AH/rz  PS.23537/8v.

B
\ it CL°

4{5357 R LY

PATENTE

DE

INVENCION

a Pavor de LABORATOFIOS MIFET, S.A., entidad espafiola, do-
micliada en Les Fonts de Tarrasa (Barcelona), Poligono In-
dustrial Can Parellada, por "PROCESO PARA LA PFEPARACION DE
INOCULOS BACTERIANOS CONCENTRADOS DE USC EN LA FABRICACION

DE EMBUTIDOS CUFADOS TIPO CHORIZO Y SIMILAKRES".

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencién se refiere a un proceso de
obtencién de indculos bacterianos concentrados de uso en la
Fabricacién de embutidos curados tipo chorizo y similares.

La produccién de chorizo y.de embutidos curados en

5. general disfruta de una tradicién secular, a través de la
cual se ha llegado a elaborar una extensa gama de productos
con un buen definido bouquet de alta calidad.

E1 Cédigo Alimentario reconoce entre los derivados
cérnicos al chorizo como embutido crudo, curado y encarnado

10. elaborado con carne de cerdo o cerdo y vacuno, metido en tripa
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natural o artificial de diémetro superior a 22 mm, Para dia-

metros inferiores se adopta el nombre de "longaniza.

Aln cuando el proceso de invencibén reivindicado
tiene relacién con el producto definido en el pérrafo ante-
rior, puede aplicarse a las diferentes variedades de chorizo
y similares existentes tanto en el mercado nacional, como
también mundial. De forma particular, y dentro del mercado
nacional, puede aplicarse a las variedades tipo Pamplona (pi-
cado fino), Extremefio (picado medio), Salamanca (picado grue-
s0) u otros de los muchos existentes tanto en sus calidades
puro, selecto o corriente (ver clasificacién del Dr. E. Cule-
bras en La Industria Tocinera).

En general, en todos los paises, la elaboracién
de esta clase de embutidos ha evolucionado desde una etapa
totalmente artesana hacia una produccién plenamente industrial,
Asi puede hablarse hoy en dia de una tecnologia propia,
especifica de produccién de embutidos curados.

Uho de los aspectos fundamentales de esta tecno-
logia en su produccién industrial es la del control de pro-
ducto durante su elaboracién a f£in de obtener un embutido de
caracteristicas organolépticas constantes y de la maxima ca-
lidad sanitaria y alimentaria. Este control debe permitir se-
guir la evolucién del curado o Fermentacién del embutido.

No existe ninguna duda de que la etapa inicial del
curado consiste en una fermentaciédn homoléctica de la masa que
produce su acidificacién. Con ello tiene lugar una coagula-—
cién de las proteinas que permite una deshidratacién répida

del embutido. Simultineamente con la fermentacidn léctica
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se produce la presencia de gran cantidad de enzimas de origen

bacteriano que también influyen en las modificaciones cons-
tantes que tienen lugar tanto en la carne como en el embutido
curado.

Parece, pues, fuera de duda alguna que a una correc-
ta fermentacién estéan ligados tanto la calidad organoléptica
Final como la necesaria ausencia de microorganismos extrafios
que no s6lo pueden estropear el alimento, sino hacerlo peli-
groso para el consumo humano.

Igualmente parecen estar relacionados con una co-
rrecta fermentacién aspectos tan importantes de una produccién
industrial de embutidos como son el control de rendimientos
absolutos, el tiempo de Ffabricacién, un adecuado saneamiento,
el control de los cambics de color y de los fendémenos oxidati-
vos, etc.

Uno de los motivos de novedad de la presente inven-
cién, aunque no el ftnico, es la investigacién sistemética
llevada a cabo con embutidos curados en diversas etapas de
su proceso de fermentacién. De acuerdo con las técnicas micro-
biolégicas de los expertos en el oficio, esta investigacién
sistemAtica permitié aislar centenares de cepas bacterianas.

El estudio de cepas y su uso como inéculos masivos
para el curado, ya sea separadamente o bien empleando mezclas
de varias de ellas, condujo a la seleccién de un cierto nime-
ro de cepas bacterianas y a un cierto ntmero de mezclas de
dichas cepas.

El aislamiento, caracterizacién, cultivo y mezcCla

de estas cepas constituyen por si mismas y por su proceso
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de reproduccién y el modo especifico de conseguir su implan-
tacifén en la masa a formar, un progreso tecnolégico que se
considera uno de los objetos de dicha patente.

En las tablas ne I y II reprcducen, a modo de
ejemplo, las caracteristicas de algunas cepas bacterianas ais-
ladas de embutidos del tipo chorizo.

Los ensayos de seleccib6n permitieron concretar como
més utilizables en los procesos de fermentacién de embutidos
curados tipo chorizo y similares los microorganismos designa-
dos como CP-26, CP-20, CP-9, CP-18 y DB-6. De ellos, los
microorganismos CP-26, CP-20 y CP-9 son lactobacilos, CP-18
un pediococo y DB-~6 un micrococo. Estas cepas responden a

las siguientes especificaciones:

Cepa CP-26

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

Crecen bien a BOOC, pero no a 45°c.

