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PATENTE
DE

INVENCION

a favor de LABORATORIOS MIRET, S. A., entidad espafiola,

domiciliada en Les Fonts de Tarrasa (Barcelona), Poligo-
no Industfial Can Parellada, por "PROCESO PARA LA PREPA-
RACIGN DE INOCULOS BACTERIANCS CONCENTRADOS DE USO EN IA

FABRICACION DE EMBUTIDOS CURADOS TIPO SAICHICHON Y SIMI-
LARES".

n_ (I K /7238

. ‘

La presente invencidn se refiere a un proceso
de obtencién de indeculos bacterianos concentrados de uso
en la fabricacidén de embutidos curados tipo salchichdn y
similares, segin se describird mds adelante.

La produccidén de salchichdéh y de embutidos cu-
rados en general disfruta de una tradicién secular, a tra
vés de la cual se hallegado a elaborar una extensa gama
de productos con un buen definido bouquet de alta calidad.

Bl Cddigo Alimentario reconoce entre los deri-

vados cdrnicos al salchichdén como embutido duro, crudo y
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blanco, elaborado con carne de cerdo o de cerdo y vacuno,
con la adicidn de cubitos de tocino o tocino finamente
picado, metidos en tripas artificiales o naturales, cular
0 semicular, porcina o vacuna, de 40 mm. de didmetro como
minimo. Para didmetros de tripas inferiores al seflalado,
el derivado cdrnico se denomina fuet o longaniza imperial.

En general en todos los paises, la elaboracidn
de esta clase de embutidos ha evolucionado desde una eta-
pa totalmente artesana hacia una produccién plenamente in
dustrial. Asf puede hablarse hoy en dia de una tecnologia
propia, especifica de produccién de embutidos curados.

Uno de los aspectos fundamentales de esta tec-
nologia en su produccidn industrial es la del control del
producto durante su elaboracidén, a fin de obtener un em-
butido de caracteristicas organolépticas constantes y de
la mdxima calidad sanitaria y alimentaria. Este control
debe permitir seguir la evolucidn del curado o fermenta-
cién del embutido.

Yo existe ninguna duda de que la etapa inicial
del curado consiste en una fermentacidén homoldctica de la
masa que produce su acidificacién. Con ello tiene lugar
una coagulacién de las proteinas que permite una deshi-
dratacién rédpida del embutido. Simultdneamente con la fer-
mentacidn 1ldctica se produce la presencia de gran cantidad
de enzimas de origen bacteriano que también influyen en
las modificaciones constantes gque tienen lugar tanto en
la carne como en el embutido curado.

Parece,pues,fuera de duda alguna que a una co-
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rrecta fermentacidn estdn ligados tanto la calidad orga-
noléptica final como la necesaria ausencia de microorga-
nismos extrafios, que no sélo pueden estropear el alimen-
to, sino hacerlo peligroso para el consumo humano. Igual-
mente, parecen estar relacionados con una correcta fermen
tacién,aspectos tan importantes de uma produccidén indus-
{trial de embutidos como son el control de rendimientos
absolutos, el tiempo de fabricacién, un adecuado sanea-
miento, el control de los cambios de color y de los fend
menos oxidativos, etc.

Uno de los motivos de novedad de la presente
invencidn, aunque no el ¥nico, es la investigacidn siste-
mdtica llevada a cabo con embutidos curados en diversas
etapas de su proceso de fermentacidén. De acuerdo con las
téenicas microbioldgicas de los expertos en el oficio, es-
ta investigacidn sistemdtica permitid aislar centenares
de cépas bacterianas. Bl estudio de estas cepas y su uso
como inéculos masivos para el curado,ya sea separadamente
o bien empleando mezclas de varias de ellas, condujo a la
seleccidn de un cierto nidmero de cepas bacterianas y a
un cierto numero de mezclas de dichas cepas. El aislamien-
to, caracterizacidn, cultivo y mezcla de estas cepas cons-
tituyen por si mismas y por su proceso de reproduccidn y
el modo especifico de conseguir su implantacién en la ma-
sa a formar, un progreso tecnoldgico que se considera uno
de los objetos de dicha patente.

