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MEMRORIA DESCRIPTIVA

El presents invento se refiars a un procedimien=—
to para la produccidn de alimsntos, productos alimenticios
estimulantes y piensos que son pobres en aminas & complata-
mente libress en aminas biogsenas, en particular de histamina.

En los ultimos affos se han emprendido esfueréos ca=-
da vez mas fuertes, para disminuir lo mas ampliamante ;gsible
en los alimentos, productos alimenticios estimulantes & pisn=-
sos al contenido de sus£ancias nocivas para la salud;icomo

por ejemplo medios de proteccidn da plantas, metalss ﬁasados,

‘micotoxinas, nitrosaminas y otros carcinogenos, y en el caso

ideal mantener los alimesntos, productos alimenticios y piensos
completamente libres ds tales sustancias. En los piénscs BS
por 8llo tan importante especialmente de mantenerlos en lo
posible libres de materias nocivas, porque las materias noci-
vas pusden acumularse tantoc en los tejidos de los animales,
0 ssa puas en la carne, como tambien ocurre frecusntemente
un incramento de las materias nocivas en la leche de los ani=
males, 0 sea pues en particular esn la lecha de vaca y en los
productos producidas de ella.

Se sabe que la ingestidn de determinados alimentos,
especialments de determinadas bsbidas alcoholicas como vino
y cerveza, asi como de queso y también de col fermentada pus-
de conducir a jaquecas y dolores de cabeza, y que tales ali-

mentos y productos alimenticios estimulantes son indigestos
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para personas quse sufren de alergias, diarreas asi como ds
u;caras estomacales y duodenales.

| Investigaciones gue se han realizado en relacidn
cgn estos efectos mehcionados en cerveza, parscen demostrar,
que tipos de fermentacidn alta producen mas fracuentemente
trastornos que tipos de fermentacidn baja. A pesar ds allo
dépende la fuerza de los trastornas,.mas de la cantngéxde
carveza consumida que dsl tipo de cerveza elegido (P;};gn,
Export etcj. Sorprendentemente se ha demostrado que eﬁ‘cerve-
zas con el mismo contenido de alcohol, de aceite de fusel y
de materiad-s de extracto de ldpulo, pueden ser fuarté@ante
variables los sfactos indeseables mencionados. Sin éhﬁéfgo
sé ha demostradoe que cervezas con alto contenido de albumina
y de& contenido de acido amidico son mas indigestas Que cerve-
zas con menor contenido de albumina, o

Aminas biogsnas entran en el alimento casi siemprs
solo durante la elaboracidn de productos primarios agricolas,
Tal amina biogsna es la histamina,

Se ha demostrado ahora que numerosos microbios es-
tan sn condiciones de descarboxilar la histidina que se pre-
santa en productos primarios agricolas en la amina biogena
histamina,

La histamina es una sustancia que provoca ya an
cantidades minimas fuertes reaccionss fisiologicas en sl hom-
bre, como por ejemplo dolor de cabeza, jaquecas, nauseas y
diarrea. Ademas @s histamina un factor esencial en alergias

y anafilaxia.
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La histamina es una base fuerte que forma sales
con acidos. La histamina se pressnta en plantas, por sjemplo
an las sspinacas y ortigas, y se encuentra en diverscs teji-
dos animales y humanos. Los leucocitos basofilos acumulan
histamina en forma inactiva, sin smbargo pusde ser liberazda
de estos mediante reacciones alergicas 6 radiacidn ionjizante

6 en destruccidn del tejido § tambien por liberadores.’

entrs Bl contenido de histamina de la mucosa gastricé;”la
recidiva del ulco y del acido gastrico. Medianta la.aﬁminis—
tracién de antagonistas receptores de histamina ss pdéden
me jorar de una manera significativa ulceras estomacales cro-
nicas, Lo mismo vale tambien para la jaqueca, Para la profi-
laxis de la jaqueca es de gran importancia una alimentzcidn
libre de histamina de facil digestidn, -
Parsonas con ulcera duodenal cronica almacenan de
uRa manera significativa menos histaminas en la mucosa cCoTpuUS~
cular, que personas con el estomago sano, fMientras que perso-
nas sanas desintegran la histaminas suministrada cmn 8l aliw
mento mediante una histaminasis, se llega por la falta de este
fermento a dolor de cabeza histaminica (sindrome ds Horton),
que ss llama tambien cefalgia histaminica. Tambien el sindro-
me de dolor ds cabeza Bing y la neuralgia de Harris, un tras-
torno que se presenta mas fuertements casi siempre a dster-
minadas horas del dia, en especial por la noche mediante ata-
ques de dolar del lado medio dn la regidn del ojo, frente,

sienes, con lagrimes, enrojecimiento del ojo y ds la cara,
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hinchazdén de la mucosa nasal etc. es provocade por hista=-
mina y se puede tratar ventajosamente con antihistaminicas.

La desensibilizacidn y produccidn de una resistsn-
cla incrementada contra la histamina ss logra por la adminis-
tfacién de histaminasoproteina, Normalments se encuenira en
a} suero un factar antihistaminico cuya falta se conceptua
como signo de una alargia latente, _

| La separacidn de la histamina se sfectua por -las he-
ces y con la orina, s

La histamina aumenta la contraccidn de la-m;scula-
tyra lisa y hace perder fuerza a los musculos vascuigéés. Oe
egte modo se disminuye la presién sanguinea psro sa_g%menta
la permeabilidad capilar de modo que se llaga a la formacién
dé granos y edemas en la piel, El suerc humano puadé.ligar
histamina librs. Sclo en el alergico esta Fuartamanté'dismi—
nuida la capacidad de ligazdn, es inhibida por una llamada
antipsxina,

Como limite de tolerancia peligrosa para la salud
considsra Marquardt (vease H.Marquardt, "Dia}Weinwirtschaft",
pﬁg.127, 1978)
2:mg de histamina por kilo de alimentos 6 productos alimen-
ticios, por ejemplo vino,

Ahora se han examinado diversos alimentos y pro-
ductos alimenticios por su contenido en histamina. En produce~
tos lecheros se han obtenido aqui los resultados resumidos

en la Tabla I siguienta:

ool ee
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Contenido de histamina en diversgs productes lac-

IasLa I
teos
Producto

Leche sin desnatar pasteurizada
n
[ ||

Lache sin desnatar H (uperisada)
) )

