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- SUMARTO DE T,A TNVENCION

La presente invencidn se refiere a una nueva

cepa mutante de Streptococcus diacetilactis especialmente

adecuada para la preparacidn de queso cremoso "Cottage"
(queso cremoso casero) sin fermentacidén preliminar de la
mezcla que contiene crema. En particular, la presente in

vencidén se refiere a concentrsdos de Sireptococcus diace~

tilactis NRRI-B-8177 para usar en mezclas que contienen
crema, sin fermentacidn, como profildctico contra bacte-

rias corruptoras,

TRCNICA ANPTERTOR

La téenica anterior en el uso de bacterias pa

ra preparar mezclas que contienen crema para queso Cottage

dos Nos. 2.971.847 a Babel y otros, y 3.323.921 a Moseley

se somete a fermentacidn leche descremada con la bacteria
seleccionada a temperaturés por encima de 1a refrigeracién
normal, a saber, de 20 a 229, durante cierto periodo”de{
tiempo y despuéds se mezcla conm el aditivo que coutieﬁg'c}g
ma. De este modo se requieren varias etapas para preﬁéxér
| la mezcla que contiene crema por estos métodos..

Mis recientemente la Patente Canadiense

a Sing describe el uso de formas concentradas o liofiliza-
das parficulares de Streptococcus diacetilactis, en espe-A
cial la ATCC No, 15346 (conocida también como 18~16) afia~

didas a la mezcla que contiene crema a una concentracidn

y otros. BEsta Wltima patente describe el uso de Strevtoco

Hoja nam. 1

estd representada en parte por las Patentes de Estadoé Uadf -

ccus diacetilactis 18-16 para este fin. En estos métedos)

"No.”979.275 y la Patente de Estados Unidos No. 3.968.256 |
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Hoja ndm, 2

-comprendida entre 1,0 x_106 y2x 108 células por gramo de

queso Cottage sin fermentar y después se mezcla con el que
so Cottage. La Patente de Estados Unidos No., 3.048.490 a

Lundstedtidescribe el uso de formas sin concentrar, del

| mismo modb. Asimismo en la Solicitud de Patente No. de Se

rie 639.0%2 se ha descrito una mejora sobre el método de
Sing. Estos métodos "sin fermentacidn nrevia" vnroducen
queso cremoso Cottage muy bueno. El problema ha sido que
inecluso é temperaturas bajas comprendidas entre 4,4°C y-
102C en el método de Sing y en el método mejorado antes ci
tado,: la 18-16 produce lentamente 4cido que despuds de al-
gin fiempo.comunica a8l queso Cottage un sabor agrio. Asi-
-mismo, e incluso mds imporiante, bajo condiciones comercia
les, las temperaturas a veces aumentan por encima dellosc,
acelerando la produccién de Zcido, ocasionando de este mo-

“do "dque €l queso-Cottage tenga un sabor agrio.

OBJETOS .
7 Por consiguiente, es un objeto de la presente
__invencidn proporcionar una nueva cepa mutante de Streptoco

ccus diacetilactis vara queso Cottage que comunica un sa-

bor mejorado, sin fermentar o .incubar las mezclas que con-
tienen crema antes de la adicidn a la cuajada de queso Co-
ttage. También es un objeto de la presente invencidn pro-

porcionar una cepa mutante que incluso cuando las tempera-

-|~turas- exceden-de~102C  (haste 162C), produce muy poco deido

durante periodos cortos de elevacidn de temperatura gue
pueden ocurrir durante la comercializacidn. Asimismo un

objeto de la presente invencidén es describir una cepa mu-

tanté de Streptococcus diacetilactis que proporciona prof

[ L
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- laxis contra el crecimiento de bacterias corruptoras en el
queso cremoso Cottage. Estos y otros objetos llegardn a
ser evidentes de modo creciente por referencla ala deserl

cidén que figura seguldamente.

i
DESCRIPCION GENERAL

La presente invencidén se refiere a una compo-

sicién que comprende: células bacterianas de Sirentococcus

diacetilactis NRRL-BQ%l??, que es un mutante de Streptoéo—

ccugs diacetilactis 18-16, mezcladas con un medio nutriente

para las células bacterisnas que es aceptable,para el con-

sumo humano y en el que las células son cocci mutantes re-

mente 1nferiores de dcido en comparacidn con las celulas

llgeramente més pequeiias de Strevtococcus dlacetllactls

4 ‘7'7.
Se ha encontrado que las composiciones de

.nos.. aproxlmadamente 106 células por ml,.