En la tabla n® 1 se reproducen a modo de ejem-

plo las caracteristicas de algunas cepas bacterianas ais-




Al CIxen exx 5

ladas de embutidos del tipo salchichén.

Los ensayos de seleccidn permitieron concretar
como mds utilizables en los procesos de fermentacidn de
embutidos curados tipo salchichdn y similares los micro

5 organismos designados como B~1l, B-2 y --B3:-. De ellos,

B-1, y B-3 son lactobacilos,mientras que B-2 es un pedioco-
co. Estas cepas responden a las siguientes especificacio-
nes:
Cepa B-1

10, Resultan adecuados para su cultivo los medios
de Man, Rogosa, Sharpe y el medio selectivo de Lactobaci-
los de M~-5413.

Crecen bien a 30°C, pero no a 45°C.

Bl examen microscépico a las 24 h. del creci-

15. miento en Agar medio MRS muestra formas bacilares Gram po-
sitivas, espordgenas, ocasionalmente formando cadenas, in
méviles y con un caracteristico pleomorfismo.

Sobre los medios antes seflalados, el crecimien
to de 24 y 48 h. es catalasa negativo y bencidina negati-

20. VO

Las caracteristicas referidas son suficientes
pare identificar la cepa bacteriana referida como un mienm
bro del grupo de las bacterias del dcido ldctico y también
para asignarla univocamente al género Lactobacillus.

25. Fermentacidn de azdcares y andlogos: Arabinosa (-), fer-

mentacién de la lactosa débil, melibiosa (-), rafinosa (-),
ramnosa (-), sacarosa (+), xilosa (-), inulina (+), sorbi-

tol (-), manitol (-), maltosa (-), fructosa (+), glucosa (+)
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galactosa (~), celobiosa (-), amigdalina (-).

En ningin caso se produce gas.

Acidifica la leche con una acidez valorable
final referida a ac. ldctico del 0,75%.

No crece en Man, Rogosa, Sharpe al afiadir 0,4%
de alquil-sulfato de sodio secundario.

De acuerdo con las caracteristicas seflaladas la
cepa B-1 de Lactobacillus pertenece al grupo homofermen-
tativo. De acuerdo con la subdivisidn del género Lactoba-
cillus de Orla-Jensen (1945), perteneceria al grupo Strep-
tobacterium. De acuerdo con los datos de Rogosa y Sharpe
(1959), seria afin a Lactobacillus casei, variedad alacto-
gus y a Lactobacillus plantarum, difiriendo de este dlti-
mo por la sensibilidgd al Eeeygg%ikggg ggsggxigigggzgg?ggo
de la melibiosa y de la rafinosa. Difiere de Lactobaci-
llus casei,variedad alactosus por producir dcido ldectico
en la leche y fermentar lactosa. Sin embargo, la acidifi-
cacién de la leche y la fermentacidén de la lactosa es re-
lativamente débil, por lo que podria considerarse una va-
riedad de Lactobacillus casei, no descrita hasta ahora.
Cepa B-2

Resultan adecuados para su cultivo los medios
de Man, Rogosa, Sharpe y Agar tripticdsico de soja.

Crecen bien a 15, 30 ¥ 459C.

El examen microscépico a las 24 horas en Agar
medio MRS, muestra formas cocdceas de unas 2 micras de
#, sueltas o agrupadas de forma nds o menog irregular, o-

casionalmente en tetradas Gram positivas.



Sobre los medios antes sefialados el crecimien-
to de 24 a 48 horas es catalasa positivo. Los cultivos de
24 horas dan una débil reaccidn de la bencidina, que a
diferencia de los microcrganismos bencidina positivos, en
5e lugar de incrementarse el color, se va desvaneciendo con
el tiempo, en unos 20 minutos. Egtas caracteristicas son
las propias de la psemadocatalasa del género Pediococcus,
si bien en alguna cepa de Pediococcus cerevisiae la reac-
¢idn de la bencidina y de la catalasa pueden ser total-

10. mente negativas.

En la prueba de oxidacién-fermentacidén de Hugh-
-Leifson se produce un débil crecimiento en ambos tubos,
indiferente a la tensidn del oxigeno, con acidificacidn
también igual.

