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PATENTE
DE
INVENCION

por "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN COLORANTE
R0J0 DERIVATO DEL PIGMENTO DE MICROORGANISMOS DEL GENERO
momscus"; e favor de la firme suiza SOCIETE DES PRODUITS
NESTLE SLA:; rosidonte on VEVEY (Suiza)e

MEMORIA DESCRIPTIVA

Ie presente invencién tiene por objeto un colo -
rente rojo y su procedimiento de preparacién a partir de un
pigmehto de un microorganismo del género "Monascus".

Es bien sabido que microorganismos del género

5, "Monascus", como por ejemplo el "“M. purpureus", "M. rubro-
punctatus", "M, rubiginosug" o "M, rubra", producen pigmen-
tos emerillos, anaranjados 0 rojos en un medio de cultlvo,
Se ha descrito la estructura de por 1o menos tres pigmen-~
tog de especles de "Monascus" a saber, rubropunctatina,

10. monascorubrina y monescoflavina. También se sabe que un
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pigmento de una especie de "Monascus" apenas es soluble en
agua pero que, en vista de que presenta la propiedad de fi-
jarse & las proteinms, es posible preparar un pigmento so-
luble uniéndolo a una proteina, 4cido aminado o péptido que
sean solubles. Ahora bien, la fijacidn a una proteina es
indefinida, en el sentido de que no se sabe sobre cual dci-
do aminado se fija el pigmento y cufles son las propieda -~
des del pismento-dcido aminado desconocido.

En la investigacidn de colorantes que se puedan
utilizar en la industria alimenticia, es preciso saber
exactamente & que atenerse a fin de poder examinar con éxi-
t0 el problema de su tolerancis por el organismo humano.

Ia presente invencidén tiens por origen la preo—hl
cupacibén de nroponer un colorante rojo de estructura de -
terminade y muy especialmente un colorante del que pueda
enticiparse una perfecta tolerancia por el organismo huma-
no.

De conformidad con la invencidn, el colorante se

caracteriza por el hecho de que presenta la estructura

R-C=0

-

en la que R es un radical alifdtico
¥ R' representa un radical de un compuesto de foérmula
Hy

nados, polimeros de azlicares sminados, écidos poliaminados

N—R' elegido entre un grupo que-comprende azdicares ami-
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¥y alcoholes eminados.

El procedimiento de¢ la invencidn se caracteriza
por ol hecho de yue se hace reaccionar un pigmento amari -
1lo neranja de "Monascus" con una substancia reactive e€g-
cogida entre un grupo que comprende los azicares aminados,
dcidog polieminedos y elcoholes aminados, parae obtener un
compuesto quimico de coloracién roja.

Efectivamente gse ha observado ques en primer lu-
gary el pigmento aislado de "Monascus rubiginosus", que se
une al soporte con el que tiene lugar la reaccibn, presen-
ta antes de reaccionar un color amarillo naranje y la es-

tructurs

Celyq

(1)

en segundo lugar, la reacecidn se lleva a& cabo con un grupo
eminado libre del soporte segin el esquems
06H13' =0

I+R""NH2 —m.—% ~ \ \
-H20 AN N\R'

(11)
en tercer lugar, solamente se produce la reaccidén con un
grupo eminado primario libre, tipo alifdtico. que no puede
sufrir mesomeria como lo indican por ejemplo, los resulta~
dos negativos obtenidos e partir de reacciones ensayadas

con bages piricas y pirimidicas, nucledtidos, nucledgidos,
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RNA, DNA, azlicares amlnados aoetiladoa; urea y quitina.

El pigmento amarillo naranjs puede obtenerse en
forma cristalina y pura; por ejemplo; sometiendo un micelio
de "Monascus rubiginosus" a una extraccidén con clururo de
metileno, filtrando el extracto concentrado sobre una co-
lumng de gel de silice con cloroformo como vehiculo, fi-
nglmente concentrado y cristalizando a partir de etanol
la fraceidn de cloroformo gue contiene el pigmento. Ia
reaccidn puede llevarse a cabo; por ejemplo, adicionando
una barte de etanol que contenga en solucidn varios tantos
por mil del pigmento amarillo naranja; g dlez partes ds una
solucidén o suspensidn acuosa que tenga una cqnceniracidn de
varios tantos por clento del soporte elegidof Lg reaccidn% .
estd acompafiada de un notagble desplazamiento hacig el ro-
Jo de la banda de absoreidén UV de mayor longitud de oﬁda4
1o cual hace que el pigmento resulte francamente rojo. Ia
mezcla se vuelve de color rojo subido antes de una hora,
Puede seguirse fdcilmente la reaccidén por cromatografia
en capa fina empleando como vehiculo una mezcla de c¢loro-
formo/metanol/4cido acético en la relacién 93};:5. El pun-
to amarillo naranja emigra oon un valor de R, de 0,9 apro-
ximadamente, mientras que el compuesto rojo puede presen—~
tar un valor de R, inferior a 0;5:

