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>0  Process  for  denitrification  of  tobacco. 

A  fed-batch  fermentation  process  for  reducing  nitrate 
and  nitrite  content  of  aqueous  tobacco  extract  is  disclosed. 
Tobacco  extract  is  rapidly  and  efficiently  denitrified  in 
accordance  with  the  process  by  feeding  the  extract  into  a 
fermentor  containing  appropriate  denitrifying  microorgan- 
isms  while  providing  necessary  additives  and  maintaining 
conditions  under  which  the  nitrate  and  nitrite  are  reduced  via 
a  dissimilatory  pathway.  The  denitrified  extract  may  be 
applied  to  tobacco  from  which  soluble  solids  have  been 
extracted  to  form  reconstituted  tobacco  for  use  in  smoking 
products. 



The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   r e l a t e s   to  a  f e d - b a t c h   f e r m e n -  

t a t i o n   m e t h o d   f o r   d e n i t r a t i n g   a q u e o u s   t o b a c c o   e x t r a c t s   v i a  

d i s s i m i l a t o r y   d e n i t r i f i c a t i o n .  

I t   is   g e n e r a l l y   r e c o g n i s e d   t h a t   r e d u c e d   d e l i v e r y   o f  

o x i d e s   of  n i t r o g e n   in  smoke  of  t o b a c c o   p r o d u c t s   is   d e s i r a b l e .  

T h e r e f o r e ,   a  number   of  me thods   have   been   d e v e l o p e d   to  r e d u c e  

l e v e l s   of  n i t r o g e n   ox ide   p r e c u r s o r s ,   such   as  n i t r a t e s   a n d  

n i t r i t e s ,   in   smok ing   p r o d u c t s .   For   e x a m p l e ,   m e t h o d s   i n v o l v i n g  

m i c r o b i a l   t r e a t m e n t   of  t o b a c c o   to  a c c o m p l i s h   n i t r a t e   a n d / o r  

n i t r i t e   r e d u c t i o n   have  been  p r o p o s e d .  

I t   has   now  been  d i s c o v e r e d   t h a t   r e l a t i v e l y   c o n c e n t r a t e d  

t o b a c c o   e x t r a c t s   may  be  d e n i t r i f i e d   r a p i d l y   and  e f f i c i e n t l y  

by  means  of  a  f e d - b a t c h   f e r m e n t a t i o n .   F e d - b a t c h   f e r m e n t a t i o n  

p r o c e s s e s   a r e   known  in  p r o d u c t i o n   of  y e a s t ,   g l y c e r o l ,   o r g a n i c  

a c i d s ,   a n t i b i o t i c s   and  the  l i k e .   See  e . g .   S . J .   P i r t ,   " T h e  

T h e o r y   of  Fed  B a t c h   C u l t u r e   w i th   R e f e r e n c e   tc   t h e   P e n i c i l l i n  

F e r m e n t a t i o n " ,   J .   Appl .   Chem.  B i o t e c h n o l . ,   24,  pp .   415-24  ( 1 9 7 4 ) ;  

A.  W h i t a k e r ,   " F e d - B a t c h   C u l t u r e " ,   P r o c e s s   B i o c h e m .   pp←  1 0 - 1 5  



(May  1 9 8 0 ) .   See  a l s o   R o b e r   K e l l e r   e t   a l . ,   " F e d - b a t c h   M i c r o b i a l  

C u l t u r e :   M o d e l s ,   E r r o r s   and  A p p l i c a t i o n s " ,   J.  A p p l .   Chem.  

B i o t e c h n o l . ,   28,  pp.   5 0 8 - 1 4   ( 1 9 7 8 ) .   S :ch  p r o c e s s e s ,   h o w e v e r ,  

a r e   no t   known  to  have   been   p r e v i o u s l y   t a u g h t   or  s u g g e s t e d   f o r  

d e n i t r i f i c a t i o n   of  t o b a c c o .   M o r e o v e r ,   t he   known  a r t   c o n t a i n s   n o  

s u g g e s t i o n   t h a t   t o b a c c o   e x t r a c t   d e n i t r i f i c a t i o n   can  be  e f f e c t e d  

on  e x t r a c t s   c o n t a i n i n g   r e l a t i v e l y   h i g h   n i t r a t e   and  s o l u b l e  

s o l i d s   c o n t e n t ,   t h a t   more  e f f i c i e n t   n u t r i e n t   u t i l i z a t i o n   w o u l d  

r e s u l t ,   or  t h a t   d e n i t r i f i c a t i o n   can  be  a c c o m p l i s h e d   more  r a p i d l y  

by  means  of   a  fed   b a t c h   p r o c e s s .  

T h i s   i n v e n t i o n   p r o v i d e s   a  m e t h o d   f o r   d e n i t r i f y i n g  

t o b a c c o   e x t r a c t   e m p l o y i n g   a  f e d - b a t c h   f e r m e n t a t i o n   p r o c e s s .   I n  

a c c o r d a n c e   w i t h   the   m e t h o d   a  s t i r r e d   s t e r i l e   d e a e r a t e d   a q u e o u s  

t o b a c c o   e x t r a c t   c o n t a i n i n g   up  to  a b o u t   21  w e i g h t   p e r c e n t   s o l u b l e  

s o l i d s   and  up  to  a b o u t   4000  ppm  n i t r a t e - n i t r o g e n   i s   fed  i n t o   a  

f e r m e n t o r   h a v i n g   t h e r e i n   a  s t i r r e d   c u l t u r e   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g  

an  i n o c u l u m   h a v i n g   a  v o l u m e   e q u a l   to  15-30%  of  t he   t o t a l   v o l u m e  

of.  e x t r a c t   to   be  d e n i t r i f i e d   and  h a v i n g   a t   l e a s t   1 0 6 - 1 0 8   c e l l s / m l  

of  c o n d i t i o n e d   d e n i t r i f y i n g   m i c r o o r g a n i s m s - a t   a - r a t e - s u c h   t h a t  

t h e   n i t r a t e - n i t r o g e n   c o n t e n t   in  t he   f e r m e n t o r   does   n o t   e x c e e d  

a b o u t   1000  ppm,  w h i l e   p r o v i d i n g   a d d i t i v e s   n e c e s s a r y   f o r   a n d  

m a i n t a i n i n g   c o n d i t i o n s   u n d e r   wh ich   n i t r a t e   i s   r e d u c e d   to  n i t r o g e n  

gas  v i a  a   d i s s i m i l a t o r y   p a t h w a y .   A f t e r   t e r m i n a t i n g   the   f e e d ,  

t he   i n c u b a t i o n   of   t h e   e x t r a c t   i s   c o n t i n u e d   f o r   a b o u t   two  h o u r s  

to  i n s u r e   c o m p l e t e   d e n i t r i f i c a t i o n .  

The  i n v e n t i o n   a l s o   p r o v i d e s   a  m e t h o d   f o r   d e n i t r i f y i n g  

t o b a c c o   w h e r e i n   an  a q u e o u s   t o b a c c o   e x t r a c t   i s   f o rmed   and  d e n i t -  

r i f i e d   as  a b o v e   d e s c r i b e d   and  i s   t h e n   r e a p p l i e d   to  the   t o b a c c o  

web  r e s u l t i n g   f rom  the   e x t r a c t i o n   to  form  r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o  



s u i t a b l e   f o r  u s e   in   s m o k i n g   p r o d u c t s .  

The  p r e s e n t   i n v e n t i o n - p r o v i d e s   an  i m p r o v e d   m e t h o d   f o r  

r e d u c i n g   n i t r a t e   a n d / o r   n i t r i t e   in   a q u e o u s   t o b a c c o   e x t r a c t   b y  

m e a n s   of   m i c r o b i a l   d e n i t r i f i c a t i o n .   The  m e t h o d   of   t h e   i n v e n t i o n  

p e r m i t s   more   r a p i d   a n d   e f f i c i e n t   r e d u c t i o n   of   n i t r a t e   i n   t o b a c c o  

m a t e r i a l s   when   m i c r o o r g a n i s m s   w h i c h   a r e   c a p a b l e   of  d i s s i m i l a t o r y  

d e n i t r i f i c a t i o n   a r e   u t i l i z e d .   F u r t h e r ,   more   c o n c e n t r a t e d   e x t r a c t s  

c a n   be  d e n i t r i f i e d   by  m e a n s  o f   t h e   i n v e n t i o n .   T h i s   m o r e   r a p i d  

a n d   e f f i c i e n t   r e d u c t i o n   i s   e f f e c t e d   by  e m p l o y i n g   a  f e d - b a t c h  

c u l t u r e   t e c h n i q u e .   S m o k i n g   a r t i c l e s   p r e p a r e d   f r o m   t o b a c c o  

r e c o n s t i t u t e d   w i t h   t h e   d e n i t r i f i e d   e x t r a c t   d e l i v e r   s i g n i f i c a n t l y  

l o w e r e d   a m o u n t s   of   o x i d e s   of   n i t r o g e n   on  s m o k i n g .  

In  t o b a c c o   p r o d u c t   m a n u f a c t u r e ,   t h e   t i m e   r e q u i r e d   f o r  

m i c r o b i a l   d e n i t r a t i o n   c a n   be  t h e   r a t e   l i m i t i n g   s t e p .   T h e r e f o r e  

p r o v i s i o n   o f   a  s h o r t e r   p r o c e s s i n g   t i m e   f o r   n i t r a t e   r e d u c t i o n ,   a s  

w i t h   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   i s . a   s i g n i f i c a n t   e c o n o m i c   a d v a n t a g e ;  

p a r t i c u l a r l y   when  o p e r a t i n g   on  a  c o m m e r c i a l   s c a l e .   M o r e o v e r   t h e  

p r e s e n t   p r o c e s s ,   p r o v i d e s   m o r e   e f f i c i e n t   u t i l i z a t i o n   o f   n u t r i e n t s ,  

t h e r e b y   r e d u c i n g   m a n u f a c t u r i n g   c o s t s .   F i n a l l y   s i n c e  e x t r a c t s  

.  h a v i n g   h i g h e r  s o l u b l e   s o l i d s   c o n t e n t   can   be  t r e a t e d   i n   a c c o r d a n c e  

w i t h   t h e   i n v e n t i o n ,   t h e   s i z e   o f   t h e   f e r m e n t o r s ,   as  w e l l   a s ,   t h e  

t i m e   and  c o s t s   a s s o c i a t e d   w i t h   c o n c e n t r a t i o n   of  e x t r a c t   f o r   u s e  

i n   r e c o n s t i t u t i o n   p r o c e s s e s   a r e   r e d u c e d .  