15. Las caracteristicas seflaladas permiten atribuir
la cepa B-2al género Pediococcus, separdndose del género
Micrococeus, por sus exigencias nutritivas y su peculiar
reaccidén de la catalasa y de la hencidina.

En conjunto ¢l género Pediococcus incluye una

20. serie de cepas dentro de las cuales las que dan la reac-
cidén de catalasa positiva se asignan a Pediococcus cerivi-
siae.

Fermentacidn de azdcares: Glucosa (+), arabinosa (+), lac-
tosa (-), melibiosa (+), rafinosa (+), ramnosa (+), saca-

25. rosa (+), xilosa (+), esculina (+), sorbitol (+), manitol
(+), maltasa (+), fructosa (+), galactosa (+), celobiocsa (-),
y amigdalina (-). No se produce gas en ningin caso.

No crece en la leche.
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Las caracteristicas seflaladas lo separan de la
descripcidn de Pediococcus cerevisiae de Sharpe, Pryer y
Smith en la fermentacidn de sacarosa, rafinosa y sorbitol.
Se considera caracteristico de la cepa la falta de la fer-

mentacidén de la lactosa.

Cepa B-3

Resultan adecuados para su cultivo los mismos
medios que para la cepa B-l. Crece bien a 15 y a 3000, pe-
ro no a 4500.

El examen microscdpico de crecimiento en Agar
Man, Rogosa, Sharpe, muestra formas bacilares Gram positi-
vas, esporégenas, sueltas o en cadenas de 2~3 individués,
inmdéviles. Es mds rechoncho que el B-1 y presenta pleomor-
fismo caracteristico.

Sobre los medios antes seflalados los crecimientos
de 24-48 horas son catalasa negativo y bencidina negativo.

Las caracteristicas referidas son suficientes
para incluir la cepa bacteriana referida en el grupo de las
bacterias del dcido ldctico y también para asignarle uni-
vocamente el género Lactobacillus.

No existe hasta el momento una taxonomfa correc-
ta de los lactobacilos de la carme y por tanto, no puede
buscarse una caracterizacidn especifica.

Sin embargo, se han determinado una serie de ca-
racteristicas adicionales con el fin de facilitar la iden-
tificacidn ulterior de esta cepa.

Permentacidn de azdcares : Arabinosa débil, lactosa (+),

melibiosa (+), rafinosa (+), ramnosa (+), sacarosa (+),
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xilosa (+), esculina (+), sorbitol (+), manitol (+), mal-
tosa (+), fructosa (+), glucosa (+), galactosa (+), ce-
lobiosa (-), y amigdalina (-). En ningin caso se produce
£a5.

Acidifica la leche lentamente, produciendo una
acidez valorable final referida al 4cido ldctico final de
1,2%.

No crece en el medio Man, Rogosa, Sharpe al a-
fiadir 0,4% de alquil-sulfato de sodio secundario.

De acuerdo con las caracteristicas sefialadas la
cepa B-3 pertenece al grupo homofermentativo y al subgéne-
ro Streptobacterium. De acuerdo con Rogosa y Sharpe (1954),
presenta cierta analogia con L. plantarum del cual podria
constituir una variedad, difiriendo de la misma por su
falta de crecimiento en algquil-sulfato de sodio secundario.

Resulta evidente de la clasificacidén taxondmi-
ca que acabamos de describir que se ha llegado al gislamien-
to de unas cepas microbianas perfectamente determinadas.
Las condiciones operativas y medios originales empleados
tanto para su multiplicacidén como para conseguir una alta
viabilidad y concentracidn mdxima de microorganismos; que
permita la aplicacién industrial que se persigue, asi co-
mo las condiciones para lograr su implantacidn en el pro-
ceso de fermentacidn de los embutidos curados tipo salchi-
chdén y similares, son objetivos evidentes de esta patente.

Como se indica en el pdrrafo anterior los pro-
blemas que se plantearon a los investigadores, en aquel

momento, fueron los de obtener un indculo bacteriano con-
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teniendo los tres microorganismos a concentracién sufi-
cientemente elevada asi como con viabilidad suficjente
para poder ser objeto de uso industrial.

