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(ACTA 21 DE 1994)
REGLAMENTO DE PATENTES 1985
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depositaria bajo el Tratado de Budapest.
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9906087-3
NOTAS

1 - Esta forma en cuanto se complete, debera ser traida o llevada al Registro de
Patentes junto con la tanfa prescnta y tres copias de la descnpcion de la
invencién, y de cualquier dibujo

2 Incluya el nombre y direccién de cada solicitud en el espacio provisto en el
pamafo ||l Los nombres de individuales deberan estar indicados completos y el
apeilido o nombre de famiia deberd ser subrayado Los nombres de todos los
socios de una empresa deben ser indicados completos E! lugar de residencia de
cada individuo debe ser completado en el espacio provisto Las corporaciones
debenan ser designados por el nombre de la compafifay pals al que esti
incorporado y, en donde sea apropiado, el estado de incorporacidn dentro del pais
debe ser indicado en donde se pida En donde mds de tres solicitantes sean
nombrados, el nombre y direccidn del cuarto y cualquier solicitante adicional debe
ser indicado en una hoja adjunta a esta Forma junto con la firma de cada uno de
asos solicitantes adicionales

3 - La declaraci6n de pnondad en el parmafo lll debe declarar la fecha de la
presentacidn previa, el pals en el cual fue hecha e indicar el numero de
expediente, si @s posible En donde el solicitante se basé en una solicitud
intemacioani o una soiicitud de patente regional, por ejemplo, solicitud de patente
Europea, uno de los paisas designados en esa sollctud [siendo uno de los que
estén bajo el Orden de Patentes (Palises Convencionales), deberian estar
identificados y el nombre de ese pals debe ser indicado en el espacio en donde
se pide

4 - En donde el solicitante o solicitantes es/son el unico inventor o Inventores en
sociedad, parrdfo |V deben completarse llenando el recuadro con la palabra “SI”
en la declaracion (a) y la palabra “NO” en el recuadro en la declaracién aitemnativa
(b) En donde no es el caso, la palabra “NO" en el recuardro de la declaracién {(a)
debe ser marcada y se requiere una declaracién para ser presentada en la Forma
de Patentes 8

5 - Si el solicitante ha nombrado a un agente para actuar en su nombre, el nombre
del agente debe ser iIndicado en los espacios disponibles en el pamrafo V

6 - La direccién para serviclo de Singapur a la cual todos los documentos pueden
ser enviados debe estar declarado en el pamafo VI Es recomendable que se
indique un numero telefdnico en caso de que no se nombre algun agente

7 - En donde la solicitud sea hecha por virtud de la seccidn 20(3) , 26(6) o 47(4), la
seccidn apropiada debe ser identficada en el parrafo VIl y el numero de la
solicitud antenor o cualquier patente otorgada de la misma identificada

1
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8 - Cuando el solicitante desea que se revele pronto por él Ia Invencién en una
Exhibicién Intemacional para ser omitida de acuerdo con la seccién 14(4) ( c),
entonces la palabra “S{" en el recuadro del parrafo Vil debe estar indicada De
otra manera la palabra “NO" en el racuadro debe ser indicada

9 - En la revelacion de la invencidn si1 el solicitante se refiere a uno o més micro-
organismos depositados en una oficina de depdsito autorizada bajo el Tratado de
Budapest, entonces la palabra “SI” en el recuadro del pamrafo Xl debe ser
marcado De otra manera la palabra “NO" en el recuadro debe ser indicado

10 - Ponga atencién a las reglas 90 y 105 del Reglamento de Patentes de 1895
En donde hay mas de tres solicitantes, ver también la Nota 2 anterior

11 - Solictantas residentes de Singapur se les recuerda que si el Registro de
Patentes considera que una solicitud contiene informacién de publicacién la cual
puede ser perjudicial para la defensa de Singapur o la segundad publica, sera
prohibida o restnngida su publicacién o comunicacion Cualquler persona
residente de Singapur que desee solicitar la protecclén para patente en cualquier
otro pals, debe obtener permiso para el Registro de Patents da Singapur a menos
que ellos hayan solicitado una patente para la misma invencién en Singapur En el
ultmo caso, ninguna solicitud debe ser hecha en el extranjero hasta que por lo
menos hayan pasado dos meses después de que |a solictud ha sido presentada
en Singapur

Para uso oficlal

Fecha de la solicitud de Patente

Solicitud recibida en

Derecho recibido en

Cantidad

*Dinero en Efectivo/Orden de Pago No
* Borre lo que no sea aplicable

—
—
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PROCESO PARA PREPARAR UN ADEREZO HIDROLIZADO

CANPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona con un proceso para
preparar de un aderezo hidrolizado, mids particularmente con la
preparacién de un aderezo hidrolizado por hidrélisis biolégica de

un material que contiene proteina

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En nuestro documento co-pendiente EP-A-0824873,
describimos un proceso para la preparacién de un aderezo, que
comprende preparar proteina koji fermentada a partir de un
material que contiene proteina y un carbohidrato, e hidrolizar la
proteina koji fermentada a una temperatura entre 15°C y 60°C y un
pPH de 4 5 a 10 durante un periodo de aproximadamente § horas a 28
dias, caracterizado porque la 1inoculacién con un cultivo de
bacterias de Scido lactico a una densidad de inoculacién de 10° a
10" ufc/g de proteina koji fermentada, se lleva a cabo ya sea en
la etapa de proteina koji fermentada o en la etapa de hidrélisis
El propésito de las bacterias de acido léctico es inhibir el

desarroyo de bacterias contaminantes y proteger al kojl de fermen
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tacién anormal y putrefaccién causada por tales bacterias
contaminantes

Algunas bacterias de acildo 1l&ctico, por ejemplo,
Lactobacillus sake (L @gake) produce peptidasas y enzimas
hidrolizantes de fibras Se ha utilizado el equipo API ZYM para
detectar actividades enzimAticas producidas por las bacterias de
acido lactico tales como fosfatasas, lipasas, amincopeptidasas
{(leucil-, valail, cistil-), ©proteasa (quimiotripsina) vy
carbohidrasas (galactosidasa, glucosidasa, N-acetil-f-
glucosaminidasa) Sin embargo, no producen actividad de
glutaminasa extracelularmente Entre las carbohidrasas que se
producen, la N-acetil-f-glucosaminidasa es una enzima
hidrolizante de fibra El1 substrato de esta enzima, la N-acetil-
B-glucosamina, cominmente se encuentra en la quitina En otras
palabras, estas bacterias de acido lactico producen quitinasa
capaz de degradar las cadenas de polisac&ridos de las paredes de
las células de los hongos Cuando se utiliza API 50 CHL para la
caracterizacién de estas bacterias de acido lactico, se ha
demostrado que son capaces de descomponer manosa, ramnosa, N-
acetil-f-glucosamina, melibiosa, sacarosa, trealosa, B-genticbiosa
Y gluconato Todos estos son carbohidratos encontrados comiinmente
en las paredes de células vegetales Entre elloa, la gluconasa
también es una enzima que degrada las paredes de las células de
los hongos