Leche cuajada :

Yoghurt

Yoghurt

Queso grasa plena Tilsit

Ly

Quesa Gouda grasa plena

Queso Couda grasa plena austriaco

Queso Gouda grasa plena holandss
Camsmbert grasa plsna

Camembert grasa plena

Stilton grasa plena ingles
Quesa del Harz

Queso del Harz estilo gfanjaro

Histaming mg[kilo

0,3

0,5
0,7
0,8
0,8
1,2
2;.1
1,7

50,0
60,2
54,0
41,0
180, 0
35,0
55,0

158, 0

390,0

383, 0

Como se vera ds esta tabla, esta sl contenide

de histamina de las diversas clases de leche sin desnatar

tlaraments por debajo del limite de tolerancia indicado por

eof oo
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Marqueardt. De por si es sorprendente qus leche fresca pre-

santa ya cierta cantidad de histamina. Se puede suponer que

hay que atribuir estescontenido de histamina de la leche fras-

ca por lo msnos en parte, a que las vacas teman con los pien
sos y especialments del pisnso ensilado, la histamina y
esta pasa a la leche, Como se vera ademas de la tabla'l es
gin embargo el contenido de histamina de productos qgllacha
ggria, como yoghurt y des quesos esencialments, mas e}gyado
éue aqusl de leche fresca. Puesto que los micruotganismos
Astan en condiciones, como se ha mencionado ya mas éﬁiiha,
de transformar la histidina contenida en la albumina:QE la
leche mediante descarboxilacidén en histamina, se p%é%éﬁta
gste incremsnto drastico de contenido de histamina en la
acidificacidn de la leche y en la produccidn de quééb. Al
gonsumir solo 50 g de queso de Harz sstilo granjeré.éé taman
ya casi 20 mg de histamina, o sea puss el deéuplo que Mar-
quardt considera como limite de tolerancis para 1 kilo da
ﬁabida, como vino,

Tambien los vinos presentan un contenido de hista-
mina bastants elevado, y espscialmente el vino tinto y cham-
pan. Tambien en este caso se forma la histamina, como se
discutird aun con mas detalle mas adelante, porque sa trans-
forma la histidina de materias albuminosas que estan conteni-
das en el mosto 6 en la materia macerada, por microorganis-

mos en histamina, Los resultados logrados en el examen de

vipo se ha resumido en la Tabla Il siguisnte,

i

oo/--
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Contenido de histamina de diversos vings
Producto histaming mg/kilo
Vino de mesa (Mosela) 0,5
Vino de mesa (Francia) 1,6
Vino de calidad (Mosela) 1,1
Vina Cabinet (Renania-Hessen) 3,0 R
Yino Cabinet ( " ) 4,5
Qinc especial (regidn vinoddla del Rhin 1,7 L
Yino tinto (Ahr) . 5,6 lf:i
Vino de Tokay (Hungria) 1,1
Vino de Tokay, seco (Hungria) 3,2 S
Yino tinto (Austria) 7,4
Champan, seco (Alemania) 5,1
Champan(Francia) ' 7,8

En las investigaciones da cerveza se ha determina-

do que, como se ha indicado mas arriba, las cervezas ricas

en albumina son mas indigestas que aquellas con poco conte-

nido de albumina & aminoacido. E1 examen del contenido de

" histamina en estas csrvezas did por resultado que las cer-

vezas ricas en albumina son también especialmente ricas en
histamina, y que incluso cervezas lipres da alcohol pusdan
presentar contenidos sn histamina relativamente altos.

En la Tabla III siguiente se han resumidoc los con-

tenidos de histamina de diversas caervezas, y sg indican en

ool oo
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esta Tabla también los numsros de prusba.

TABLA III

Contenido en histamina de diversas cervezas.

No. Tipo de cerveza histamina mg/1
1 Cerveza visaja 4,5

2 " vieja ' 9,8

3 " vie ja ' 8,0 ..,
4 " vieja 6,8 ...,
E] " vieja ‘ 5,0 1
6 " blanca 5,3 l;::
[ " blanca _A 4.9 :
B " blanca 4,0 -

9 " blanca 4.7 ‘
10 Cerveza de malta 6,8

11 o sin alcohol 7,5 o
12 " sin alcohol 4,6

13 " Export 3,2

14 n Export 2,9

15 " Export 1152

16 " Export 7,0

17 " Export 6,6

18 " Export 7,2

19 " Pilsen 3,5

20 " ~ Pilsen 0,2

21 " Pilsen ' 7,4

22 u Pilsen " 558

23 " pPilsen 5,2

24 " Pilsen 5,9

25 " pPilsen 6,7
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Sorprendentemente se ha encontrado ahora que se
puede disminuir esencialmente el contenido de alimentos,
productos alimenticios estimulantes y pisnsos de aminas
biagenas nocivas, sn particular el de histamina, afiadisndo
durants cualgquier etapa de la produccién de alimento, pro-
ductos alimenticics estimulantes o piensos, un micrcc}ga—
nismo 6 &# fermento por sl que se transforma la histisgina
contenida en el material de partida en productos inofensi-

vas y no se transforma en la histamina naciva, *’

El objeto del presento invento es por tants un
procedimiento para la fabricacién de productos alimeh;icios,
productos alimenticios estimulantes y piensos que son pobres
an aminas biogenas. El procedimiento de acuerdo coﬁ#éi in=-
vento se cadacteriza en qus se afiade durante cualquiér ata~
pa de la produccidn del alimento, producto alimentiéiﬁ 6
pisnso un microorganismo que causa una tran§aminacién o]
desaminacidn de histidina, § qus se affade una enzima que
produce la transaminacidn & desaminacién de histidina,

€1 mircoorganismo afiadido para la ejecucidn del
procedimiento de acuerdo con el finegnte . - =3 puede ser una
bacteria, preferenismente de la clase de los lectobacilos,
de las especies seudonomas y micrococos, un hongo § una le~
vadura, preferentsmente de una especie sacaromica, 0§ se

puede afadir una enzima obtsnida de tal microorganismo que

c-/-o
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causa la transaminacidn § desaminacidn de la histidina.

