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U.S. Serial N® 507192

MENMORTA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solieitud
de
PATENTE DE INVENCION
formulada el 9 de Noviembre de 1966, con el nimerc 333.190
en
EsPAKA
por VEINTE afios
a nombre de MILES LABORATORIES, INC.,, entidad norteamericana,
establecida en 1127 Myrtle Street, Elkhart, Indiana, Estados
Unidos de América, por:
" UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UNA ENZIMA COAGULAN-
TE DE LA LECHE"

Esta invencidn se refiere a una nueva enzima coagu—
lante de la leche, y a los procedimientos para producir la
enzima y emplearla para producir queso. Mds particularmente,
la invencidn se refiere a una enzima coagulante de la leche,
sustancialmente desprovista de propiedades proteoliticas, ca=-
paz de producir queso desprovisto de sabor amargo y gue tie-~
ne una consistencia y una textura deseables, y a un procedi-
miento de produccidn de tal enzima por fermentacidén empleando

el Bacillus cereus ATCC 19124 o sus nutantes.

En la téenica generslmente practicada para fabricar
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queso, la leche se cuaja o coaguio para formar un reéﬁgsén o
cuajada, la cuajada se corta en miltiples trozos y log trozos
se someten colectivamente a coccidn. El suero ligquido se se-
para de la cuajada cocida, que después se corta en blogues o
tacos, se comprime, y se curs durante varios meses pars for-
mar el productos de queso deseado. FEl agente usualmente emplez
do en la técnica para producir el cuajo por coagulacifn. o cua=
jemiento de la leche es la renina enzimdtica que se encuen=—
tra en el cuajar del ternero. El cuajar o cuajo de tecnero
es un materisl preparado a partir de la membrana intericr del
cuarto estémago de los terneros no destetados. Puede apreciar—
se fdcilmente que, de este modo, la calidad y cantidad de cua-
jo o agente cumjador disponible para la fabricacidn de queso
depende un modo directo del mimcro y de la clase de terneros
se sacrifican con fines de alimentacidn. Esto ha hecho surgir
muchos intentos de la técnica anterior para desarrollar un sug:
tituto adecuado del cuajo de ternero. En la técnica anterior
se ha sugerido que pura la cozgulacidn de la leche podrian
emplearse diversas preparaciones de engimas vegetaies y micro~
bianas. Aun cuando se han probado varias preparaciuvnes enzi-
méticas que tienen las caracteristicas deseadas de coagula-
cibn de la lechg, estas enzimas no son comercialmente Utiles
en su mayoris. Tienen una actividad proteolitice tan elevada,
gue tienden a disolver la cuajada de la leche gque han produ-
cido. También dan un sabor amargo al queso preparado a partir
de lg cuajada que han producido. las enzimas microbinanas de
la técnica anterior tienen también la desventaja de que gene-
ralmente son de baja potencia.

Es un objeto de la presente invencidn proporcionar

una enzima coagulante de la leche, sustancialmente desprovig=
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ta. de propiedades proteoliticas, y capaz de producir cuvajada
de leche que puede emplearse pura producir gueso desprovisto
de sabor amargo.

Es un objeto adicional de la presente invencidn
proporcionar un procedimiento perfeccionado para producir una
enzima coagulante de la leche.

Adn otro objeto adiclonal de la presente irvenzidn
es proporeionar un procedimiento perfeccionado para fabricar

queso, empleando la nueva enzima coazulante de la leche.

' Segin la presente invencidén, se da un procedimien-

to para la preparacidn de una enzima cosgulante de la leche,
desprovista sustancia’mente de propiedades proteoliticas, que
comprenrde hacer fermentar, bajo condiciones aerobias sumergl-

das, un cultivo de Bacillus cereus ATCC 19124 o sus mutantes,

en un medio que contiene fuentes de hidratos de carbono, ni-
trégeno y sales inorgdnicas.