Estas propiedades vuelven a las bacterias de &cido lac

“
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tico una fuente valiosa de enzimas protecliticas e hidrolizantes
de fibra ademis de su comportamiento protector

DESCRIPCION BREVE DE LA INVENCION

Hemos encontrado que, en la preparacién de un aderezo
hidrolizado, hidrolizando un substrato de material que contiene
proteina con enzimas que contienen actividades proteoliticas y
actividades hidrolizantes de fibra, se observa una mejora
sorprendente en las propledades organolépticas del aderezo Esta
mejora se puede obtener con o sin la preparacién de koji y/o en
presencia o ausencia de bacterias de acido lactico

En consecuencia, la presente invencién proporciona un
proceso para la preparaciédn de un aderezo hidrolizado el cual
comprende hidrolizar un substrato de material gque contiene
proteina con enzimas que contienen actividades proteoliticas y

actividades hidrolizantes de fibra

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El substrato de material que contiene proteinas puede
ser un material de proteina vegetal tal como soja, germen de
trigo, gluten de mafiz, gluten de arroz, gluten de trigo, etc , ©
puede ser una proteina kojir fermentada, preparada a partir del
material que contiene proteina y un carbohidrato, por ejemplo, al

fermentar uno o mis materiales que contengan proteina juntos con
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un carbohidrato con un cultivo de Aspergillus oryzae y/o
Aspergillus sojae El carbchidrato puede ser, por ejemplo, harina
de trigo, trigo tostado o salvado de trigo

Cuando el material que contiene proteina es un gluten
el cual experimentard una fermentaciénm koji, se utiliza
ventajosamente como un sustrato en forma de grinulos, formando
una masa, que comprende agregar agua a un gluten seco en una
cantidad de 19 a 60% en peso en base en el peso de la masa,
granular la masa y sl es necesario, agregar agua para ajustar el
contenido de humedad de 35 a 60% en peso, en base en el peso de
los grénulos antes de esterilizar los grinulos por tratamiento
con vapor La preparacién de los grianulos como substrato que
soporta la fermentacién koji de las materias primas anteriores y
las condiciones de fermentacién koji se describen en nuestro
documento co-pendiente SG-A-9800488-0

El material que contiene proteina es un sustrato el
cual puede contener de 30 a 100¥% de proteina, preferiblemente de
70 a 90% de proteina

S1 se desea, el substrato de material gque contiene
proteina se puede inocular con una bacteria de acido lactico para
propdésitos protectores Las bacterias de acido l&ctico pueden
ser, por ejemplo, L sake, L brevis, L. casel, L curvatus, L
pentosus, L plantarum, L pentosaceus

La fuente de la enzima que contiene actividades

proteoliticas pueden ser microorganismos tales como bacterias,
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hongos © levaduras, etc , por ejemplo la enzima puede ser la
enzima producida durante la fermentacién koji, las enzimas
proteoliticas producidas por bacterias de acido lictic
utilizadas para inocular el substrato de material proteinico, una
enzima proteolitica técnica, o puede ser una combinacién de dos o
mis de estas enzimas La enzima técnica puede ser, por ejempl ,
una proteasa, peptidasa o glutaminasa (por ejemplo Alcalase y
Flavorzyme de Novo Nordisk, Glutaminese de Amano Pte Lte) Las
enzimas técnicas generalmente son enzimas que se han aislado y
purificado para remover actividades que interfieran, las cuales
pueden sper daflinas al procesamiento La enzima técnica que
contiene actividades proteoliticas se puede agregar al sustrato
de proteina vegetal antes de la fermentacién koji o se puede
agregar al haidreol ..ado

La fuente de 1la enzima que contenga actividades
hidrolizantes de fibra pueden ser microorganismos tales como
bacterias, hongos o levaduras, etc , por ejemplo, puede ser una
cantidad pequefla de enzima hidrolizante de fibra producida
durante la fermentacién koji, las enzimas hidrolizantes de fibra
producidas por las bacterias de acido lactico utilizadas para
inocular el sustrato de material protefinico, una enzima técnica
hidrolizante de fibra o puede ser una combinacién de dos o més de
estas fuentes La enzima técnica hidrolizante de las fibras puede
ser, por ejemplo, Hemicellulase de Amano Pte Ltd, Celluclast de

Novo Nordisk, o Depol 40L de Biocatalyst Pte Ltd La enzima que



10

15

20

25

- 11-

contenga actividades hidrolizantes de fibras se puede agregar al
substrato de proteina vegetal antes de la fermentacién koji, o se
puede agregar al hidrolizado

Entre los substratos proteinicos, el gluten de maiz
tiene la mejora mds significativa de rendimiento de hidrélisis
utilizando una enzima que posea actividad de enzima hidrolizante
de fibra El gluten de mafz contiene un alto porcentaje de
carbohidratos (16 S%) y €fibras (5 7%) Estos carbohidratos
complejos forman una membrana intacta cuando se encuentra en su
interior proteina de maiz El efecto enmascarante de la red de
carbohidratos afecta en gran medida la accesibilidad de la
proteina de malz por proteasas o peptidasas Para incrementar la
accesibilidad de la proteina de maiz, por lo tanto es necesario
descomponer la membrana de los carbohidratos por enzimas
hidrolizantes de fibra Aunque no se desea unirse a ninguna
teoria, para el sistema koji, se considera que estas enzimas
hidrolizantes de fibra hidrolizan las paredes celulares de los
micela de Aspergillus en koji, lo que provoca la liberacién de
peptidasas y glutaminasas intracelulares de koji dentro del
hidrolizado Estas peptidasas y glutaminasas extracelulares
definitivamente son mids eficientes, lo que lleva a un increment
en los rendimientos de nitrégeno de formol y de dcldo glutémico