-vencién comunican un sabor diacetilado deseable-al- queso
Cottage cuando se encuentran presentes en- altos numerob
de células viables y activas, 'por s1nte51s de dlacetllo a
temperaturas de refrigeracién normales, con baaa produCe;
cién de deido ldctico. La produccidn excesiva de deido
ldctico induce un defecto "agrio" en el queso COttage.

"Bl mitante Streptococeus diacetilactis NRRL-

—B-8177 fue dep051tado recientemente nor el autor de esta
Patente en el Departamento de Agricultira de los Dstados'

Unidos, 1815 North University Street, Peoria, 1111n01s y

lativamente grandes que producen cantidades significative-|

"18-16. ~Preferiblemente la comp031c16n contiene por- 1. me~| -

Strevtococcus diacetilactis NRRL-B-8177 de la 6resente 5h::

se eﬁcuentra ahora disponible al piiblico a peticidn median|.

‘U
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Hoja nam, 4

-te el numero de identificacidn. Induciendo mutaciones en

g.diacetilacfis 18-16 WP Wild-Type y seleccionando para ob

tener un mutante (con respecto al WP) que produjera #cido

lentamente, el aﬁtor de esta Patente fue capaz, por suerte,

rias ‘de las caracteristicas deseables de la cepa afin WT.
La cepa mutante:(l) produce dcido lentamente y no ocasiona
el defecto de sabor "agrlo".en el queso Cottage; (2) permi

te crecer rapldamente "al Leuconostoc cremoris en asocia~

cidn con ella; y (3) ‘retiene la . propiedad de produccidn de

diacetilo y la actividad inhibidora de su afin.

hecho de que produjo 4,5 % 108 unidades que forman placa. p¢
m) (UFP/ml) cuando se enfrenté con un fago de la cepa 16-1(

consiguiente, sélo es eficaz en un 69% contra el mutante-

-diante el método de Pack y otros
pdginas 981-986 (1964)), basado en la medida espectrofotom

trica de absorcidén por un complego coloreado produ01do por

(d.Dairy Science, Vol. 47,

el diacetilo y reactivos qulmlcos es peclflcos. La cepa NHR]
~8177 mostrd 0,25 ppm de diacetilo en éomparacién con la 18
WT con 0,65 ppm de diacetilo’después de 18 horas a 219C, Ls
'éeﬁa 8177 crecé»fécilﬁente en un medio nutrjente adeé@ado 1

ra Streptococcus diacetilactis hasta cuentas de células suy]
5 :

riores a 1,0 x 107 y tiene-buena estabilidad por congelacid

en presencia de glicefina. Tiene una capacidad de utiliza-

La cepa NRRI-B-8177 estd caracterizada por el

Wi. La cepa 18—16 WT produjo 6,5 x 108 UPP/ml. El fago, nor

-NRRL~-B-8177; .sin embaryo, ello muestra. que la cepa de mutay
te procede de la 18-16 WI. La cantidad de diacetilo producy
| do por NRRL-B-8177 es relativamente baja cuando se mide met,

g

=B
-16

o g

cién de lactosa relativamente baja y por tento produce rely |

r

T

=
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L tivamente poca acidez en leche (aproximadamente la mitad
gue la cepa 18«16 WT). Era equivalente a la 18-16 WT res-

pecto a la inhibicidn de Alcaligenes viscolactis; Pseudomo

)

nas fluorescens; P.viscosa y P.aeruginosa a 7,29,

PROCEDIMIENTO MUTAGENC Y PREPARACION DE COMPOSICIONES

El procédimiento mutédgeno escogido es el mds .
sencillo comocido. Se escogid incubacidn a temperatura el
vada para obtener un mutante de baja capacidad de produc~

cidn de d4cido., El grupo de.Streptococcus lécticos al

que pertenece el S.lactis, subespecie discetilactis, estd

t . -
constituido por miembros del género Sirevtococcus, que se

diferencien, entre otras caracteristicas, por su capacidad
para iniciar el creéimiento a 109Cy su incapécidad pafa
inicier el crecimiento (aumento de mimeros) a 45¢C. Basdn
dose en esta vremiss, se escogid la incubacidn a 459C para
inducir la mutacién deseada. o