B r o a d l y   s t a t e d   t h e   p r o c e s s   of  t h e   i n v e n t i o n   c o m p r i s e s  

f e e d i n g   t o b a c c o   e x t r a c t   i n t o   a  f e r m e n t o r   c o n t a i n i n g   c o n d i t i o n e d  

d e n i t r i f y i n g   m i c r o o r g a n i s m s   a t   a  r a t e   s u c h   t h a t   t h e   i o n i c  

s t r e n g t h   of  t h e   s o l u t i o n   in   t h e   f e r m e n t o r   d o e s   n o t   r i s e   t o   a  

l e v e l   i n h i b i t o r y   to   t h e   m i c r o o r g a n i s m s .   The  c o n d i t i o n s   o f   t h e  

s y s t e m   a r e   t h o s e   w h i c h   a r e   c o n d u c i v e   to  e f f i c i e n t   r e d u c t i o n   o f  



n i t r a t e   t o   n i t r o g e n   g a s .   F u r t h e r   t h e   i n v e n t i o n   c o m p r i s e s  

r e d u c i n g   t h e   n i t r a t e   l e v e l   of   t o b a c c o   by  d e n i t r i f y i n g   t o b a c c o  

e x t r a c t   in   a c c o r d a n c e   w i t h   s u c h   p r o c e s S   and  f o r m i n g   r e c o n s t i t u t e d  

t o b a c c o   e m p l o y i n g   t h e   d e n i t r i f i e d   e x t r a c t .  

I n - t h e   p r a c t i c e   of  t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   m i c r o -  

o r g a n i s m s   w h i c h   r e d u c e   n i t r a t e   o r   n i t r i t e   t o   e l e m e n t a l   n i t r o g e n  

v i a   a  s e r i e s   o f   m e t a b o l i c   s t e p s   c o m m o n l y   known   as  d i s s i m i l a t o r y  

d e n i t r i f i c a t i o n   a r e   u s e d .   N i t r a t e   r e d u c t i o n   v i a   t h i s   p a t h w a y   i s  

e f f e c t e d   by  a  s e r i e s   of   e n z y m a t i c   r e a c t i o n s   s h o w n   s c h e m a t i c a l l y  

b e l o w .  

O n   t h e   o t h e r   h a n d ,   d u r i n g   a s s i m i l a t o r y   n i t r a t e   r e d u c t i o n  

m i c r o o r g a n i s m s   c o n v e r t   n i t r a t e   to   a m m o n i a   and  p r o t e i n .  

F o r   t h e   p u r p o s e   of  t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   d i s s i m -  

. . i l a t o r y   r e d u c t i o n   i s   s e l e c t e d   s i n c e   e l e m e n t a l   n i t r o g e n   i s  t h e  

e n d   p r o d u c t   o f   n i t r a t e   r e d u c t i o n   and   can   be  c o m p l e t e l y . r e m o v e d  

f r o m   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l s .   M o r e o v e r ,   no  o t h e r   n i t r o g e n -  

c o n t a i n i n g   m e t a b o l i c   i n t e r m e d i a t e   p r o d u c t s   t h a t   c o u l d   p o t e n -  

' t i a l l y   a f f e c t   t h e   s u b j e c t i v e   c h a r a c t e r i s t i c s   of   t h e   d e n i t r a t e d  

t o b a c c o   m a t e r i a l   o r   i n f l u e n c e   t h e   f u r t h e r   f o r m a t i o n  o f - o x i d e s  

o f   n i t r o g e n   i n   t h e   g e n e r a t e d   s m o k e   a r e   p r o d u c e d   v i a   t h e  

d i s s i m i l a t o r y   d e n i t r i f i c a t i o n   m e c h a n i s m .   F u r t h e r ,   b e c a u s e   t h e  

e x t r a c t   s t o p s   c e l l   g r o w t h ,   b i o m a s s   b u i l d - u p   and   a t t e n d a n t   p r o b l e m  

o f   w a s t e   d i s p o s a l   c a n - b e   a v o i d e d   w i t h   t h i s   p r o c e s s .   In   a d d i t i o n ,  

s i n c e   t h e   p r o c e s s   i s   n o t   h i g h l y   e x o t h e r m i c   t h e   n e e d   f o r   e l a b o r a t e  

c o o l i n g  s t e p s   c a n   b e  a v o i d e d .  

M i c r o o r g a n i s m s   w h i c h   a r e   e f f e c t i v e   in   d i s s i m i l a t o r y  

r e d u c t i o n   o f   n i t r a t e s   i n c l u d e   M i c r o c o c c u s   ( P a r a c o c c u s )  

d e n i t r i f i c a n s ,   s p e c i f i c a l l y   P a r a c o c c u s   d e n i t r i f i c a n s ,   ATCC 

1 9 3 6 7 ;  A T C C   1 7 7 4 1   and   ATCC  13543   and  M i c r o c o c c u s   d e n i t r i f i c a n s  



B e i j e r i n c k ,   N C l B 8 9 9 9 .   O t h e r   d i s s i m i l a t o r y   d e n i t r i f i e r s   a r e  

s e l e c t e d   s p e c i e s   of   t h e   g e n e r a   P s e u d o m o n a s ,   A l c a l i g e n e s ,   B a c i l l u s  

a n d   P r o p i o n i b a c t e r i u m .   M i c r o o r g a n i s m s   e f f e c t i v e   o n l y   in   t h e  

r e d u c t i o n   o f   n i t r a t e   to   n i t r i t e   i n   t o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e   n o t  

c o n s i d e r e d   s u i t a b l e   f o r   u s e   i n   t h e   p r e s e n t   p r o c e s s   in   t h a t   t h e  

l e v e l   of   o x i d e s   o f  n i t r o g e n   i s   n o t   s i g n i f i c a n t l y   r e d u c e d   i n  

.  s m o k e   f r o m   t o b a c c o   m a t e r i a l s   t r e a t e d   w i t h   s u c h   m i c r o o r g a n i s m s .  

The   P a r a c o c c u s   d e n i t r i f i c a n s   s t r a i n   ATCC  19367   h a s  

b e e n   u t i l i z e d   in   t h e   p r e s e n t   p r o c e s s   and   h a s   b e e n   f o u n d   to   b e  

h i g h l y   e f f e c t i v e .   T h i s   s t r a i n   was  o b t a i n e d   f r o m   t h e   A m e r i c a n  

T y p e   C u l t u r e   C o l l e c t i o n ,   1 2 3 0 1   P a r k   Lawn  D r i v e ,   R o c k v i l l e ,  

M a r y l a n d   2 0 8 5 2 .   I t s   m o r p h o l o g y   i s   s e t   f o r t h   i n   T a b l e   1 .  

W h e r e   m i c r o o r g a n i s m s   a r e   c a p a b l e   o f   a  n u m b e r   of   : 

m e t a b o l i c   p r o c e s s e s   i t   i s   i m p o r t a n t   to   s u b j e c t   t h e   m i c r o o r g a n i s m s  

to   an  i n d u c t i v e   t r e a t m e n t   w h e r e b y   t h e y   a r e   a c c l i m a t e d   or   c o n -  

d i t i o n e d   to   t h e   d i s s i m i l a t o r y   r e d u c t i o n   of   n i t r a t e s   b e f o r e   u s i n g  



t h e m   i n   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   p r o c e s s   of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n .  

T h u s ,   i t   may  be   n e c e s s a r y   t o   s u b j e c t   t h e   m i c r o o r g a n i s m s   to   a n  

i n d u c t i o n   p r o c e s s   d u r i n g   w h i c h   a  b u i l d - u p   o f   m i c r o o r g a n i s m s   w i t h  

e n z y m e   s y s t e m s   a d a p t e d   t o   d i s s i m i l a t o r y  d e n i t r i f i c a t i o n   i s  

o b t a i n e d .   R e f e r e n c e   h e r e i n   t o   c o n d i t i o n e d   m i c r o o r g a n i s m s   a r e  

i n t e n d e d   t o   m e a n   m i c r o o r g a n i s m s   w h i c h   h a v e   s u c h   e n z y m e   s y s t e m s  

and   a r e   a c c l i m a t e d   t o   d i s s i m i l a t o r y   d e n i t r i f i c a t i o n .   T h e  

i n d u c t i o n   p r o c e s s   c a n   be  e f f e c t e d   by  g r o w t h   a n d   m a i n t e n a n c e   o f  

t h e   m i c r o o r g a n i s m s   u n d e r   c o n t r o l l e d  c o n d i t i o n s .   F o r   e x a m p l e ,   a  

b r o t h   c o n t a i n i n g   n i t r a t e - n i t r o g e n ,   p o s s i b l y   d e r i v e d   f r o m   a q u e o u s  

e x t r a c t s ,   may  b e . i n o c u l a t e d   w i t h   t h e   d e n i t r i f y i n g  

m i c r o o r g a n i s m .   N o r m a l l y   t h e   b r o t h   s h o u l d   h a v e   a  n i t r a t e - n i t r o g e n  

c o n t e n t   o f   a t  l e a s t   10  ppm  a n d   p r e f e r a b l y   a b o u t   1 4 0 0   ppm  t o  

s u p p o r t   a n d   a c h i e v e   t h e   d e s i r e d - a m o u n t   o f   i n o c u l u m   b u i l d - u p .  

C o n c e n t r a t i o n s   o f   n i t r a t e - n i t r o g e n   g r e a t e r   t h a n   a b o u t   4000   p p m  

m a y   h a v e   a d v e r s e  e f f e c t s   on  t h e   m i c r o o r g a n i s m s .  