La hidrélisis del sustrato de material que contiene
proteina se puede llevar a cabo a una temperatura de 2* a 65°C, y

a un pH de 4 5 a 10, durante un periocdo de 6 horas a 28 dlas, por

yrd
£i
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ejemplo, como se describe en EP 0640294 o en nuestras solicitudes
de patente co-pendientes EP-A-0829205, EP-A-0824873 o EP-A-
0913097, que se incorporan en su totalidad en la presente como
referencia En las Gltimas dos solicitudes, se lleva a cabo una
inoculacién con un cultivo de una bacteria de acido liactico a una
densidad de inoculacién desde 10’ a 10’ ufc/g de proteina koji
fermentada, ya sea en la etapa de proteina koji fermentada o en
la etapa de hidr6lisis En la presente invencién, la inoculacién
en el substrato de material que contiene proteina con un cultive
de una bacteria de acido léctico a una densidad de inoculacién de
10 a 10* ufc/g de material que contiene proteina, se puede llevar
a cabo ya sea en la etapa de proteina koji fermentada o en la
etapa de hidréliasis La hidrélisis preferiblemente se lleva a
cabo a una temperatura entre 15°C y 37°C durante un periodo de 12
horas a 5 dias, y de manera mis preferible a una temperatura
entre 37°C y 55°C durante un periodo desde 8 horas a 2 dlas
Ventajosamente, la hidrflisis se lleva a cabo a un pH de 4 5 a
7 5 La hidrélisis se puede llevar a cabo en ausencia o presencia
de una sal, y cuando estd presente la sal, la cantidad de la sal
puede ser hasta 100% en peso en base en el peso del material
proteinico
Después de la hidrélisis, el material proteinic

hidrolizado puede ser presionado para separar una salsa liquida
del residuo 8sélido La salsa ligquida ventajosamente se

pasteuriza, por ejemplo, a una temperatura de 90° a 140°C durante
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un pericdo de 15 segqundos a 30 minutos, y después se filtra para
proporcionar un aderezo liquido 8i se desea, se puede agregar
sal ya gea antes o después del prensado o filtrado, para
proporcionar un producto que tiene un contenido de sal de 0-60%
en peso, en base en el peso de la materia seca Si se desea, la
salsa ligquida se puede constituir en un polvo, por ejemplo, por
concentracién, y después secado, por ejemplo secado al vacl

hasta un contenido de humedad bajo y finalmente se muele a un

polvo para proporcionar un aderezo sélido

EJEMPLOS

Los siquientes ejemplos describen adicionalmente la

presente invencidén

Ejemplo 1

Se agrega agua directamente a una mezcla de (6 04 kg)
gluten de maliz, (2 16 kg) de harina de trigo y (0 43 kg) salvado
de trigo para cbtener un contenido de humedad de 45% La masa que
gse forma se alimenta en un triturador para formar gr&nulos
cilindricos, cada uno con un didmetro de 4 mm y una longitud de
10 mm Se introduce humedad adicional en los gridnulos de manera

que el contenido de humedad de los grianulos es de 47% en peso
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Los gr&nulos se calientan a 100°C y se mantienen a la
misma temperatura durante 10 minutos y se enfrian por debaj de
40°C Loa extrulidos enfriados se mezclan con una suspensién
liquida de 2 5 g de inoculo de esporas de Aspergillus oryzae y 10
g de un cultivo de L sake a 10’ ufc/g La enzima hemicelulasa
té&cnica, Hemicellulase de Amano Pte Ltd (actividad = 90,000 u/g)
se agrega a una concentraciSn de 0 43% en peso del extruido
cocinado

Durante las 42 horas de fermentacifn koji, se mantienen

los siguientes perfiles de temperatura para el lecho de cultivo

0 - 25 horas 30°C
25 - 42 horas 27°C

El koji se mezcla en la hora l8ava a 25ava para
asegurar un flujo de aire suficiente a través del lecho del
cultivo para buena ventilacién Después de la fermentacién koji,
se cosecha el kojl madurado La hidrélisis se lleva a cabo en un
tanque de hidrélisis agregando agua para obtener un hidrolizado
con un s6lido total de 18% m/m La hidr6lisis se lleva a cabo a
35°C durante 48 horas y el pH se mantiene constante a 6 0 con
adiciédn de una solucién de NaOH 40%

El producto hidrolizado de gluten de maiz tiene un alto
contenido de &cido glutimico, de 1 01% m/m El producto

hidrolizado se prensa para separar la salsa de gluten de maiz del
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residuo 86lido Se agrega sal a una concentracién de 15% m/m
antes del prensado La salsa de gluten de maliz se trata con calor
a 90°C durante 20 minutos La salsa liquida se concentrd por
evaporacién El concentrado que se obtiene se seca en un horno al
vacio y se muele hasta pulverizarlo

Para evaluacién organoléptica, se diluyen 12 5 g de
salsa liquida o 3 5§ g de polvo con 250 ml de agua en ebullicién
En ambos casos, un equipo de prueba, de @8 catadores
experimentados encontré que el producto tiene un mejor cuerpo que
el producto sin la adicién de la enzima técnica de hemicelulasa a

los extruidos cocinados

Ejamplo 2

Se lleva a cabo un proceso similar al del ejemplo 1,
excepto que la enzima técnica de hemicelulasa ee agrega al
hidrolizado a una concentracién de 0 25% en peso del hidrolizado
durante la hidrSlisis en vez de los extruidos cocinados antes de
la fermentacién koji El producto hidreclizado de gluten de maiz
producido de esta manera también tiene un alto contenido de &cido
glutdmico de 0 97% m/m Para evaluacidén organoléptica, 12 S g de
salsa liquida o 3 5 g de polvo se diluyen con 250 ml de agua en
ebullicién En ambos casos, un equipo de prueba de ocho catadores
experimentados encontrd que el producto tiene un mejor cuerpo que

un producto sin la adicién de la enzima técnica hemicelulasa
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Ejemplo 3

Se calientan 220 kg de agua hasta 35°C en un reactor
Se agregan 60 kg de gluten de maliz pulverizado en el agua con
agitacién Se agregan dentro del hidrolizado 380 g de enzima
técnica de proteasa Flavourzyme 2 4L (de Novo Nordisk) También
ge 1nocula un cultivo de L sake en el hidrolizado de manera que
se obtiene una cuenta de 10° ufc/ml La temperatura y el pH se
controlan a 35°C y 6 0, respectivamente, durante 48 horas Se
encontrd que el producto hidrolizado de esta manera tiene un
mayor contenido de dcido glutdmico (0 4% m/m) en comparacién con
el producto sin la inoculacién de L sake (0 2% m/m)

El hidrolizado se procesa adicionalmente como en el
ejemplo 1 para producir polvo de salsa de gluten de maliz También
se obtiene una mejor calidad microbiolégica durante la hidrélisis
en comparacién con el producto sin la inoculacifn de L sake Un
equipo de prueba de ocho catadores experamentados encontrd que el
producto tiene un mejor cuerpo que un producto sin la adicién de