De acuardo con una clase prefarida ds ejecucidn
del procedimisnto segdn el invento se produce un alimento,
producto alimenticio & pienso affadiendo durante la produc-
cidn un microorganismo, ¢ una esnzima, que conduce a una
desintegracidn de histidina contenida en sl alimento ‘bajo
formacidn de acide glutamico, o acidocatoglutarico,Né;;a-
les correspondientes, De esta maznera se logra prodqg?; -
alimentos, productos alimenticios sstimulantes & piéhsos
qus presentan un contenida fuertemente disminuido 4§j;minas
biogenas, en particular de histamina, é que estan p;qcti-
camente del todo libres de tales aminas biogenas.;"“‘

El procedimiento segin el invento as de ééﬁécial
importancia alli donde durante la produccidn de uﬁ‘alimen~
to, medio alimenticio estimulante & pienso es un 5zéo‘asen-
cial de produccidn una transformacidn producida por microor-
ganismos, Ejemplos para tales transformaciones producidas
por microorganismos son la fermentacidén alcoholica, por ejem=
plo en la produccidn.de vino & produccidén de cerveza, asi |
como édemas una fermentacidén de acido lacteo, y tambien
aquellos procesos que se dasarrollan en la fabricacidn del
queso. Relacionado con ello hay que llamar especialments
la atencidn a que la fermentacidn de acido lacteo no se efasc-
tua solo en relacidn con la produccién de productos de le-
che agria, como leche agria, yoghurt 6 requeson, sinoc tam=
bien en la produccidn de col fermentada ¢ en la produccidn

de pisnso ensilado.,

eofue
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Si se aplica el procedimiento segun el invento
en la produccidn de un alimento, producto alimenticio esti-
mulante ¢ pienso, en la que un paso esencial es una trans-
formacién producida por microorganismo, entonces son posi-
bles dos clases de ejecucidn espacialmente ventajosas del
procedimiente segin el invento,

LIPS

De acusrdo con una clase de ejecucidn preFé{ida
del procedimisnto segin el invento se destruye en éijh;te-
rial de partida empleado la flora germinal, y a coﬁgiﬁuacién
se sfectua la transférmacién producida por el micrddpganis—
mo vacunando el material des partida con un cultivo Eﬁro
correspondiente ds microorganismas que causa una tfansami-
nacién § desaminacidn de la histidina contenida en'éi‘mate—
rial ds partida,

8i se tiene que efectuar por ejemplo unq;férmen-
tacién de acido lacteo, entonces se puede aislar tambien
cultivos unicelulares des cultivos técnicos correspondientes
de lactobacilo helvetico & lactobacile bulgarico ¢ lactoba~
cilo acidofilo, € incrementar estos en un caldo de cultivo
apropiado con adicidn de acido pantotenico, niacina, ribo-
flavina y.calcio. Los cultivos puros reaies asi obtenidas
de los microorganismos antes citados tienen una optima
temperatura de fermentacidn en la regidn de 40 -442C, astan-
do situadas las temperaturas maximas sn las que es posible
uha fermentacidn con estos micrcorgahismos en la regidn
de 50 ~ 522C, Los cultivos purss arriba mancicnados dal
lactobacilo helvetico & lactobacile bulgarico, & lactobaci-

lo acidofilo respsctivamente fermsntan glucosa y maltosa

] 0/. L]
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homofarmantabiﬁamanta formando acide lactico d(~), sin smbar-
go sin formar bioxido de carbona. Los micrcorganismos en cuses-
tién desaminan adsmas algunos aminoacidos, y bisn histidina,
arginina, citrulina, ornitina, prolina é hidroxiprolina liba=-
rando amoniaco,

En esta relacidn hay que seffalar explicitamente
qus un gran numerc de cepas de microorganismos, por sjsmplo
cépas de lactobacilo que se depositan en usualas lugares.colsec-
tares, sestan en condicipnes de ejecutar la deseada-desaQLna-
cién de histidina libarando amoniaco. $i cultives puré%:de
agtas cepas depositadag poseen la mencionada propiedaqugnton-
ces son apropiados para la ajecucidn del procedimientofsggﬁn
ai invento, Como por ajemplo para una de sstas cépas ﬁé'microor-;
ggnismos hay que citar M.Rogosa, que en la ColecciénhAiEmana |
de Microorganismos (DSM), Griesebachstrasse 8, 34 Gﬁéfiﬁgen
DT, el nugero de registro DSM 20074, Esta cepa de microorga=-
nismos esta depositada tambien en la American Type Culture
qulection (ATCC) 12301 Parklauwn Drive, Rockville, Maryland
20852 -EE.UU, y posee alli el numero ds registro ATCC 9649,

£n la misma forma en que se ha descrito esto arri-
ba para el lactobacilo helvetico y las otras cepas citadas
de lactobacilos, ss ha producido tambien un"cultivo unicelu-
lar" del lactobacilo delbriicki,

S8i se ejecuta ahora una fermentacidn de acido lic-
tica con los cultivos unicelulares del lactobacilo asi obte-~
nidos, esntoncas se transforma ademas de la formacidn del aci~

do lactico tambien la histidina contenida sn el material de

ool oo
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partida despues de un desdoblamiento primaric ds amoniace
en acido glutamice, y no tiens lugar una transformacidn in-
deseabls de histidina con desdoblamiento de bioxido de car-
bono que conduce a la histamina no deseada.

$i ss Vacﬁna ahora una leche dulce esterilizada
con los cultives dnicelularag antes descritos de lactuh?cilo
h;lvetico 6 lactobacilo bulgarico 6 lactobacilo acidofilo, y
s? ejecuta la fermentacidn del acido lactico a una temperatu-
ra dentro de la reqidn de 40 - 452C entaonces sa obti:né-
upa leche agria que esta practicamsnte del todo librgraé his=-
tgmina 6 cuyo contenido sn histamina no es mas eleuado,gue
aﬁuel de la leche fresca smpleada para la produccidn déAleche
agria. En genesral es ugntaJOSa affadir aun acido pantﬁéénico,
niacina y riboflavina para asegurar un optimo de las cdndicio-
nas de crecimiento durante la fermentacidn del acid& iaético
a la leche empleada como material de partida. Una parte cons-
titutiva mineral esanciai gus necesitan losréultivos puros

dsl lactobacilo helvetico 6 lactobacilo bulgarico & del

" lactobacilo acidofilo para su crebimiento, 8s calcio, 3in

ehbargo la leche fresca caontiene ya cantidades suficientss
de calcio ds modo que no es necesaria la adididn de calcio
aén la produqcién_de leche agria aqui descrita.

