoging van de zuurstofopname

" heeft teweeggebracht. Hij concludeerde hieruit, dat er dus
geen ascorbinase aanwezig was, want anders zou er wel
een vergroting van de zuurstofopname per tijdseenheid heb-
ben plaats gevonden. Deze redenering is o.l. niet juist, want

 de toename van de zuurstofopname per tijdseenheid zou al-

" leen kunnen plaats vinden, indien de ascorbinezuurconcen-
tratie de beperkende factor was. Blijkbaar is dit niet het
geval, We nemen dan ook aan, dat het enzym ascorbinase de
‘mate der zuurstofopname per tijdseenheid kan bepalen.

" Het door Roberts gconstatecrde feit slaat dus niet op
de vraag of er ascorbinase aanwezig is, maar geeft slechts
aan, dat de hoeveclheid ascorbinase niet veranderd is. Im-

" mers Roberts heefi geen enzym.  aan fermentercende thee
gegeven, maar het substiraat ascorbinezuur, Daar het ascor-
binezuur, één der sterkste reductiemiddelen in de natuur is,

" zal dus eerst het grootste deel van dit zuur moeten worden
- geoxydeerd, voordat andere reacties kunnen plaats vinden,

~ m.aw. ook de bruinkleuring zal worden uitgesteld.
Eleetrometrisch gezien, zal de redoxpotentiaal van de fer-
menterende thee na toevoeging van ascorbinezuur niet direct
.- gtijgen, maar eerst vrijwel horizontaal verlopen. _
‘b.  doordat bij de fermentatie een verband bestaat tussen het
tanninegehalte en de ‘zuurstofopname, welke volgens Roberts
afwezig zou zijn indien het theeblad ascorbinezuur. zou be-
vatten. Ook deze redenering is niet juist, want deze waar-

" neming wijst ol op het feit, dat de tanninen ook door de

_ moleculaire zuurstof kunnen worden gequdeerd: . waarbij
- polyphenolase het specificke enzym is. De oxydath:e van de
tanninen kan -dus best naast een andere oxydatie: plaats
vinden of anders vlak achter-een andere, '
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Inplaats van ascorbinezuur-ascorbinase, dacht Roberts (134)
aan cytochroom of een soortgelijk werkend systeem en baseerdef

" zijn mening op de volgende gronden:

., a- een grotere zuurstof-spanning heeft een grotere zuurstof--
opname veroorzaakt. Deze conclusie slaat o.i. ook op ascor-
binezuuroxydatie. Trouwens Sreerangachar - (162)
heeft deze bewering van Roberts weerlegd, door een
.~ proef van Green (162) aan te voeren, waarbij het geble-

, . ken is, dat een grotere zuurstofspanning juist geen activering
" van de oxydatie van Ferro-cytochroom veroorzaakt. -« :
b.. De theeoxydase oxydeert meer dan één systeem nl. ascor-

' binezuur’en polyphenclen, zodat deze niet specificke werking
‘volgens Roberts moet berusten op de -aanwezigheid van
cytochroom, Het feit dat meer dan één substraat geoxydeerd
wordt, wil echter niet zeggen, dat er maar één oxydase of
dehydrogenase aanwezig is. Er kan heel goed zowel ascorbi-

: nase als polyphenolase aanwezig zijn." . S :
‘e.. Roberts (135) vond, dat toevoeging van CO in het donker
* een  vermindering van de zuurstofopname veroorzaakt. '
-Lamb es (91} die deze proef heeft herhaald,.kon dit -
echter niet beamen. . . vl