L sake

Ejemplo 4

Se lleva a cabo un procedimiento similar al del ejemplo

3, excepto que se agregan en el hidrolizado al momento de la

hidré6lisis 380 g de enzima técnica de proteasa, Flavourzyme 2 4L
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{(de Novo Nordisk}) y 700 g de enzima técnica hemicelulasa,
Hemicellulase de Amano Pte Ltd (actividad = 90,000 u/g) El
producto hidrolizado de gluten de mailz producido de esta manera
tiene un alto contenido de &dcido glutimico de 0 83% m/m Un
equipo de prueba de ocho catadores experimentados encontrS que el
producto tiene un mejor cuerpo que un producto sin la adicién de
la enzima técnica de hemicelulasa, es decir, un cuerpo incluso
mejor que el del producto del ejemplo 3 debido a la presencia de
enzima hidrolizante de fibra adicional, la hemicelulasa, ademis

de la derivada de L sake

Ejemplo 5

Se llev® a cabo un procedimiento similar como en el
ejemplo 1, excepto que se produjo koji en base en el gluten de
trigo, en vez de gluten de maiz y se agregl la enzima técnica
hemicelulasa, Hemicellulase de Amano Pte Ltd (actividad = 90,000
u/g), al hidrolizado a una concentracién de 0 25% del pes del
hidrolizado al inicio de la hidrélisis El1 polvo de gluten de
trigo, en una relacién de 7 3 respecto al koji de gluten de
trigo, se agrega en el hidrolizado durante la hidrélisis ILa
cantidad de agua se ajusta de manera que el hidrolizado tiene un

total de séflidos de 18% m/m

Se encontrd que el producto hidrelizado tiene mayor
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dcido glutdmico (2 10% m/m} y nitr6geno de formol (0 95% m/m) en
comparacidn con el producto sin la inoculacién de la enzima
técnica de hemicelulasa (1 76%¥ m/m y 0 88% m/m, respectivamente)

Un equipo de prueba de ocho catadores experimentados encontré que
el producto tiene un mejor cuerpo que un producto sin la adicién

de enzima técnica de hemicelulasa

Ejemplo 6

Se lleva a cabo un procedimiento similar al del ejemplo
5, excepto que no se agrega la enzima hidrolizante de fibra, se
agrega polvo de gluten de maliz en el hidrolizado en vez de polvo
de gluten de trigo, y la relacitn de kojl respecto al polvo es de
73 en vez de 3 7, 380 g de la enzima técnica de proteasa,
Flavourzyme 2 4L {(de Novo Nordisk) y 380 g de la enzima técnica
de proteasa, Alcalase 1 5L (de Novo Nordisk) también se agregan
en el hidrolizado al inicio de la hidr6lisis El producto
hidrolizado elaborado de esta manera tiene un alto contenido de

&ci1do glutimico de 1 83% m/m

Un equipo de prueba de ocho catadores experimentados
encontrS que el producto tiene un mejor cuerpo que un producto
sin la adicién de L sake como la fuente de la enzima

hidrolizante de fibra '
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Ejemplo 7

Se llevd a cabo un procedimiento similar al del ejemplo
1, excepto que se suprimid el cultivo de L sake

Un equipo de prueba de ocho catadores experimentados
encontrd que el producto tiene un mejor cuerpo que un producto

8in la adicién de la enzima hemicelulasa
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REIVINDICACIONES

1 Un proceso para la preparacién de un aderezo
hidrolizado, que comprende hidrolizar un substrato de material
que contiene proteina con enzimas que contienen actividades

proteoliticas y actividades hidrolizantes de fibra

2 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde el substrato de material que contiene proteina es soja,
germen de trigo, gluten de maiz, gluten de arroz o gluten de

trigo

3 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde el substrato de material que contiene proteina es koja
de proteina fermentada preparada a partir del material que

contiene proteina y un carbohidrato

4 Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 3, en
donde el koji de proteina fermentada se prepara al fermentar uno
o mids materiales que contienen proteina junto con un carbohidrato

con un cultivo de Aspergillus oryzae y/o Aspergillus sojae

5 El proceso comoc se describe en la reivaindicacién 1,
en donde la enzima que contiene actividades proteoliticas se

deriva de bacterias, hongos o levaduras
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6 El procesc como se describe en la reivindicacién 1,
en donde la enzima que contiene actividades proteoliticas es la
enzima producida durante la fermentacién koji, las enzimas
protecliticas producidas por las bacterias de acido lictico
utilizadas para inocular el substrato de material de proteina,
una enzima técnica proteolitica, o una combinacién de dos miés

de estas enzimas

7 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde la enzima que contiene actividades hidrolizantes de

fibras se derivan de bacterias, hongos o levaduras

8 El proceso como se describe en la reivandicacién 1,
en donde la enzima que contiene actividades hidrolizantes de
fibra es una enzima hidrolizante de fibra producida durante la
fermentacién koji, las enzimas hidrolizantes de fibras producidas
por las bacterias de acido ldctico utilizadas para inocular el
sustrato de material de proteina, una enzima té&cnica hidrolizante
de fibra, o puede ser una combinacién de dos © mis de estas
enzimas

9 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde la enzima que contiene actividad proteolitica se agrega
al sustrato de proteina vegetal antea de la fermentacidn koiji o

al hidrolizado

£
v
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10 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde la enzima hidrolizante de fibra se agrega al substrat
de proteina vegetal antes de la fermentacién koji o al

hidrolizado

11 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde la hidrélisis del substrato de material que contiene
proteina se lleva a cabo a una temperatura de 2° a 65°C, a un pH

de 4 5 a 10 durante un periodo de 6 horas a 28 dias

12 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde se inocula un cultivo de una bacteria de acido lactico
en el substrato de material que contiene proteina a una densidad
de inoculacién de 10 a 10° ufc/g de material que contiene
proteina ya sea en la etapa koji de proteina fermentada en

etapa de hidrélisis

13 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde la hidr6lisis se lleva a cabo a una temperatura entre

15°C y 37°C durante un periodo de 12 horas a 5 dias

14 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde la hidrélisis se lleva a cabo a una temperatura de entre

37°C y 55°C durante un periodo de 8 horas a 2 dias

SO
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15 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,

en donde la hidr6lisis se lleva a capo a un pH de 4 5a 7 5

16 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde la hidréflisis de material proteinico se lleva a cabo en

ausencia o presencia de sal

17 El proceso como pe describe en la reivindicacién
16, en donde cuando la sal esti presente, la cantidad es hasta

100% en peso en base en el peso del material proteinico

18 El proceso como se describe en la reivindicacién 1,
en donde, después de la hidrélisis, el material de proteina
hidrolizado se prensa para separar una salsa ligquida de un

residuo s8lido

13 El proceso como se describe en la reivindicacibdn
18, en donde la salsa liquida se pasteuriza a una temperatura de
90° a 140°C durante un periodo de 15 segundos a 30 minutos y

después se filtra para proporcionar un aderezo liquido

20 El proceso como se describe en la reivindicacién
19, en donde, cuando la sal esti ausente durante la hidrélisis,
se agrega sal ya sea antes o después del premsado para

proporcionar un producto que tiene un contenido de sal de -
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0-60% en peso, en base en el peso de la materia seca