D u r i n g   i n o c u l u m   b u i l d u p - a d d i t i v e s   n e c e s s a r y   f o r  g r o w t h  

o f   t h e   m i c r o o r g a n i s m s   a r e   r e q u i r e d .   G e n e r a l l y ,   s u c h   a d d i t i v e s  

w i l l   i n c l u d e   a  c a r b o n   s o u r c e ,   n i t r a t e ,   p h o s p h a t e ,   a m m o n i u m   s a l t s  

a n d   m e t a l   s a l t s ,   as   s o u r c e s   o f  m e t a l l i c  i o n s ,   s u c h   a s  i r o n   a n d  

m a g n e s i u m .   I n   t h e   b u i l d u p   o f   P a r a c o c c u s   d e n i t r i f i c a n s ,   g l u c o s e ,  

a s - t h e   c a r b o n   s o u r c e ,   p o t a s s i u m   n i t r a t e ,   p o t a s s i u m   p h o s p h a t e  

s a l t s ,  a m m o n i u m   c h l o r i d e ,   m a g n e s i u m   s u l f a t e   a n d   f e r r i c   c h l o r i d e  

h a v e   b e e n   f o u n d   t o  r e s u l t   i n   a  s u i t a b l e   m e d i u m .   S p e c i f i c a l l y ,   a  

m e d i u m   c o n t a i n i n g   10  g  g l u c o s e ,  1 0   g . K N O 3 ,  1 0 . 7   g  K2HPO4,   5 . 2 4   g :  

K H 2 P O 4 ,   1  g  N H 4 C l ,   0 . 2   g  M g S O 4 · 7 H 2 O   a n d   0 . 0 0 2   g  F e C l 3   p e r   l i t e r  

o f   d e i o n i z e d   w a t e r   h a s  b e e n   f o u n d   a d e q u a t e   f o r   b u i l d u p   o f  

P a r a c o c c u s   d e n i t r i f i c a n s .  

I t   w i l l   be   r e c o g n i z e d   by  t h o s e   s k i l l e d   i n   t h e   a r t   t h a t  

t h e   a m o u n t   o f   c u l t u r e   a d d e d   to   t h e   n i t r a t e   b r o t h   i s   a  m a t t e r   o f  



j u d g m e n t .   H o w e v e r ,   a d d i t i o n   of   i n o c u l u m   t o   c u l t u r e   b r o t h   t o  

g i v e   an  i n i t i a l   o p t i c a l   d e n s i t y   of  a b o u t   0 .3   t o  0 . 4   a t   660  m  µ  

as  d e t e r m i n e d   u s i n g   an  H i t a c h i - P e r k i n   E l m e r   S p e c t r o p h o t o m e t e r ,  

M o d e l   120 ,   w i l l   g i v e   an  a c c e p t a b l e   i n o c u l u m   b u i l d - u p   w i t h i n   a  

p e r i o d   of  a b o u t   8  t o   24  h o u r s .   O p t i m a l l y   t h e   b r o t h   and  a d d i t i v e s  

a r e  s t e r i l i z e d   p r i o r   t o   i n o c u l a t i o n .  

The  i n o c u l a t e d   b r o t h   i s   i n c u b a t e d   u n d e r   c o n d i t i o n s  

s u c h   t h a t   n i t r a t e   i s   r e d u c e d   t o   n i t r o g e n   gas   v i a   a  d i s s i m i l a t o r y  

m e t a b o l i c   p a t h w a y .   G e n e r a l l y   t h i s   i s   m o s t   e f f i c i e n t l y   a c c o m -  

p l i s h e d   i f   t h e   d i s s o l v e d   o x y g e n   c o n t e n t   in   t h e   b r o t h   d u r i n g  

i n c u b a t i o n  i s   as   c l o s e   t o   0  ppm  as  p o s s i b l e .   The  d i s s o l v e d  

o x y g e n   may  be  m e a s u r e d   and  m o n i t o r e d   by  e m p l o y i n g   a  d i s s o l v e d  

o x y g e n   e l e c t r o d e .   The  d e s i r e d   low  d i s s o l v e d   o x y g e n   l e v e l s   m a y  

b e   e f f e c t i v e l y   a c h i e v e d   by  i n i t i a l l y   s p a r g i n g   t h e   f e r m e n t a t i o n  

v e s s e l   b e i n g   e m p l o y e d   f o r   t h e   i n c u b a t i o n   w i t h   an  i n e r t   g a s   s u c h  

a s   n i t r o g e n   o r   h e l i u m   a t   a  r a t e   of   0 . 5   t o   1 .0   v o l u m e / v o l u m e /  

m i n u t e   u n t i l   t h e   d e s i r e d   d i s s o l v e d   o x y g e n   l e v e l   i s   a c h i e v e d ,   a n d  

t h e r e a f t e r   e l i m i n a t i n g  t h e   a i r  a c c e s s   t o   t h e   v e s s e l .   A l t h o u g h  

t h e   d i s s o l v e d   o x y g e n   c o n t e n t   may  be  w e l l   a b o v e   0  i n i t i a l l y ,  

w h e r e   a i r   a c c e s s   i s   r e s t r i c t e d   t h e   d i s s o l v e d   o x y g e n   w i l l   b e  

r e d u c e d   to   a p p r o x i m a t e l y   z e r o   g e n e r a l l y   w i t h i n   15  t o  3 0   m i n u t e s  

a f t e r   c o m m e n c i n g   f e r m e n t a t i o n .  

The  o p t i m u m   i n c u b a t i o n   c o n d i t i o n s   w i l l   v a r y   t o   s o m e  

' d e g r e e   d e p e n d i n g   u p o n   t h e   s p e c i f i c   m i c r o o r g a n i s m   e m p l o y e d .  

W h e r e   P a r a c o c c u s   d e n i t r i f i c a n s   i s   s e l e c t e d ,   t h e   i n t i a l   pH  o f  

t h e   b r o t h   s h o u l d   be  b e t w e e n   a b o u t   7  to   8  and  p r e f e r a b l y   a b o u t  

7 . 0   to   7 . 5 .   The  b r o t h   i s   m a i n t a i n e d   a t   a  t e m p e r a t u r e   b e t w e e n  

a b o u t   20°C  and  4 0 ° C ,   t e m p e r a t u r e s   b e t w e e n   a b o u t   30°C  and  3 5 ° C  

b e i n g   p r e f e r r e d .   D u r i n g   i n c u b a t i o n ,   a g i t a t i o n   i s   g e n e r a l l y  

r e q u i r e d   a n d ' m a y   be  a c h i e v e d   by  low  t o   m e d i u m   s p e e d   r o t a r y  



s t i r r i n g   a t   a b o u t   60  t o   300  rpm.   A d j u s t m e n t s   in   t h e s e   c o n d i t i o n s  

n e c e s s a r y   t o   o p t i m i z e   f e r m e n t a t i o n   w i t h   d i f f e r e n t   m i c r o o r g a n i s m s  

w i l l   be  a p p a r e n t   t o   one   s k i l l e d   i n   t h e   a r t .   The  i n c u b a t i o n  

p e r i o d   i s   g e n e r a l l y   a b o u t   8  t o   24  h o u r s   t o   p e r m i t   m a x i m u m  

b u i l d - u p   b u t _ w i l l   v a r y   d e p e n d i n g   u p o n   t h e   i n i t i a l   r e l a t i v e   : 

a m o u n t s   of   n i t r a t e   and   i n o c u l u m   a n d   t h e   s p e c i f i c   i n c u b a t i o n  

c o n d i t i o n s .   I t   i s   t o   be  u n d e r s t o o d   t h a t   t h e   i n o c u l u m   b u i l d - u p  

i n c u b a t i o n   s t e p   can   be  e x p e d i t e d   by  m e a n s   of  a  v a c u u m   in   t h e  

same  m a n n e r   as   i s   m o r e   f u l l y   d e s c r i b e d   h e r e i n b e l o w   in  c o n n e c t i o n  

w i t h   t h e   t o b a c c o   d e n i t r i f i c a t i o n   p r o c e s s .  

F o r   max imum  i n o c u l u m   b u i l d - u p   and   a d a p t a t i o n   of   t h e  

m i c r o o r g a n i s m s ,   i t   i s   d e s i r a b l e   t o   t r a n s f e r   t h e   m i c r o o r g a n i s m s  

r e s u l t i n g   f r o m   t h e   a b o v e   i n d u c t i o n   p r o c e s s   t o   a  s e c o n d   n i t r a t e  

b r o t h   and   s u b j e c t   t h e m   t o   a  f u r t h e r   i n d u c t i o n   i n c u b a t i o n   a s  

d e s c r i b e d   a b o v e .   The   i n d u c t i o n   p r o c e s s   i s   p r e f e r a b l y   c a r r i e d  

o u t   s e r i a l l y   i n   t h i s   m a n n e r   a t   l e a s t   t h r e e   t i m e s   and   o p t i m a l l y  

a  t o t a l   of   f i v e   t i m e s ,   in   e a c h   c a s e   e m p l o y i n g   t h e   c u l t u r e  

r e s u l t i n g   f r o m   t h e   p r e v i o u s   i n d u c t i o n   s t a g e   t o   i n o c u l a t e   t h e  

n i t r a t e   b r o t h .   F o l l o w i n g   t h e   d e s i r e d   n u m b e r   of   i n d u c t i o n  

s t a g e s   t h e   r e s u l t i n g   m i c r o o r g a n i s m s   may  be  t r a n s f e r r e d  t o   a  

f e r m e n t o r   f o r   u s e   i n   t h e   p r e s e n t   p r o c e s s .  

In  t h e   p r a c t i c e   of  t h e   p r e s e n t   p r o c e s s ,   t h e   b u i l t - u p  

i n o c u l u m   i s   t r a n s f e r r e d   u n d e r   a s e p t i c   a n d   a n a e r o b i c   c o n d i t i o n s  

t o   a  s t e r i l e   f e r m e n t o r   l a r g e   e n o u g h   t o   a c c o m o d a t e   t h e   i n o c u l u m ,  

n e c e s s a r y   a d d i t i v e s   and   t o b a c c o   e x t r a c t   t o   be  d e n i t r a t e d .   T h e  
, 

i n o c u l u m ,   a t   t h e   s t a r t   of  o p e r a t i o n   o f   t h e   p r o c e s s   of   t h e  

i n v e n t i o n ,   c o n t a i n s   1 0 6 - 8   c e l l s / m l   and   h a s   a  v o l u m e   a b o u t   1 5 - 3 0 %  

of  t h a t   o f   t h e   t o b a c c o   e x t r a c t   t o   be  d e n i t r a t e d .  