Un cultivo recién propagado dé-la cepa 18-16
Wild-Typo, se hizo pasar a 100 ml de leche seca sin g;ésa'
reconstituida, al 11% (P/V), estéril, que habia sidoe tem-
plada a 45°C durante 20 minutos por 1o menos. EL grado de
inoculacidn fue de 5% (V/V). Despﬁéé de mantener a 4590
durante 3 dfes, el cultivo se extendid en placa (mediante
la técnica de siembra superficial) sobre el agar diféren-
cial con lactosa de Reddy (Tésis de M.S., Universidad del-

Estado de Towa, Ames, Iowa (1971), pdgina 45), previamente
vertido, ' :

paces de produccién répida dé dcido y de produccidn lenta

de 4cido o no produccidén, partiendo de la lactosa disacédri

-

El agar de Reddy diferencia entre bacterias cg

A4

N
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| _do (que es el prineipal hidrato de cerbono en los produc-

“lonias blanhcas o ineoloras o translicidas.. Las bacterias

_que.producen dcido lentamente forman colonias amarilies

Hojn ntm. 6

tos ldcteos). E1 medio contiene niveles bajos de subston-
cias pgoteicas, extracto de levadura, lactosa, un tampdn

difusible en forme de hidrogencfosfato dipotdsico, un tam-

pén no difusible en forma de carbonato de calcio, agar, caf

boxi&etilcelulosa, un indicedor de pH para poner de meni-
fieSto la produccidén de deido por colonias individuales,

en forma de pﬁrpura de bromocresol (zona dcida~amarillo,
zona neutra y alcalina~v1oleta) y agar de calidad bacteria
na. [ El.pH del agar ‘era de 6,8.i 0,1 y el color del agar

d este pH es violeta. El Streptococeus diacetilactis que
produce dcido con rapidez, al desarrollarse en este agar,
da lugar a grandes colonias coloreadas de amarillo con una
zona eamarillenta cifcundante (gebido a camhio de color del

indicador). ILas bacterias que no producen &cido forman co|

muy pequefias. Este agar permifte por tento la diferencia-
cidn y seleccidn de células (colonias) que no producen 4ci
do, .lo.producen con rapidez o lo producen lentamente, a A
partir de un cultivo dado. Para la formacién répida de co)
lonias, las placas sembradas en la superficie, se incuban

en una atmdsfera de €O, a 322°C.

2

DESCRIPCION ESPECIFICA

tilactis 18-16, de baja capacidad de produccién de 4cido

(con respecto al WT). Esto se efectud del sipuienté modos
(1) Un cultivo en leche de la cepa WT se separd

de la reserva en nltrégcno 1fquido, y se propagé una vez

3
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_en lecche seca sin grasa reconstituida (IS8G), estéril, al
once por ciento (11%) (L6 horas a 229C).

..(2) Este cultivo se usd para inocular 100 ml de
LSsG reconstituida, estéril, al once por éiento>(ll%) en
la proporcidn de uno por ciento (1%). EL cultivo en 100
ml d6 leche se incubd a 22°C durante 16 horas.

(3) Un indculo al 5,0% procedente de (2) se trans-
firid -a otro frasco que contenia 100 mllde L3SG recongti-
tuida, estéril, al oﬁ%e por ciento (1l%) gue habia sido-
templada a 452C durante 20 minutos por lo menos. Despuds
de la transferencia, el frasco se devolvid a 452C y se man
tuvo en el incubador de 452C durante 72‘h5ras.

(4) AL cabo de 3 dfas a 459C, el cultivo se compro;
bé para determmnar dlacetll—acet01na mediente el ‘Ensayo de
King (N King, como se describe en Dalry Industry 13: 860

(1948)), para una reaccién positiva como medida de creci-

.| miento. El cultivo se sembrd después en placa mediante

la téenica de s1embra sunerflclal sobre el agar dlferen-
" eial con lactosa de Reddy antes descrlto, a diluciones com

7 Las placas fueron in

prendidas entre 1 x 10 y 1 x 10
cubadas en un recipiente 1leno con dléxldo de carbono \BlO
-Quest Gas-Pak). a 329C durante 4 dfas. .