El examen microscépico a las 24 h del crecimiento
en Agar medio MRS muestra formas bacilares Gram positivas,
espordgenas, normalmente en pares y con un caracteristico
pleomorfismo. Catalasa (~) bencidina (-)

Las caracteriticas referidas son suficientes para
identificar la cepa bacteriana referida como un miembro del
grupo de las bacterias del &cido lactico y también para asig-
narla univocamente al génerc Lactobacillus.

Fermentacién de azlcares y andlogos: Xilosa (+), ramnosa (+),

melibiosa (+), lactosa (+), maltosa (+), dextrosa (+), sor-
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bitol (+), rafinosa (+), arabinosa (+), sacarosa (+), fruc-
tosa (+), galactosa (+), celobiosa (+). En ningtn caso pro-
ducen das.

De acuerdo con las caracteristicas sefialadas la
cepa CP-26 pertenece al grupo homofermentativo. De acuerdo
con la subdivisién de Orla-Jense (1945) pertenecen al grupo
Strepto-bacterium. De acuerdo con los datos de Rogosa y Shar-
pe (1959) seria afin a Lactobacillus casei.

Cepa CP~20

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

El examen microscépico a las 45 h del crecimiento
en Agar medic MRS muestra formas bacilares Gram positivas,
espordgenas, normalmente en pares y con un caracteristico
pleomorfismo.

Catalasa (-) bencidina (-).

Las caracteristicas referidas son suficientes pa-
ra identificar la cepa bacteriana referida como un miembro
del grupo de las bacterias del &cido lé&ctico y también para
asignarla univocamente al género Lactobacillus.

Fermentacién de azGcares y andlogos : Xilosa (+), ramnosa (-),

melibiosa (+), lactosa (+), maltosa (+), dextrosa (-), sorbi-
tol (-), rafinosa (-), arabinosa (+), sacarosa (+), fructo-
sa (+), galactosa (+), celobiosa (+). BEn ningtn caso produ-
cen gas.

De acuerdo con las caracteristicas sefialadas la

cepa CP-20 pertenece al grupo homofermentativo. De acuerdo
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con la subdivisién de Orla-Jense (1945) pertenece al gru-
po Strepto-bacterium. De acuerdo con los datos de Rogosa y

Sharpe (1959) seria afin a Lactobacillus plantarum.

Cepa CP-9

Resultan adecuados para su cultivo los medios de
Man, Rogosa, Sharpe v el medio selectivo de Lactobacilos de
M-5413.

Crecen bien a SOOC, pero no a 459,

El examen microscépico a las 45 h del crecimiento
en Agar medio MRS muestra formas bacilares Gram positivas,
esporégenas sueltas v con un caracteristico pleomorfismo.

Catalasa (-}, bencidina (-).

Las caracteristicas referidas son suficientes pa-
ra identificar la cepa bacteriana referida como un miembro
del grupo de las bacterias del A&cido l4ctico y también para
asignarla univocamente al género Lactobacillus.

Fermentacién de azlcares y anédlogos : Xilosa (+), ramnosa (+),

melibiosa (+), lactosa (+), maltosa (+), dextrosa (+), sorbitol
(+), rafinosa (+), arabinosa (+), sacarosa (+), fructosa (+),
galactosa (+), celobiosa (+). En ningtn caso producen gas.

De acuerdo con las caracteristicas sefialadas la
cepa CP-9 pertenece al grupoc homofermentativo. De acuerdc con
la subdivisién de Orla-Jense (1945) pertenecen al grupo
streptobacterium. De acuerdo con los datos de Rogosa y Sharpe

(1959) seria afin a Lactobacillus casei.

Cepa CP-18

Resultan adecuados para su cultivo los medios de

Man, Rogosa, Sharpe y Agar tripticéasico de soja.
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Crecen bien a 15, 30 y 45°¢,

El examen microscépico a las 24 h en Agar medio MRS,
muestra formas cocéaceas de unas 2 micras de diametro, sueltas
o agrupadas de forma mis o menos irregular, ocasionalmente en
tetradas Gram positivas.

Sobre los medios antes sefialados el crecimiento de
24 a 48 h es catalasa positivo. Los cultivos de 24 h dan una
débil reaccién a la bencidina, que, a diferencia de los ben-
cidina positivos, en lugar de incrementarse el color se va
desvaneciendo con el tiempo, en unos 20 minutos. BEstas carac-
teristicas son las propias de la pseudocatalasa del género
Pediococcus, si bien en alguna cepa de Pediococcus cerevisiae
la reaccién de la bencidina y de la catalasa pueden ser to-
talmente negativas.

En la pruebas oxidacién-fermentacién de Hugh-Leif-
son se produce un débil crecimiento en ambos tubos, indife-
rente a la tensién del oxigeno, con acidificacién también
igual.

Fermentacién de aztGcares y andlogos : Xilosa (-), ramnosa (-),

melibiosa (-), lactosa (+), maltosa (+), dextrosa (-), sor-
bitol (~), rafinosa (-), arabinosa (+), sacarcsa (+), fruc-
tosa (+), galactosa (-), celobiosa (-). En ningtn caso produ-

cen gas.

Crecen en el medio de Man, Fogosa, Sharpe al afiadir-

le 5 v 10% de ClNa.