As  w i t h   t h e   i n d u c t i o n   p r o c e s s ,   t h e   o p t i m u m   f e r m e n t a -  

t i o n   c o n d i t i o n s   w i l l   d e p e n d   on  t h e   s p e c i f i c   m i c r o o r g a n i s m s  



e m p l o y e d .   W i t h   t h e   P a r a c o c c u s   d e n i t r i f i c a n s   s t r a i n   h e r e i n  

e m p l o y e d   e f f e c t i v e   f e r m e n t a t i o n   i s   a c h i e v e d   when  t h e   t e m p e r a t u r e  

i s   m a i n t a i n e d   a t   a b o u t   25°C  t o   4 0 ° C ,   p r e f e r a b l y   a t   a b o u t   30°C  t o  

3 5 ° C  a n d   o p t i m a l l y   a b o u t   3 5 ° C .   A l t h o u g h   l o w e r   t e m p e r a t u r e s   m a y  

be  e m p l o y e d   t h e y   may  s l o w   t h e   f e r m e n t a t i o n   p r o c e s s   to   a  d e g r e e  

w h i c h   i s   n o t   c o m m e r c i a l l y   p r a c t i c a l .   The  pH  of  t h e   c u l t u r e   a t  

t h e   c o m m e n c e m e n t   of   t h e   p r o c e s s   i s   in   t h e   r a n g e   of   a b o u t   7 . 0   t o  

8 .0   and   o p t i m a l l y   a t   7 . 3 .   O v e r a l l   c o n d i t i o n s   of   t h e   s y s t e m  

s h o u l d   be  s u c h   t h a t   d u r i n g   d e n i t r a t i o n   t h e   pH  i s   m a i n t a i n e d  

b e t w e e n   a b o u t   7 . 0   to   9 . 5 .  

T h e   f e r m e n t a t i o n   m e d i a   s h o u l d   be  a g i t a t e d   d u r i n g  

i n c u b a t i o n .   A  m i n i m u m   a g i t a t i o n   o f   a b o u t   60  rpm  i s   n e c e s s a r y   t o  ;  

m a i n t a i n   t h e   m i c r o o r g a n i s m s   i n   s u s p e n s i o n   and  k e e p   t h e m   i n  

c o n t a c t   w i t h   t h e i r   e n v i r o n m e n t .   M o r e o v e r ,   a g i t a t i o n   f a c i l i t a t e s  

d i f f u s i o n   o f   t h e   n i t r o g e n   gas   end   p r o d u c t   f r o m   t h e   m e d i a .  

A g i t a t i o n   o f   a b o u t   6 0 - 1 5 0   rpm  i s   t y p i c a l l y   e m p l o y e d .   S i n c e   t h e  

v o l u m e   in   t h e   f e r m e n t a t i o n   v e s s e l  c h a n g e s   d u r i n g   o p e r a t i o n   o f  

t h e   p r o c e s s ,   s t i r r i n g   m e a n s   e f f e c t i v e   f o r   s u c h   c h a n g i n g   v o l u m e s  

a r e   d e s i r a b l e .   F o r   e x a m p l e ,   a  m u l t i p l e   i m p e l l e r   a r r a n g e m e n t   o r  

a  s i n g l e   i m p e l l e r   and   d r a f t   t u b e  m i g h t   be  e m p l o y e d   t o   p r o v i d e  

a g i t a t i o n .  

D u r i n g   i n c u b a t i o n   t h e   d i s s o l v e d   o x y g e n   c o n t e n t   of   t h e  

f e r m e n t a t i o n   m e d i a   s h o u l d   be  low  e n o u g h   f o r   d i s s i m i l a t o r y  

r e d u c t i o n   o f   n i t r a t e   to   n i t r o g e n   to   o c c u r .   T y p i c a l l y   d i s s o l v e d  

o x y g e n   l e v e l s   b e l o w   0 . 5   ppm  a r e   a d e q u a t e .   O p t i m a l l y   l e v e l s   a s  

c l o s e   to   z e r o   as  p o s s i b l e   a r e   d e s i r a b l e   in   o r d e r   to   e x p e d i t e  

d i s s m i l a t o r y   d e n i t r i f i c a t i o n .   A l t h o u g h   t h e   i n i t i a l   o x y g e n  .  

c o n t e n t   of  t h e   f e r m e n t a t i o n   m e d i a   may  be  a b o v e   z e r o ,   i f   o x y g e n  

a c c e s s   i s   r e s t r i c t e d   t h e   c o n t e n t   w i l l   r a p i d l y   be  r e d u c e d   s u c h  

t h a t   d e s i r a b l e   low  l e v e l s   a r e   a c h i e v e d   w i t h i n   t h e   e a r l y   p a r t   o f  



t h e   i n c u b a t i o n   s t a g e .   T y p i c a l l y   s u c h   o x y g e n   c o n t e n t   r e d u c t i o n  

w i l l   be  c o m p l e t e   w i t h i n   30  m i n u t e s   a f t e r   f e r m e n t a t i o n   c o m m e n c e s .  

By  c o n t i n u i n g   t o   r e s t r i c t   o x y g e n   a c c e s s   d u r i n g   o p e r a t i o n   of   t h e  

p r o c e s s ,   l o w ,   n e a r   z e r o   l e v e l s   can   be  m a i n t a i n e d .   S p a r g i n g   w i t h  

an  i n e r t   g a s ,   as  n i t r o g e n   or   h e l i u m   f o r   10  m i n u t e s   a t   a  f l o w  

r a t e   e q u a l   t o   t h e   v o l u m e   b e i n g   d e a e r a t e d   i s   g e n e r a l l y   e f f e c t i v e  

t o   r e a c h   a b o u t   0  ppm  d i s s o l v e d   o x y g e n .   S p a r g i n g ,   t h o u g h   u s e f u l  

i n t i a l l y ,   i s   n o t   r e q u i r e d   and   i s   g e n e r a l l y   n o t   e m p l o y e d   d u r i n g  

o p e r a t i o n   o f   t h e   p r o c e s s .  

The   d e n i t r i f i c a t i o n   p r o c e s s   o f   t h e   i n v e n t i o n   r e q u i r e s  

p r e s e n c e   of   c e r t a i n   a d d i t i v e s   in   t h e   m e d i u m .   S p e c i f i c a l l y   a  

c a r b o n   s o u r c e   i s   r e q u i r e d .   S u c h   a  c a r b o n   s o u r c e   i s   p r e f e r a b l y  

g l u c o s e   in   an  a m o u n t   e q u a l   t o   2 . 5   g / 1 0 0 0   ppm  NO3-N  f o r   10% 

s o l u b l e   s o l i d s   i n c r e a s i n g   t o   10  g / 1 0 0 0   ppm  NO3-N  f o r   21%  s o l u b l e  

s o l i d s   e x t r a c t   t o   be  d e n i t r i f i e d .   O t h e r   c a r b o n   s o u r c e s   s u c h   a s  

s u c r o s e ,   f r u c t o s e ,   m o l a s s e s   o r   t h e   l i k e   may  a l s o   be  e m p l o y e d .  

P r e f e r a b l y   t h e   c a r b o n   s o u r c e   i s   a l l   p r e s e n t   in   t h e   i n o c u l u m   u p o n  

c o m m e n c e m e n t   of   d e n i t r i f i c a t i o n   s i n c e   t h e   m i c r o o r g a n i s m s   w i l l  b e  

- m o r e   a c t i v e   i n i t i a l l y   when  o p t i m a l ,   n o n - i n h i b i t o r y   c o n c e n t r a t i o n s  

a r e   p r e s e n t .  

-  In   a d d i t i o n   t o   a  c a r b o n   s o u r c e ,   a  p h o s p h a t e   s o u r c e ,  

c e r t a i n   m e t a l l i c   i o n s   and  a m m o n i a   a r e   u t i l i z e d   i n   t h e   p r e s e n t  

p r o c e s s .   R e f e r e n c e s   to   a d d i t i v e s   h e r e i n   a r e   i n t e n d e d   t o   s i g n i f y  

m a t e r i a l s   s u c h   as  t h e s e ,   w h i c h   a l o n g   w i t h   n i t r a t e   o r   n i t r i t e ,  

a r e   n e c e s s a r y   t o   t h e   d e n i t r i f i c a t i o n   p r o c e s s .   S p e c i f i c a l l y  

p o t a s s i u m   p h o s p h a t e ,   p h o s p h o r i c   a c i d   o r   o t h e r   p h o s p h a t e   m a t e r i a l  

i n   w h i c h   t h e   p h o s p h a t e   i s   a v a i l a b l e   t o   t h e   m i c r o o r g a n i s m s   may  b e  

e m p l o y e d .   M e t a l l i c   i o n s ,   p r e f e r a b l y   in   t h e   f o r m   of  F e C l 3   a n d  

MgSO4·7H2O  o r   o t h e r   s o u r c e s   of   s u c h   i o n s ,   a r e   e m p l o y e d .   E a c h   o f  

t h e s e   m a t e r i a l s   may  be  p r e s e n t   in   t h e   t o b a c c o   e x t r a c t   or   t h e  



i n o c u l u m .   I t   i s   p r e f e r a b l e ,   h o w e v e r ,   t h a t   t h e   F e C l 3  b e   p r e s e n t  

in   t h e   i n o c u l u m .   F u r t h e r ,   when   t h e   a d d i t i v e s   a r e   p r e s e n t   in   t h e  

e x t r a c t   c a r e   s h o u l d   be  t a k e n   t o   e n s u r e   t h a t   s u f f i c i e n t   a m o u n t s  

of  t h e s e   a d d i t i v e s   r e m a i n   a v a i l a b l e   t o   t h e   m i c r o o r g a n i s m s ,   t h a t  

i s ,   u n r e a c t e d   w i t h  t h e   t o b a c c o   e x t r a c t   c o m p o n e n t s .   The  a c t u a l  

a m o u n t s   of  t h e s e   m a t e r i a l s   r e q u i r e d   in   t h e   p r o c e s s   i s   s m a l l .  

G e n e r a l l y   no  m o r e   t h a n   0 . 1   g r a m   of   e a c h   m a t e r i a l   p e r   l i t e r   o f  

e x t r a c t   i s   r e q u i r e d .   The  a d d i t i v e s   s h o u l d   be  d e a e r a t e d   a n d  

s t e r i l i z e d   p r i o r   t o   c o m m e n c i n g   d e n i t r i f i c a t i o n .   T h e s e   p r o c e d u r e s  

,may  be  e f f e c t e d   on  t h e   a d d i t i v e s   p e r   se  o r   f o l l o w i n g   t h e i r  

a d d i t i o n   t o   t h e   e x t r a c t .  