En 1la figura anexa se muestran las diferentes imd-
genes o espectros electroforéticos producidos por el cuajjo

0 cuajar de ternero y la enzima de Bacillug cereus. Estos es-

pectros indican claramente que la enzima de Bacillus cereus

es estructuralmente diferente del cunjo de ternero.
El organismo que se usa en la presente invencidn

se clagifica, segin procedimientos muy .conocidos, como Bacillu

cereus. la cepa particular de Bacillug cereus util para la

produccién de una nueva enzima coagulante de la leche ha sido
depositada a la American Type Culture Collection, y lc ha si-
do agignado el nimero de identificacidn ATCC 19124. Esta cepa
tiene las caracteristicas siguientes:

Morfoldgicas

Bastoncillos de 1'2 - 1'6 micrones (valor medio
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1'3 micrones) x 2'5 - 5 micrones (vulor medin 3'5

micrones) |

Medidas hechas en cultivos de 18 horas sobre agar
nutricio, secados por aire y no fijados por calor; tinte de

Nigrosina. Ixtremos redondeados. Aisladas y en cadenas de

2 - 7 células.

Esporas de 0'5-0'75 micrones (valor medio 0'7 micrones; x

1'25-11'9 micrones (valor medio 1'5 micrones).

Elipsoidales, de pared delgada, subterminales. Es-
porangios no hinchados.

Gram positivas. Encapsuladas (células 18 horas en agar nutri-
cio, teifiidas por el método Anthony). Aspécto espon-
joso de las células ligeramente tefiidas con fucsina
o safranina diluida (células 48 horas sobre agar
mutricio de glucosa). Cuerpos grasos de color azul-
negro con el método de Burdon (células 24 horas en
agar nutricio dd glucosa)

Movilidad: resultado positivo por los ensayos de gota suspen-
dida y de agar semisdlido.

Caracteristicas de cultivo v fisiolSgicas

Temperatura para el desarrollo: Sptime a aproxima~
damente 30°C, intervalo de 202C a 459C, negativo a
559C (ensayos en cultivos de leche. Los ensayos se
hicieron a 302C, gi no se indica otres cosa)
Aerévias, facultativemente anaerdbias; crecimiento ensayado
con agua con levadura de glucosa bajo cierre hermé-

tico anaerobio; pH 4'8 a las 168 horas; "pH usual-

nente inferior g 512",
Placa de gelatina: licuefaccidn 48 horas.

Flaca estriada con agar de gelatina: Zona amplia de hidrdlisis
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a las 48 horas

Colonias en agar nutricio: grandes, irregulares, ligeramente
elevadas, borde irregular, de color blanco crema.
48 horas

Cultivo inclinado de agar mutricio: desarrollo abundante, opa-
cas, blandas, color blahco crema, bordes equinula-
dos., 48 horas.

Cultivo inclinado de agar nutricio de glucosa: desarrollo li=-
geramente mas abundante, similar al anterior. 48 ho-
ras.

Cultivo ineclinado de agar de glucosa-nitrato: buen desarrollo
pero menor que sobre agar nutricio (medio de Smith,
Gordon y Clark 1952). 48 horas.

Caldo nutrico: turbio, muy floculento, cerco o anillo y cuti-

cula, sedimento en el fondo. 48 horas

Iechada de tornasol: reducida, cuajada sblida, proteolisis

Placa de agar de leche: Zone amplia de hidrdlisis de caseina
(smith, Gordon y Clark, 1952). 168 horas.

Cultivo inclinado de patata: abundante, himedo, blanco, par-
deamiento ligero de la patata (Smith, Gordon y Clark
168 horas.

Hidrato de carbono (con sales de amonio como fuente de nitré-
geno; medio de Smith, Gordon y Clark 1952, lectura
a 48 y 186 horas): 4cido, ningin gas a partir de
glucosa y glicerina; ni dcido ni gases a partir de
manite,lactosa, xilosa y arabinosa.

Hidratos de carbono (con base de caldo nmutricio): écido, nin-
glin gas a partir de glucosa, sacarosa y lactosa;
ni deido ni gas a partir de manita.

Producido acetilmetilcarbinol.
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Citratos empleados como Unica fuente de carbono.

Nitritos obtenidos a partir de nitratos.

Ningin gas a partir de nitratos (Smith, Gordon y Clark, 1952,
7 = 14 dias).