El procedimiento objeto de la invencién con-
siste en esencia en realizar un cultivo de las cepas bac-
terianas B-l, B-2 y B-3, llevando a cabo su crecimiento
en medio de cultivo de composicidén adecuada tal que dé con-
centraciones de células viables comprendidas entre valores

10 cels/ml.

de 108 y 10

Tras ello, el proceso comprende la concentra-
cidn de los cultivos obtenidos por centrifugacidn a 3.500-
4.500 r.p.m., en un periodo comprendido entre 20 y 40 mi-
nutos y la mezcla de las suspensiones concentradas de mi-
croorganismos B-1, B-2 y B-3 en proporciones respectivas
tales que la relacidén de concentraciones en células viables
entre las cepas B-1 y B-3 sea de 1:1 y la relacidén en célu-
las viables entre la suma de las de B-1 y B-3 (ILactobaci-
llus)y B-2 (Pediococcus) no sea inferior a 1:1 ni superior
en ningin caso a 100:1.

En los ejemplos que se exponen a continuacidn se
indican las caracteristicas mds importantes del proceso des-
cubierto que permite la obtencidén de un cultivo con un ele-
vado contenido de gérmenes viables por unidad de volumen,
asi como el uso de diferentes agentes protectores y bioac-
tivadores, que forman parte del proceso de invencidn, y de
los medios fisicos que dan origen a indculos bacterianos con-

centrados aptos para su uso en derivados cdrnicos curados,
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principalmente del tipo salchichdn y similares.

Se entiende que los datos citados en estos ejemplos
no limitan el alcance del proceso de la invencidn, sino
que tan sélo son expuestos a titulo de ejemplo para una

me jor comprensidén de la finalidad de esta patente.

EJEMPLO 1.

ELl proceso que se describird a continuacién es
aplicable a las cepas B-1 y B-3. A partir de un crecimien-
to en Agar MRS en un tubo inclinado, mediante un asa de
platino estéril, se hace una siembra en un tubo con 10 ml
del medio de cultivo siguiente:

Peptona de Caseing eeceeessrescssocceanvenecsoes 10 g
Extracto de CoarNCececcsccesesosesenssscessacsaans S 1
Extracto de levadurfescecccecccesosoccsssnassaee 4 "
DX trOS8esscecacscecessancsesassassscnssscssnees 201
Monoleato de sorbitan (20) polioxietilence....... 1 ml
Posfato di-potdsicoecceeeceeecseecsscnccsncsanes 2 &
Acetato sddico.evvves crsesessssseesssssssacsases 5 "
Citrato tri-ambnico.cecceceeseecernesoncccasaaes 2"
Sulfato magnésico hepta-hidratadoesceececeecssees0,2 "
Sulfato de manganeso tetra-hidratadoseecscaeceeess0,05"
AgUBeceereescetecacecsstocsccoscscnsassasansense 1.000 ml
pH : aprox. 6,2.

Este cultivo se incuba durante 24 horas a la
temperatura comprendida entre 25 y 3500. A continuacidn
el indculo obtenido se aflade a un erlemmeyer conteniendo
1000 ml del anterior medio de cultivo, el cual se incuba

durante un minimo de 48 horas a una temperatura entre 25 y
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35%0. Se obtiene después de este periédo de incubacidén un
cultivo con una concentracién bacteriana viable de lO9
céls/ml. Este cultivo puede multiplicarse en un tiempo se-
mejante al indicado y a continuacidn afiadirse en propor-
cidn del 1% a un fermentador, ampliando asi sucesivamente
la escala de produccidn hasta el tamafio que se desee. Los
cultivos de las cepas B-1 y B-3 con dicha concentracién
viable son sometidos & un proceso de centrifugacién a 4.000
4epeom., durante unos 20 minutos con lo que se obtienen
concentrados con 10lo céls. viables/ml. Estos concentrados
de cepas B-1 y B-3 se mezclan con el concentrado de la ce
pa B-2 (ver ejemplo 2) y se someten, previa standarizacidn,
a los procesos que se deseribirdn en los ejemplos 3, 4 ¥ 5.
Como particularidades objeto de invencidn en la

obtencidn de cultivos concentrados en las cepas B-1 ¥ B-3

deben destacarse las siguientes:

8) La incorporacidén de pequefias cantidades de 4deido félico
del orden de 50 ppm. al medio de cultivo permite obte-
ner diferencias de crecimiento muy apreciables, tanto
que sin su adicién es précticamente imposible llegar a
concentraciones de 109 células viables/ml. en los pro-
cesos de fermentacidn.

b) Asimismo es objeto de hallazgo el establecer unas con-
diciones de fermentacién microaerdfilas que permiten la
obtencién del mdximo rendimiento en el proceso de fer-
mentacidn. Dichas condiciones se consiguen en el ejem-
plo de referencia mediante el uso de un fermentador gque

presente una relacidén de superficie libre de cultivo en
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contacto con el aire a volumen de cultivo que oscile
entre 0,035 y 0,040. |

Se ha comprobado que la citada relacidn es cri
tica para obtener el mdximo crecimiento y que con condi-
ciones que dan valores S/V mayores a los indicados el ren
dimiento es inferior audn cuando se utilice agitacidn mecd
nica auxiliar para favorecer la incorporacién de aire.

La tabla que se expone a continuacidén muesira
las concentraciones en células viables/ml. obtenidas a las
48 horas de incubacidn en sistemas en los que se ha varia-
do la relacién S/V. Como se observard los valores mds ele-
vados se obtienen para relaciones S/V comprendidas entre
0,035 y 0,040.

STAS Céls/ml

0,035 2 x 107 céls/ml
0,040 1,7 x 10° .
0,072 7 x 10° n
0,302 5,1 x 10° "

EJEMPLO 2.

A partir de un crecimiento de la cepa B-2 en
Agar MRS en un tubo inclinado y por medio de un asa de
platino estéril se efectda una siembra en 10 ml del medio
de cultivo del ejemplo 1, que se incuban durante 24 ho-
ras a temperaturas comprendidas entre 25 y 35°C. Este ind
culo se afiade a 200 ml. de agar tripticdsico de soja de
composicidn:

Tripticase-peptongecscescseceee 17 g

Phitona-peptonaonno-t-oooo-ac.no 3 n
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ClNGesecsesesssoasncssoncssvess 5 o

Fosfato dipotdsicOsevesccencaes 2,5 "

GLUCOSBesessoesssossoossascasce 299"
contenidos en un frasco de Roux. El crecimiento superfi-
cial obtenido después de 48 horas de fermentacién a las
temperaturas comprendidas entre 25 ¥y 35%C se recoge con
Ringer 1/4 obteniéndose un total de 200 ml de cultivo con
tentendo 100 céls. viables/ml.
EJEMPLO 3.

Los concentrados obtenidos en los ejemplos 1 ¥
2, una vez comprobados en cdmara de Thomas el numero de
células viables/ml se mezclan en una proporcién volumétri-
ca respectiva para las cepas B-1, B-3 y B~2 de 5:5:1 y a
continuacidén se diluyen en la proporcién 10:1 con solucidn
de glutamato monosédico 0,1M. El 1fquido obtenido se dis-
tribuye en cubetas de pldstico conteniendo 10 ml de solu~
cidn. Las bandejas que contienen los cubitos se protegen
de la contaminacién exterior por medio de una ldmina de a-
luminio termosoldable procediéndose a la congelacién a u-
na temperatura de -15 a -20%C durante 3 a 4 horas. Las
bandejas con el producto congelado se almacenan en frigd-
rifico procurando que la temperatura de almacenaje no sea
nunca superior a -5°C.

Determinaciones de células viables efectuadas
despuds de descongelar el cubito obtenido muestran concen-.
traciones de las cepas B-1 y B-3 no inferiores a 5x 108
céls/cubito y de la cepa B-2 no inferior a 10% cé1s/cubito.

Ia eleccién del glutemato monosédico como com-
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puesto crioprotector ha sido realizado después de un es-
tudio comparativo de viabilidad del descongelado en pre-
sencia de varios protectores. Pueden emplearse, sin em-
bargo otros agentes protectores tales como glicerol y al-
ginato de propilenglicol.

EJEMPLO 4.