(5) Después de 4 dias, fueron examlnadas 1as pla-
cas. Se apreclaron en placas sembradas con dlluclén 1lx

10“3 varias colonlas amarillas discretas (1nd10at1vas de

| produccidén normal de a01do) y algunas colonlas 1ncoloras,

transparentes, grandes. ILas colonias transparentes fueron
marcadas y una porcidn pequefia de una de tales colorias
fué pinchada con una aguja y se hizo una extensién micros-

cdpica. ILa extensidn microscdpica mostré que la colonia

H

-
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— estaba constituida por cocci. Coceci relativamente grandes

‘al que se afiadié indculo de uno por ciento (1%) de cultivo

Hoja nam, &

(en comparacién con células de WT) se encontraban presen—
tes en parejas y cadenas muy cortas.

| . (6) La porecidn restante de la colonia examlna
da al m1c4oscon10 ge hizo pasar a un tubo de 1SSG reconsti
tuida, es téril, al once vor ciento (11%), se incubd a tem—
peratura:smbiente durante 72 horas y al término de la incu
bacidn se examing al microsoopio. ILas células eran tipica

mente las de Streptococei ldeticos en parejas o cadenas

cortas. Elicultivo de mutante fallé en coagular leche in-

cluso'después de 72 horas. La cepa de WT coagula habltual
mente la 1eche después de 48 horas,

~ (7) EL cultivo en leche de 72 horas fue enza-
yado parsa determlnar dlacetll-acet01na mediante el hetodo
de King, que d16 reaccién p031t1va. Los resultados se

muéstran en la Tabla 1.

_ TABLA I
Cepa Ensayo de King
W A KRN
NRRI, B-8177 )

(8) Pars estar seguros de que el cultivo aig-
lado era realmente un productor lento de é01do de baaa can
tidad de 4cido, un indeulo de diez por ciento (10%) del
cultivo aislado se hizo pasar a otro tubo con leche esté—
il y se incubd a temperatura ambiente junto con otro tubo

de WP, = Los resultados se muestran en la Tabla II.
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R TABLA II

"un productor lento de dcido a pesar -del -indculo usado, -10
-veces mayor.

-con-respecto 'a la cepa de Wl -Fl- aislado prodﬁjo-diacgtil-

1718) fueron inoculadas eﬁ“doé"tubos’éépéfé&dé’qdé”cdﬁieﬁian"
.medio diferencial de Reddy y otros (J.Milk Food_Technology

-NRRL~-B-8177 violeta +4 Ll 1L

Hoja ntm. 9

Coagulacidén (Temperatura ambiente)

24 48 72 96 120 144

Cepa . horas horas horas horas horas horag
18-16 (indeculo : ) o

de 1%) Neg. Pos. Pos. Pos. Pos. Pos

NRRL~B~-8177

(Indculo de _ . .

10%) Neg. i Neg. Neg. Neg. Neg. Neg

[ B . )
Esto mostrdé que el aislado es relativamente

(9) Una porcidén de los cultivos procedentes

de (8) fueron ensayados para determinar diacetil-acetvina

~acetoina,

(10) Dos asas de 1os cultivos procedentes de

Volumen 34, pdginas 43-45. (1971)), se incubd a 329C durantL
72 horas y se examind., Los resultados se indican eh la Ta
bla III.

TABLA III

- —— bt

'NHé por reacti

Cepas Color Gas . vo~de Nessler Crecimiento
. - (1) o
18-16 violeta ERN IRV 111
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(1) E1l reactivo de Nessler se describe en Handbook of Chem

and Physics, Chemical Rubber Co., 422 Edicién (1960), en
la pégina 1653. ‘
(11) Se usaron cultivos procedentes de (8) pa
ra efectuar un ensayo arbitrario de actividad (actividad
de péoduccién de dcido) en leche, como se deécribe por
Horral y Elliker en J.Dairy Science, Volumen 30, pagina
523 (1947). La temperatura de la leche es de 37,72C y el
tiempo de incuﬁaéidn:ﬁe 5 1/2 horas. Los resultados se

muesiran en la Tabld IV.