Ta solubilidad del colorante dependec de la natu-
raleza mas o menos hidréfila del radical Rt de la formula
II.

‘ En una forma preferida del colorante de la invenw
cidn R' representa el radical de quitosana si se indica

este ultimo con la férmula H,N-R', En efecto, presenta im-
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portentes ventajas el empleo de la quitosene como substan~
cla reactive, o dicho de otra manere, como soporte del men
cionedo pizmento de "Monascug". Ie primera ventaja es que
la quitosene no parece que sea metabolizada por el orge -
nismo humeno. Un colorante asi pasaria a través de todo

el tubo digestivo sin sufrir ninguna modificacibn, no pu-
diendo por consiguiente, presentar el menor riesgo de to-
xicided. Otra ventaja es que la quitosana como tal o en
forma acetilada, como quitinag, abunda en la naturaleza en
el esqueleto de log animeles, por ejemplo en los caparazo-
nes del lubigante o en las paredes celulares de algas var-
des u hongos,

Los ejemplos 1-5 se exponen a titulo de ilustra-
¢ibén del objeto de esta invencién.

EJEMPIO 1

Se disuelven 20 g de quitosana técnice en copos
dentro de un litro de acido acético al 10% y se deja en
reposo durante 12 horas & la temperafura ambiente. Se cen-
trifuge la solucidén obtenida & fin de eliminar los frag-
mentos no disuneltos. Se reprecipita ls quitosana en forma
finemente dividide forzdndola & pasar a través de un con-
ducto de 2 mm de didmetro que desemboca en un volumen de
tres litros de una solucidén alecalina cuyo pH es 11. Se
mentiene el pH a 11 mediante la adicidn de NaOH al 40%,

Se centrifuge el precipitado voluminoso y se
lave tres veces con agua degtilada. Se suspende el mismo
en un litro de ague destilada. Se afladen 200 mg de pilgmen~
to emarillo naranje del "Monascus" disuelto en 100 ml de

etanol. La suspensién blanca de quitosena pasa al rojo
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oscuro en el transcurso de unos 30 min. Se agita la mez-
cla durante vérias hores, se centrifuga y se lava con ague
destilada. Una parte se conserva suspendide en agua. Ia
otra se seca con dlcohol.
EJEMPLO 2

Se suspenden 31 g de quitosana en 2 litros de
agua destilada. Se prepara una solucidn setureda de 500
mg de pigmento amarillo naranja de "Monascus" en etanol,
Se adiciona, gota a gota y agitando, la solucibn del pig-
mento en le suspensidn de quitosana. Ia suspensibn pase
lentamente a rojo oscuro. El pigmento estd totelmente uni-
do & la quitosana, encontréndose en una proporcidm del .
1,6% en peso. Se lava el producto de la reaccidn tres ve- ¥
ces con agua destilada con eyuda de la centrifugacidn,
Se liofiliza una parte de este quitosana roja. Se exeminan
las partes liofilizedas y no liofilizedas con el auxilio
de un colorimetro "colormaster". Se expresa el resultado
de lag medides cuantitativemente consultando las tablas
de ls Comisidén Internacuonal de Iluminseién (ICI) y se ob-

tienen los siguientes valores :

S ot e STV s s e e
————— —_== o e ] e S mw A o s

ogided| Longitud de | Pureza

Eu;in
(%] onda domi_~ | [%l]
— nante [wm]
Quitosana roje g sece
(1iofilizada 8¢45 592, 3 42,2
Quitosane roje y himeds
(no liofilizeda) 0,70 606 70

EJEMPIO 3

e

Se disuelven 500 mg (1,31 mmoles) de monasco -

rubina en 100 ml de etanol y se afaden 83 microlitros



10.

15,

20.

25.