Los cultivos concentrados de las cepas B-1l y
B-3 obtenidos en el ejemplo 1 y el cultivo concentrado de
la cepa B~2 obtenido en el ejemplo 2 se mezclan con solu-
ciones de glutamato monosddico y leche descremada estéril
¥y liofilizada. La solucién resultante se somete a un pro-
ceso de liofilizacidn obteniéndose un producto en polvo
que contiene como minimo 2,5 x 108 céls. viables/g. Alter-
nativamente también puede llevarse a cabo la obtencidn de
un producto con propiedades semejantes,mezclando las pro-
porciones adecuadas de leche descremeda estéril liofiliza-
da y un liofilizadorformando por una suspensidén bacteriana
en glutamato monosddico con una enumeracidén viable total
superior a 10° céls/g.

EJEMPLO 5.

Los cultivos concentrados de las cepas B-1 y
B-3 obtenidos en el ejemplo 1L y el cultivo concentrado de
la cepa B-2 obtenido en el ejemplo 2 se emulsionan con un
monoglicérido acetilado de punto de fusidn comprendido en-
tre 35 ¥ 4500. El medio emulsionado se mezcla entonces con
un soporte a base de ingredientes alimentarios contenien-
do glucosa, almidones modificados o celulosa. E1 conjun-

to se seca a temperatura inferior a 430 y se enfria para
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encapsular las células bacterianas. Se obtiene asi un cul
tivo concentrado seco de concentrado viable semejante al
indicado en el ejemplo 4.

Se ha cuidado especialmente el control bacte-
rioldgico de los productos obtenidos en los ejemplos 3y
4 y 5 para asegurar la ausencia de microorganismos conta-
minantes y bacteriéfagos. Para ello, los productos son so-
metidos a los siguientes controles, segin conocidas técni-
cas microbioldgicas de los expertos en el oficio:

A) Ausencia de organismos del tipo Coll aerogenes :

0,1 ml de un cubito descongelado no deben dar crecimien
to sobre medio McConkey incubado 24-48 horas a 37%.

B) Ausencia de Staphilococcus :

0,1 ml de cubito descongelado incubados en medio Baird-~
-Parker durante 48 horas a 17°%C no deben dar presencia
de colonias negras y brillantes atribuibles a Staphilo-
coccus aureus.

C) Ausencia de anserobios esporulados @

Despuds de 5 dias de_incubacién en medio Robertson de
carne cocidq)l ml de cubito descongelado sometido pre-
viamente a 80°C durante 30 minutos no debe dar creci-

miento.

D) Ausencia de hongos y levaduras:
En 0,1 ml de cubito descongelado en medio de agar de

Saboureaud Maltosa incubados a 22°C durante 5 dfas no
debe dar crecimiento de hongos y levaduras.

E) Ausencia de fagos @

Se realiza de acuerdo con la técnica siguiente:
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Para ello se utiliza una wunidad Millipore-XX11-047-CO.
Se preparan placas de 12 c.c. de agar MRS; sobre éstas,
una vez controladas, se afiaden 2-3 ml de agar MRS a

una temperatura de 45°C, a los que previamente se ha-
bfan afiadido 0,1-02 ml de un cultivo en fase logaritmi-
ca de Lactobacillus sp. B-1 cultivado en caldo MRS. Una
vez solidificadas se afiade con una pipeta estéril 2-3
gotas de microfiltrado obtenido a partir de 3 cubitos
descongelados y filtrados a través de un filtro de poro
de 0,22 micras. Se incuban las placas a 30° durante
8-10 horas. La presencia de fagos se denota observando
en placa la presencia de calvase.

Lo mismo se hard para las cepas B-2 de Pedioco-
ccus sp. y B-3 de Iactobacillus sp.

Para los productos de los ejemplos 4 y 5 se a-
plican los mismos métodos de control, efectuando los mis-
mos sobre soluciones de los productos liofilizado o micro-
encapsulado.

Los productos obtenidos en los ejemplos 3, 4 ¥y
5 han sido ensayados en la elaboracidén de embutidos cura-
dos tipo salchichdén y similares. Se han llevado a cabo los
ensayos de forma comparativa con piezas obtenidas sin la
introduccidn del indeculo bacteriano concentrado y mante-
niendo constantes todas las demds condiciones de fabrica-
cidén y almacenaje. Para un producto congelado del tipo ci~
tado en el ejemplo 4 se han utilizado dosis de 1 g de con-
gelado/kg de carne.