Cepa DB-6

Resultan adecuados para su cultivo los medios de

Man, Rogosa, Sharpe y Agar tripticésico de soja.
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El examen microscdpico a las 24 h en Agar medio

MRS, muestra formas cocéiceas de 2 micras de diametro sueltas
o agrupadas de forma mis o menos irregular Gram positivas.

Sobre los medios antessefialados el crecimiento de
24 a 48 h es catalasa (+) y bencidina (+).

Reducen los nitratos a nitritos.

En las pruebas de oxidacién-fermentacién de Hugh-
-leifson se produce crecimiento en el tubo aerbbico pero no
en el anaerébico.

Las caracteristicas seflaladas permiten atribuir
la cepa DB- al género Micrococcus.

Resulta evidente de la clasificaciédn taxondmica
que acabamos de describir que se ha llegado al aislamiento
de unas cepas microbianas perfectamente determinedas.Las con-
diciones operativas y medios originales empleados,tanto para
su multiplicacién como para conseguir una alta viabilidad
y concentracién méxima de microorganismosque permita la apli-
cacién industrial que se persigue, asi como las condiciones
para lograr su implantacién en el proceso de fermentaciédn
de los embutidos curados tipo chorizo y similares, son obje-
tivos evidentes de esta patente.

Como se indica en el pérrafo anterior los problemas
que se plantearon a los investigadores, en aquel momento fue-
ron los de obtener un inéculo bacteriano conteniendo los cin-
co microorganismos a concentracién suficientemente elevada
asi como con viabilidad suficiente para poder ser objeto de
uso industrial.

De acuerdo, pues, con la invencién, el proceso con-
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siste esencialmente en el cultivo de las cepas bacterianas
Lactobacillus sp. CP-26, Lactobacillus sp. CP-20, Lactoba-
cillus hispanicus sp. CP-9, Pediococcus cerevisiae sp. CP-18
y Micrococcus sp. DB-6, en medios de cultivo de composicién
adecuada tal que dé concentraciones de células viables com-
prendidas entre los valores de 108 y lOlo cels/ml., tras
de 1o cual se pasa a la concentracién de los cultivos obteni-
dos por centrifugacién y a la mezcla de las suspensiones
concentradas de los microorganismos en proporciones tales
que la relacién de concentraciones en células viables entre
las cepas Lactobacillus sp. CP-26, Lactobacillus sp. CP-20
y Lactobacillus hispanicus sp. CP-9 sean siempre 1l:1l:1l, que
la relacién de concentraciones en células viables entre las
cepas Pediococcus cerevisiae sp. CP-18 y Micrococcus sp.
DB-6 puedan oscilar entre 5:1 a 10:1 y que la suma de las
concentraciones en células viables del primer grupo con res-
pecto a la suma de las concentraciones en células viables
del segundo grupo no sea inferior a 1:1 ni superior a 100:1.
En los ejemplos que se exponen a continuacién se
indican las caracteristicas més importantes del proceso descu-
bierto que permite la obtencién de un cultivo con un eleva-
do contenido de gérmenes viables por unidad de volumen, asi
como el uso de diferentes agentes protectores y bioactivado-
res, que forman parte del proceso de invencién, y de los me-
dios fisicos que dan origen a in6culos bacterianos concentra-
dos aptos para su uso en derivados céarnicos curados, princi-
palmente del tipo chorizo y similares.

Se entiende que los datos citados en estos ejemplos
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no limitan el alcance del proceso de invencién, sino que tan
s6lo son expuestos a titulo de ejemplo para una mejor com-
presién de la finalidad de esta patente.

EJEMPLO 1.

El proceso que se describiri a continuacién es
aplicable a las cepas CP-26, CP-20 y CP-9. A partir de un
crecimiento 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 casefna . . . . « « v v « . . . 10 g
Extracto de carne . . . . . . . . . ... g
Extracto de levadura . . . « « . .+ « ¢ . 4 "
Dextrosa . . .« « v v 4 v v e e e e e 20 "
Monoleato de sorbitan (20) polioxietileno. 1 m
Fosfato di-potésico. . . . . . . . 2 g
Acetato sb6dico .. . . . L ... . . ... 5
Citrato tri-aménico . . . . . . . . . . . 2 "
Sulfato magnésico hepta-hidratado . . . . g,2 "
Sulfato de manganeso tetra-hidratado . . . 0,05 ¢
Agua e e e e : e e e e e e e e e 1.000 ml

PH : aprox. 6,2.

Este cultivo se incuba durante 24 horas a la tempe-
ratura comprendida entre 25 y 35°C. A continuacién el inéculo
obtenido se aflade a un erlenmeyer conteniendo 1000 ml del
anterior medio de cultivo, el cual se incuba durante un mini-
mo de 48 horas a una temperatura entre 25 y 35°¢c. Se obtie-
ne después de este pericdo de incubacién un cultivo con una

9

concentracién bacteriana viable de 107 céls/ml. Este cultivo
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puede multiplicarse en un tiempo semejante al indicado y a
continuacién afiadirse en proporcién del 1% a un fermentador,
ampliando asi sucesivamente la escala de produccién hasta el
tamafio que se desee. Los cultivos de las cepas CP-26, CP-20
y GP-9 con dicha concentracién viable son sometidos a un
proceso de centrifugacién a 4.000 rpm. durante unos 20 minu-

10 céls. via-

tos con lo que se obtienen concentrados con 10
bles /ml. Estos concentrados de cepas CP-26, CP-20 y CP-9
se mezclan con el concentrado de las cepas CP-18 y DB-6 (ver
ejemplo 2) y se someten, previa standarizacién, a los proce-
sos que se describirén en los ejemplos, 3, 4y 5.