In   t h e   p r a c t i c e   of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   t h e   n i t r a t e  

c o n t e n t   of   an  a q u e o u s   t o b a c c o   e x t r a c t   i s   r e d u c e d .   Such   a n  

e x t r a c t   may  be  f o r m e d   e m p l o y i n g   c o n v e n t i o n a l   t e c h n i q u e s ,   as  b y  

c o n t a c t i n g   a  t o b a c c o   m a t e r i a l   w i t h   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   to   e x t r a c t  

t h e   s o l u b l e   c o m p o n e n t s ,   i n c l u d i n g   n i t r a t e   s a l t s .   T h e  t i m e   o f  

c o n t a c t   w i l l   d e p e n d   on  t h e   w a t e r   t o   t o b a c c o   r a t i o   and  t h e  

t e m p e r a t u r e   of   t h e   a q u e o u s   s o l u t i o n .   The   a q u e o u s   e x t r a c t   p r o -  

d u c e d   by  c o n t a c t   w i t h   t h e   a q u e o u s   s o l u t i o n   i s   s e p a r a t e d   f r o m   t h e  

i n s o l u b l e   f i b r o u s   t o b a c c o   r e s i d u e ,   e m p l o y i n g   c o n v e n t i o n a l   s o l i d -  

l i q u i d   s e p a r a t i o n   t e c h n i q u e s .   F o r   e x a m p l e ,   s q u e e z i n g ,   c e n -  

t r i f u g a t i o n   a n d   f i l t r a t i o n   t e c h n i q u e s   may  be  e m p l o y e d .  

I f   n e c e s s a r y   t h e   s e p a r a t e d   t o b a c c o   e x t r a c t   i s   t r e a t e d  

t o   a d j u s t   t h e   s o l u b l e   s o l i d s   a n d / o r   n i t r a t e   c o n t e n t .   G e n e r a l l y  

e x t r a c t s   c o n t a i n i n g   up  t o   a b o u t   21%  s o l u b l e   s o l i d s   and  up  t o  

a b o u t   4000  ppm  n i t r a t e - n i t r o g e n   may  be  t r e a t e d   in   a c c o r d a n c e  

w i t h   t h i s   i n v e n t i o n .   S t e r i l i z a t i o n   of   t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l  

p r i o r   t o   c o m m e n c i n g   t h e   p r o c e s s   of  t h e   i n v e n t i o n   i s   g e n e r a l l y  

p r e f e r a b l e   t o   a v o i d   any  c o n f l i c t i n g   m i c r o b i a l   p r o c e s s .   S u c h  

s t e r i l i z a t i o n   may  be  a c c o m p l i s h e d   by  c o n v e n t i o n a l   m e a n s .   A u t o -  



c l a v i n g   or   h e a t i n g   may  be  e m p l o y e d   f o r   t h i s   p u r p o s e .   A l t e r n -  

a t i v e l y   s t e r i l i z a t i o n   may  be  a c c o m p l i s h e d   c h e m i c a l l y   by  e l e v a t i n g  

o r   r e d u c i n g   t h e   pH  o f   t h e   s y s t e m   to   a b o v e   11  o r   b e l o w   2 . 4   f o r   a t  

l e a s t   a b o u t   60  m i n u t e s   u s i n g   s t r o n g  a c i d s   o r   b a s e s   w h i c h   a r e  

a c c e p t a b l e   in   t h e   s y s t e m .   Fo r   e x a m p l e ,   p o t a s s i u m   h y d r o x i d e   o r  

p h o s p h o r i c   a c i d   may  be  u s e d   f o r   t h i s   p u r p o s e .   D e a e r a t i o n   o f   t h e  

e x t r a c t   p r i o r   t o   c o m m e n c i n g   t h e   p r o c e s s   may  be  a c c o m p l i s h e d   i n  

t h e   m a n n e r   e m p l o y e d   t o   d e a e r a t e   t h e   a d d i t i v e s   and   c u l t u r e   b r o t h .  

T h e   pH  of   t h e   e x t r a c t   s h o u l d   g e n e r a l l y   be  b e t w e e n   a b o u t   6 -8   a n d  

o p t i m a l l y   a b o u t   7 . 3   a t   t h e   s t a r t   of   t h e   p r o c e s s .   A d d i t i o n   o f  

KOH  o r   H3PO4  t o   t h e   e x t r a c t   may  be  e m p l o y e d   to   a c h i e v e   t h e  

d e s i r e d   pH  l e v e l .  

A p p l i c a t i o n   of   a  v a c u u m   d u r i n g   f e r m e n t a t i o n   i n v o l v i n g  

d i s s i m i l a t o r y   d e n i t r i f i c a t i o n   c a u s e s   t h e   d e n i t r i f i c a t i o n   t o  

p r o c e e d   t o w a r d   c o m p l e t i o n   a t   an  i n c r e a s e d   r a t e .   T h i s   i s   b e l i e v e d  

' t o   be  d u e ,   a t   l e a s t   i n   p a r t ,   to   t h e   more   r a p i d   d i f f u s i o n   of   t h e  

n i t r o g e n   g a s   a n d   c a r b o n   d i o x i d e   gas   end   p r o d u c t s   and   t h e i r  

r e m o v a l   f r o m   t h e   s y s t e m   as  a  r e s u l t   o f   a p p l i c a t i o n   o f   t h e   v a c u u m .  

T h e r e f o r e ,   d u r i n g   p r a c t i c e   of   t h e  p r o c e s s   a  v a c u u m   may  b e  

m a i n t a i n e d   in   t h e   f e r m e n t a t i o n   v e s s e l .   Any  c o n v e n t i o n a l   m e a n s  

f o r   p r o d u c i n g   a  v a c u u m   may  be  e m p l o y e d .   The  d e g r e e   o f   v a c u u m  

u t i l i z e d   d u r i n g   f e r m e n t a t i o n   d e p e n d s   i n   p a r t   on  t h e   g r o w t h  

k i n e t i c s   o f   t h e   m i c r o o r g a n i s m s   i n v o l v e d   and   t h e   o r g a n i s m s '  

a b i l i t y   t o   p r o d u c e   t h e   s e q u e n t i a l   e n z y m e   s y s t e m s   r e q u i r e d   f o r  

t h e   d e n i t r i f i c a t i o n   p r o c e s s   u n d e r   r e d u c e d   p r e s s u r e .   At  s u f f i -  

c i e n t l y   h i g h   v a c u u m   l e v e l s   m i c r o b i a l   f u n c t i o n s   may  be  a f f e c t e d .  

The  e x a c t   l e v e l   a t   w h i c h   t h i s   o c c u r s   f o r   a  g i v e n   m i c r o o r g a n i s m  

c a n  b e   e x p e r i m e n t a l l y   d e t e r m i n e d .   In  a d d i t i o n ,   t h e   v i s c o s i t y   o f  

t h e   t o b a c c o   m a t e r i a l   b e i n g   d e n i t r a t e d   and  t h e   p o t e n t i a l   f l u i d  

" b o i l   o v e r "   e f f e c t   t h a t   may  o c c u r   a t   h i g h e r   v a c u u m s   a l s o   l i m i t  



t h e   d e g r e e   of   v a c u u m   w h i c h   can   be  a p p l i e d   to   t h e   s y s t e m .   G e n -  

e r a l l y ,   a  v a c u u m  r a n g i n g  t o  5 0 0 m m H g   ( b e l o w  a t m o s p h e r i c )   h a s   b e e n  

f o u n d   to   f a c i l i t a t e   d e n i t r i f i c a t i o n   w i t h o u t   a d v e r s e l y   a f f e c t i n g  

t h e   m i c r o o r g a n i s m s .   With  a  s o l u t i o n   of  low  v i s c o s i t y ,   the  p r e s s u r e  

r e d u c t i o n  s h o u l d   g e n e r a l l y   b e  m a i n t a i n e d   in   t h e   r a n g e   of  a b o u t   5 0  

mm  Hg  t o   a b o u t   200  mm  Hg,  w h e r e a s   s o l u t i o n s   of   h i g h e r   v i s c o s i t y ,  

f o r   e x a m p l e   a b o u t   500  c e n t i p o i s e s   o r   g r e a t e r ,   w i l l   r e q u i r e   a  

v a c u u m   i n   t h e   r a n g e   of   a b o u t   150  mm  Hg  t o   a b o u t   500  mm  H g .  

The  e q u i p m e n t   e m p l o y e d  i n   t h e   p r a c t i c e   of   t h e   i n v e n -  

t i o n   may  be  s t e r i l i z e d   p r i o r  t o   c o m m e n c i n g   t h e   p r o c e s s .   T h i s  

e q u i p m e n t  g e n e r a l l y   c o m p r i s e s   a  f e r m e n t o r   c a p a b l e   of   m a i n t a i n i n g  

t h e   r e q u i r e d   o x y g e n   e x c l u s i o n   and  p r o v i d e d   w i t h   an  i n l e t   p o r t  

f o r   t h e   e x t r a c t ,   a  pump  s u c h   as   a  p e r i s t a l t i c   o r   p i s t o n   pump  t o  

r e g u l a t e   f e e d   o f   t h e   e x t r a c t ,   and  a  h o l d i n g   t a n k   f o r   t h e   e x t r a c t ,  

s a i d   t a n k   a l s o   b e i n g   c a p a b l e   of   m a i n t a i n i n g   o x y g e n   e x c l u s i o n   a n d  

b e i n g   p r o v i d e d   w i t h   an  o u t l e t   p o r t .   The  t a n k   i s   c o n n e c t e d   to   t h e  

p u m p   w h i c h   i s   i n   t u r n   c o n n e c t e d   to   t h e   f e r m e n t o r   by  m e a n s   o f  

t u b i n g .   A l l   c o n n e c t i o n s   s h o u l d   be  s u c h   as  t o   m a i n t a i n   a n a e r o b i c  

a n d   a s e p t i c   c o n d i t i o n s   i n   t h e   s y s t e m .  

The  e x t r a c t   i s   f e d ,   p r e f e r a b l y   a t   a  r e g u l a r   r a t e ,   i n t o  

t h e   f e r m e n t o r .   The  r a t e   s h o u l d  b e   s u c h  t h a t   t h e   n i t r a t e - n i t r o g e n  

i n   t h e   f e r m e n t o r   r e m a i n s   b e l o w  1 0 0 0   ppm,  p r e f e r a b l y   b e t w e e n   5 0 0 -  

8 0 0   ppm  and   o p t i m a l l y   n o t   a b o v e   700  ppm.  Upon  c o m p l e t i o n   of   t h e  

f e e d ,   t h e   c o n d i t i o n s   i n   t h e   f e r m e n t o r   s h o u l d   be  m a i n t a i n e d   f o r  

a t   l e a s t   two  h o u r s   to   e n s u r e   max imum  d e n i t r i f i c a t i o n   of  t h e  

e x t r a c t .   By  means   o f  t h e   p r o c e s s   e s s e n t i a l l y   c o m p l e t e   d e n i t r i -  

f i c a t i o n   can   be  a c c o m p l i s h e d   in   l e s s   t h a n   20  h o u r s .  