De la lechs -agria asi obtenida, se!puede producir
tambien, en caso que se desea, un requesdn librs de histamira,
y este se puedes vender entonces como tal, & ss puede emplsar
para la produccidn de determinadas clases de queso, como
por ejamplo para la produccidn de queso ds Maguncia ¢ "OlmiUte-

zer Quargeln", & también de queso del Harz.

'./00
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£l cultivo unicslular del lactobacilo delbriickl
obtenido con el procedimiento arriba descrito, fué empleado
para producir col fermentada, pepinillos an vinagre y pienso
ensilado, con contenido disminuido de histamina o completa-
mente libre de histaminz,

En la produccidn de col fermentada se condimenta
la col blanca correspondientemente desmsnuzada como ds cos-
tumbrs y luego sin embargo no se fermenta por la accidn)de

las bacterias de acido lactico que se encusntran en élﬁé;

-

aA T

sino mediante un tratamiento térmico se destruye la Flé;a
germinal existents y a‘continuacidn se efectua la vaéQné»
cidn artificial con la histidina para la cepa del laé%&bacilo
delbriicki que transforma en acido glutamico, y el matérial

asi vacunado se elabora en la forma usuwal para col fafménta-
da. '

En la misma forma se efectua tambien en la produc-
cién de pepinillos en'vinagre primaro una esterilizacidn
del matsrial de partida y dsspuas dna vacunaéién.

Como se ha mencionade ya, &s de gran importancia
el procedimiento sequn el invento en la produccidn de pienso
farmentado, o sea pues 8l llamado pienso sesnsilado. En este
caso ss estarilizs el'pasto verde empleado como material de
partida, por ejemplo hierba, alfalfa, maiz,verde y similares,
primerc mediante tratamiento termico, y luego se vacuna caon
sl cultivo puro unicelular mencionado del lactobacilo dslbriic-
ko y se fermenta sn la forma usual an los recipientes herme-
ticos pravistos para este fin, o sea pues en los usuales
silos para pisnsos. Del mismo modo se produce plenso ensila-

do de ensilado premarchitado esterilizando entonces despues

oo/.n
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de la adicidn de materias sacariferas, por ejemplo melazg

¢ recortes de remolacha, al ensilado premarchitado primera-
mante esta mezela y luego se vacuna artificialmente con el
mencionado cultive puro unicelular del lactobacilo delbriicki.
€l pienso ensilado libre de histamina & pobre en histamina
producido de ests modo es muy deseabls porque al darlo a comer
a vacas se impide que con el pienso paga la histamina inge-
rida a la lsche. Al emplear tal pienso ensilado se logra pro-
ducir leche fresca practicamente libre de histamina,

Si la trans?brmacién producida por microcrg?nismns
es una fermentacidn alcoholica, sntonces ss puede logfar la
formacidn de un producto de fermentacidn alcoholico libre
de histamina an que se esteriliza primero el materiéilde par-
tida y luego se efectua una fermentacidn correspondients con
ssta cgpa de sacaromicos gua efectua una transaminadiéu é
desaminacidn de la histidina contenida en el:material de par~

tida,

.

Es posible producir de este modao un vino gsterili-
zando primero el mosto y luego se vacuna con'un cultivo puro
unicelular de sacaromicos, Con ello se transamina 6 desamina
en la fermentacidn alcoholica la histidina existente en el
matarial de partida, y no ses transforma en la histamina noci-
va. Sin embargo puesto que loé cultivos pures unicelularss
mencionados de sacaromicos frecuentemente no son optimos
para la ejecucidn de la fermentacidn alcoholica, son mas ven-
tajosas por regla genaral las formas del procedimiento des-
critas mas adelants para la produccidn de vino, en las que se

elimina primero la histidina contenida en sl matsrial de par-

oo/o«»
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tida por otros microorganismos, y solo lusgo se efsctua la
fermentacidn alcoholica. Tambien la fermentacidén secundaria
en la produccidn de champdn no se efectua por regla general
con una cepa de lesvadura especialmente elegida sinoc mediante
adicidn de cultivos puros de lactobacilc como se explicard
ssto ifualmante aun en detalls mas adaslante,

Como se pueds ver en la Tabla I, son algunas cla-
sas de queso particularmente ricas en histamina, La dif?cul-
tad en la produccidén des qusso ssgin sl procadimiento de acuer=-
40 con sl invento reside en gue en muchos guesos no es Tespon-
sable un solo microorganismo para la formacidn del qusgc du-
o sspacial § queso blando, sino que puedsn colaborariﬁ}}e—
rentes microorganismos en la produccidn de una clase e;gecial
qe gquess, S5i se quiere produéir ahora un qua%o pobre,éﬁ his-
@amina de acuerdo con el procedimiento seglin el inveﬁfo,len-
tonces se tiensn que sliminar de todas las cepas ds miﬁéoor-
ganismos responsables.para la produccidn de la clase:ésﬁecial
Qa queso aquellos cultivos unicelulares que conducen a una
transaminacidn 4 desaminacién de histidina.

El queso Roquefort se produce como 83 sabido me-
diante la accidén de un determinado hongo asquizomiceto azul
por quebrantamiento que ss ha efsctuado de la leche de ove-
Jja mediante pracipitacién del - 'fermento del cuajo. Mientras
gus en la produccidén tradicional de Roquefort se efectua
una infeccidn del quebrantamisnto con el hongo esquizomice=-
to azul mediante adicidn de pan enmohecido, se ha obtenido

ahora un cultivo del hongo azul del quesc Rogquefort, unicelu-
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lar que conduce a una dssaminacidn oe la histidina. €1
quebrantamiento del queso se ha vacunado luego con este
cultivo puro de hongo azul, y con allo se ha logrado pro-
ducir un q;eso Roquefort que contiens cantidadss solo muy
psqueffas ds histamina, sin embargo en lo gue respecta al
gusto era muy parecido despues de la maduracidén correspon-
dients al queso Roquefort producido en la forma usual;fg