Como particularidades objeto de invencién en la
obtencién de cultivos concentrados de las cepas CP-26, CP-20

y CP-9 deben destacarse las siguientes:

a) La incorporacién de pequeflas cantidades de acido félico

del orden de 50 ppm. al medio de cultivo permite obtener dife

rencias de crecimiento muy apreciables, tanto que sin su
adicién es practicamente imposible llegar a concentracio-

9 células viables/ml en los procesos de fermenta-

nes de 10
cién.

b) Asimismo es objeto de hallazgo el establecer unas condicio-
nes de fermentacién microaerédfilas que permiten la obten-
cién del méximo rendimiento en el proceso de fermentacién.
Dichas condiciones se consiguen en el ejemplo de referen-
cia mediante el uso de un fermentador que presente una re-
lacién de superficie libre de cultivo en contacto con el
aire a volumen de cultivo que oscile entre 0,035 y 0,040.

Se ha comprobado que la citada relacién es critica
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para obtener el maximo crecimiento y que con condiciones

que dan valores S$/V mayores a los indicados el rendimiento

es inferior atin cuando se utilice agitacién mecanica auxi-

liar para

favorecer la incorporacién de aire.

La tabla que se expone a continuacién muestra

las concentraciones en células viables/ml obtenidas a las

48 horas de incubacién en sistemas en 1los que se ha varia-

do la relacién S/V. Como se observard los valores mas eleva-

dos se obtienen para relaciones S/V comprendidas entre 0,035

y 0,040.

EJEMP

8/v Céls/ml.

0,035 2 x 10° céls/ml.
0,040 1,7 x 10° céls/ml.
0,072 7 x 10% céls/ml.
0,302 5,1 x 108 céls/mi.
Lo 2.

aplicable

ELl proceso que se describird a continuacién es
a las cepas CP-18 y DB-6.

A partir de un crecimiento de las cepas CP-18 vy

DB-6 en Agar MRS en un tubo inclinado y por medio de un asa

de platino estéril se efectlia una siembra en 10 ml del medio

de cultivo del ejemplo 1, que se incuban durante 24 horas a

temperaturas comprendidas entre 25 y 35°C. Este inbéculo se

afiade a 200 ml de agar tripticisico de soja de composiciébn:

Tripticase-peptona . . . . . . . 17 g
Phitona-peptona . . . . . . . . 3 g
ClNa . . .« & v v v v o v o o« o 5 g

Fosfato dipotégico . . . . . . . 2,5 ¢
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contenidos en un frasco de Roux. El crecimiento superficial
obtenido después de 48hde fermentacién a las temperaturas
comprendidas entre 25 y 35°C se recoge con Ringer 1/4 obte-
niéndose un total de 200 ml de cultivo conteniendo 10 céls.
viables /ml.

EJEMPLO 3.

Los concentrados obtenidos en los ejemplos 1 y 2,
una vez comprobado en cémara de Thomas el numero de células
viables /ml, se mezclan en una proporcién volumétrica res-
pectiva para las cepas CP-26, CP-20, CP-9, CP-18 y DB-6 de
3:3:3:1:0,2. A continuacién se diluyen en la proporcién
10:1 con solucién de glutamato monosédédico 0,1 M. El1 liqui-
do obtenido se distribuye en cubetas de pléstico conteniendo
10 ml de solucién. Las bandejas que contienen los cubitos
se protegen de la contaminacién exterior por medio de una
lamina de aluminio termosoldable procediéndose a la congela-
¢ibn a una temperatura de -15 a -20°C durante 3 a 4 horas.
Las bandejas con el producto congelado se almacenan en frigo-
rifico procurando que la temperatura de almacenaje no sea
nunca superior a -5°C.

Determinaciones de células viables efectuadas des-
pués de descongelar el cubito obtenido muestran concentracio-
nes de las cepas CP-26, CP-20 y CP-9 no inferiores a 108
céls/cubito, de la cepa CP-18 no inferiores a 107 céls/cubito
y de la cepa DB-6 no inferiores a lO6 céls/cubito.

La eleccidén del glutamato monosé6dico como compuesto
crioprotector ha sido realizado después de un estudio compa-

rativo de viabilidad del descongelado en presencia de varios
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protectores. Pueden emplearse, sin embargo otros agentes
protectores tales como glicerol y alginato de propilengli-
col.