(1,38 mmoles) de etanolamina, Se deja en reposo varias
horas & la temperatura ambiente y al abrigo del aire y de
la luz. Se evepora el disolvente 8l vacio y = seca sobre
écido sulfirico en un desecador. Se obtienen 588 mg de un
cristalizado rojo muy subido., Se purifica por recristaeli-
zacibn en un medio compuesto de etanol y agua.
EJEMPIO 4

Se aglitan a temperaturas ambiente, &l abrigo del
gire y la luz, 500 mg (1,31 mmoles) de monascorubrina,
285 mg (1,52 mmoleg) de c¢lorhidrato de glucosaminge y 25 mg
(alrededor de 3 mmoles) de bicarbonato de sodio en una
mezcla de 50 ml de etanol y 50 ml de sgua. Se manifiesta
la evolucidn de la reaccibn por un color rojo que cada
vez es més subido. He terminado completamente la evolu -
cién una vez transcurridas 10 horas, no observdndose més
la mancha correspondiente a la monascorubrina al hacer una
cromatografia en capa fina. Se elimina entonces el disol-
vente por evaporacidn al vacio., Se obtiens un residuo
roio muy subido que es insoluble en éter o cloroformo,

pero goluble en etanol y agua.

EJEMPIO 5

Se prepare un colorante como se describe en el
ejemplo 4, con la fnica excepcidn de que se utilizan 285
mg (1,32 mmoles) de clorhidrato de galactosamina en vesz
de clorhidrato de glucosemina. E1 colorante obtenido pre-
senta lag miemes propiedades que el del sjemplo 4,

Log ejemplos 6-10 siguientes se exponen a titu-

10 de ilustrecibén del uso y ventajas del colorante de la

invencibn. .



EJEMPIO 6

Para preparar un substitutivo bien coloreado de-

la cerne, se mezclan en seco durante 30 minutos, 190 g de
harina de soja desengrasade y 10 g de quitosana roja seca,
obtenide de ls menera que se ha desgcrito en el ejemplo 2.
Se adiciona a esta mezcla el 28% en peso de agua. Se some-
te la mezcla himeda a un tratamiento de coccidén extrusién
& une presidn de 25 Kg/em® y a una temperatura que alcanza
los 162,59C en el centro de la extrusionadora,

El producto poroso expansionado y por congiguien
te estructurado, obtenido a la salida de la extrusionado-
re, presenia un sgradable color rojo parecido al de la caf-:
ne. Sus caracteristicas,; determinadas como se describe on '

el ejemplo 2 son

'EEEEESEIEad Longz¥ud de onde | Puresza
dominante
[#] [1m] (%]
8,99 590 38
EJEMPIO 7

Se prepara un substitutivo bien coloreado de la
carne del modo descrito en el ejemplo 6, con la Gnica ex~
cepcidn de que se utilizan 10 g de quitosana roja himeda,
obtenide de la menera que se ha indicado en el ejemplo 2,
en lugar de quitosane roja seca. E1 producto obtenido pre~
genta un color andlogo al del producto resefiado en el ejem-
plo 6, Se determinan estas caractefisticas como antes y

ge obtiene @



10

15.

20.

25.

e s e o g e it

Tumingeided | Tongitud de onde | Pureza |
(%] dominante
_ [pa] [#]
4,28 592 41,8
EJEMPIO 8

Se cdlorean yogurs naturales del comercio mez -
cléndoles el colorante rojo seco obtenido de la manera
descrita en el ejemplo 2, también llamado quitosana roja
gseca que contiens un 1,6% de pigmento. Se efectian tres
enéayos parelelos & distintas concentreciones de coloran-
te en el yogur, & saber, 0,2; 045 y 1% en peso. Se compa-
ran los productos obtenidos con productos naturales del
comercio, yogurs de fresa y frambuesa, El yogur con un
0,5% de colorante es el que tiene un color més parecido
al que presentan los productos naturales, E1 de un 0,2 %
aparece pdlido y el dsl 1% aparece oscuro. E1l color del
yogur que posee un 0,5% de quitosana roja parece més na-
tural que el de un yogur tefiido con un colorante rojo co-
rriente.