F o l l o w i n g   d e n i t r i f i c a t i o n ,   t h e   e x t r a c t   may  be  c o m b i n e d  

w i t h   i n s o l u b l e   t o b a c c o   m a t e r i a l s   w h i c h   h a v e   b e e n   made  i n t o   a  

s h e e t   u s i n g   c o n v e n t i o n a l   r e c o n s t i t u t i o n   m e t h o d s .   P r i o r   to  s u c h  



r e c o n s t i t u t i o n   t h e   e x t r a c t   may  be   c o n c e n t r a t e d   i f   n e c e s s a r y   o r  

d e s i r e d .   Of  c o u r s e ,   s i n c e   m o r e   c o n c e n t r a t e d   d e n i t r a t e d   e x t r a c t s  

m a y   be  p r o d u c e d   in   t h e   p r a c t i c e   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   t h e  

d e g r e e   of   c o n c e n t r a t i o n   r e q u i r e d   c a n   be  r e l a t i v e l y   r e d u c e d .   T h e  

r e s u l t i n g   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   may  be  e m p l o y e d   in   any  s m o k i n g  

p r o d u c t   d e s i r e d .   Any  s u c h   s m o k i n g   t o b a c c o   p r o d u c t   w i l l   e x h i b i t  

r e d u c e d   d e l i v e r y   o f   n i t r o g e n   o x i d e s   d u r i n g   c o m b u s t i o n .  

I t   i s   t o   be  u n d e r s t o o d   t h a t   t h e   p r o c e s s   of   t h e   i n v e n t i o n  

m a y   be  e m p l o y e d   t o  d e n i t r a t e   e x t r a c t s   f r o m   w h o l e   t o b a c c o   l e a f ,   c u t  

o r   c h o p p e d   t o b a c c o ,   t o b a c c o   f i l l e r ,   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o ,   t o b a c c o  

s t e m s   and  t h e   l i k e .   As  u s e d   h e r e i n ,   r e f e r e n c e s   to   t o b a c c o   a n d  

t o b a c c o   m a t e r i a l s   a r e   to  be  u n d e r s t o o d   t o   i n c l u d e   a l l   s u c h   f o r m s  

o f   t o b a c c o   i n   v a r i o u s   s t a g e s   o f   c u r i n g .   F u r t h e r   i t   i s   t o   b e  

u n d e r s t o o d   t h a t   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   d e n i t r a t e d   in   a c c o r d a n c e  

w i t h   t h e   i n v e n t i o n   e x h i b i t s   r e d u c e d   n i t r o g e n   o x i d e   d e l i v e r y   i n   a n y  

t o b a c c o   p r o d u c t   w h i c h   i s   c o n s u m e d   by  c o m b u s t i o n   and  t h a t   r e f e r -  

e n c e s   to   s m o k i n g   t o b a c c o   p r o d u c t s   i n c l u d e ,   c i g a r s ,   c i g a r e t t e s ,  

c i g a r i l l o s   a n d   t h e   l i k e .  

The  f o l l o w i n g   e x a m p l e s   a r e   i l l u s t r a t i v e   of   t h e   i n v e n -  

t i o n :  

E x a m p l e   1  

I n o c u l u m   B u i l d u p  

P a r a c o c c u s   d e n i t r i f i c a n s   ATCC  # 1 9 3 6 7   was  s u b j e c t e d   to   a r  

i n d u c t i o n   p r o c e s s .   In   t h i s   p r o c e s s   25  ml  of   i n o c u l u m   c o n t a i n i n g  

1 0 7   c e l l s / m l   was  i n c u b a t e d   f o r   12  h o u r s   i n   a  s p a r g e r   f l a s k   in   2 5 0  

m l   of  c u l t u r e   m e d i u m .   The  s p a r g e r   f l a s k   was  p r o v i d e d   w i t h   a  

s p a r g e r   r e a c h i n g   t h e   b o t t o m   of   t h e   f l a s k   and  an  e x h a u s t   p o r t   f o r  

t h e   r e m o v a l   of   m e t a b o l i c   g a s e s   o r   f o r   d e a e r a t i o n   d u r i n g  s p a r g i n g .  

The  c u l t u r e   m e d i u m   c o m p r i s e d   235  ml  of  a  f i r s t   s t e r i l e   s o l u t i o n  

c o n t a i n i n g   K2HPO4,  KH2PO4  KNO3,  M g S O 4 · 7 H 2 O   and  NH4Cl  and  15  ml  o f  



a  s e c o n d   s t e r i l e  s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   g l u c o s e   and   F e C l 3 .   T h e  

o v e r a l l   c o m p o s i t i o n   o f   t h e   c u l t u r e   m e d i u m   was  1 0 . 7   g / 1   K2HPO4,  

5 . 2 4   g / l   KH2PO4  1 0 . 0   g / 1   KNO3,  0 . 2 g / l   Mg  S 0 4 . 7 H 2 0 ,   1 . 0   g / 1   N H 4 C l ,  

1 0 . 0   g / 1   g l u c o s e   and   0 . 0 0 2   g / l   F e C l 3   in   d e i o n i z e d   w a t e r .   T h e  

c u l t u r e   m e d i u m   was  d e a e r a t e d   w i t h   s t e r i l e   n i t r o g e n   f o r   10  m i n u t e s  

a n d   c o o l e d   t o   b e l o w   33°C  b e f o r e   i n o c u l a t i o n .   D u r i n g   i n c u b a t i o n   a  

t e m p e r a t u r e   o f   33°C  was  m a i n t a i n e d   by  m e a n s   of   a  w a t e r   b a t h   a n d  

a g i t a t i o n   of   120  r e v o l u t i o n s / m i n u t e   was  e f f e c t e d   by  m e a n s   of  a  

s h a k e r .  

U s i n g   t h e   a b o v e   p r o c e d u r e ,   25  ml  o f   i n o c u l u m   r e s u l t i n g  

f r o m  t h e   a b o v e   p r o c e s s   was  a s e p t i c a l l y   t r a n s f e r r e d   to   a  c u l t u r e  

m e d i u m   as  a b o v e   d e s c r i b e d   and  was  s u b j e c t e d   t o   an  i d e n t i c a l  

i n c u b a t i o n   p r o c e s s .   In  i d e n t i c a l   m a n n e r   125  ml  o f   i n o c u l u m  

r e s u l t i n g   f r o m   t h i s   i n d u c t i o n   t r a n s f e r   was   t h e r e u p o n   e m p l o y e d   t o  

i n o c u l a t e   1250   ml  of   t h e   a b o v e   d e s c r i b e d   c u l t u r e   m e d i u m   and  a g a i n  

s u b j e c t e d   t o   t h e   s ame   i n c u b a t i o n   s t a g e .  

In   t u r n   1200   ml  of  t h e   r e s u l t i n g   b u i l t - u p   i n o c u l u m   w a s  

t r a n s f e r r e d   t o   a  c u l t u r e   m e d i u m   c o m p r i s i n g   1 0 . 8   l i t e r s   of   t h e  

: . a b o v e   f i r s t   s t e r i l e   s o l u t i o n ,   0 . 5 4 0  l i t e r   o f   s t e r i l e   10  g / 5 0   m l  

g l u c o s e   s o l u t i o n   and   0 . 1 0 8   l i t e r   of   0 . 0 0 2   g / 1 0   ml  F e C l 3   s o l u t i o n  

a n d   i n c u b a t e d   a t   33°C  w i t h   200  rpm  a g i t a t i o n   a n d   a  76  mm  v a c u u m  

f o r   12  h o u r s .   The  s o l u t i o n s   w e r e   d e a e a r a t e d   f o r   a b o u t   10  m i n u t e s  

w i t h   s t e r i l e   n i t g r o g e n   gas   and  c o o l e d   to   b e l o w   33°C  p r i o r   t o  

i n o c u l a t i o n .  ; 

12  l i t e r s   of   t h e   l a s t   r e s u l t i n g   i n o c u l u m   was  t h e n   t r a n s -  

f e r r e d   to   t e n f o l d   g r e a t e r   v o l u m e   of  t h e   s t e r i l e   c u l t u r e   m e d i u m  

d e s c r i b e d   i m m e d i a t e l y   a b o v e   w h i c h   had   b e e n   d e a e r a t e d   and  c o o l e d   t o  

l e s s   t h a n   3 3 ° C .   A  v a c u u m   of   76  mm  m e r c u r y   was   a p p l i e d ,   a  

t e m p e r a t u r e   of   33°C  was  m a i n t a i n e d   and  a g i t a t i o n   of   100  rpm  w a s  

e f f e c t e d   d u r i n g   i n c u b a t i o n .   The  i n i t i a l   pH  was  a b o u t   7  to  8 .  



D u r i n g   i n c u b a t i o n   t h e   pH  r o s e   b u t   d i d   n o t   e x c e e d   9 . 5 .   At  t h e   e n d  

o f   12  h o u r s   130  ppm  NO3-N  r e m a i n e d   i n   t h e  i n o c u l u m .  

The   i n o c u l u m   r e s u l t i n g   f r o m   t h e   l a s t   b u i l d u p   s t e p   w a s  

e m p l o y e d   t o   d s n i t r a t e   t h e   t o b a c c o   e x t r a c t .   P r i o r   to   u s e ,  

6 , 5 3 8   ml  o f   s t e r i l e   20  g / 5 0   ml  g l u c o s e   s o l u t i o n   and  2 6 1 . 5   ml  o f  

s t e r i l e   0 . 0 0 2   g / 1 . 0   ml  F e C l 3  s o l u t i o n   was  a d d e d   t h e r e t o .  

2 6 1 . 5   l i t e r s   o f   t o b a c c o   e x t r a c t   c o n t a i n i n g   5 . 4 %  

s o l u b l e   s o l i d s   and   h a v i n g   a  pH  of   5 . 6   was  p r e p a r e d   f o r   d e n i t -  

r a t i o n   by  a d d i t i o n   of  5 . 8 4 0   l i t e r s   4N  KOH  r e s u l t i n g   i n   a  pH  o f  

7 . 3 .   To  t h i s   e x t r a c t   m i x t u r e   was  a d d e d   3 . 0   l i t e r s   of   0 . 9 3 3   g / m l  

K 2 H P O 4 ,   1 . 5   ml  o f   0 . 0 3 4 9   g / m l   M g S O 4 . 7 H 2 O   and  1 . 5   l i t e r s   o f   0 . 1 7 4  

g / m l   N H 4 C l .   The   o v e r a l l   e x t r a c t   m i x t u r e   was  a u t o c l a v e d   a t   1 2 1 ° C  

f o r   30  m i n u t e s .   The  e x t r a c t   m i x t u r e   was  t h e n   d e a e r a t e d   f o r   1 0  

m i n u t e s   w i t h   200  l i t e r s   s t e r i l e   n i t r o g e n   g a s / m i n u t e   and   c o o l e d  

t o   3 3 ° C .  