Eén der sterkste argumenten tegen de aanwezigheid van eyto-
chroom is, dat Sreerangachar niet het typische spectrum"
van cytochroom-c¢ kon vinden. Wanneer deze eytochroom-theorie.
wegvalt, blijven er nog twee meningen over de zuurstofopname .
tijdens de fermentatie bestaan nl. de eerste theorie van Ro-.’
berts, dat de zuurstof door ascorbinezuur wordt opgenomen en.
ten tweede de mening van Lamb en Sreerangachar, dat ™
de zuurstof wordt opgenomen door de o-polyphenclen, Is er geen
ascorbinase aanwezig, dan wordt de zuurstof in hoofdzaak door
de o-polyphenclen opgnomen. De gevormde chinonen zullen dan .
worden gereduceerd door het ascorbinezuur, Is er wel ascorbinase
aanwezig, dan wordt de zuurstof door het sterker reducerende
-ascorbinezuur opgenomen. Het onderzoek naar de aanwezigheid
;van dit enzym is dus van doorslaggevende betekenis. Door toe- -
passing van de methode van Wachholder, waarbij gebruik -
is gemaakt van enige rem- en activeringsstoffen, hebben we ge-
vonden dat ascorbinase in het theeblad voorkomt. - = - .. - -

De conclusie is gebaseed op de bewering van Wachhol-
der, dat wanneer er ascorbinase aanwezig is, de werking van’
polyphenolase op'de achtergrond geraakt, Daar toevoeging van.
pyrocatechol (o-polyphenol) geen toename van de oxydatie van -
ascorbinezuur heeft veroorzaakt, hebben we, gebruikmakende van -
de con_clusie van Wachholder, aangenomen, dat er in het theeblad
ascorbu‘lase. aanwezig moet zijn. We moeten toegeven, dat deze
conclusie niet op sterke gronden staat, ten eerste omdat het ris-
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_ kant is om op een negatief bewijs de aanwezigheid van een stof

" te bewijzen en ten tweede omdat er in het theeblad een overmaat
van tanninen voorkomt, zodat de toevoeging van een polyphenol =
\wel geen merkbare verandering zal teweeg brengen. Hier Zzij

 echter opgemerkt, dat peroxydase, die ook de-tanninen oxydeert,

- hoewel met waterstofperoxyde, min of meer in' dezelfde positie
verkeert als polyphenolase en desondanks heeft toevoeging van
vanilline' een’vermeerdering van. de oxydatie van ascorbinezuur
vercorzaakt, We kunnen dit verschil in oxydatie, hoewel .vrij
klein, niet als proeffout beschouwen. [ -
" We geloven dan ook, dan de conclusie van Wachholder

_ niet van alle grond ontbloot is, We kunnen concluderen, dat in
"het theeblad ascorbinase, polyphenolase en peroxydase aanwezig

__is, die allen direct of indirect een katalytische invloed hebben op'

. de oxydatie van ascorbinezuur. - . ; ‘

In verband hiermee bestaat er geen bezwaar om de beide over-
gebleven meningen betreffende de zuurstofopname met elkaar te

- combineren, welke combinatie we als volgt. hebben geschemati-

. seerd: . v o 4 o

- s - . reductase - (Crook)” .- A S

.1 — ascorbinezuur + 0, AN dehydroascorbinezuur + H,0,
C ascorbinase (Huszéak) ‘
f N . ? .
"2 — o-polyphenolen 4 ‘0, 5, o-chinonen + H,0, L

o . S ~ polyphenolase ' ' e
* 3 — tanninen + (H,0, en peroxydase) = — chinonen
"4 — ascorbinezuur + chinonen - —> dehydroascorbinezuur '

Con e 4 tannine

e N enzym? ) e
: o -> condensatieproducten

S

5 — -chinonen’ -
' enz. - Coe e ‘
g .

... De oxydatie van.ascorbinezu 2 s

" de voorrang, daar het zuur een sterker reducerend vermogen bezit

- dan de o-polyphenolen en deze oxydatie, welke volgens Huszék .

" reversibel is, wordt door ascorbinase gekatalyseerd. Naar aan-. -

. leiding van de onderzoekingen van Crook en Morgan, die:

" beweren, dat de omgekeerde reactie gekatalyseerd wordt door

-, reductase en niet door ascorbinase, hebben we gemeend, dat een

. ander enzym voor de reversibele reactie zorgdraagt. De naam .
reductase is ons inziens ongelukkig gekozen, daar deze naam everl-

. tueel ook voor de katalysator van andere reducties kan worden

- toegepast. De tweede reactie is die van de oxydatie der o-poly- .