F1 examen colorimétrico llevado a cabo de la

forma indicada en el ejemplo 2, da los resultados siguien-

teg ¢
=Tipo de Luminosidad_ Longi;;E de Purecza
yogourt (%] onde_dominan [%3
» te [nm]
Natural T1,2 573 11,6
frambuese 49,4 610 693
frese 48,6 593 13,0
natural + quitosane
rojg g ;azén de ¢ 50,6
' 594 1444

0,5 % | 40,6 598 2040

L--.-. 1 /a 3216 600 26)5
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EJEMPLO 9

Para preparar un aperitivo de agradable color
rojo a partir de un vermut blanco, se incorporza al mismo
el colorante rojo obtenido de la manera desgcrita en el
eiemplo 3, también llemado N-(beta-hidroxietil)-monascami
na o etanolamina roje, goluble en alecohol. Se disuelven
previamente log cristales del colorante en una pequefia
cantidad de alcohol etilico. Se afiaden distintas cantida-
des de esta solucidn concentrada a cantidades iguales de
varmut blanco, de modo que se obtengan diferentes concen-
tracionre de colorante en el aperitivo, comprendidas en -~
tre 1073 y 10~2 % en peso Se examinen las muestras con .
la eyude del colorimetro "colormaster" y las tablas de .|

ICI, obteniéndose los resultados siguientes :

Concentracibn mg | Luminosidad Longitud de | Pureza
etanolamina roja onde, domi_-
por 100 ml de [#] nente [nm] [#]
vermut blanco
0 100 57655 293
1 71,8 57445 40,2
2 56,6 594,5 41,5
4 38,5 596, 4 70,0
6 28,3 598,8 87,0
10 21,9 601,8 95
EJEMPIO 10

Pars preparsr un speritivo sin alcohol de color
rojo y de bu=n aspectos se incorpora al ague mineralxga -
seosa natural, el coloranté rojo obtenide del mido des~.

erito en el ejemplo 5, tambidn denominado N-(2-galectosil)-

[
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moﬁascamina o galactosamina roja, Se aflade este colorante
al agua agitando algunos segundos a la temperatura embien=
te, Se obfienmen resultados interesantes con concentracio-
nes del colorante en agua del orden de algunos tanto? poT
mil en peso. Ias caracteristicas de algunas guestras, de=

terminadas como se ha indicado anteriormente, son las si-

gulentes:
Cogcegtraeidn ng Tuminosidad Ioggigggide Pureza
galactosaming ro~ onda domi~
Ja por 100 ml de nante /a/ | /%7
agua gaseosa
100 87,7 586 5
150 79,6 586,1 8,5
200 71,9 587, T 12,6
300 54,5 590 22,17
NOTA

Descrito el objeto del presente invento; ge de~
claran nuevas y de propla invencidn las siguientes reivin-
dicaciones con prioridad de la solicitud de patente sulza
ne 14886774 del ; Noviembre de 19%4:

1, Procedimiento para la prepéracidn de un co=
lorante rojo derivado del pigmento de microorganismos del
género "Monascus" que presenta la estructura

R-C=0

/\/ X
O/f 0 ’ /N\Rl'
| .
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en la que R es wn radical alifdtico

¥y R' reprosenta el radical de un compuesto de férmula
HZN;Rf elegldo entre un grupo gque comprende azﬁparos ami
nados, 4cidos polisminados y alcoholes eminados, carac—

5; terizado por el hecho de que ge hace reaccionar un pigmento
amarillo naranja de "Monascus" con una substancia react;va
ecscogida entre un gr&po que capprendo azicares aminados;
polimoros de azlficares aeminados, 4cidos poliaminados y ale
coholos aminados para obtoner un compuesto quimico de co-

10« loracibn rojae

2, Procedimiento sogfn la reivindicacidn 1, i
: ot
ceracterizado por el hecho de que, preferentemente la

substancia roactive os quitosana,

3. Procedimiento segfn la roivindicacién 1,
15, - caracterizado por ol hecho de que también preferente-

mento la subgtancia roactiva ces etanolaminga

4. Procodimicnto sogln la roivindicacidén 1,
caractcrizado por ol hocho do quo dol mismo modo prefo-

rente la substancia roactiva es una hexosaminas

204 5, Procoedimiento pare la repracién de un.
colorante rojo derivado del pigmento do microorganismos

del génoro "Monascus®e

- -~

Sogin so describo y roivindica en la presente
memoxria deseriptiva que conste de 13 hojas foliades y
254 cserites & miquing por una sola cara, acompafindes de la

documentgoldn roglamontaria:
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