Tabla IV
' Cepa . % de acidez después de 5 1 horas a

37,79C (indeulo de 10% en®leche dc.
Horral y Elliker)

18-16 ' . 0,41%
-NRRT-B=B177 - ; o 0y23%

Estos resultados indicaron que el aislado es
un mutante de la cepa 18-16 WP de baja capacidad de produc
cién de dcido. '

La preparacidén de los concentrados de NRRL~-B3-

«~8177 puede llevarse a cabo como se describe en las Palen-

tes de Estados Unidos Reexpedidas Nos. 28.276 y 28.488.

~Se~usa~para~cultivar las ¢élulas un'medio nutritive para

el crecimiento de S.diacetilactis 18-16, convencional. Al-
go. del medio nutriente se encuentra presente con las célu-
las incluso si se concentran hasta obtener una pasta de

15 células por ml y por tento el medio

4
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{--del medio nutriente dercultivo. Los concentrados son-con-

Hojt'a,nm'n. 11

debe ser aceptable para slimentos para consumo huﬁano.'~Se
usan en el medio nutriente leche descremada o derivados de
la misma pares ayudar al crecimiento de las células. No se
excede un nivel de leche descremada de aproximedamente veij
I te por ciento en peso (26%) en la mezcla de fermentaéidn,
paraifacilitar la separacidn de las células bacterianas de
la mezcla de fermentacidn y se usa preferiblemente menos
de diez por ciénto (10#) de leche descremada. El dcido ge
nerado durante el-créﬁimiento celular se neutraliza, de-
preferencia contihﬁghente, de tal modo que el fermentado
finai tiene un pH comprendido entre aproximadamente 6,0 y
7,0. ILas células se concentran de preferencia, hgbitual—
mente con una centrifuga, para sepafar algo o la tofaliﬂad
del liguido. Son conocidas otras técnices para la sépafa—
cibn de componehfes indeseados y la concentracidn de la-.
mezcla de Termentacidn, tal como mediante didlisis. TIws’
mconcenﬁradosucontienen~prefefiblgﬁente,por lo menos apfoxi

S

mademente 1 x 10 células por ml, y de preferencia entre

100 y 300 x ibg células por ml para la separacién de algo
gelados preferiblemente con un agente de estabilizacién de
la congelacibn, tal como un alcohol polivalente (gliceriQ
na), leche descremada o derivados de leche descremada para
su almacenamiento y fransporte antes del uso por el indug-

trial lechero y se encuentran comercialmente disporiibles.

. QUESO COTTAGE

En el queso cremoso Cottage, el §.diac§fi1ac—
$is NRRL-B-8177 mutante a menos de 109C, crece lentamente

¥y genera upa concentracidén muy baja de.- deido léctico; mo

| i
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| trebajo publicado en el Journal of Milk and Food Technolo

Hoja nam. 12

- obstante, la temperatura de conservacidn dcbe estar com-
prendida entre 4,4 y 7,22C para una estabilidad de aproxi-

madamente 28 dfas o menos. Muy poco 4cido se genera en es|

la temperatura asciende hasta 10 ~ 169C, como puede ocu-
rrirldurante periodos cortos en la distribueién comercial,
el mutante produce muy poco dcido.

El Streptococcus diazcetilactis 18-16, tiene

‘1a cepacidad conocidd de inhibir organismos corruptores en
* e . )
el queso Cottage durante un periodo substancial de almace-

namiento. ' Esta caracteristica general se discute en un

&y, Vol. 35, No.6, péginas 349-357 (Junio 1972) y en una
publicacidén titulada "Crecimiento competitivo de Streptoco

cous Diacetilactis en Cultivos Licticos de Cevas Mixtas v

Queso™ Band D des XVII, Internationalen Milchwirtschaifts
.kongresses.Seccién D 2, piginas 611-618 .(1966).
El Streptococcus diacetilactis NRRL-B-8177