En el grdfico adjunto se presentan los resultados
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medios expresados en porcentajes relativos de los recuen-
tos totales de las poblaciones en las distintas fases del
curado, distribuidos por tipos:

Lécticos

Gram negativos (comprende coliformes, pseudomonas y otros

tipos).
Cocos (comprende cocos patogénicos, entre ellos Staphylo-
coccus presuntivamente coagulasa positivos).

Hongos vy levaduras.

Con el uso de los indculos bacterianos concen-
trados se han podido comprobar los siguientes efectos:

a) Que la fermentacidén ldctica se desarrolle exclugsivamen-
te por los fermentos afiadidos y no por una colonizacién
espontdnea e incontrolada.

b) Que la fermentacidn homoldctica de la carne a embutir
se inicie inmediatamente y de forma vigorosa.

¢) Que la acidificacidn de la masa se consiga en el menor
tiempo posible y siempre en el mismo tiempo, para unas
condiciones homogéneas de trabajo.

d) Que despuds de alcanzado el punto de mayor acidez, as-
ciende el pH hasta 5,2-5,4 y no mds, haciendo el produc-
4o convenientemente comestible e imputrescible.

e) Que no se desarrclle flora extrafia (Estafilococos, en-
terobacterias y anaerdébicos gasogénicos), que disminu-
ya la calidad del producto o incluso llegue a estropearlo.

f) Que la deshidratacidn del embutido pueda controlarse es-

trictamente con la humedad y temperatura del medio am-

biente.
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g) Que las caracterfsticas de aroma ¥ sabor sean uniformes
y reproducibles.
b) Que se mejore la textura y el color de forma constante
para cada composicién de la masa y condiciones de trabajo.
i) Que sea totalmente inmecesario el uso de antifermentos

0 conservadores.

NOTA

Se reivindica como objeto de la presente paten-
te de invencidn:

1. Proceso para la preparacidn de indculos
bacterianos concentrados de uso en la fabricacidn de embu-
tidos curados tipo salchichén y similares, que consiste esen~
cialmente en realizar un cultivo de las cepas bacterianas
B-1 y B-3, del tipo Lactobacillus sp. y de la cepa B-2 del
tipo Pediococcus sp., de las que la cepa B-l es una nueva
variedad, no descrita hasta ahora, del Lactobacillus casei,
muy préxima a la variedad alactosus, de la que se diferencia
por una débil acidificacidén de la leche y una débil fermenta-
cidn de la lactosa, diferenciandose asimismo del Lactobacillus
plantarum por su sensibilidad al alguil-sulfato de sodio se-
cundario, y la no fermentacidén de la melibiosa y de la rafino-
sa’ la cepa B-2 es una variedad del Pediococcus cerevisiae, que
se caracteriza por no crecer en la leche, fermentar la

sacarcsa, ser catalasa positiva y reaccionar con la benci-
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dina con desvanecimiento rdpido del color; y la cepa B-3
es una variedad del Lactobacillus plantarum, del grupo de
las homofermentativas, caracterizada por su falta de cre-
cimiento en alquil sulfato de sodio secundario y una lenta
acidificacidn de la leche, llevando a cabo el crecimiento
de tales cepas bacterianas en medios de cultivo de composicidn
adecuada tal que dé concentraciones de cdélulas viables com-

00 cé1s/ml.