' Si se quisre producir un alimento, productd'éli-

menticio 6 pienso en el que es un paso esencial del proce-

dimiento de produccidn, una transformacidn producida ner

4

microorganismaes, entonces no es absolutamente necesarin em-
blaar para esta transformacidn tal cepa de organismas -qus
?onduzca a ninguna descarboxilacidn de la histidina bghlfor—
macidn de la histamina nociva, sino tambien es posibls trans-
formar histidina contenida en el material de partida;anﬁes en
productos inofansivos»de modo quid en la accidn siguisnte del
@icroorganismo no existe ninguna histidina en absocluto que

se pusde transformar mediants descarboxilacidn en histamina.
Seqlin esta segunda forma de ejecucidn preferida del procedi~
miento de acuesrdo con- el invento se produce un aliments,
producto alimenticlo sstimulante § pienso segln un procedi-
miento en el que es un paso esencial del procedimiento ds
produccién una transformacién producida por microorganismos,
por ajemple una fermentacidn aleoholica 6 fermentacidn ds
acido lactico eliminando antes de la transformacidn producida
por el microorganishu-la histidina contenida en el material
gde partida por la accidn de un microorganismo que desamina

d transamina la histidina § de una enzima que produce una

ool
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desaminacidn d transaminacidn de histidina, de modo qus en

la siguiente transformacidn ssencial del material de parti-
da producida por el microorganisme no sxiste ya practicamen=-
te histidina en este que pusde sar transformada por una des-
carboxilacidn producida por este segundo microorganismo sn
histamina. §i por ejemplo el producto a producir es una be-
bida alcoholica mntonces se puede obtener tambisn un produc-
to final practicamente libre de histamina destruyando:i; Flo=
%a germinal del material de partida antes de la Parmgﬁtacién
alcoholica, affadiendo a continuacidn un microorganismy & una
enzima qus produce una transaminacidn & dasaminaciénvﬁévla
histidina contenida en el material de partida, y lueab;\tan
pronto zomo se& desintegra la histidina existente enlﬁraduc-
tos de transformacidn inofensivos, ss efectua la Pefﬁenfacién
aleoholica mediante vacunacidén con un cultivo de leﬁaﬂﬁra.

La cepa de lavadura empleada puede ser en este caso tambian
pna que conduciria a una descarboxilacidn de histidina bajo
furmacién de histamina, pero puesto que sn este momento no
éxiste ya ninguna histidina en el matarial a fermentar, no
puede presentarse ninguna transformacién no'deseada de la
histidina an histamina,

' Esta ultima clase ds ejecucidn del procsdimiento
seqln sl invento es especialmente muy ventajosa en la produc-
;ién de cerveza porgua incluso en aquellas etapas de trabajo
que tienen lugar antes ds la fermentacidn alcoholica, puede
desarrollarse una transformacidén producida por microorganis—

mos de histidina en histamina., Ya que a saber la histidina

gsta contesnida en cantidades considerables &n la albumina

VA

1
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de cereales, por ejsmplo en la albumina de cebada. Segin

Souci, Fachmann y Kraut, Tablas de valor nutritive (Wiss,

Verlagsgesellschaft, Stuttgart 1977) asciende el contenido

de histidina en la harina de cebada a 1,4 hasta 2,5 g por

kilo de hérina de cebada, y el contenido de histidina da

cebada descascarillada con un contenido de proteina de

97 hasta 133 g por kilo corresponde a aproximadamente 1,8 g por

kile, Durante la preparacidn de malta tiene lugar una proteo-

lisis ds la albumina de cersal an la cuba de macerar y en la

10 Fuba cervecera. Ademas existen en este momento ya microorga-

nismos, como por ejemplo Sacaromicos diastaticos, Lactoba-

cilus fermentum, Lactobacillus pastorianus y Pediocccceus ce-

revisias que pueden conducir a una descarboxilacidn d2 la

histidina bajo formacidn de histamina. En los microorganis-

mos en cuestidn no se trata en este caso naéuralmenfé de

1 cepas existentss an los alrededorss naturales gue, cemo se
hasexplicado ya anteriorments, conducen generalmente a este
descarboxilacidén no deseada de la histidina, |

Esta descarboxilacidén condicionada per mié?vbios

de la histidina bajo formacidn de histamina nociué‘se pusds

2 interrumpir en la preparacidén de cerveza solo al final del
proceso de malteaje mediante inactivacidn termica, perc no
en el transcurso de la fermentacidn primaria 8 durante la
maduracidn. Microbios entrados en las cubas de fermentacidn
que producen una descarboxilacidén ds histidina, para lo

28 que sstan en ﬁondiciones tambien numerosas razas de sacaro-

mices cerevisias, hacen formar asi considerables cantidades

de histamina,

oo/oo
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Sorprendentemente ha resultado ahora que se
puaede producir una cerveza libre de histamina efectuando
ya antes de la fermentacidn alcoholica una inactivacidn
termica dé la flora gsrminal de la malta remo jada, y luego
se desinteqra la histidina contsnida en ests material
de partida affadisndo a la malta remocjada el cultivo puro
unicelular del lactobacilo delbrlcki deécrito ya antes gn
relacidén con la fermentacidn del acido lactico,

La esterilizacidn de la malta remojada con ante-
rioridad a la adicidn. del cultivo puro del lactobacilo del=
brlicki se logra convenientements calentandc'esta durante 30 ;
a 40 minutos a una temperatura en la regidn de 620C hasta
650C, A continuacidn se enfria entonces la malta reéojada
a 450C y a esta temperatura ss vacuna con el cultiva'puro
del lactobacilo delbrlcki., En la malta remojada asi trata-~
da tiene lugar por e)l lactobacilo delbricki una transforma=-
cidn homofermentativa fuerte de glucosa y maltosa bajo for=-
macién con acido lactico, y al mismo tiempo se tranéforma
la histidina presente despuss de desdoblamiento primﬁrio
de amoniaco en acido glutamico., Durante esté paso Se-contro-
la permanentemente el progreso de la Pormacidn de acido
lactico y la transformacidn de la histidina en acido gluta-
mico que transcurre paralelamente a sello,

Tan pronto como despues de la conclusidn y la
acidificacidén de la malta remojada se transforma la histi-
dina existents muy ampliamente en 1-acido glutamico, se eje-
cuta la fermentacidn principal, es decir la fermsntacidn

alcoholica ds la cerveza por adicidén de levadura, es decir

ool oo
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affadiendo sacaromices cersvisiae, Convenienteménte se efec~
tﬁa asta fermentacidn alconolica vacunando con un cultivo
puro de levadura que metaboliza parcialmente tanto el amo-
niaco formado en la desintegracidn ds la histidina como tam-
bisn el acido glutamico formado de la histidina, y tambien
8l acido lactico formado por el lactobacilo delbrlicki. Debe
efactuarse pues la fermentacidn alcoholica con una cepa tal
de sacaromicas cersvisias gue desintegre los productos secun- .
darios formados anteriormente por el lactobacilo delbricki da
ngeuo de forma optima. En la forma descrita se logra producir
una cerveza libre de histamina. Si se aplica este procedi-
miento a la produccidn de una cerveza gin alecohol, sntonces
se pusde obtener también esta libre de histamina, -