21 El proceso como se deacribe en la reivindicacién
20, en donde la salea liquida se elabora en un polvo por
concentracién, después se seca a un bajo contenido de humedad y
finalmente se muele hasta un polvo para proporcionar un aderezo

88l1do

22 Un proceso para la preparacidn de un hidrolizado
Seco para uso como una base para un agente de aromatizacién en
productos culinarios, el cual comprende secar la pasta obtenida
de acuerdo con la reivindicacién 21 a un nivel de agua residual
de hasta 2%

23 Un aderezo hidrolizado obtenible por un proceso
como se describe en cualquiera de las reivindicaciones

precedentes



1Q

15

25

RESUMEN

Se describe un proceso para la produccidén de un aderez
hidrolizado, el cual comprende hidrolizar un material que
contiene proteina con enzimas las cuales contienen actividades
proteoliticas y actividades hidrolizantes de fibra El
hidrolizado puede ser utilizado como una salsa liquida, como una
pasta o un polvo seco como una base para un agente de

aromatizaciédn en productos culinarics



Soaels
6327 /c’asb

A

REGISTRY OF PATENTS
SINGAPORE

This 1s to certify that the annexed 1s a true copy of the following
Singapore patent apphication as filed in thus Registry

Date of Filing 02 DECEMBER 1999

Application Number 9906087-3

Applicant(s) SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S A

Title of Invention PRODUCTION OF HYDROLYSATE
SEASONING

Tan Kar Leng (Miss)

Assistant Registrar

for REGISTRAR OF PATENTS
SINGAPORE

07 NOVEMBER 2000




' 9906087-3

PATENTS FORM 1 SINGAPORE Rule 19
THE PATENTS ACT 1994
(ACT 21 OF 1994)
. THE PATENT RULES 1995
The Registrar of Patesrts
Registry of Patents

REQUEST FOR THE GRANT OF A PATENT

THE GRANT OF A PATENT IS REQUESTED BY THE UNDERSIGNED ON THE
BASIS OF THE PRESENT APPLICATION

I Title of Invention | PRODUCTION OF HYDROLYSATE SEASONING

IT Applicant(s) (@) Name SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A
{see note 2)

Body Descriphon/
Resudency INCORPORATED IN SWITZERLAND

) Street Name & Number

Cny
Sate

P O BOX 3153, 1800 VEVEY

(b) Nama

Body Description/
Residency

Street Name & Nymber
Cny

Staie

Country

(c) Name

9 Body Descriptwon/
Residency

Street Name & Number

Cny

Stamn

Country

IIE Declaration of | Country/Country Designated File No

priority Filng Date

(see note 3) Country/Country Designated File No

Filing Date

County/Country Desigoated File No

Filng Date

MJ/CNN //PAT/S018438 Putents Form 1-1



' 9906087 -3

IV Inventors
(See note 4)
(a) The applicant(s) 18/are the
sale/jownt inventor(s) Yes X| No
(b) A statement on Patcnts X | Yes No
Form 8 is/WXDEE formished
V Name of Agent (if 2ny)
(See note 5) DREW & NAPIER
V1 Address for Service Block/Hse No Level No
(See note &) Umt No/PO Postal
mit
Box 152 Code 500302
Strect Name Robimnson Road
Building Name
VII Claiming an earlier flling date Apphicahon No | _
under section 20(3), 26(6) or 47(4)
(See note 7) Filing Date -
VIII Invention has been displayed
at an International Exhibition Yes X! No
(See note 8)
IX Section 114 requirements The 1nvention relates to and/or used a micro-orgamsm
(see note 9) deposited for the purposes of disclosure 1n accordance
with section 114 with a depositary authority under the
Budapest Treaty
I Yes X No
X Check List A The application contains the following number of sheet(s) -
(To be filled mn by applicant or agent) 1 Request 3
2 Description 3 sheets
3 Clam(s) 3 sheets
4 Drawmg(s) o) gheets
5 Abstract \ sheets

B The application as filed 18 accompanied by -

1 Pnonty document
2 Translation of prionty document

3 Statement of Inventorship & nght to grant

4 International Exhibition Certificate

X Signature(s)

(see note 10)

Applicant (a)
Date

DREW & NAPIER

1 DEC 1999

Apphcant (b)

Darte

Applicant (c)
Date

Patents Form 1-2




3906087-3

1 This form whea complesed should be hrought or sent to the Regutry of Patents together with the preacribed fee
and 3 copiss of the description of the invention and of any dmwings

NOTES

2 Enter the name and address of each applicant in the space provaded at paragraph I Names of mdrvaduals should
be mdicated m full and the surname or family mame shoukl be underimed The cames of all partners m a firm st be grven
m full The place of ressdence of esch indrvidual should also be furmshed in the space provided Bodies corporation should be
dasignated by thewr corporats nams and country of meorporation and where appropriase the state of incorporation whithm
that country should be entered where provided Whare mare than thres spplicants are to be samad the nama and address of
the fourth and any farther applicants should be piven on a shieet attached to this Form ogether with the sigmamre of

each of thase further applicants

3 The declamtion of priority at paragraph Il should state the date of the previous filmg the counory m which  was
made and indicated the file mumber of available Where the application relied upon 10 an Internatiomal Applicanon or &
regional patent apphicaton e g European patent application one of the coomines demgnated in that sppheation [being one
falimy under the Parents (Conventional Countnes) Ornder] should be dennfied and the name of tat country should be entered
in the space provided

4 Where the applicant or appiicants w/are the sole inventor or the joint inventors pasgaph IV should be completed
by malong the YES Box in the declaraton (a) and the NO Box 1o the alicrostive statement (b) Where tus 1 not the
case the NO Box in declaration () should be maried and a saterners will be required to be filed on Patents Form §

5 If the applicant has appomizd an agent to act on his behalf the agent 5 mme should be indicated 1n the spaces
available st parngraph V

L] An uddress for service 1n Singapore w0 which il documents may be seut must be stated at paragraph VI It u
recommended dat a telephone number be provaded if an agent i1s not appointed

7 Where an applxanon 15 nade by virme of section 20(3) 26(6) or 47(4) the appropmate secthon should be
xlennified at parmgraph VII and the mumber of the earher application or any patent graed thereon denbfied

8 When the applcant wishes an earlisr disclosure of the wvennon by hmm at an Internatsonal Exhibatyon o be
m sccondance with sectlon 14(4)(c) then the YES box at paragraph VIII should be maked Otherwise the
NO box should be maried

9 Where in duscloming the vention the sppheation refers w one or more mcro-orgamsms deponted with &
deposimry authonty under the Budapest Treaty then the YES box at paragraph XI should be marked Otherwise the NO
box should be marked .