EJEMPLO 4,

Los cultivos concentrados de las cepas CP-26, CP-20
y CP-9 obtenidos en el ejemplo 1 y los cultivos concentra-
dos de las cepas CP-18 y DB-6 obtenidos en el ejemplo 2 se
mezclan con soluciones de glutamato monosédico y leche des-
cremada estéril y liofilizada. La solucibén resultante se so-
mete a un proceso ‘de liofilizacién, obteniéndose un producto
en polvo que contiene como minimo 108 céls, viables/g. Al-
ternativamente también puede llevarse a cabo la obtencién
de un producto con propiedades semejantes mezclando las pro-
porciones adecuadas de leche descremada estéril liofilizada
y un liofilizado formado por una suspensién bacteriana en
glutamato monosdéddico con una enumeracién viable total superior
a 107 céls/qg.
EJEMPLO 5.

Los cultivos concentrados de las cepas CP-26, CP-20
y CP--9 obtenidos en el ejemplo 1 y los cultivos concentra-
dos de las cepas CP-18 y DB-6 obtenidos en el ejemplo 2 se
emulsionan con un monoglicérido acetilado de punto de Fusidn
comprendido entre 35 y 45°C. E1 medio emulsionado se mezcla
entonces con un soporte a base de ingredientes alimentarios
conteniendo glucosa, almidones modificados o celulosa. El
conjunto se seca a temperatura inferior a 43° y se enfria para
encapsular las células bacterianas. Se obtiene asi un culti-

vo concentrado seco de concentrado viable semejante al indi-
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cado en el ejemplo 4,

Se ha cuidado especialmente el control bacterio-
16gico de los productos obtenidos en los ejemplos, 3,4 y
5, para asegurar la ausencia de microorganismos contaminan-
tes y bacteriéfagos. Para ello, los productos son sometidos
a los siguientes controles, segtn conocidas técnicas micro-
biclégicas de los expertos en el oficio:

A) Ausencia de organismos del tipo Coli aerogenes:

0,1 ml, de un cubito descongelado no deben dar crecimien-

to sobre medio McConkey incubado 24-48 horas a 379%.

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 atribuidas a Staphilococcus

aureus.

C) Ausencia de anaerobios esporulados

Después de 5 dias de incubacién en medio Robertson de
carne cocida, 1 ml de cubito descongelado sometido previa-
mente a 80°C durante 30 minutos, no debe dar crecimiento.

D) Ausencia de hongos y levaduras

En 0,1 ml de cubito descongelado en medio de agar de Sa-
boureaud Maltosa incubados a 22°C durante 5 dias, no debe
dar crecimiento de hongos y levaduras.

E) Ausencia de Fagos

Se realiza de acuerdo con la técnica siguiente:

Para ello se utiliza una unidad Millipore-XX11-047-00.

3

Se preparan placas de 12 cm” de agar MRS; sobre éstas,

una vez controladas, se afiaden 2-3 ml de agar MRS a una
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temperatura de 45°C, a 1os que previamente se¢habian afa-
dido 0,1-0,2 ml de un cultivo en fase logaritmica de Lac-
tobacillus sp. CP-26 cultivado en caldo MRS. Una vez soli-
dificadas, se afladen con una pipeta estéril 2-3 gotas de
microfiltrado obtenido a partir de 3 cubitos descongelados
y filtrados a través de un f£iltro de poro de 0,22 micras.

Se incuban las placas a 30°C, durante 8-10 horas.
La presencia de fagos se denota observando en placa la pre-
sencia de calvas.

Lo mismo se haréa con las restantes cepas.

Para los productos de 1los ejemplos 4 y 5 se apli-
can los mismos métodos de control efectuando los mismos sobre
soluciones de los productos liofilizado o microencapsulado.

Los productos obtenidos en los ejemplos, 3, 4y 5
han sido ensayados en la elaboracién de embutidos curados
tipo chorizo y similares. Se han llevado a cabo ensayos com-
parativos con piezas obtenidas sin la introduccidén del inbdcu-
lo bacteriano concentrado y manteniendo constantes todas las
demés condiciones de fabricacibén y curadoc. Para un producto
congelado del tipo citado en el ejemplo 3 se han utilizado
dosis de 1 g de congelado/kg de carne.

En las tablas que siguen se presentan las poblacio-
nes de organismos contaminantes indeseables, obtenidos en nue-
ve ensayos con y sin inbéculo bacteriano., En todos los casos,
el chorizo con inéculo bacteriano inicial ha dado una ele-
vada y répida poblacién léactica.

TABLA 3,

Poblacién de bacterias Gram negativas en chorizo con y sin



inbéculo inicial:

3

(x 107 céls/g)

Muestra Con inéculo 8in inb6culo
10

35
200

7.000

O o N3 o Uy MW

0

0

0

0

0

0 20
0

0]

0 40
B

L A 4,

Poblacién de cocos toxicogénicos en chorizo con y sin iné-

culo inicial:

Muestra Con inéculo Sin inbéculo
1 0 1.000
2 0 30,000
3 10 700.000
4 30 40.000
5 60 60,000
6 0 2.400.000
7 0] 900.000
8 0 0
9 0 600.000

TABLA 5.

Poblacién de hongos y levaduras:
Muestra Con inbculo Sin indéculo

1 100 3.000.000
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15'

20,

2 100 200.000
3 70 60,000
4 130 400.000
5 110 1.000.000
6 3.000 70.000.000
7 2.000 4.000.000
8 100 30.000
9 100 5.000.000

De los resultados que muestran las tablas anterio-
res puede deducirse que del uso de inéculos bacterianos con-
centrados se deducen los siguientes efectos:

a) Que la fermentacién lactica se desarrolle exclusivamente
por los fermentos afiadidos y no por una colonizaci6n es-
ponténea e incontrolada.

b) Que la fermentacién homoléctica de la carne a embutir se
inicie inmediatamente y de forma vigorosa.