Reaccidn de lecitinasa positiva (agar nutricio mds caldo Col-
beck de yema de huevo, 4:1)

Yema de huevo, positiva. 24 horas. Ensayd més intenso a 30eg,

Hemolisis positiva (agar de sangre de oveja, 24 horas a 300¢)

Amonfaco como fuente de nitrdgeno: negativo. La adieidén de
aminodcidos a un medio basal de Knight y Proom per-
mite el desarrollo; se emsayaron 14 aminodcidos,

Caldo de levadura de glucosa con T, 10, y 15% de ClNa: dega-
rrollo al 7% positivo a2 48 horas, al 10% positivo
168 horas, al 15% negativo a 168 horas.

Acido polibeta-hidroxibutirico: se desarrollaron células en
Caldo de levadura de glucosa en 24 horas a 302C; ge
recogieron por centrifugacidn; se mataron por calor
en presencia de ClH al 2%. El extracto en clorofor-—
mo a 45¢C, se evapord, y afadid &ter frio para dar
el precipitado blanco tipico de PHB.

Almidén: no hidrolizado. Ensayos hechos en almiddén soluble
Fisher y almiddén de patata.

La referencia de Smith, Gordon y Clark 1952 mencio-
nade anteriormente es "Aerobic sporeforming bacteria", Depmto.
de Agricultura de Estados Unidos, Monografia de Agricultura
Ne 16.

Ha de entenderse que el procedimiento de la presen-
te invencidn no se limita exclusivamente al empleo del Bacillw
cereus ATCC 19124, sino que pueden emplearse también las ce-

pes mutantes naturales y artificiales del Bacillus cereus
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ATCC 19124. Estas cepas mutantes pueden obtenerse por medio
de técnicas muy conocidas, tales como la irradiacién coun rayos
X y ultravioletas.

El organismo de Bacillus cereus ATCC 19124 se man-

tiene gobre cultivos inclinados de agar y puede desarrollarse
en un caldo nutricio o en un medio que contiene fuented de
hidratos de carbono, nitrdgeno y sales inorgéinicas. la sustan—
cig de inoculacidn puede prepararse convenientemente cultivan-
do el organismo en el medio & aproximadamente 332C durante 24
horas. El material o sustancia de inoculacidn se lleva dsspués
a un medio estéril que contiene fuentes de hidratos de carbo-
no, nitrdgeno y sales inorganicas. Hidratos de carbono ilus-
trativos son la lactosa, dextrosa, sdlidos de la leche, sal-
vado de trigo y similares. Puentes de nitrdgeno ilustrativas
son el fosfato diamdnico, el extracto de levadura, las pro-
teinas, el caseinato de sodio, y similares. Sales inorginicas
ilustrativas son el carbonato de calcio, el fosfato diaménico,
el acetato de cinc y similares. Lsdos hidratog de carbono,
fuentes de nitrdgeno y sales inorgdnicas son muy conocidos en
la técnica de la fermentacidn. El medio se airea despuds en
una proporcidn de aproximadamente 1 volumen de aire por volu~
men del medio por minuto. Esta aireacidn proporciona el oxige=
no necesario para la fermentacidn aerdbia, asi como también
la agitacidén deseada en el medio. Puede emplearse también la
agitacidn mecdnica. Esta fermentacidn aerobia sumergida se lle~
va a cabo a2 una temperatura de desde aproximadamente 252C has-
ta aproximadamente 332C. Preferiblemente, la temperaturs es
desde aproximadamente 29¢C hasta aproximadamente 33¢C. El pH
inicial del medio de fermentacidn es desde aproximadamente 6

hasta aproximadamente 7. Preferiblemente, el pH inicial es des-
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de aproximadamente 6'2 hasta aproximadasmente 6'4. La fey&enta-
cidn se lleva a cabo durante desde aproximadamente 20 hé?as
hasta aproximadamente 75 horas, Preferiblemente, el-tiempo de
fermentacidn es desde aproximadamente 40 horas hasta aproxima-
damente 72 horas. Se emplean preferiblemente condiciones de pre
sién atmosférica, pero si se desea pueden emplearse presiones
superiores o inferiores a la atmosférica, sin que haya ventaja
o desventaja particular alguna. |