.. phenolen, welke door polyphenolase wordt gekatalyseerd. -

S Rt

J
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De polyphenolase katalyseert echter slechis de oxydatle van
orthopolyphenolen en daar het gehalte aan amorphe {anninen,
welke ook o-polyphenolen zijn, groter is dan dat aan andere tan-
ninen, mogen we aannemen,dat bijj deze oxydatie hoofdzakelijk -
de -amorphe tanninen worden geoxydeerd. De andere tanninen
en mogelijk ook de para-polyphenclen worden dan door peroxy- E
dase en waterstofperoxydase geoxydeerd tot chinonen. '

Door de kneuzing wordt-de inhoud der cellen intensiever aan
de lucht blootgesteld, waardoor per tijdseenheid meer subsiraten
"worden geoxydeerd. Uit de electrometrische fermentatie-curve
welke een oxydatie voorstelt, kunnen we concluderen, dat door
de kneuzing de enzymen, welke de reductie katalyseren, inactief
zijn geworden. Dit heeft tot gevolg, dat de gevormde chinonen
niet of slechts gedeeltelijk worden gereduceerd, waardoor de
overige chinonen door hun labiele karakter gaan condenseren

C.—~ De laatste vraag betreft de mogelijkheid of de fermentatie
ten behoeve van de kwalitatieve selectie wiskundig kan worden
vastgesteld. We hebben zowel in hoofdstuk 4 als 5 gevonden, dat
et een verband bestaat tussen de potentidle kwaliteit, d.i. de
kwaliteit van het onbereide blad en de fe;*mgantatieaci\dte'it. Deze
conclusie is van groot belang voor de kwalitatieve selectie, immers
bij de-tegenwoordig gevolgde methode bestaat er geen ob]echeve '
beoordeling van de kwaliteit. :

De fermentatieactiviteit wordt in ons onderzoek voorgesteld
door de helling van de electrometrische fermentatiecurve en stelt
voor de hoeveelheid electronen, welke bij de oxydaties per. tijds-
eenheid worden vrijgegeven en welke met behulp van een po- -
tentiometer in millivolts kan worden bepaald.

We willen hierbij opmerken, dat er een verschil is tussen de
fermentatieactiviteit en de fermentatleduur De laatste immers-
stelt de tijd voor, die nodig is totdat de redoxpotentlaal der fer-
mentatie niet of bijna niet meer stijgt.

- Door ‘logarithmering van de potentiaal op de ordinaat ‘en de
tgd (in minuten uitgedrukt) op de abscis, verandert de gebogen'
fermentatiecurve in een rechte lijn y = mx 4 q. Door toepas-
sing van de formules voor de rechilijnige vereffening, welke
door van' Uven in zijn ,Mathematical treatment of agricul-
lure results” zijn weergegeven, werd de gemiddelde m of M bere-
‘«:end en deze grootheid stelt de tangens van de hoek van de rechte
JJn met de abscis voor. Deze M is dus een waardemeter van de
‘ermentatieactiviteit. De andere grootheid ¢ .kunnen we weglaten,
laar deze behalve door de fermentatieactiviteit veel meer nog
igﬂ?rdde pH en de concentratie van de bladsuspens1e word‘a ‘be-