Con gran ventaja se sfectua la transformacién pre=-
v;a de histidina en amoniaco y acido glutamico tambisn en la
piaduccién de otros productos alcoholicos, por ejempib'vino
y licores, y se obtiené entonces igualmente productos alcoho-
l%cos libres de histamina & productos secundarios pfcdﬁcidos
dg¢ sllos, por ejemplo vinagre libre de histamina. »;

En la produccidn de vino librs ds histaminaiﬁeg&n
la forma de ejecucidn del procedimiento de acuerdo con el
invento‘relatadc en ultimo lugar, se efectua, analogamente
a la produccidn de cervesza, primero una esterilizacidn termi-
ca del mosto para destruir germenes primarios no deseados, A
continuacidn se vacuna entonces el mosto & la malta remojada
con una pequafia cantidad del cultivo purc unicelular dsl lac—-
tobacilo delbriicki u otros lactobacilos apropiados, y sa de-

Ja entonces el material a la temperatura optima de fermenta-

eof oo
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A

cidn de estos microorganismos en la regidn de 40 -459C tan=- d

to tiempo hasta que ss ha transformado la histidina conteni-
da sn 8l mosto, & en la malta ramojada respectivaments, en
amoniaco y acido glutamico, Tambien en este caso forms el
lactobacilo delbriicki 4 las otras clases de lactobacilo afadia
das acido lactico por la fermentacidn de hidratos de carbo-
no, Tan pronto haya tenido lugar la Qesintagracién daseada
de histidina, se efsctua entonces la fermentacién principal,
s decir la vacunacién con un cultivo puro da levadura emplean=
dose tambien en este caso una cepa de sacaromicas ceravisigs
que metaboliza en forma optima aparte de la fermentacidn al-
goholica tambisn lo mas ampliamente posible gl amoniaco for-
mado, asi como el acido glutamico y acido lactico. '

La forma de proceder arriba mencionada se puade
aplicar tambisn con ventaja en la produccidn de licoress, &
sea puas bebidas alccholicas destiladas. Aungus en Una des-
tilacidn ejescutada limpiamenta no se arrast?an por‘rééla g8~ .
neral cantidades esenciales de histamina en la destilzcidn
al destilada, ha resultado no obstante que l;cores'oﬁtenibles
en Bl comercio, como coffac y similares, contiensn frecuente~
mente grandss cantidades de histamina,

Tambien en este caso se pusde transformar la histi-
dina existente en productoscsecundarios inofensivos o bien
por la ssleccién de una cepa especial de levadura, o por
regla general aun con mas ventaja, antes de la fermentacidn

alcoholica mediante tratamiento con un cultivo puro del lac-

ool
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tobacilo delbricki, u otro cultivo pure de lactobacilo,

Conforme con otra forma de ejecucidn del proca-
dimiento de acuerdo con el invento, se pusde impsdir la
formacidn de histamina en transformaciones producidas por
microorganismos tambisn alld donds normalmente no estan con-
tenidas cantidades esencialés de histamina, sin embargo ss
forma entonces histidina de celulas muertas del microorganis-
mo por cuya accidn sessfectua la transformacidn en el alimen-
go, producto alimenticio estimulante d pienso.

Un procedimignto tipico durante cuya ejecucidn so-
lo se forma histidina(_as la produccidn de champan. En la
groduccién'da champan se afiade, como es sabido, a unnﬁino
gbtenido por fermentacidn primaria una mezcla de saééfﬁsa y
levadura, y ss efectla en un recipiente cerrado, por éjsmplo
gn un deposito de presién & una botella cerrada, entonces
%a fermentacidn secundaria. En el se fermenta la saéﬁfasa
gon ayuda de la levadura formando alcohol, y el bioxidozds
éarbano formado con elloc queda disueltc en el champaﬁ'bruto.
Qn proceso no deseado, que se desarrolla en la producqién
de champan, es aqusl qus se descarboxila la albumine proce-
éente de la levadura,. § la histidina procedente de ssta ggbu-
mina, luego por las celulas que siguen con vida para formar
histidina. Como se ve en la Tahla II represaentada mas arri-
ba, presenta sl champan frances a razén de esta desintegra-
cién de albumina bajo. formacidn de histamina un contenido
considerablemente mas elevado de histamina que los valores

promedic usuales para vino,

]
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Si se emplea el procedimiento segin el invento
para la produccién de un vino espumoso libre de histidina,
entonces se afade al vino obtenido por fermentacidn prima-
ria una mezcla de uno de los cultivos puros de lactobaciles
mas arriba desecritos que conducen a una desaminacidn de la
histidina, junto con sacarosa y la lavadura. £n la fermenta=-
cidn secundaria que ss desarrolla en el recipiente ds pra-
sidn, se desamina entonces la histidina procedente de la le-
vadura por el lactobacilo presente asnseguida al formarse,
pon ello no hay va digponibla histidina para las celulas
de levadura vivas que puede ser dascarboxilada en hiétamina

nociva, Con este modo de procedimiento se logra prnducir un

vino sspumoso practicamente libre de histamina,

De los cultivos puros de microorganismos que con-
ducen a una transaminacidn & desaminacidn de la histidina, se
ha aislado 8l complejo de fermento responsable para esta
transformacién, Para ello se han destruido mecanicamente
las celulas que alslan y liofilisan 8l liquido quancbntiene
el complejo de fermento, Resultd qus 1073 g dal matéfial
de fermento asi contaﬁida esta en condiciones de désihte—
grar 19 de histidina, 8s ha empleado el complejo de fermento
asi obtenido en la misma mansra como se describe esto ante-
riormente en detalle para gl cultivo puro del lactobacilo
delbrlicki, para desintegrar en un material de partida la
histidina en productos inofensives, Se han obtenido aqui
resultados analogos como en el empleo del cultivo puro de

lactobacilo delbricki.
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La histidina es de por si un amincacido esgn-
cial, es decir un amincacide que debe tcmar &l hombre con
el alimento, En cuanto los alimentos producidos de acuerdo
con el procedimiento sagén el invento son ricos an albumi=
na, como por ejemplo productos de leche agria é queso, no
se produce un alimento completamente libre de histidina por
la elsccidn de una cepa especial de microorganismos, sino
se impide unicamente que la cepa de microorganismos lleve
a cabo una descarboxilacidn no deseada de histidina con for-
macidn de histamina, En cuanto se desintegra histidina por
la cepa de microorganismos, se transforma como ya s3 ha
explicado con anterioridad en detalle, por ejamplo en acido
glutamico inofensivo.