10 Altention 13 drawn to rules 90 and 105 of the Paient Ruleg 1995 Where there are more than three applicants see also
Note 2 sbove

1n Applicants resdent m Singapore are reminded that if the Regpswry of Patents consxders that an appheanon contams
information the publicanon of which rmght be prajudicial to the defence of Singapore or the safety of the publc 1t oay
prohibat or restnet us publxcation or communxcanon Any person resvdent i Singapore and wishung to apply for patent
protechon m other counines mmst first obtam permugnon from the Singapore Regutry of Patents unless they have already
apphed for a putent for the mame Inventon in Smgapore  [n the latest case 0o apphicaton should be made overneas unul at
leam two momhs after the spplication has been filed m Singapore

For Oftcial Use

Apphication Filing Date !
Request recieved on /
Fee received on /
Amount /
* Cash/Cheque/Money Order No

e e e T

* Delete whichever 15 inapplicable

Patents Form 1-3

A)



PRODUCTION OF HYDROLYSATE SEASONING
FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to a process for the production of a hydrolysate
scasoning, more particularly to the production of hydrolysate seasoning by the
biological hydrolysis of a protein containing matenal

BACKGROUND OF THE INVENTION

In our co-pending EP-A-0824873, we described a process for the production of a
seasoning which comprises prepaning &8 fermented protein koj: from a protein
contaiming material and a carbohydrate, hydrolysing the fermented protein koj at
a temperature between 15°C and 60°C and a pH of from 4 5 to 10 for a peniod of
from 6 hours to 28 days charactenised m that moculation wath a culture of a lactic
acid bacteria at an moculation densty of from 10 to 107 cfi/g of fermented
protein kon 15 carried out erther in the fermented protemn ko stage or 1n the
hydrolysis stage. The purpose of the lactic acid bactena 15 to inhibat the growth of
contaminahng bacteria and protect the ko1 from abnormal fermentation and
putrefaction caused by such contamunating bactena.

Some lactic acid bactena e g Lactobacillus sake (L.sake) produce peptidases and
fiber hydrolysmng enzymes API ZYM Iat has been used to detect enzymatic
activities produced by the lactic acid bactena such as phosphatases, lipases,
aminopeptidases (leucyl-, valyl-, cystyl-), protease (chymotrypsin) and
carbohydrases (galactosidase, glucosidase, N-acetyl-B-glucosamimdase) However
they do not produce glutammase activity extracellularly Among the
carbohydrases that are produced, N-acetyl-B-glucosamimdase 15 a fiber
hydrolysing enzyme The substrate of this enzyme, N-acetyl-B-glucosamune, 1s
commonly found in chutin In other words, these lactic acid bactena produce
Chitinase capable of degrading the polysacchanide chains of fungal cell walls
When API 50 CHL 1s used in the charactensation of these lactic acid bactena, 1t 1s
shown that they are able to break down Mannose, Rhamnose, N-acetyl-8-
glucosamine, Melibiose, Saccharose, Trehalose, B-Gentiobiose and Gluconate All
these are carbohydrates commonly found 1n plant cell wall Among them,
Gluconase 1s also a fungal cell wall degrading enzyme

“Es a9nRNRT -
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These properties make such lactic acid bactenia a valuable source of proteolytic
and fiber hydrolysing enzymes 1in addition to 1ts protective behaviour

SUMMARY OF THE INVENTION

We have found that, in the production of a hydrolysate seasoning, by hydrolysmg
a protein confamning material substrate with enzymes contammng proteolytic
activities and fiber hydrolysing activities, a surpnising improvement 1n the
organoleptic properties of the seasoning was observed This improvement may be
achieved with or without the preparation of koy and/or 1n the presence or absence
of lactic acid bacteria

Accordingly, the present mvention provides a process for the production of a
hydrolysate seasoning which comprises hydrolysing a protein contamning material
substrate with enzymes contaming proteolytic activities and fiber hydrolysing
activiies

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The protein containing matenal substrate may be a plant protein material such as
soya, wheat germ, corn gluten, rice gluten, wheat gluten, etc oritmaybea
fermented protein koyi prepared from the protein contarmng material and a
carbohydrate, for example, by fermenting one or more protein containing
matenals together with a carbohydrate wath a culture of Aspergillus oryzae and/or
Aspergillus sojaec The carbohydrate may be, for instance, wheat flour, roasted
wheat or wheat bran B

When the protein containing matenal 15 a gluten which wall undergo a koj
fermentation, 1t 1s advantageously used as a substrate in the form of pellets, by
forming a dough which compnises adding water to a dned gluten 1n an amount of
from 19 to 60% by weight based on the weight of the dough, pelletising the dough
and, 1f necessary, adding water to adjust the moisture content to from 35 to 60%
by weight based on the weight of the pellets before stenlising the pellets by steam
treatment The preparation of the pellets as substrate support for Koy fermentation
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from the above raw materials and the conditions for koj1 fermentation are
described m our copending SG-A-9800488-0

The protein contaimng matenal 15 a substrate which may contain from 30 to 100%
of protein, preferably from 70 to 90% of protein

If desired, the protein contaiming matenal substrate may be 1noculated with a lactic
acid bacteria for protective purposes The lactic acid bacteria may be, for instance,
L. sake, L brewis, L case, L. curvatus, L pentosus, L plantarum, L pentosaceus

The source of the enzyme containing proteolytic activities may be microorganisms
such as bactena, fungn or yeasts, etc , for instance the enzyme may be the enzyme
produced duning ko fermentation, the proteolytic enzymes produced by the lactic
acid bactenia used to inoculate the protein matenal substrate, a technical
proteolytic enzyme, or 1t may be a combmation of two or more of these enzymes
The technical enzyme may be, for instance, & protease, peptidase or glutaminase
(e g Alcalase and Flavorzyme from Novo Nordisk, Glutaminese from Amano Pte
Lte) Technical enzymes are generally enzymes that have been 13olated and
punfied to remove interfenng activities whuch would be detrimental to processing
The techmcal enzyme containing proteolytic activities may be added to the plant
protein substrate prior to koj fermentation or 1t may be added to the hydrolysate

The source of the enzyme containing fiber hydrolysing activities may be
microorganisms such as bactenia, fung: or yeasts, etc , for instance 1t may be the
small amount of fiber hydrolysing enzyme produced dunng kon fermentation, the
fiber hydrolysing enzymes produced by the lactic acid bacteria used to inoculate
the protein matenal substrate, a technical fiber hydrolysing enzyme, or it fnay be
a combination of two or more of these sources The technical fiber hydrolysing
enzyme may be, for instance, Hemicellulase from Amano Pte Ltd, Celluclast from
Novo Nordisk, or Depol 40L from Biocatalyst Pte Ltd The enzyme containing
fiber hydrolysing activities may be added to the plant protein substrate pnor to
koj fermentation, or 1t may be added to the hydrolysate