Door berekening van de M van verschlllende bladen van een
heeloot, hebben we gevonden dat er een’ positief verband be-
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staat tussen de M en de potentiéle kwaliteit, Het is bekend, dat
de microbereiding voor de kwalitatieve selectie haar bezwaren
: h_c.aeft; zoals de subjectieve beoordeling van de bereide thee, de
tijd, die nodig is om de thee te bereiden en die ongeveer een dag
kan duren en tenslotte het feit, dat de micromethode de kwaliteit
van_het eindproduct en niet de potenti€le kwaliteit bepaalt.
Immers in de kwaliteit van het eindproduct worden ook ver-
schillen van de microbereiding opgenomen, waardoor er vrij veel
kans bestaat, dat er fouten worden gemaakt. L
De bepaling van de M heeft als voordelen, dat de bepaling ten
eerste objectief plaats vindt, dat ten tweede de potenti&le kwali- -
teit wordt bepaald en ten derde de korte tijd van ongeveer een -
uur, die nodig is om het blad fijn te wrijven, te fermenteren en
om de M te berekenen. ' '
We hebben reeds in ons vooronderzoek gewezen op de bezwa-
ren bij het gebruik van meer redoxvaten, daar er vaak verschillen
in de te meten potentiaal ontstaan, wanneer .de instrumenten
enigszins verschillen. Daardoor hebben de waarden van M slechis
waarde voor é&én en dezelfde redoxvat en indirect voor één en
dezelfde onderneming. . S
Willen. we toch een batterij van meer redoxvaten gebruiken,
‘dan dienen we er voor te zorgen, dat zowel de instrumenten als
de wijze van opstelling zoveel mogelijk gelijk zijn. Verder dienen
we steeds dezelfde concentratie van de bladsuspensie te nemen

en pas wanneer de redoxcurve van gelijke bladsuspensies in de
dan kunnen we er toe over-

verschillende redoxvaten gelijk is, :
gaan een dergelijke batterij te gaan gebruiken. Deze methode

 heeft het voordeel, dat er per dag meer struiken kunnen worden

onderzocht. .
We dienen echter aller
van een struik moefen nemen

eerst te onderzoeken hoeveel bladen we
om de potentigle kwaliteit van de

gehele struik te kunnen bepalen. Door oorlogsomstandigheden,
waardobr in de kas van het laboratorium van tropische land-
- bouwplantenteelt verschillende theestruiken zijn vernield, hebben
we door gebrek aan plantenmateriaal dit onderzoek helazs moe- -

ten staken.
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SAMENVA'I‘TING C o
'l - * 1
Het doel van ons onderzoek wasom - -
10 — een verband op te sporen tussen enerzijds de fermentatie -
' en anderzijds de -ouderdom der theebladen, de flens-
graad, de temperatuur en de mate van luchtverversing,

daar bekend is, dat de fermentatie van groot belang is

- voor de. u1te1nde113ke kwaliteit,

" 20 — vast te stellen, welke enzymen een rol spelen .bij de:

oxydatie van ascorbinezuur in het theeblad en hoe de

moleculaire zuurstof wordt opgenomen; er bestaan hlEI'- .

over drie verschillende theorieén.
,30 — na te gaan of de fermentatie ten behoeve van de kwah-'
tatieve selectie wiskundig kan worden vastgelegd.

W1_1 werkten een methode uit, die geschikt is om de fermenta--

tie van één afzonderlijk blad te onderzocken, nl. de bepaling van -

" de redoxpotentiaal, die vrij eenvoudig is en nog niet bij het thee-

., onderzoek is toegepast, In ons vooronderzoek is gebleken, dat

we de vorm en grootte der instrumenten, de plaatsmg der ver~

~ schillende onderdelen in het redoxvat en de wijze van voorbe-

‘handeling van de platinaelectrode zoveel mogelijk gelijk moeten -

houden, daar kleme versc}ullen reeds afwijkingen kunnen ver-

oorzaken.

- Wij gebruikien een red0xvat met ‘een emgszms puntvorrmge -

' bodem, een platina-plaat-clectrode en een agarbrug met een dia-
meter van 3,8 mm. Als potentiometer gebruikten we een iono-
meter van Lautenschlager Wij onderscheidden de - potentlele
‘kwaliteit van het verse blad en de kwaliteit van de zwarte thee.

‘We hebben eerst door potentiometrigche titratie het gehalte aan-
dscorbinezuur in verschillende theebladen bepaald  en vonden,
dat Pecco relatief meer ascorbinezuur bezit dan oudere. bladen.’
. Gemiddeld over tien loten van een zelfde struik vonden we,|dat
Pecco per ‘gram nat blad 1 25 mg ascorbinezuur bezit ‘en de’
andere bladen respectievelijk 1,16 mg, 1,15 mg en 1,09 mg. Hoe- -
-wel de gemiddelde fout hij deze proef vrij groot is, ondersteunen
de cijfers bovengenoemde conclusie,