Ia enzima deseada coagulante de la leche de la pre-
sente invencidn se forma fuera de las células de cultivo; ¥y
puede recogerse en la forma liquida preferida, simplemente se-
parando por filtracidn las células y conservando el filtrado.
La enzima liquida resultante tiene une estabilidad de almace-
namiento comparable a la del cuajo de ternero de la técnica
anterior. La enzima puede recoperse en forma de polvo, si se
desea, por medio de técnicas muy conocidas de recuperacidn de
enzimas. Esta enzima en polvo tembién es estable durante su
almacenamiento. El liquido de fermentacidén puede tratarse con
etanol pare precipitar la enzime. ILa enzima precipitada se la-
va después con etanol, y se seca por vacio a temperatura ame
biente, Para precipitar la enzima pueden usarse, alternativa-
mente, acetona u otros disolventes orginicos. También puede
emplearse el sulfato de amonio para precipitar la enzima a
partir de una disolucidn acuosa.

Por medio de técnicas electroforéticas, se compald
el contenido de protéina y la estructura de la enzima bacteria-

na producida a partir del Bacillus cereus ATCC 19124 y el cuajo

de ternero. Se colocaron muestras sobre geles de poliacrilami-
da que contenfan tampén de veronsl a pH 8'6 y una concentracidn

ibnica de 0'04, y se sometieron a una electroforesis a 100 vol-

-8 -



10

15

20

25

30

tios y 10 miliamperios durante 18 horas a 49C. Los geles se
trataron después con colorante Amidoblak 10B parsa reveiar 0
hacer aparecer las fracciones proteinicas. Este procedimiento
se explica con mds detalle en Biochim. Biophys. Acte, 82, 188 -
191 (1964). Los espectros o imigenes electrofordticos apareci-
dos para el cuajo de ternero y para la enzima bacteriana de

Bacillus cereug ATCC 19124 se muestran en la figura anexa. Se

deduce fécilmente que la enzima bacteriana es signiiicativae
mente diferente, en composicidn, del cuajo de ternero.

La nueva enzima coagulante de la leche preparada se-
gin el procedimiento anteriormente ex;,licado tiene buena acti-
vidad con respecto a la coagulacibn de la leche, estando tam-
bién al mismo tiempo sustancislmente desprovista de caracte-
risticas proteol{ticas. As{ pues, no ataca o reblundece apre-—
ciablemente a la cuajada formada durante ls cosgulucidn de la
leche. Esta enzime es soluble en agu2, 1o gue facilita el mez-
clarls con la leche antes de que tenga lugar ia accidn coapu-
lante. Tiene también las caracteristicas de perder sustancial-
mente todas sus propiedades de coagulacidn de la leche al ca-
lentarlsa é 708C durante 20 minutos. Bsta caracteristica indi-
ca que ¢s més resistente al calor que las enzimas microbianas
coagulantes de la leche de la técnica anterior, que pueden
perder sug propiedades coagulantes de la leche calentdndolas
hasta solamente 60°C durante 5 minutos. Exhibe su mdxima ac-
tividad coagulante de la lecue a valores de pH al menos tan
bajos como 4'8. Esto es deseable porque en la téenica de fa-
bricacidn de queso se acostumbra, e travée de un larzo tiempo
de uso del cuzjo de ternero, a formar la cusjada bajo condi-
ciones dcidas. Ia nueva enzima de esta invencidn puede emplear

ge en les condiciones usuales de coagulacidén de la leche por
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medio de cuajo de termero, y esto la hace fécilmente adépta—
ble a las técnicas actuales de fabricacibén de queso. Aéi'pues,
puede emplearse en lugar de todo el cuajo de ternero, o parte
de é1, en la fabricacidn normel de queso. Los ensayos sdbre

el queso también han de mostrado que el queso hecho a partir
de la cuajada producida por medio de la enzims coagulante de

la leche del Bacillus cereus ATCC 19124, muestra, despuds de

un perfodo de curado prolongado, un sabor deseable y ausencia
de emargor. Esto es absolutamente Unico, porque las enzimas
microbianas coagulantes de la leche de la técnica anterior te-
nien caracteristicas proteoliticas, que producfsn amargor en
el queso inmediatamente, o después de un breve periodo de cu-
rado. Otra propiedad que distingue a este enzima se encuentrs
en el hecho de que el queso fabricado a partir de su ouajada
cura mucho mds répidamente gque el fabricado a partir de cua-
jada producida por el cuajo de ternero. Por ejemplo, el queso