Sin embargo si 8l alimento producido conforme

con el procedimiento segln el invento no es un provesdor

esencial de protsinas, como esto es el caso por ejemplo en

las bebidas alcoholicas, entonces no existen naturﬁi&énta
inconvenientes de ninguna clase en eliminar ccmpletéﬁente
pequefias cantidades de histidina contenidas en ssfbs‘producu
tos, porque los albuminoides necesarios para la alimenta-
cidn tienen que ser suministradas al cuerpec humanc de todas
formas por otras fuentss, por ejemplo carns, huevos y pro-
ductos lacteos,

El procedimiento segin el invento ss va a explicar

aljora a base de un ejemplo.

_Ejemplo: Produccidn de una cerveza practicamenta

B . T . e - - - P ) Cinee A W - emen e A s A e e ae e
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libre de histidina,

€n la fabricacidn de una cerveza degln los pro-
cedimigntos empleados hasta ahora se ejecutan tres proce-
sos esenciel de trabajo (vease por ejemplo la explicacidn
de la fabricacidn de cerveza en el "Lehrbuch der chemischsn
Technologie" de DST~RASS0W, edicidn 1965, y precisamente
en las paginas 1394~1405, Johann Ambrosius Barth, Editorial
Leipzig).

1, Preparacidn de malta: La principal materia

bruta para la cerveza, a saber la cebada, no contiene prime-

+

ceba-

ro ningun extracto fermentable., S8 deja fermentar l;
da en la maferia formandoss snzimas que transformaﬁjéi al-
midén inscluble en agua del grano en azucar solublef‘Por
las anzimas formadas al germinar sa transforman taﬁhisn
otras materias altamente moleculares an bajas moleculares.
A continuacidn se seca la cebada germinada Formanduse co-
lorantes y materias arumaticas. ‘

2.Fabricacidn de carveza: Se tritura la-maita

y se trata con agua calients {(macerar). En ello se.d§sual-
ven cantidades ya existentes de combinaciones solubiés.
Otro almidén se transforma enzimaticamente en la maltosa
soluble, Despues de la filtracidn del condimento se hisrve
este afiadisndo sl lupulo y se evafiora en ello mas o menos
agua. Se sapara sl condimento caliente del lupulo,
3.Fermentacidn: Oespues de la separacidn de
lupulo tiene que enfriarse el condimento calients en brsue

tiempo a una temperatura de fermentacidn de S hasta 72C en

la fabricacidn de cervezas de fermentacidn baja & a una

oo/b.
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gemperatura de 14 hasta 169C en la fabricacidn de cerve-
zas de fermentacidn alta, La levadura de cerveceria se afia~
de y s8 fermenta a las temperaturas indicadas por segla
gensral durante ochoc a disz dias, La cerveza asi obtenida
se somete entonces a la fermentacidn posterior sn bodégas
de envejecimisnto y finalmente as liberada de la levadura
por filtrécién y se envasa,

£l procedimiento conocido hasta ahora en la fa=
bricacién de cerveza se transforma de acuerdo con sl invem-
to en la produccidn de cerveza libre de histaﬁina como
sigue: -

Se ha comprobado sorprendentemente que la-super-
ficie del grano transformado en malta, contiene ya numerc-
sos microbios, Estos conducen a que sn el proceso aéuhacera-
cidn en presencia de agua ho solo se efectua la traﬁsfor-
macidn deseada del almiddn inssluble en azucar soiﬁﬁia,
sino tambien qus se descarboxila en histamina la Bis?idina
abundamente existents en la albumina del cereal parféstos
microbios. Ademas ss ha demostrado que esfos microbias
no dessables son sensibles al calor.

En el procedimiento segln 8l invento se libera
por tanto la superficie de la cebada germinada de los
microbios molestos blanquesandola § sumergisndola 10 minutgs
en agua con una temperatura de 75 hasta 100§C. Se elimina
8l agua y se anjuaga varias veces con agua de 50 grados.

A continuacidén se muele bastamente la malta como
en los procedimientos hasta ahora conocidos y sa lleva a

cabo como usualments sl procesc de maceracidn y también la

oo/co
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adicidn de lupulo y el hervido dsl condimento se efectuan
como en los procedimientos tradicionalses,

Otro paso esencial del procedimiento segidn el
invento consiste en que se sfectua el enfriamiento del con-
dimento filtrado del lupulo en refrigeradores absclutamante
puros, desinfectados, abiertos & cerrados con lo qus se im~
pids una nueva infeccidn con microbios en este proceso de
refrigeracidn que pusden producir una descarboxilacidn
de histidina aun existents formando histamina.

Tambien al ajustar el condimento al contenido
deseado de extracto debe emplearse agua impacablemente es-
tsrilizada. :

Se efactua la vacunacidn empleando un cultivo
unicelular comprobado de sacaromices cerevisias que'ﬁb pro=

duce descarboxilacidn de histidina.
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REIVINDICACIONES

PR~ - — - — S — A — I -

1.,- Procadimiento para la produccidn de alimen=~
tos, productos alimenticios estimulantss y piensos que son
pobres en aminas biogenas, caracterizado en que se affade
un microorganismo durante cualquier etapa de la produccidn