comparte esta caracteristica con su afin aun cuando produ-

ce menos Acido. ' .
Es sabido Que el acetaldehido es un sub~pro

ducto de la accidén fermentativa del §.diacetilactié sobre

sistemas lactosa-citrato en leche. Cuando se acumula sce
taldehido en cantidades relativamente ‘grandes, ello ocasig
na un defecto de sabor, llamado "erudo", en queso Cottage
:”ywﬁier%os”btrdé‘pfbdubtosmiécteos fermentados. EL defecto
de sabor "crudo" se evita o elimina utilizando concenfra—

dos de Leuconostoc cremoris & Leuconostoc dextranicum mez|

clados con concentrados de S.diacetilactis segin se deécri
be en la Solicitud de Patente No. 639.052. El L.cremoris

te periodo a estas temperaturas, Asimismo, incluso cuandof

1T
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" *l-en especial posee (en términos relativos) slta =zctividad

1 ma, evitando de este modo el defecto de sabor “crudo". BEl

| da No. 28.276. ILa leche descremada se encuentra presente

T HojA ndm. 13

de alcohol-deshidrogenasa lo gque permite que el organismo
separe .0 elimine el acetzldehido en exceso generado por el

S.diacetilactis NRRI-E~-8177 en la mezcla que contiene cre-

§.di§cetilactis NRRL-B-8177 no suprime estas bacterias de

sabor. Asimismo, usando L.cremoris 6 L.dextranicum con

NRRL~-B-8177, el Leuconostoc puede ser usado a niveles de

106 células por gramo “de queso Cottage y el NRRL~B 8177 a

4

niveles .de 10 6 10 ceiulas por gramo de queso Cottage

para asegurar que la acidez se mantiene en un nivel bajo.
La fortificacidn de la mezcle que contiene
crema con citratos solubles, gue se encuentran de modo na-
tural en la 1eche, junto con los concentrados bacterianos,
proporciona una nroduccmdn adicional de diacetilo. Esta

es una reaccidn conocida en la técnica anterior.

DESCRIPGION ESPECIFICA

Los Ejemplos 1, 2 y 3 muestrsn el método pre-
ferido para la preparacién de queso cremoso Cottage usando
S.diacetilactis NRRL-B-8177. '

‘ Ejemplo 1 '
Se usé un concentrado congelado de S. diaceti-

lactis NRRL—B—8177 preparado a partir-de leche descremada

como se deéscribe en la Patente de Estados Unidos Reexpedl-

en la mezcla de fermentacién a un nivel de 1,0% en peso.
Ia mezela de fermentacidn se neutralizd continuemente con

amoniaco gaseoso anhidro. ILa mezcla de fermentacidén se cen .
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-| ~queso -Cottage escurrida, lavads -y enfriada, y se-empogue-

| paquetado.,

Hojn n6ém, 14

—trifugé produciendo un concentrado que contenia aproximadg
mente 150 a 250 x 109

por ciento (10%) en peso de glicerina como agente estabi-

células por ml, se mezcld con diez

lizador de congelmcidn, y se congeld a -28,99C antes de syl
uso. . El concentrado se descongeld para usarle en agua tem
plada clorada (37,82C; por lo menos 100 ppm de cloro dispol
nible) durante menos de 30 minutos,

Una mezcla que contiene crema, pasterizeada,
de 4 partes en volgwéh de leche descremada y 6 partes de
cremza de grasa de lgéhe al veinte por ciento (20%), se-en
frié a umnd. temperatura de 4,49C. El concentrado se inter
puso con la mezcla gue cOntiene crema en la proporcidn de
170 gramos de concentrado por 757 litfos de mezcla que con
tiene crema, durante un periodo de 30 minutos sin dejar
que la temperatﬁra subiera por encima de 102C. ILa mezcla

que contiene crema se aplicd inmediatamente a cuajada de’

té. ILos pagquetes se almacenaron a 4,49C a temperatura in-
ferior. Se desarrolld un sabor notable (diacetilo) entre
72 y 96 horas a la temperatura de almacenamiento.