fabricado empleando la nueva enzima de Bacillus cereué ATCC

19124 produjo, en seis meses, resultados de curado comparables
a los resultantes en queso producido con cuajo de tbernero que
habia curado durante un aiio. Esta es unu caracteristica impor-
tante desde el punto de vista comercial. En la manipulacidn
del queso durante su curado estd implicada una considerable
cantidad de mano de obra. Por tanto, cualquier reduccidn en
el tiempo de curado no sdlo reduce los costes de almacenamien-
to, sino que reduce también los costes globales de mano de obre
reduciendo asi sustancialmente el coste global de la produccidn
de queso.

Ia enzims coagulante de la leche producida por el
procedimiento de la presente invencidn se sometid a ensayo pa-

ra determinar su actividad coagulante de la leche de la miguiepn
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te manera. Se prepara una disolucidn acuosa al 10% (en peso/
volumen) disolviendo en agua la cantidad apropiada de sbélidos
secos de leche no zrasos. A esta disoluciln se le ariade después
C15Ca.2H,0 hasta producir une concentracién 0'01 M de calcio.
Una porcidn de 0'5 ml. de la enzima dilufda en a.ua se mantie-
ne a 359C en un tubo de ensayo al gque se afiaden 5 nl. Jde la
disolucidn 1dctea anterior. Ia concentracidn de la enzima se
elige de modo que el tiempo de coagulacibn esté entre aproxi-
madamente 1 y 2 minutos. Se agite la disolucién de enzima-le-
che y se mide el tiempo transcurrido hasta la formacidn del

primer codgulo. La actividad de la enzima se calcula como si-

gue:
M (ml) 2400 (seg.)
Unidades Soxhlet = =—wmeme- x
E (ng) T (seg. ).
M = volumen de leche
E = pego de enzima
T = tiempo hasta formarse el primer codgulo

Ia actividad de la enzima se expresa después en términos de
unidades Soxhlet (SU) por gramo. Cuando el volumen de lo enzi-
ma se expresa en mililitros, se emplea en la férmula anterior
el volumen E apropiado, y la actividad de la enzima se expresa
en unidades Soxhlet por mililitro.

la actividad coagulante de la leche de esta nueva
enzima puede aumentarse por medio de la presencia en la disolu-
cién de enzima-leche de una concentracibén de calcio de al me-
nog aproximadamente 0'01 M. Este contenido de calcio puede ob-
tenerse convenientemente por adicién de sales solubles en agua,
tales como el cloruro de calcio. No parece haber ninguns venta-

ja sustancisl en emplear una c.ncentracidn de calecio superior
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a aproximedamente 0'015 M.
La invencién se describe con mds detalle en los ejer
vlos siguientes.
EJEMPLO 1
Se cultivé Bacillus cereus ATCC 19124 durante 24 ho-

ras a 332C en un medio acuoso que contenia los siguientes cons-

tituyentes, siendo los valoreg de 1los tantos por ciento en pe-

go/volumen:
Lactosa — 2'5%
Dextrosa —— T15%
88lidos de leche =wm— 510%
Salvado de trigo molido 51 0%
0302 ———— 110%
PO, H(NH, ), ——e 0'5%
Acetato de cinc w——- 0'0067%

La sustancia de inoculacidn resultante se 1levé despuéds a un
aparato de fermentacién de 5 litros, equipado con un agitador
mecdnico y un aireador. EL aparato de fermentacidn contenia 3
litros de un medio estéril que tenia la anterior composicidn.
Ta fermentacidén se 1levd a cabo con agitacidn durante 72 horas
g 25¢C. El pH inicisl era de 6'6, y la velocidad de aireaciln
era de 3 litros de aire por minmuto (1 volumen de aire por Vo=
lumen del medio por mimuto). El liquido de fermentacibn se se-
pard por filtracibn de las células de cultivo, y se comprobd
por ensayo que contenia una actividad enzimdtica de 6.000 uni-
dades Soxhlet por ml.