Het potentiometrisch onderzoek van de. theefermentatie moest
-:onder water geschieden onder doorleldmg van lucht. Deze om-
standigheden wijken van de normale in de fabriek af. De fermen=

- tatieduur blijkt korter tejwzun, naarmate de concentratie van de”
" bladsuspensie kleiner is. We verklaarden. dit door een betere

dispergering van co-enzymen en de substraten,waardoor éen ac--

. tievere fermentatle Wordt veroorzaakt
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~_ Door het geheel fijnwrijven der bladen zal de fermentatie vol-
" lediger plaats vinden, wat aan het onderzoek ten goede komt.
Door toepassing van deze potentiometriche methode hebben we

het volgende aangetoond:

1 — Pecco fermenteert actiever dan oudere bladen, Het is
bekend dat Pecco van beter kwaliteit is dan oudere
bladen. ' :

9 . Naarmate het blad zwaarder verflenst wordt is de fer-

. mentatie actiever en van korteren duur. )

3 — De optimum temperatuur voor de fermentatie wordt door
ons op ongeveer 26° C geschat. :

4 —. Hoe beter de agratie, hoe actiever de fermentatie zal zijn,
‘hoewel de gunstigé invleed bij sterkere adratie relatief

. minder wordt. o
5 — De fermentatie activiteit wordt bepaald door de mate van
- kneuzing, d.w.z. de fermentatie zal actiever plaats vinden
bij een zwaardere kneuzing. .

6 — Het ascorbinezuur wordt eerder geoxydeerd dan de poly-

phenolen, ‘'omdat toevoeging van ascorbinezuur de bruin-

- kleuring remt. _
7 — Pecco oxydeert zijn ascorbinezuur sneller dan de oudere

bladen. .
Op grond van deze feiten hebben we c_le volgende theorie op-

, éesteld: .
Een goede potentiéle kwaliteit gaat samen met een actieve

fermentatie.” .
. Voor dé praktijk kunnen we mededelen, dat de bladen opti-
maal moeten worden verflenst; dergelijke bladen kunnen goe
gerold worden. Men moet veel -rollingen met korte roltijden toe-
passen om de fermentatieactiviteit zo groot mogelijk te krijgen.
Zowel de rolruimte als de fermenteerruimte moeten een tempe-
_ratuur hebben van ongeveer 26° C en de luchtverversing moet
_ intensief zijn zonder dat de bladen gaan uitdrogen. _
Wat de enzymen betreft, die direct of indirect een rol spelen
bij de oxydatie van ascorbinezuuf, werd de aanwezigheid van
: ascorbinase reeds door Roberts, Lamb c.s en ook Deijs
_verworpen. Volgens hen wordt het ascorbinezuur alleen door de
chinonen geoxydeerd, welke oxydatieproducten zijn van de poly-
phenolen. Bestudering van de aanwezigheid van ascorbinase is

. dan ook van groot belang. Door toepassing van de methode van

 Wachholder — 1942 —, waarbij gebruik gemaakt wordt van
dat in het

enige rem- en activeringsstoffen, hebben we gevonden,
theeblad ascorbinase, polyphenolase en peroxydase een rol spelen

bij de oxydatie van ascorbinezuur. Door combinatie van onze
Lamb & Sreeranga-

"~ resultaten met die van Roberts, ;
char, Deijs ea. hebben we het volgende fermgntahescherpa

opgesteld: - :
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o | 'reduétaée'(Crook &'M.or.gan)
1 < ascorbinezuur o, - i dehydroascorbmezuur —-]— H 0,
: S ' ascorbmase (H usza k) '
" : . ?