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

d) Que después de alcanzado el punto de mayor acidez, ascien-—
de el pH hasta 5,2-5,4 y no mas, haciendo el producto con-
venientemente comestible e imputrescible.

e) Que no se desarrolle flora extrafia (Estafilococos, ente-
robacterias y anaerébicos gasogénicos), que disminuya la
calidad del producto e incluso llegue a estropearlo.

f) Que la deshidratacién del embutido pueda controlarse estric—

tamente con la humedad y temperatura del medio ambiente.

,9) Que las caracteristicas de aroma y sabor sean uniformes y

reproducibles.
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h) Que se mejore la textura y el color de forma constante pa-
ra cada composicién de la masa y condiciones de trabajo.
i) Que sea totalmente innecesario el uso de antifermentos o

conservadores.

NOTA

Se reivindica como objeto de la presente patente
de invencidn:

1. Proceso para la preparacién de inbculos bac-
terianos concentrados de uso en la fabricacién de embutidos
curados tipo chorizo y similares, que consiste esencialmente
en el cultivo de las cepas bacterianas Lactobacillus sp.
CP-26, Lactobacillus sp. CP-20 y Lactobacillus hispanicus
sp. CP-9 y de las cepas Pediococcus cerevisiae sp. CP-18 y
Micrococcus sp DB-6, de las que el lactobacillus sp. CP-26
es una variedad del Lactobacillus casei no formadores de gas,
catalasa negativo y bencidina negativo, del grupo de las ho-
mofermentativas; el lactobacillus sp. CP-20 es una variedad
del Lactobacillus plantarum, no formadora de gas, catalasa
negativo y bencidina negativo, del grupo de las homofermenta-
tivas; v el lactobacillus hispanicus sp. CP-9 es una variedad
del Lactobacillus casel, no formadora de dgas, catalasa nega-
tivo y bencidina negativo, del grupo de las homofermentati-~
vas, el Pediococcus cerevisiae sp. CP-18 puede definirse co-
mo una bacteria con caracteristicas propias de la pseudoca-
talasa del género Pediococcus, diferenci&ndose del Pedioco-

ccus cerevisiae por ser ésta catalasa negativa y bencidina
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negativa, mientras que la variedad reivindicadaes catalasa
positiva y da una reaccién débil con bencidina que va des-
vaneciéndose con el tiempo; y el Micrococcus sp. DB-6 puede
definirse como variedad del género Micrococcus, catalasa po-
sitivo y bencidina positivo; llevando a cabo el crecimiento
de tales cepas bacterianas en medios de cultivo de composi-
cién adecuada tal que de concentraciones de células viables
comprendidas entre los valores de 108 y 1010 céls/ml.

2, Proceso para la preparacién de inéculos bac-
terianos concentrados de uso en la fabricacién de embuti-
dos curados tipo chorizo y similares, segin la reivindicacién
anterior, caracterizado por el empleo en la multiplicacién
de las cepas Lactobacillus sp. CP-26, Lactobacillus sp. CP-
20 y Lactobacillus hispanicus sp. CP-9 de concentraciones
de 30 a 50 ppm. de &cido Félico y por el uso de unas condicio-
nes criticas microaeré6filas tales como las que se obtienen
cuando la relacién entre la superficie libre del medio de
cultivo en contacto con el aire y el volumen de dicho medio
de cultivo esté comprendido entre valores de 0,035 y 0,040,
comprendiendo también el cultivo de las cepas Pediococcus
cerevisiae sp. CP-18 y Micrococcus sp. DB-6 en medios ade-
cnados aerdbios tales que permitan obtener concentraciones

de células viables del orden de 108—109

céls/ml, y efectuando
a continuaciédn la concentraciébn de los cultivos obtenidos por
centrifugacién a 3.500 — 4.500 rpm. en un periodo compren-
dido entre 20 y 40 minutos y la mezcla de las suspensiones

concentradas de los microorganismos Lactobacillus sp. CP-26,

Lactobacillus sp. CP-20, Lactobacillus hispanicus sp. CP-9
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Pediococcus cerevisiae sp. CP-18 y Micrococcus sp. DB-6
en proporciones respectivas tales que la relacién de con-
centraciones en células viables entre las cepas Lactobaci-
llus sp. CP-26, Lactobacillus sp. CP-20 y Lactobacillus his-
panicus sp, CP-9 sean siempre 1:1:1, que la relacidén de con-
centraciones en células viables entre las cepas Pediococcus
cerevisiae sp. CP-18 y Micrococcus sp. DB-6 puedan oscilar
entre 5:1 a 10:1 y que la suma de las concentraciones en
células viables del primer grupo con respecto a la suma de
las concentraciones en células viables del segundo grupo no sea
inferior a 1:1, ni superior a 100:1.