5 del alimento, producto alimenticio estimulante & pienso que

-« 4

causa una transaminacidn & desaminacidn de histidina, §

Ll ld

- ’ gue afiade una enzima que produce la transaminacidn & desa~
minacidn de histidina.
2.- Procedimiento segdn la reivindicaciépij
10 caracterizado en qué el microorganismo afadido es una bace
teria, preferentemente de la class de los r-nic:rcn:cnc:cw‘sx,~ de
las especies ssudomonas y lactobacilos, un hongo éiyﬁa
lgvadura, preferentements de una especis sacaromicéﬂ a
que ss afiade una &nzima obtenida de tal microorgaﬁi;ﬁo
15 que produce la transaminacidn & desaminacién de hiétédina.
| 3.-Brocedimiento segdn la reivindicacién 1-6 2,
caracterizado en que se produce un alimento, produé£6
alimenticio estimulante & pienso que presenta un contsnido
fuertemente disminuido enraminas niogenas & que esta comple~
7 tamente libre de aminas biogenas, en particular de histamina,
20 affadiendo un microorganismo 6 una enzima que conduce a una
desintegracidn de histidina contenida en sl alimento bajo

la formacidén de acido glutamico, & acido catoglutarico res-

pectivamenta, § salss correspondiantes,

B e T L
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4.~ Procedimiento segln una de las reivindicacio-
nes 1 hasta 3, caracterizado en que se produce un alimento,
producto alimenticio estimulante & piensc siendo un paso
sesencial del procedimiento de produccidn una transforma-
cidn producida por microorganismos, por sjemplo una fermen-
tacidn alcoholica & fsrmentacidn de acido lictico, realizan-
do la transformacidn con un cultivo de microorganismos qua
conduce a una transaminacidn § desaminacidn de la histidina
contenida en el alimente,

S.-Procedimiento segln una ds las.reivindicacionss

1 hasta 4, caracterizado en que se producs un alimento, pro-
ducto alimenticio estimulante 6 pienso, siendo un pase esen-
cial del procedimiento de produccidn una transforchién pro-
ducida por microorganismos, por ejemplo una fermenta;ién al=~
coholica & fermentacidn de acido lactico eliminandaxéntas de
la transformacién producida por el microorganismo Hiéﬁidina

4

contenida an el matasrial de partida ¢ eliminando hi&tidina
formada durante la transformacidén producida por ei“mibroor-
ganismo como producto ssecundaric mediante la acciénﬁéb un
microorganismo que desamina & transamina histidina & de una
enzima que produce una desaminacidn & transaminacidn de his-
tidina, de modo que en la transformacidn ssancial siguiente
progucida por un microorganismo del material de partida no
existe an este ya practicamente histidina, o se deposita lo
que pueds ssr transformada.en histamina por una descarboxi -

lacidén de histidina producida por este segundo microorganis-

mo,

eefoe
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6.- Procedimientos segln la reivindicacidn 4 carac-
terizado en que se produce una bebida alecocholica, por ejemplo
cerveza, vino & licores, o un productso secundaric sin alcohol
obtenido ds un producto producido de una fermentacidn alcoho-
lica, por ejemplo cerveza sin aleohol 8 vinagre, destruysndo
la flora germinal antes de la fsrmentacidn alcoholica del
material de partida y se efectua la fermentacidn alccholica
mediante vacunacién de un cultive de lavadura, en particular
de un cultivo puro de una especis sacaromicosa que produce
tambien una transaminacidn o desaminacidn de la histidina
contenida en el material de partida. V

7.~ Procedimiento seqin la reivindicacidn S carac-
terizado en gue se produce una bedbida sin alcohel, puriajem-
plé cerveza, vino § licores, o un producto secundario sin al-
cohol obtenido de un producto producide por la fermentégién
alcoholica, por ejemplo una cerveza sin alcohol O’ViAQé%é da
ma;a, destruyasndo la flora germinal del material de péitida
anfes de la fermentacidn alcoholica, afadiendo daspuéé%ﬁn
microorganismo 6 una enzima, que céusa una transamin;diﬁn 0
desaminacidn de la histidina contenida sn el material de
partida, y efectuando despues da habsr realizado la desinte-
gracidén de la histidina la fermentacidén alcoholica mediante
vacunacidn con un cultive de levadura, que en casc dado pusde
ger tambien un cultivo de levadura qus descarboxila la histi-
dina presente en histamina.

' 8.-'Procedimientu seqln la reivindicacidn 7 carac-
terizado en que el microorganismo empleado para la desintagra-

cidn de histidina es un cultivo puro de un lactobacilo, es-

-o/oo
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pecialmente un cultivo puro de lactobacilo delbriicki que for-
ma acido lactico, y que transforma la histidina formada por
protedlisis en acido glutdmico & acido etoglutarico ejecutan-
do luego despuss de la iransformacién efectuada de la histidi-
na la fermentacidn alcohflica mediante vacunacidn con um cul=-
tivo buro de levadura que desintegra por lo menos parcialmen=-
te amoniaco y acido glutamico, asi como sl acido lactico forma-
do por el lactobacilo, |

9,~ Procsdimiento segun la reivindicacidn 4 carac-
terizado en que se produca un alimsnto, producto alimenticio

i

estimulante o pienso en el que un paso esencial del prOCEdl-

i

miento de produccidn es una FermentaClon de acide lactlco,
pér ejemplo un producto de leche agria, yoghurt, quasoﬂfres-
co, una col fermentada & un pienso ensilado destruyanﬁo la
flora germinal del material de partida y ejecutando i5 fer-
mentacidn del acido lactico mediante vacunacidn con ufi culti-
o9 puro de lactobacilc.qua transformé la histidina ccnﬁenida
eﬁ 8l material de partida en acido glutamico, por ajemp;o
conh un corrsspondiente cultivo puro de lactobacilo delbirlicki.
| 10.- Procedimiento segun la reivindicacidn 4 05
caracterizado en qde 8l producto alimenticio producido ss
un queso destruyendo la flora germinal en el quaso fresco
empleado para la produccidn de queso como material de partida
o an el coagulado lactec producido por adicion de fermeanto de
cuajo, y efectuands la produccidn da queso madianta vacunacidn
con por lo menos un cultivo puro de microorganismos que causa

una transaminacidn o desaminacidn ds la histidina contenida

en el material de partida,

ool oo



=34~

t1.~"PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE ALIMENTOS,
PRODUCTOS ALIMENTICIOS ESTIMULANTES Y PIENSOS POBRES EN AMI-

NAS".
De conformidad en un todo en lo esencial y fines
industriales a lo descrito sn la precedente memoria descrip-

tiva,
Esta memoria consta ds TREINTA Y CUATRO hojas es-

caitas o mecanografiadas por una sola cara a doble espscio.

- Madrid 1 Septismbre 1979

Por autorizacidn del interesado.
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