2 — o-polyphenolen + 0 ' = o-chlnonenf—l— H 0

polyphenolase -
3 — tanninen + (H, 0O, en peroxydase) —> chinonen

4 — ascorbmezuur —+ - chinonen -— dehydroascorbmezuur -—[—- _
tannmen
. L ~ enzym? :
‘ 5 -— chinonen oo condensatxeproducten (roodbrum) :
enz, ‘ o

- De oxydatie van ascorbinezuur vindt eerder plaats, omdat het
een sterker reducerend vermogen bezit, Deze oxydatie wordt
 door ascorbinase gekatalyseerd. Het is mogelijk, dat ook in thee-.
blad het, dehydroascorbinezuur wordt gereduceerd en dat daarbij
de door Crook en Morgan gevonden reductase de omge-
keerde reactie katalyseert. : '
Wanneer het ascorbinezuur grotendeels is geoxydeerd en de _
redoxpotentiaal voldoende hoog is geworden, dan kunnen de o- '
polyphenolen  worden geoxydeerd, welke reactie door polyphe-
'nolase of catechineoxydase wordf gekatalyseerd Het is mogelijk,
. dat ook deze reactié een omkeerbare reactle is en door een:be- .
baald enzym wordt gekatalyseerd.
Door het kneuzen der bladen zullen veel meer o-po]yphenolen
" worden geoxydeerd, waarvoor veel meer zuurstof wordt opge-
nomen. Het grootste deel van het hierbij gevormde waterstof-
peroxyde wordt door de aanwezige katalase gesplitst, terwijl de
- rest met peroxydase de overige tanninen, dus o.a. ook de para-
polyphenolen oxydeert. De gevormde chinonen worden echter -
niet geheel gereduceerd door het nog aanwezige ascorbinezuur, .
‘maar zullen door hun labiele karakter gaan condense:en, Waarblj-
de roodbruine kleur wordt gevormd. .
Het belangrijke - verschil tussen de fermentatle en de adem- -
haling van theebladen is, dat tijdens de fermentatie meer zuur- -
stof wordt opgenomen en minder CO, wordt afgegeven. In ..
tegenstelling met andere theorieén komen we tot de conclusie, -
- dat in theeblad verschillende systemen de moleculaire zuurstof -
. opnemen 0.a. ascorbinezuur-ascorbinase en o-polyphenolen en-
polyphenolase, waarbij het laatste systeem door het grote zehalte:
aan fanninen ‘een zeer belangruke rol speelt en de meeste zuur- -
. stof opneemt, . ‘

Daar het gebleken is, dat de potentitle kwahte1t samengaat met-
. de fermentatieactiviteit is de studie hiervan van groot belang.
- We kunnen deze in hoofdzaak terug brengen op de oxydatiesnel- - -
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- hoewel in mindere mate.

- L A . . : e . N
“heid van ascorbinezuur en o-polyphenoclen. We vonden, dat Pecco-

veel eerder het toegevoegde ascorbinezuur (hoofdstuk 5) oxy- :

‘deert dan oudere. bladen, wat dus zeggen,wil, dat Pecco een’
‘groter vermogen bezit om ascorbinezuur te oxyderen en het is
niet onmogeh,]k dat Pecco ook meer polyphenolase bezit, daar
dit enzym een belangrijke rol speelt bij de katalyse van de in-
‘directe oxydatie van ascorbinezuur.
- - Daar zowel ascorbinase als polyphenolase belde Cu in hun
- prosthetische ‘groep bezitten, hebben we nagegaan of toevoeging
van spoortjes Cu** aan een bladextarct de oxydatie van'ascor-
‘binezuur versnelt. Dit bleek inderdaad het gewal te zijn. Ook
Fe***: blegek de oxydatie van ascorbinezuur te kunnen versnellen, -
‘

Door toevoeging van Cu** of (en) Fe*** kan dus de fermen- -

" tatieactiviteit worden vergroot en we geloven op grond hiervan,

dat- de uiteindelijke kwaliteit hierdeor min of meer zal worden

beinvloed:
- Ten 'behoeve van de kwalitatieve selectie hebben we nagegaan

N :\ of we de fermentatieactiviteit wiskundig kunnen vastleggen Daar

- tegenwoordig deze selectie nog steeds gebaseerd is op een micro- .