3. Proceso para la preparaciédn de indculos bac-
terianos concentrados de uso en la fabricacién de embuti-
dos curados tipo chorizo y similares, segln las reivindica-
ciones 1 y 2, caracterizado por el hecho de que comprende la
obtencién de un concentrado congelado, formado por las cepas Lac
tobacillus sp. CP-26, Lactobacillus sp. CP-20, Lactobacillus
hispanicus sp CP-9, Pediococcus cerevisiae sp. CP-18 y Mi-
crococcus sp DB-6 en las proporciones establecidas en la rei-
vindicacién segunda y diluidas con una solucién 0,1 M de
glutamato monosédico a razén de 10 partes de solucién de glu-
tamato monosédico por 1 parte de suspensién bacteriana (am-
bas en volumen) o proporciones distintas a las sefialadas de
acuerdo con la concentracién en células viables/g que se de-
see obtener en el congelado final, introduciendo la dilucidn
obtenida en cubitos de plastico de unos 10 ml de capacidad,
en ambiente estéril, que se protegen de la contaminacién

exterior por medio de una lé&mina de aluminio termosoldable y
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se congelan de -15 a -20°C durante 3 a 4 horas, manteniéndo-
se luego en frigorifico a temperaturas nunca superiores a -5°¢
hasta el momentc de su aplicacién.

4, Proceso para la preparacién de inbculos bac-
terianos concentrados de uso en la fabricacién de embuti-
dos curados tipo chorizo y similares, segtn las reivindi-
caciones 1 y 2, caracterizado por el hecho de que comprende
la obtencién de un concentrado liofilizado, formado por las
cepas Lactobacillus sp. CP-26, Lactobacillus sp. CP-20, Lac-
tobacillus hispanicus sp. CP-9, Pediococcus cerevisiae sp.
CP-18 y Micrococcus sp. DB-6 en las proporciones estableci-
das en la reivindicacién segunda y diluidas con una solucién
de leche liofilizada descremada estéril y glutamato monosé-
dico al 10%; tras de lo cual se someten a un proceso de lio-
filizacidén en condiciones tales que se asegure una viabili-
dad del 80 al 90% de los microorganismos existentes, a cuyo fin
se utilizan productos crioprotectores tales como glutamato
monosédico, alginato de propilenglicol y leche descremada
estéril.

5. Proceso para la preparacién de inéculos bac-
terianos concentrados de uso en la fabricacién de embuti-
dos curados tipo chorizo y similares, segin las reivindica-
ciones 1 y 2, caracterizado por el hecho de que comprende
la obtencidén de un concentrado microencapsulado, formado por
las cepas Lactobacillus sp. CP-26, Lactobacillus sp. CP-20
Lactobacillus hispanicus sp. CP-9, Pediococcus cerevisiae sp.
CP-18 y Micrococcus sp. DB-6, mezcladas en las proporciones

indicadas en la reivindicacién segunda yemulsionadscon mono-

VQ/
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glicéridos acetilados de punto de fusién comprendido entre

35 y 45%¢, pasando posteriormente a la dilucién con una so-
lucién de un soporte de tipo alimentario conteniendo glucosa
y/o celulosa modificada y finalmente al secado a temperatura
inferior a 43°C, al mismo tiempo que se enfria el sistema para
lograr la microencapsulacién de las células bacterianas.

6. Proceso para la preparacién de inbculos bac-
terianos concentrados de uso en la fabricacién de embuti-
dos curados tipo chorizo y similares.

La presente memoria descriptiva consta de veinti~
tres hojas foliadas escritas a maquina por una sola cara.

Barcelona, 22 de mayo de 1.973

LABORATORIOS WIRET,
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" p.a. )//K/ Vs,




415357

+5 S0D0D

—

O

@)
|
I
1

R T T gTvo
osanab A ojaod +9 g LT'0 - + + + + = = 4+ = 4 = = 4 = 4 TIVD
opeaand A obfaeT +p g Lo‘o - + + o+ o+ - - - = + - - -+ = oIvo
souonbad +9 g €20 + 4+ + + + o+ o+ = o+ o+ = o+ o+ o+ o+ 6D
opeAIND A 01J0D +5H g To‘o + - + 4+ o+ - - + - + - - - - - 8vD
opeAIND A 03J0D +8 g - - - - - - - 3+ - - - - - - - /Y0
OPPAJIMD AL O1J0D +H € £€o‘o - -+ + + - -+ - - - - + - - 9V
OPPAJIND A 030D +H € €00 = = + 4+ + = = + 4+ 4+ = - 3 = 4 Cvo
osenab A oBxet +p g €0'0 - —- + + + = = 4+ = 4 = = 4 = 4 ¥vo
obaxet +p 4 100 - = + + + - = + = 4+ = = 4 a - €VD
obaet +n € I0°0 = = + + + = = 4+ 4 = = 4 = = = 2vD
OpRAIND A O3J0D +3 g Lo‘o - + + + o+ - -+ - + - - -+ - 1vD
+5 SODOD R T S R T - €TAD
sosanab A sojaod +9 g + 0+ + 4+ o+ 4+ = o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 2TAD
sosanaf £ soBuael +9 € - = 4+ 4+ 4+ o+ = = 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 1TID
outy £ 03400 +H € - - 4+ = o+ 4+ = = 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ OTID
osanab A o3aoo +9 € - - o+ 4+ o+ + -+ o+ + + + o+ o+ o+ 640
osenib A 03x0D +H € - = + 4+ + o+ = = % + o+ o+ o+ o+ 9AD
Outy £ 0300 +H € - = + 4+ + 4+ -+ o+ o+ o+ = 4 o+ LD
opeAdnd £ ©031JI0D +5 € + o+ + 4+ F o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 9D
0309a A 03I0D +9 € -+ 4+ 4+ o+ =+ 4+ o+ o+ o+ 4+ o+ te)
03Dax £ 03400 +p g - 4+ o+ o+ o+ -+ o+ 4+ o+ o+ O+ 4+ yaD
03109x A 03400 +p € + 4+ 4+ 4+ O+ =+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ £AD
opBRAIND 03J02 +5 g + 4+ + 4+ 4+ o+ = o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ 2I0
ossonab £ 03a0D +5 € - 4+ + o+ o+ o+ = 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ TID
ANk o Q @ WO 2 O o H X un ® W =
001dodS0I0TW a2 @ & B8 g g B E S B 5 KE & G T sp
o3o0adsy 0o o P o4 O 0 0 <+ = pm O w O B v B UQTIOBUTWOUS(J
nu.mnl e [o] o] %] ) g (o) o n v n o] 21 (o]
(] u B 723 n N = v 1] 1] 2] n
40 B opop o Y
et Y]
B