The  a b o v e   p r e p a r e d   t o b a c c o   e x t r a c t   was  p u m p e d   a t   a  

r a t e   of   328  m l / m i n u t e   i n t o   a  f e r m e n t o r   c o n t a i n i n g   t h e   p r e p a r e d  

i n o c u l u m .   C o n d i t i o n s   i n   t h e   f e r m e n t o r   w e r e   3 3 ° C , 7 6 m m  H g  v a c u u m ,  

1 0 0   rpm,   0%  DO  ( d i s s o l v e d   o x y g e n )   and   pH  7 - 8 .   A t  t h e   end   o f  1 4  

h o u r s   t h e   f e e d   h a d   b e e n   c o m p l e t e d   and   t h e   n i t r a t e   i n   t h e   f e r m e n t o r  

was   a b o u t   78  ppm.   2  h o u r s   l a t e r   0  ppm  was  a c h i e v e d .  

The   d e n i t r a t e d   e x t r a c t   was  t h e r e u p o n  s t e r i l i z e d ,  

c o n c e n t r a t e d   t o   a b o u t   40%  s o l i d s   by  e v a p o r a t i o n   and   a p p l i e d   t o  

a  t o b a c c o   web  t o   f o r m   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o .   The  r e s u l t i n g  

s h e e t   c o n t a i n e d   10.8%  OV,  44%  h o t   w a t e r   s o l u b l e s ,   t r a c e   N O 3 - N ,  

0 .12%  a m m o n i a ,   2.0%  r e d u c i n g   s u g a r s   a n d   0 .65%  t o t a l   a l k a l o i d s .  

C i g a r e t t e s   f o r m e d   w h o l l y   f r o m   t h e   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o   d e l i v e r e d  

0 . 0 8   mg  NO,  17  mg  CO,  0 . 0 3   mg  HCN  and   0 . 6 8   mg  RCHO. 



E x a m p l e   2 

I n o c u l u m   i n d u c t i o n   and   b u i l d u p   was  e f f e c t e d   i n   t h e  

m a n n e r   e m p l o y e d   in   E x a m p l e   1  e x c e p t   t h a t   t h e   t h i r d   i n c u b a t i o n  

s t a g e   was  e f f e c t e d   u s i n g  2 2 0   m l  i n o c u l u m   in   1100  ml  o f   c u l t u r e  

m e d i u m .  

At  t h e   e n d   o f  t h e   b u i l d - u p   t h e   c u l t u r e   m e d i u m   h a d   b e e n  

c o m p l e t e d l y   d e n i t r i f i e d .   P r i o r   to   d e n i t r i f i c a t i o n   o f   t h e  

t o b a c c o   e x t r a c t ,   s t e r i l e   g l u c o s e   and   F e C l 3  w e r e   a d d e d   t o   t h e  

i n o c u l u m  ,   as   i n   E x a m p l e   1 .  

2 6 1 . 5   l i t e r s   o f   t o b a c c o   e x t r a c t   c o n t a i n i n g   8 2 2 . 3   p p m  

N O 3 - N   and  7.8%  s o l u b l e  s o l i d s   h a v i n g   a  pH  of   5 . 4 4   was   p r e p a r e d  

f o r   d e n i t r a t i o n   by  a d d i t i o n   o f   8 . 3 4 2  l i t e r s   of   4M  KOH  t o   pH  9 ,  

f o l l o w e d   by  a d d i t i o n   o f   5 . 2 9 2   l i t e r s   of  4M  H3PO4  t o   pH  8.  5 2 . 2 3   g  

o f   MgSO4.  7H2O  d i s s o l v e d   i n   1  l i t e r   of  w a t e r   and  2 6 1 . 5   g r a m s   o f  

NH4 C1  in   1  l i t e r   o f   w a t e r   w e r e   a d d e d   to   t h e   e x t r a c t   s o l u t i o n .  

T h e   e x t r a c t   was  t h e n   a u t o c l a v e d ,   c o o l e d ,   and  f u r t h e r   4M  H3PO4  w a s  

a d d e d   to   pH  7 . 3 .   The  e x t r a c t  w a s   a u t o c l a v e d   a t   1 2 1 ° C   f o r  

3 0   m i n u t e s .   W h i l e   c o o l i n g   t o   3 3 ° C ,   d e a e r a t i o n   of   t h e   e x t r a c t  

w a s   e f f e c t e d   w i t h   s t e r i l e   n i t r o g e n   g a s   a t   a  r a t e   o f   200  l i t e r s  

p e r   m i n u t e   a n d  2 0 0   r p m .  

The  p r e p a r e d   e x t r a c t   was  pumped   f o r   12  h o u r s   i n t o   t h e  

c o n d i t i o n e d   c u l t u r e   s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   g l u c o s e   a n d   F e C l 3   a t   a  

r a t e   of  405  m l / m i n u t e   u s i n g   a  C o l e   and  P a l m e r   p i s t o n   p u m p .  

C o n d i t i o n s   i n   t h e   f e r m e n t o r   w e r e   3 3 ° C ,  7 6 m m H g   v a c u u m ,   100  r p m  

a g i t a t i o n ,   0%  DO  a n d   pH  7 - 8 .   A f t e r   c o m p l e t i o n   o f   t h e   f e e d ,  

c o n d i t i o n s   w e r e   m a i n t a i n e d   f o r   two  more   h o u r s   to   c o m p l e t e l y  

r e m o v e   n i t r a t e   and   g l u c o s e   f r o m   t h e   m e d i u m .   S a m p l i n g   d u r i n g  

d e n i t r i f i c a t i o n   i n d i c a t e d   0%  NO3-N  a t   t he   end  of  12  h o u r s   o p e r a -  

t i o n .  

The  d e n i t r i f i e d   e x t r a c t   was  a u t o c l a v e d   a t   1 2 1 ° C   f o r   30  



m i n u t e s .   The   r e s u l t i n g   s t e r i l e   e x t r a c t   was  c o n c e n t r a t e d   t o  

4 7 . 7 %   s o l i d s   b y - e v a p o r a t i o n   a n d   a p p l i e d   t o   a  t o b a c c o   web  to   f o r m  

r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o .   The  t h u s   p r o d u c e d   t o b a c c o   s h e e t   w a s  

s u b j e c t i v e l y   c o m p a r a b l e   to   i n d u s t r i a l   g r a d e   t o b a c c o .   The  s h e e t  

c o n t a i n e d   1 2 . 0 %   OV,  48%  h o t   w a t e r   s o l u b l e s ,   < 0 . 0 4 %   N O N ,   0 . 1 0 %  

a m i n o   n i t r o g e n ,   0 . 1 2 %   a m m o n i a ,   < 2 . 0 %   r e d u c i n g   s u g a r s   and   0 . 6 7  

t o t a l   a l k a l o i d s .   C i g a r e t t e s   f o r m e d   f r o m   t h e   r e c o n s t i t u t e d  

t o b a c c o   d e l i v e r e d   < 0 . 0 1   mg  NO,  11  mg  C O ,  0 . 0 2   mg  HCN  and   0 . 5 6   mg 

R C H O .  

E x a m p l e   3 

The   p r o c e d u r e   e m p l o y e d   f o r   t h e   i n o c u l u m   b u i l d - u p   a n d -  

d e n i t r i f i c a t i o n   c o n d i t i o n i n g   was  i d e n t i c a l   t o   t h a t   o f   E x a m p l e   2 

e x c e p t   t h a t   o n l y   a  700  ml  i n o c u l u m   r a t h e r   t h a n   a  1200   ml  i n o c u l u m ,  

was   e m p l o y e d   to   i n o c u l a t e   6 . 8 3 9   l i t e r s   o f   t h e   f i r s t   s o l u t i o n ,  

0 . 3 4 1   l i t e r   o f   10  g / 5 0   ml  g l u c o s e   s o l u t i o n   and   0 . 0 6 8 4   l i t e r s  

0 . 0 0 2   g / 1 0   ml  F e C l 3   s o l u t i o n   in   t h e   t h i r d   t r a n s f e r .   At  t h e   e n d  

o f   t h i s   b u i l d - u p   s t a g e   0  ppm  NO3-N  r e m a i n e d   i n   t h e   c u l t u r e  

s o l u t i o n .  

In   a d d i t i o n   t h e   f i f t h   i n o c u l a t i o n   i n v o l v e d   7 . 9 5 0  

l i t e r s   i n o c u l u m   i n   7 5 . 2 3   l i t e r s   o f   t h e   f i r s t   s t e r i l e   s o l u t i o n  

a n d   3 . 7 6 2   l i t e r s   o f   10  g / 5 0   ml  g l u c o s e   s o l u t i o n   a n d   7 5 2 . 3   ml  o f  

0 . 0 0 2   g / 1 0   ml  F e C l 3   s o l u t i o n .   To  t h e   c u l t u r e   r e s u l t i n g   f r o m  

t h i s   l a s t   s t a g e   w e r e   a d d e d   2 0 . 6 9 2   1  o f   20  g / 5 0   ml  d e a e r a t e d  

s t e r i l e   g l u c o s e   s o l u t i o n   and   4 . 1 4   ml  o f   40%  w e i g h t / v o l u m e  

d e a e r a t e d   s t e r i l e   F e C l 3   s o l u t i o n   p r i o r   t o   d e n i t r i f i c a t i o n   of  t h e  

t o b a c c o   e x t r a c t .  

2 7 5 . 9   l i t e r s   of   t o b a c c o   e x t r a c t   c o n t a i n i n g   1 7 . 9 %  

s o l u b l e   s o l i d s   and   2240  ppm  NO3-N  and   h a v i n g   a  pH  of   6 .3   w a s  

t r e a t e d   w i t h   KNO3  t o   b r i n g   t h e   NO3-N  to  3420  ppm.   The  e x t r a c t  

was  t r e a t e d   w i t h   1 9 . 8   l i t e r s   of   8  M  KOH  to   r a i s e   t h e   pH  t o  1 1 .  