. bereiding, waarna de zwarte. thee subjectief door proeven wordt

. beoordeeld, zal de toepassing van de berekenmg van de fermen-
tatieactiviteit een groot hulpmiddel blijken te zijn. Door logarith~
‘mering en toepassing van de rechtlijnige vereffening kan de -

. fermentatieactiviteit, . M, worden berekend en we vonden, dat

" ‘jongere bladen, die dus een betere potentiéle kwahte:lt bezitten,

_een grotere M bemtten

(" : E
S . N -
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el s SUMMARY.
"As to the fermentation of tea we wanted to investigate

1rst — whether there is a correlation between the ,fermenta-
" tion” and the mature of the leaves, grade of withering,
temperature and deration respectively, as fermentation
. is to be considered of utmost importance to the quality
. of the finished product.
2nd — the nature of the processes mvolved in the oxidation
of ascorbic acid during fermentation and the way in
. which the oxygen - uptake is accomplished as three
different theories on this subject exist.
3rd — whether the process of , fermentation” can be expressed
mathematically in behalf of the quahtatlve plantbree-
dlng in practlce :

L

A sem.i-micro-method has been used; one leaf was fermented
individually. The electrometric determination of the redox po-
tential has been used for our purpose because of its simplicity
‘and of the fact that it has not yet been used in tea research. In
our preliminary investigations we found that the shape and the
. size of the elements of the redox-cell, their arrangement, the
. shape and the treatment of the Platimum-electrode have to be
quite constant since slight differences may cause considerable
deviations. .

We used a redox-cell with a slightly attenuated bottom, a plate
electrode of Platinum, heated red-hot before using it, a saturated -
calomel-electrode, an agarbridge with a bore of 3, 8 mM and a
wlonometer of Lautenschliger” as potentiometer.

To avoid any misunderstanding a distinet discrimination was
made between ,,potential quality” of a fresh leaf and the quality
of the tea, obtained at the end of the manufacture. ' ‘

‘We determined the amount of ascorbic acid of tea leaves by
electrometric titration with 2—6 dichlorophengl-indophenol and
" we found that Buds (Pecco) contain more ascorbic acid than
-more mature-leaves. As an average of ten plucked sprays of the
* same tree an amount of 1,25 mg ascorbie acid per gram of fresh
. Bud-leaves was found, 1,16 mg per gram of first leaves, 1,10

mg per gram of Second leaves and. 1,09 mg per gram of thxrd
- leaves. These figures cannot be, taken as absolute values but
" Imay serve only as an illustration.
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An objection to the use of the electrometric methed is that the
fermentation takes place in acrated water. Under these conditions
the fermentation will differ from the normal one in the factory -
© as we may expect that the co-enzymes and the substrates will
dispers better, Therefore, the fermentation will take place more
active and much quicker under our experimental conditions than

in actual practice.

- By grmdmg the leaves the fermentation will be more complete
which 'is to be considered an advantage from an experimental
point of view. In our experiments we used a constant amount
of 20 mg of a leaf in 10 ml: water, twice dlStl]Ied :

- The following results were obtained:

1 — Buds ferment more active and quicker than older leaves.

"~ It is known that Buds y1e1d a better guality than more
- mature leaves. _

2 — The fermentation is more active and more complete in
‘shorter time the more the leaves have been withered.

3 — The optimum temperature of the fermentation is compu-

ted at about 26° C :

4 — The more intense the aeration is, the more » active the fer-

- mentation will be, though the increase of the stimulating
" effect of aeration Will become relatively smaller when the
 flood of air is increased to very high values.

"5 — The fermentation activity is best when the leaves have

.~ been ground as thorough as possible.

6 — The ascorbic acid must be first oxidized because it inhi-

bits the formation of the reddlsh brown discoloration of

a fermenting tea-leaves.
7 — In Pecco the ascorbic acid is oxidized much more qu1ck1y

than in mature leaves

These facts have led us to the fo]lowmg hypothesis:

WA good »potential quality” is correlated with an active fer-

- mentation”. Transferred into practical terms this means that the
tea leaves have to be rolled as well as possable because under

" these conditions the fermentation activity is highest. Taking into
account-the various requirements of the manufacture the gquality
of the finished tea will be best with many short lasting rollings.