prendidas entre valores de lO8 vy 1l
2 Proceso para la preparacidn de indculos
bacterianos concentrados de uso en la fabricacién de embu-
tidos curados tipo salchichén y similares, segin la rei-
vindicacidén anterior, que se caracteriza por el hecho de
que la multiplicacidn de las cepas B-l y B-3 se realiza
ya sea mediante el uso de concentraciones de 30 a 50 ppm.
de dcido fdlico, y por la introduccidn de unas condiciones
criticas microaerdéfilas tales como las que se obtienen
cuando la relacidn entre la superficié libre del caldo de
cultivo en contacto con el aire y el volumen de dicho me-
dio de cultivo oscila entre 0,035 y 0,040, comprendiendo
también dicho proceso de obtencidn el cultivo de la cepa
B-2 en un medio adecuado tal que permite obtener una con=~
centracién de células viables de 10° céls/ml, tras de lo
cual el proceso comprende la concentracidn de los cultivos
ocbtenidos por centrifugacidén a 3.500~4.500 rpm. en una pe-
riodo comprendido entre 20 y 40 minutos y la mezcla de las
suspensiones concentradas de los microorganismos B-1 y B-2
¥ B-3 en proporciones respectivas tales como la relacién

de concentraciones en células viables entre las cepas B-l
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y B-3 sea de 1:1 y la relacidn en células viables entre
la suma de las de B-1 y B-3 (Lactobacillus)y B-2 (Pedio-
coccus) no sea inferior a 1:1 ni superior en ningin caso
a 100:1.

3. Proceso para la preparacién de indculos
bacterianos concentrados de uso en la fabricacidn de em-
butidos curados tipo salchichdn y similares, segin las rei-
vindicaciones 1 y 2, caracterizado por el hecho de que com
prende la obtencidén de un concentrado bacteriano congela-
do formado por las cepas B-1l, B-2 y B-3 en las proporcio-
nes descritas en la reivindicacién segunda y diluidas con
una solucién 0,1 M de glutamato monosddico a razdén de 10
partes de solucidn de glutamato monosdédico por una parte
de suspensidn bacteriana, ambas en volumen o proporciones
distintas a las sefialadas de acuerdo con la concentracién
en células viables/g que se desee obtener en el congelado
final, introduciendo la dilucidn asi obtenida en cubitos
de pldstico de unos 10 ml de capacidad, en ambiente esté-
ril, que se protegen de la contaminacidén exterior por me-
dio de una ldmina de aluminio termosoldable y se congelan
de -15 a -20°C durante 3 a 4 horas, manteniéndose luego en
frigorifico a temperaturas nunca superiores a 5500 hasta
el momento de su aplicacién.

4. Proceso para la preparacidn de indculos
bacterianos concentrados de uso en la fabricacidn de embu-
tidos curados tipo salchichdén y similares, segin las rei-
vindicaciones 1 y 2, caracterizado por el hecho de que com~

prende la obtencién de un concentrado bacteriano liofili-
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zado formado por las cepas B-1l, B-2 y B-3 en las propor-

ciones descritas en la reivindicacién segunda y dilufdas
con una solucidn de leche liofilizada descremeda estéril
v glutamato monosédico al 10%, tras de lo cualke someten
a un proceso de liofilizacidén en condiciones tales que se
asegure una viabilidad del 80 al 90% de los microorganis-
mos existentes, a cuyo fin se utilizan productos criopro-
tectores tales como glutamato monosédico, alginato de pro-
pilenglicol y leche descremada estéril.

5. Proceso para la preparacidn de indculos
bacterianos concentrados de uso en la fabricacién de em-
butidos curados tipo salchichdén y similares, segin las rei-
vindicaciones 1 y 2, caracterizado por el hecho de que com
prende la obtencidn de un concentrado bécteriano microen-
capsulado por el cual la suspensién de las cepas B-1, B-2
y B-3 mezcladas en las proporciones descfitas en la reivin-
dicacidn segunda se emulsiona con monoglicéridos acetilados
de punto de fusién comprendido entre 35 y 45°0; pasando
posteriormente a la dilucidn del medic emulsionado con una
solucién de un soporte de tipo alimentario conteniendo glu-
cosa y/o celulosa modificada, que se seca a temperaiura
inferior a 430, a la vez que se enfria para lograr la micro-
encapsulacién de las células bacterianas.

6. Proceso para la preparacidn de indculos
bacterianos concentrados de uso en la fabricacién de embu-

tidos curados tipo salchichdn y similares.

Todo ello segun queda descrito y reivindicado en
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la presente memoria descriptiva que consta de veintidos ho-

jas foliadas escritas a mdquina por una sola cara.
Barcelona, 22 de mayo de 1.973

LABOR MIRET, S.A.
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