T h e r e u p o n   one   l i t e r   of   276  g / l   NH4Cl  and   one  l i t e r   of  5 5 . 2   g / l  

M g S O 4 . 7 H 2 O   w e r e   a d d e d .   The  r e s u l t i n g   e x t r a c t   s o l u t i o n   w a s  

s p a r g e d   w i t h   s t e r i l e   n i t r o g e n   g a s   f o r   10  m i n u t e s   a t   a  r a t e   o f  

2 0 0   l i t e r s / m i n u t e   and   100  rpm.   A f t e r   60  m i n u t e s   a t   pH  11  ; 

s t e r i l i z a t i o n   o f   t h e   e x t r a c t   h a d   b e e n   e f f e c t e d .   The  pH  was  t h e n  

r e d u c e d   t o   7 . 2   w i t h   12  l i t e r s   o f   4M  H 3 P O 4 .  

The  r e s u l t i n g   t o b a c c o   e x t r a c t   was  a s e p t i c a l l y   a n d  

a n a e r o b i c a l l y   f e d   by  m e a n s   o f   a  C o l e   and   P a l m e r   p e r i s t a l t i c   p u m p  

a t   a  r a t e   o f   260  m l / m i n .   i n t o   a  f e r m e n t o r   c o n t a i n i n g   t h e   c o n -  

d i t i a n e d   i n o c u l u m .   The  f e e d   was  c o m p l e t e d   i n   18  h o u r s .   At  t h i s  

p o i n t   370  ppm  NO3-N  r e m a i n e d   i n  t h e   e x t r a c t .   D u r i n g   t h e   f e e d ,  

c o n d i t i o n s   i n   t h e  f e r m e n t o r   w e r e   t h e   same  as  i n   E x a m p l e   1.  U p o n  

c o m p l e t i o n   o f   t h e   f e e d ,   t h e s e   c o n d i t i o n s   w e r e   m a i n t a i n e d   f o r   a n  

a d d i t i o n a l   two  h o u r s .   71  ppm  NO3-N  r e m a i n e d   i n   t h e   e x t r a c t .  

The  d e n i t r i f i e d   e x t r a c t   c o n t a i n i n g   13 .2%  s o l u b l e  

s o l i d s   was  s t e r i l i z e d ,   c o n c e n t r a t e d   by  e v a p o r a t i o n   and   a p p l i e d  

t o   a  t o b a c c o   web  t o   f o r m   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o .   The  r e s u l t i n g  

r e c o n s t i t u t e d   s h e e t   c o n t a i n e d  4 7 %   h o t   w a t e r   s o l u b l e s ,  <  0 . 0 4  

NO3-N,  0 .20%  a m i n o   n i t r o g e n ,   0 . 3 0 %   a l k a l o i d s   and   < 0 . 1 0 %   s o l u b l e  

N H 3 .   C i g a r e t t e s   f o r m e d   f r o m   t h e   s h e e t   d e l i v e r e d   2  mg  CO  a n d  

0 . 4 5   mg  R C H O .  N e i t h e r   t h e   HCN  n o r   NO  d e l i v e r y   c o u l d   be  m e a s u r e d  

s i n c e   b o t h   w e r e   t o o   low  and  t h e   c i g a r e t t e s   w e r e   d i f f i c u l t   t o  

k e e p   l i g h t e d   due  t o   e x c e s s i v e   m o i s t u r e   i n   t h e   r e c o n s t i t u t e d  

t o b a c c o .  



1.  A  m e t h o d   f o r   r e d u c i n g   t h e   n i t r a t e   or   n i t r i t e  

c o n t e n t   of   a q u e o u s   t o b a c c o   e x t r a c t   by  d i s s i m i l a t o r y  

d e n i t r i f i c a t i o n   c h a r a c t e r i z e d   by  f o r m i n g   a  c u l t u r e  

s o l u t i o n   by  f e e d i n g   u n d e r   a n a e r o b i c   c o n d i t i o n s   a  

d e a e r a t e d   t o b a c c o   e x t r a c t   c o n t a i n i n g   up  t o   21%  s o l u b l e  

s o l i d s   and   up  t o   4000   ppm  n i t r a t e - n i t r o g e n   i n t o   a  

s t i r r e d   i n o c u l u m ,   s a i d   i n o c u l u m   h a v i n g   an  i n i t i a l  

v o l u m e   e q u a l   t o   15 -30%  t h a t   of  t h e   e x t r a c t   t o   be  f e d  

and  h a v i n g   1 0  - 1 0  c e l l s / m l   of  c o n d i t i o n e d   d e n i t r i f y i n g  

m i c r o o r g a n i s m s ,   t h e   r a t e   of   s a i d   f e e d   b e i n g   s o  

c o n t r o l l e d   t h a t   t h e   n i t r a t e - n i t r o g e n   c o n t e n t   in   t h e  

c u l t u r e   s o l u t i o n   d o e s   n o t   e x c e e d   1000  ppm;  a n d  

m a i n t a i n i n g   s a i d   c u l t u r e   s o l u t i o n   u n d e r   d i s s i m i l a t o r y  

d e n i t r i f y i n g   c o n d i t i o n s   d u r i n g   s a i d   f e e d   and  f o r   a t  

l e a s t   two  h o u r s   a f t e r   t h e   c o m p l e t i o n   t h e r e o f .  

2.  The  m e t h o d   of   c l a i m   1  c h a r a c t e r i z e d   in   t h a t  

t h e   f e e d   r a t e   i s   s u c h   t h a t   t h e   n i t r a t e - n i t r o g e n   c o n t e n t  

in  t h e   c u l t u r e   s o l u t i o n   i s   m a i n t a i n e d   b e t w e e n   500  a n d  

800  ppm,   and   p r e f e r a b l y   b e l o w   700  p p m .  

3.  The  m e t h o d   of   c l a i m   1  c h a r a c t e r i z e d   i n   t h a t  

t h e   m i c r o o r g a n i s m   i s   s u b j e c t e d   to   an  i n d u c t i o n   p r o c e s s  

p r i o r   t o   c o m m e n c i n g   t h e   e x t r a c t   f e e d .  

4.  The  m e t h o d   o f   c l a i m   1,  2  o r   3  c h a r a c t e r i z e d  

in  t h a t   t h e   c u l t u r e   s o l u t i o n   a d d i t i o n a l l y   i n c l u d e s  



g l u c o s e   as  a  c a r b o n   s o u r c e ,   p r e f e r a b l y   in  a  q u a n t i t y  

of   2 . 5   g  g l u c o s e / 1 0 0 0   ppm  n i t r a t e   w h e r e   t h e   t o b a c c o  

e x t r a c t   c o n t a i n s   up  to   10%  s o l u b l e   s o l i d s .  

5.  The  m e t h o d   of   any  o f   c l a i m s   1  to  4  c h a r a c t e r i z e d  

in  t h a t   t h e   c u l t u r e   s o l u t i o n   a d d i t i o n a l l y   i n c l u d e s  

p h o s p h a t e ,   ammonium  s a l t s   and   i r o n   and  m a g n e s i u m   i o n s .  

6.  The  m e t h o d   of   c l a i m   4  or  5  c h a r a c t e r i z e d   i n  

t h a t   t h e   a d d i t i v e s   a r e   p r e s e n t   in   t h e   i n o c u l u m   a t  

c o m m e n c e m e n t   of   t h e   f e e d .  

7.  The  m e t h o d   of   c l a i m   4  or   5  c h a r a c t e r i z e d   i n  

t h a t   t h e   a d d i t i v e s   a r e   p r e s e n t   in   t h e   e x t r a c t   a t   t h e  

c o m m e n c e m e n t   of   t h e   f e e d .  

8.  The  m e t h o d   of   any  p r e c e d i n g   c l a i m   c h a r a c t e r i z e d  

in   t h a t   t h e   c u l t u r e   s o l u t i o n   i s   m a i n t a i n e d   u n d e r   a  p a r t i a l  

v a c u u m ,   p r e f e r a b l y   in   t h e  r a n g e   50 -500mm Hg   v a c u u m .  

9.  The  m e t h o d   of   any  p r e c e d i n g   c l a i m   c h a r a c t e r i z e d  

in  t h a t   t h e   d i s s o l v e d   o x y g e n   c o n t e n t   in  t h e   c u l t u r e  

s o l u t i o n   i s   s u b s t a n t i a l l y   z e r o ,   w h i c h   l e v e l   i s  

p r e f e r a b l y   a c h i e v e d   by  s p a r g i n g   t h e   c u l t u r e   s o l u t i o n  

w i t h   an  i n e r t   g a s .  



10.  The  m e t h o d   of  any  p r e c e d i n g   c l a i m   c h a r a c t e r i z e d  

in   t h a t   t h e   f e e d   of  t h e   e x t r a c t   i s   e f f e c t e d   b y " m e a n s  

of   a  p i s t o n   p u m p .  

l l .   The  m e t h o d   of   any  p r e c e d i n g   c l a i m   c h a r a c t e r i z e d  

in   t h a t   t h e   m i c r o o r g a n i s m   i s   P a r a c o c c u s   d e n i t r i f i c a n s .  

12.  The  m e t h o d   of   c l a i m   11  c h a r a c t e r i z e d   in   t h a t   t h e  

pH  of   t h e   e x t r a c t   i s   b e t w e e n   7 - 8 ,   and   p r e f e r a b l y   a b o u t  

7 . 3 .  

13.  The  m e t h o d   of  c l a i m   11  o r   12  c h a r a c t e r i z e d   i n  

t h a t   t h e   pH  of  t h e   c u l t u r e   s o l u t i o n   i s   m a i n t a i n e d  

b e t w e e n   7 - 9 . 5 ,   and  a t   a  t e m p e r a t u r e   of   t h e   c u l t u r e  

b e t w e e n   20  and   40°C ,   p r e f e r a b l y   b e t w e e n   30  and   35°C,   a n d  

e s p e c i a l l y   a t   a b o u t   3 3 ° C .  

14.  Use  of   t h e   m e t h o d   of   any   p r e c e d i n g   c l a i m   f o r  

m a k i n g   r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o ,   c h a r a c t e r i z e d   i n   t h a t  

t h e   d e n i t r a t e d   e x t r a c t   i s   c o m b i n e d   w i t h   a  s h e e t   f o r m e d  

f r o m   i n s o l u b l e   t o b a c c o   s o l i d s ,   t h e   e x t r a c t   b e i n g  

p r e f e r a b l y   s t e r i l i z e d   p r i o r   to   f o r m a t i o n   o f   t h e  

r e c o n s t i t u t e d   t o b a c c o .  
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