El queso cremoso Cottage resultante tenia un
excelente sabor, sin sabor dcido agrio, y a la vez.tenia
una estgbilidad de 28 dfas sinAmostrar sefinles del creci-
miento de organismos corruptores gue se encuentran presen

tes habitualmente en pequefios cantidades en el producto em

Ejemplo 2

Se repitid el procedimiento del Ejemplo 1 ex-

ceptd gue se afladid .a la mezcla que contiene crema un con-
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conostoe cremoris en la proporcidn de una parte por parte
de S.diacetilactis NRRL-B-8177, El resultado fue un queso

cremoso Cottage de sabor excelente sin sabor agrio o “eru

do", Se desarrolld un sabor notable cuando se almacend &
4,496 dentro de 24 horas.

Ejemplo 3
Se repltld el procedimiento del Ejemplo 1 ex-
cepto que se anadld ‘una solucidn de citrato de sodio en la
proporcidén.de 7570 cc por 757 litros de mezcla que cont1e~
ne crema, para mejorsr el sabor. ILa solucidn de citrato
se prepard_disolviéndo 680 gremos de la sal eén 7570 cc de
agua. Se desarrolld un sabor notable en el queso Covtage
 dentro de 24 horas cuando se almacend a 4,49C. E1 prodac
to tenia un sabor excelente debido a la accibén aumentada’
--de -las bacterias sobre el citrato afiadido parasproduqir
diacetilo. |

Como puede apreciarse de los Ejemplo 1 a 3,
lag composiciones de la pfesente~invenci6n.que incluyen
NRRL-B-8177 son superiores para la produccidén de queso Co
ttage bueno. Se verd que el NRRI-B-8177 podia ser ﬁézclg
do con la cuajada fria antes de afiadir la mezcla gue con-
tiene crema; sin émbargo, no se prefiere gsto. Las compo
siciones bacterianas pueden ser formas concentradas o sin
* concentrar con el medlo nutriente de cre01m1ento.' Tamblen
las células pueden ser 1iofi1izadas, no obstante tampoco
ésto. es preferldo debido al efecto dafiino de la 110f11iza

qldn. Es posible asimismo usar el Streptococcus diacetila

g naem, 15| 8

—centrado de aproximadamente 1 x 107 células por ml de Leut

LS

tig mutante como profildctico en otros productos debido a
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terias corruptoras.

Hojn hbm, ]6

|_su baja produccidn de deido y su aptitud para inhibir bag
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- ) _ REIVINDICACIONES

y
/. Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan pera que sesn objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn en Espaﬁa; por VEINTE afios, son los gue se
recogen en las reivindiceciones siguientes: .
l12.~ Un método ypara la prenaraclén de alimen|

t0s proporcionando Strevtococcus diacetilactis mezclado

con el alimento, caracterizado porque se proporciona en el

alimento Streptococcus diacetilactis NRRL-B-8177, que es

do con un medio nutriente, a una cuenta de células qﬁe es
por lo menos suficiente para actuar como profiléctico” irhi
“"biendo "bacterias corruptoras. .
..28.- Un método segin la reivindicacidn 18, °
en el que las bacterias se encuentran presentes en el ali-

4

mento a una cuenta de células de aproximadamente 10 célu-

las por gramo, por 1lo menos. ' ,
38.- En un método segim la reivindicacidu 18

para la preparacidn de queso oremoso Coftage como alim9h~

to, proporcionando Strevtococcus diacetilactis mezclado

con la cuajada y cremg, la me jora que ‘comprende inocular e

queso Cottage con un nivel de cuenta de células de Strepto

sabor despuds de un periodo 4e tiempo a temperaturas de al
macenamiento frias, asi como para proporcionar profilexis

del guesco Cottage.

un mutante de Strevtococcus diacetilactis 18-16 WT, mezclal

48,~ Un método segun la relv1ndlcac16n 38, en

17




10

07038

. VoD,

{de entre aproximadamente 10

Nojn nam. 18

- |.el que la inoculacién del queso Cottage se efectfia a una

temperatura de menos de 102C aproximadamente.

. 58.- Un método seghn las reivindicaciones 32,

' “|'6 48, en el glie la inbcuiaciGh.ée efectfia en una cantidad

4 y 108 c&lulas por gramo de

queso Cottage.

6&,~ UN METODO PARA LA PREPARACION DE ALI-
MENTOS .

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede y para los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de dieciocho hojas es-

critas a méquira por una sola car
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