In the rolling- and fermenting-room there must be a tempe-

" rature of about 26° C and an mtense aeratmn, preventing however
drying of the leaves,

"~ As to the enzymes actmg in the ox1dat1on of the ascorbic acid -
in tea leaves, the existence of ascorbinase is already rejected by,
Roberts, Lamb & Sreerangachar and Deijs. They
state that the ascorbic acid can only be oxidized by the guinones, -

" which are oxidation products of the polyphenols It is therefore

 of nnportance to study whether there is an ascorbmase in tea

leaves. .
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' By application of the method of Wachholder — 1942 —
who used several inhibitors and activators, we have found that
the oxidation of ascorbic acid in tea leaves is dlrectly catalized-
by ascorbinase; peroxidase and polyphenolase catalise the oxx-
dation of ascorbic acid indirectly.
Combining our results with those of Lramb, Sreeranga-
‘char, Roberts, Deijs etc. we come to the foﬂowmg scheme
- of the fermentatlon ) .
" reductase — Crook & Morgan

1— ascorhlc amd + 0, ~ % dehydroascorbic acid + H,0,°
{
' ascorbmase — leva, Huszak ete
? . .

9 o-polyphenols 4-'0, X o-quinones —!— H,0,

— -
polyphenolase S . B

3 — tannins - {H O, and perox1dase)—>- qumones
R - ascorblc ac1d + quinones — dehydroascorbic acid 4~ tanmns
. enzym? o SR
5 -—‘_quinones = condensatlon products (reddlsh brown)
ete.

. The oxidation of ascorbic acid, eatalized by ascorbinase, will -
take place first because its being a strong reducing substance.
It is possible however that the dehydroascorbic acid in tea leaves'
- will be catalitically reduced by a reductase, an enzyme of: the
- type which has been found in cauhﬂower by Crook & Mor—
S gan - ‘
" When ascorblc acid has been oxidized for the greater part the -
redoxpotential being . sufficiently high, the oxidation of the o-
polyphenols can take place, catalized by polyphenolase or cate-
chol oxidase. It is, not impossible that the: qulnones wﬂl be
partly reduced, catalized by an enzyme, .
It is known from literature that by grinding the leaves, more
polyphenols will be oxized than in normal respiration; more
~ oxygen is taken up, but less CO, is evoled. The greater part of
H,O, is eliminated by catalase, whlle, peroxidase being present,” .-
the remainder- can oxidize other tannins. The greater part of
the quinones will not be reduced by ascorbic acid, but being -
labile, will form condensation products. : ‘
Contrary to other theories we assume that in ,,tea-fermenta- -
‘tlon several systems taking up oxygen exist. We want to lay' ..
. special stress in this respect on the ascorbic acid-ascorbinase sy- *
stem and the o~polyphenol-polyphenolase system, the latter bemg .
of particular interest in fermentation. - o
.. It is evident that the. ,potential quality” of fresh Ieaves runs'
. hand in hand with the fermentaﬂon actnuty We have found
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that this activity can be measured as the oxidation of ascorbie -
acid and probably as that of the o-polyphenols. As ,Buds” oxidise
Ats ascorbic acid much quicker than more mature leaves we may
- assume that there will be more asaorbmase and probably more
-polyphenolase in Buds. 5
-¢.. Tt is noted that both enzymes contam Cu in the prosthetlc

group We have found that addition of traces Cu** and of Fe***
-are able to increase the capacity of the leaf fo oxidise ascorbic -
- acid. We assume therefore that by addition of Cu** and (or)
- Fe*** the fermentation activity may. be increased. This means
“ that the potential quality can be mcreased by addxtxon of traces
- of these heavy metals.

In behalf of the qualitative: plantbr&edmg we have exammed
‘whether the fermentation activity can be expressed mathemati-
_cally. As the qualitative plantbreeding at present is still based.
. on' a micro-manufacture of tea after which the black tea must be
~ tasted by a tea-expert, we are convinced that application of the
- mathematical analys:s of the fermentahon activity will be of

. great importance in practice. '

. By application of rectiliniair adjustment the fermentatlon ac-
. tivity M .can 'be determined and we found higher values of M
© for Buds than for more mature leaves. . '
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