Among the protein substrates, corn gluten has the most sigmificant improvement
of the hydrolysis yield using an enzyme that possesses the fiber hydrolysing
enzyme activity Cormn gluten contains a high percentage of carbohydrates (16 5%)



and fibers (5 7%) These complex carbohydrates form an mtact membrane where
corn protems are found within The masking effect of the carbohydrate network
greatly affects the accessibility of the comn protein by proteases or peptidases To
increase the accessibility of the com protein, 1t 1s therefore necessary to break
down the carbobydrate membrane by fiber hydrolysing enzymes Although not
wishing to be bound by theory, for the koy system, 1t 1s thought that these fiber
hydrolysing enzymes hydrolyse the cell walls of the Aspergillus mycelia 1n ko,
causing the release of mtracellular koj: peptidases and glutarinases 1nto the
hydrolysate These extracellular peptidases and glutamunases would definutely be
more efficient, leading to an mcrease in formol mtrogen and glutamic acid yields

The hydrolysis of the protein containing matenal substrate may be carmed out at a
temperature from 2° to 65°C at a pH from 4 5 to 10 for a penod of from 6 hours to
28 days, e g as described m EP 0640294 or our co-pending patent applications
EP-A-0829205, EP-A-0824873 or EP-A-0913097, the entirety of which are
hereby incorporated by reference In the latter two applications, moculation with
a culture of a lactic acid bacteria at an moculation density of from 10*to 107 cfu/g
of fermented protem koy 18 carned out either in the fermented protemn koy stage or
in the hydrolysis stage In the pre.sent mvention, inoculation in the protemn
contaiming matenal substrate with a culture of a lactic acid bactenia at an
moculation density of from 10° to 10° cfi/g of protem contaiming matenal may be
carned out either 1n the fermented protein koj stage or 1n the hydrolysis stage

The hydrolysis 1s preferably carnied out at a temperature between 15°C and 37°C
for a peniod of from 12hr to 5 days, and more preferably at a temperature between
37°C and 55°C for a period of from 8hr to 2 days Advantageously, the hydrolysis
1s carmed out at a pH of from 4 5 to 75 The hydrolysis may be carmed out 1n the
absence or presence of salt, and when salt 18 present, the amount of salt may be up
to 100% by weight based on the weight of the protein material

After the hydrolysss, the hydrolysed protein matenal may be pressed to separate a
liquid sauce from a solid residue The liquid sauce 1s advantageously pasteunsed

¢ g at a temperature of from 90° to 140°C for a peniod of from 15 seconds to 30
minutes and then filtered to give a liquid seasoning If desired, salt may be added
cither before or after pressing or filtering to give a product having a salt content of
0-60% by weight based on the weight of dried matter If desired, the hiquid sauce
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may be made mto a2 powder for mstance, by concentration, then dried, e g vacuum
dned to a low moisture content and finally milled into a powder to give a sohd

geasoning
EXAMPLES

The following Examples further describe the present invention
Example 1

Water was added directly to a mixture of com gluten (6 04kg), wheat flour

(2 16kg) and wheat bran (0 43kg) to obtain a moisture content of 45% The dough
formed was fed into a mincer to form cylndrical pellets each having a diameter of
4mm and a length of 10mm Additional moisture was mtroduced to the pellets
such that the moisture content of the pellets was 47% by weight

The pellets were heated to 100°C and held at the same temperature for 10 minutes
and cooled to below 40°C The cooked extrudates were mixed with a hquid
suspension of 2 5g of Aspergillus‘oryzae spores inoculum and 10 g of a culture of
L. sake st 10° cfu/g The technical hemicellulase enzyme, Hemicellulase from
Amano Pte Ltd ( activity= 90,0001/g ), was added at a concentration of 0 43% of
weight of cooked extrudate

Duning the 42 hours of Koy fermentation, the following temperature profiles were
mamtained for the culture bed

0 - 25hours 30°C -
25 - 42 hours 27°C

The Ko was mixed at 18th and 25th hours to ensure sufficient airflow through
the culture bed for good ventilation Afer the kon fermentation, the matured koj
was harvested Hydrolysis was camed out 1n a hydrolysis tank by adding water to
obtain a hydrolysate with a total sohid of 18%m/m The hydrolysis was carmed out
at 35°C for 48 hours and the pH was kept constant at 6 0 with addition of a 40%
NaOH solution
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The corn gluten hydrolysed product has a high glutamic acid content of
101%m/m The hydrolysed product was pressed to separate corn gluten sauce
from solid residue Salt was added to the level of 15% m/m before pressing The
comn gluten sauce was heat treated at 90°C for 20 minutes The hquid sauce was

concentrated by evaporation. The concentrate obtained was dned 1n a vacuum
oven and milled into powder

For organoleptic evaluation, 12 5g of liquid sauce or 3 5g of powder were diluted
with 250 ml of boahing water In both cases, a tashng panel of 8 expenenced
tasters found the product to have a better body than a product without the addition
of the technical hermucellulase enzyme to the cooked extrudates

Example 2

A simular procedure was carried out as example 1 except that the technical
hemiacellulase enzyme was added to the hydrolysate at a concentration of 0 25% f
the weight of hydrolysate during hydrolysis instead of to the cooked extrudates
before koj1 fermentation The com gluten hydrolysed product thus produced also
has a high glutammc acid content 6f 0 97%m/m For organoleptic evaluation, 12 5g
of liquud sauce or 3 5g of powder were diluted with 250 ml of boiling water In
both cases, a tasting panel of 8 expenienced tasters found the product to have a
better body than a product without the addition of the techmical hemucellulase

enzyme
Example 3

220kg of water was heated up to 35°C m a reactor 60 kg of corn gluten"powder
was added into the water with stmng 380g of technmical protease enzyme,
Flavourzyme 2 4L (from Novo Nordisk) were added into the hydrolysate L sake
culture was also moculated 1n the hydrolysate such that a count of 10°cfu/ml was
obtained Temperature and pH were controlled at 35°C and 6 0 respectively, for 48
hours The hydrolysed product produced this way was found to have a hgher
glutamic acid (0 4%m/m) compared to the product without the inoculation of
L sake (0 2%m/m)
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The hydrolysate was further processed as 1n example 1 to produce corn gluten
sauce powder A better microbiological quality duning hydrolysis was also
achieved compared to the product without the inoculation of L sake A tasting
panel of 8 expenenced tasters found the product to have a better body than a
product without the addition of L sake