OZIJOHD OdId dd SOdILNdWd dd SVAYISIV SYNVINHLOVE SVJAED SVI dd SYOILSIIHIOVAVO

I vidgvadad



Il

vi1dV .4y

opeAJND A 03J0D +9 € co‘a - - + + + - - - - & - - + - - 6HD
+D $0000 go‘o0 - - + + + = = - - = - - - - - SHD
Py souty L sobxeT +5 € €00 ~ =~ 4+ 4+ o+ = = = = = = == = /RO
B opeAagnd £ 03400 +H € 600 - - + + + = = = = 4+ = = + - + SO
LD oprAIND K 01400 +H g LO0*0 - -+ 4 + - - - =+ - - + - - GHO
oioax £ oyanbad +5 g 60°‘0 + - + + . + -  + - - 4 - - YHO
N opeaqnd £ 03402 +H g €00 = - 4+ + o+ = = = == === WD
oprAInD L 03J00 +9 g T0°0 - - 4+ 3 + - - + - o+ - - - = - 2HO
T o sosanab £ soj3ao0 +5 @ .00 - -+ 3 + = - - - 4 - - + -~ — THO
e
" outy £ ofuel +9 g IT'0 - + + + + - - 4+ = + = = + + + L2D
o3dax £ o3J00 +H € €00 - - 4+ + + = = = 4+ 4+ = - + = o+ 900
opeaand £ oyonbad +5 g 600 - - - — 4+ = = - - = = - + - - ele
opeadand A 03I00 +H d 00 - — + + 4+ = = = = 4+ = =+ = 4 ¥20
osenab £ 03I00 +H € IT'0 - — + + 4+ — — = = 4+ = 4+ + = 4+ €00
o3oaax £ o0ja0d +9 g ¢<0‘0 - -+ o+ + - - - 4+ o+ - - - - - 200
o3Taus A ouysnbad +n g - - o+ 4+ + - - - - & - - - - + 100
0103a A 010D +9 4 60‘0 - — + + = = = 4+ = 4+ = - 4+ = = OTED
03102ad A 03J00 +H g TT‘0 + - + + +  + o+ - o+ o+ -+ +  + + 66D
opeAInd A 03a02 +H d €0°‘0 - - + o+ + - = - - + - - 4 - - 9dD
opeaand A 03400 +H € 00 — = + 4+ o+ = = 4+ = + - - + + * LgD
031Tens A 03J00 +H g LO'0 - = 4+ + o+ = = = = 4+ - = o+ = o+ 9g0
o1Tons A 03J00 +5 g LO'0 —- 4+ + + o+ = = o+ = o+ = = - = % GEo
outy £ 03400 +9 € €00 ~ - + 4+ + = = = - + = - 4+ - 40
outy A obxer +H 4 <00 ~ - + + + = = = = % = - = = o+ €go
opeAJInd A 03J0D +H g 200 - - 4+ + + = = = = & - + + = * 240
opeAaand A 01J002 +H g 10‘0 + -~ + + T e O 180
22 v o S T B - - SEpRTSTE
Ges IR EIEEEEEE G 8 B R § s
ootdoosoaoTw o3dadsy QUeE 5 5 & E B B & € o 5 m = o O  UQIDRUTWOUSJ
BR? 4 & o 4 0 o B E B0 B 3 5 o o B
+ o = t O n o] ct | sV (o] (] O He w0 ja]
Bt 2 O O O & = O B w p B Qo m 0O
Han B 130 W D =W ") fu n 0
n 58 p W v Y
et ®
o -
0
(0]
OZIJ0HD OdId 9d SOdIInNgWd Hd SYAVTISIV SYNVIVHILOVE SVJED SVI Hd SVOILSIIHIOVIAVD



	Bibliographic data
	Description
	Claims