Example 4

A similar procedure was carried out as example 3 except that 380g of techmical
protease enzyme, Flavourzyme 2 4L (from Novo Nordisk) and 700g of technical
hemcellulase enzyme, Hemucellulase from Amano Pte Ltd ( activity= 90,000w/g),
was added in the hydrolysate at the onset of hydrolysis The corn gluten
hydrolysed product thus produced has a high glutamic acid content of 0 83%m/m
A tasting panel of 8 expenenced tasters found the product to have a better body
than a product without the additton of the technical hemicellulase enzyme, 1 e an
even better body to that of the product of example 3 due to the presence of further
fiber hydrolysing enzyme, hemicellulase mn addition to that denved from the
L.sake

Example 5

A sumilar procedure was carried out as 1n example 1 except that the koji was
produced based on wheat gluten mstead of comn gluten and that technical
hemicellulase enzyme, Hemicellulase from Amano Pte Ltd (activity = 90,000u/g),
was added to the hydrolysate at 2 concentration of 025% of the weight of
hydrolysate at the onset of hydrolysis Wheat gluten powder, at a ratio of 7 3 to
the wheat gluten koj was added in the hydrolysate duning the hydrolysis The
water quantity was adjusted such that the hydrolysate has a total sohid of 18%m/m

The hydrolysed product was found to have a higher glutamic acid (2 10%m/m)
and formol mitrogen (0 95%m/m) compared to the product wathout the moculation
of the technical hemicellulase enzyme (1 76%m/m and 0 88%m/m respectively)
A tasting panel of 8 expenienced tasters found the product to have a better body
than a product without the addition of the technical hemicellulase enzyme

%
64
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A sumilar procedure was carmed out as example 5 except that fiber hydrolysmng
enzyme was not added, com gluten powder was added in the hydrolysate instead
of wheat gluten powder and the ratio of kop to powder was 7 3 imstead of 3 7
380g of technical protease enzyme, Flavourzyme 2 4L (from Novo Nordisk) and
380g of technical protease enzyme, Alcalase 1 5L (from Novo Nordisk) were also
added 1nto the hydrolysate at the onset of hydrolysis The hydrolysed product thus
produced has a lhugh glutamic acid content of 1 83%m/m

A tasting panel of 8 expenenced tasters found the product to have a better body
than a product without the addition of the L seke as the source of the fiber

hydrolysing enzyme
Example 7

A similar procedure was carried out as example 1 except that the culture of L. sake

was omutted

A tasting panel of 8 expenenced tasters found the product to have a better body
than a product without the addition of the technical hemicellulase enzyme
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CLAIMS

1 A process for the production of a hydrolysate seasoning which comprises
hydrolysing a protein contaiming matenal substrate with enzymes contamning
proteolytic activities and fiber hydrolysing activities

2 A process according to claim 1 wherein the protein containing matenal
substrate 1s soya, wheat germ, comn gluten, rice gluten or wheat gluten

3 A process according to claim 1 wherein the protein contaiung matenal
substrate 18 a fermented protemn kon prepared from the protein containing
matenal and a carbohydrate

4 A process according to claim 3 wherein the fermented protein koj: 1s prepared
by fermenting one or more protein contaimng matenals together with a
carbohydrate with a culture of Aspergillus oryzae and/or Aspergillus sojae

5 A process according to claim 1 wherein the enzyme contamming proteolytic
activities 1s denved from baclena, fung: or yeasts

6 A process according to claim 1 wherein the enzyme containing proteolytic
activities 13 the enzyme produced duning koj: fermentation, the proteolytic
enzymes produced by the lactic acid bacteria used to inoculate the protein
matenial substrate, a technical proteolytic enzyme, or a combination of two or
more of these enzymes

7 A process according to claim 1 wherein the enzyme containing fiber
hydrolysing activities 1s derived from bactena, fung, or yeasts

8 A process according to claim 1 wherein the enzyme contaiming fiber
hydrolysing activities 15 a fiber hydrolysing enzyme produced duning kop
fermentation, the fiber hydrolysing enzymes produced by the lactic acid
bactena used to moculate the protein material substrate, a technical fiber
hydrolysing enzyme, or 1t may be a combination of two or more of these
enzymes
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9 A process according to claam 1 wherein the enzyme containing proteolytic
activity 15 added to the plant protein substrate before koj fermentation or to
the hydrolysate

10 A process according to claim 1 wherein the fiber hydrolysing enzyme 18 added
to the plant protein substrate before koj fermentation or to the hydrolysate

11 A process according to claim 1 wherem the hydrolysis of the protein
containing material substrate 18 carried out at a temperature from 2° to 65°C at
a pH from 4 5 to 10 for a penod of from 6 hours to 28 days

12 A process according to claim 1 wherein a culture of a lactic acid bactena 1s
inoculated 1n the protein contanimg material substrate at an 1noculation density
of from 10” to 10° cfi/g of protein contammg matenal either in the fermented
protein kop stage or 1n the hydrolysis stage

13 A process according to claim 1 wherein the hydrolysis 1s carned out at a
temperature between 15°C and 37°C for a peniod of from 12hr to 5 days

14 A process according to claim 1 wherein the hydrolysis 15 carned out at a
temperature between 37°C and 55°C for a peniod of from 8hr to 2 days

15 A process according to claim 1 wherein the hydrolysis 1s carmed out at a pH of
from45t0o75

16 A process according to claim 1 wherein the hydrolysis of the protein matenal
1s carmed out 1n the absence or presence of salt

17 A process according to clarm 16 wherein when salt 1s present, the amount 1s up
to 100% by weight based on the weight of the protein matenal

18 A process according to claim 1 wherein, after the hydrolysis, the hydrolysed
protein matenal 1s pressed to separate a liquid sauce from a sohd residue
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19 A process according to claim 18 wheremn the liquid sauce 15 pasteunised at &
temperature of from 90° to 140°C for a penod of from 15 seconds to 30
munutes and then filtered to give a liquid seasoning

20 A process according to claim 19 wheremn when salt 15 absent durning the
hydrolysis, salt 15 added either before or after pressing to give a product having
a salt content of 0-60% by weight based on the weight of dned matter

21 A process according to claim 20 wherein the liquid sauce 18 made 1nto a
powder by concentration, then dned to a low moisture content and finally
milled into 2 powder to give a solid seasoning

22 A process for the preparation of a dry hydrolysate for use as a base for an
aromatisation agent in culinary products which compnses drying the paste
obtained according to claim 21 to a residual water level of up to 2%

23 A hydrolysate seasoning obtainable by a process according to any of the
preceding claims
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PRODUCTION OF HYDROLYSATE SEASONING

ABSTRACT

A process for the production of a hydrolysate seagsoning which compnses

hydrolysing a protein contaming material with enzymes which contain proteolytic
activiics and fiber hydrolysing activittes The hydrolysate may be used as a hquud
sauce, & paste or as a dned powder as a base for an aromatisation agent in culinary

products