Ia enzime preparsda anteriormente se empled después
para fabricar queso. A una cuba de queso se afiadid una canti-
ded de 108 kilogramos de leche intefral, y se calenté a 312C.,

Después se afiadid a la leche una cantidad de 1'12 kg. de cul-
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tivo iniciador ldctico. También se afiadid una cantidad de 23
g. de Cl,Ca anhidro para dar una concentracidn de calcio de
0'00193 M. Una hora después se afiadid a una cuba de queso una
cantidad de la enzima enteriormente preparada que contenia uns
potencie enzimitica total de 700000 unidades Soxhlet. Ia leche
coaguld, y se prepard en 18 minutos una cuajada satisfactoria.
Después se cortd en la forma deseada y se cocid a 3928 en 70
minutos. El suero se decantd y se llevaron a cabo las opera-
ciones usuales de prensado, amasado, salificacidén y moldeado
para obtener un queso fresco. Se prepard un gueso de control
al mismo tiempo empleando unlcuajo de ternero con una poten-—
cia total de 700,000 unidades Soxhlet en lugar de la engzima
bacteriana antes descrita. Se comprobd que la calidad de corte
de lz cuajada y la textura del queso iresco preparsdo s partir
de la enzima bacteriana er n comparables con las del prepara-—
do a partir de cuajo de ternero. Los quesos se nsduraron a

T72C y una humedad relativa del 90% durante seis ueses. la eva-
luacidn de log caracteristicas organolépticas, tales como el
olor, sabor, fractura y siwilares indicaron que el queso pre=-
parado a partir de la enzima bacteriana tenia excelente sabor
y textura y estaba completamente desprovisto de anargor algu-
no. También el procedimiento de maduracidn fué notablemente
mds rdpido que el del queso preparado a purtir de cuajo de ter-
nero. Los guesos preparsdos a partir de la enzira bacteriana
v de cuajo de termero se analizaron ademds, con los siguientes
resultados:

Caracteristicas del queso

) % de proteina
Engima &% de grasa % de humedad % de sal en el suero
Bacte-

riang 34%0 3852 1161 11109
Cuajo
de ternero  33!'5 3716 1744 01948
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Los datos anteriores indican que la enzima bacteria-

na, preparada a partir del Bacillus cereudg ATCC 19124 pusde em-

plearse para preparar queso con el contenldo deseado de grasa,
humedad y sal. Le enzima bacteriana también tiene baja activi-
dad proteclitica, comparable a la del cusjo de ternero, como
indica el bajo contenido de proteinas del suero.
EJEMPLO 2

Se empled.también para fabricar gqueso enzima bacte-
riana preparada como se explica en el Ejemplo 1 anterior. lLa
enzima bacterians tenia una potencia total de 700.000 unida—
des Soxhlet. Durante la operacién de coagulacidén de la leche,
la leche contenia 0'0126 M de calcio en forma de Cl,Ca.2H,0.
Una parte de la enzima bacteriana se mezcld con cuajo de ter-
nero en lin relacibn de 500.000 unidades Soxhlet de enzimas bac
terianas: 200,000 unldades Soxhlet de cuajo de ternsro, y la
mezela resultante se empled para fabricar queso. Legta mezcla
de enzimas tenia una potencia total de T700.000 unidades Soxhlet
Durante la operacidn de coagulacidén de la leche con la mezcla
de enzimas, la leche contenfa 010063 M de calcio en forma de
Clzca.zﬁéo. Se prepard también un queso de control empleando
cuajo de teriero sdlo. No se anadid calcio durante este expe-
rimento, y el cuajo de ternero tenfa una potencia total de
700,000 unidades Soxhlet. Los resultados se muestran a conti-
nuacidn.

Caracterf{sticas del gueso

% de sblidos Rendimiento

Brnzima % de grasa % de humedad en el suero (Kg. por240
ko de leche

Bacte~

rians 33'0 3766 7162 2410
Mezcla 3310 38165 7452 2415
Cuajo de

ternero 33%0 3751 TY63 2410
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Los datos anteriores indican que la enzima bacteria-—

na pregarada a pertir de Bacillus cereug ATCC 19124, y las

mezclas de esta enzima bacteriana con cuajo de ternero, puedel
emplearse para preparar gqueso con el contenido deseado de gra-
sa y de humedad. La baja ctividad proteolitica de la enzima
bacteriana se demuestra por el bajo contenido de sdlidos del
suero. El rendimiento global en queso es tumbién elevado. To-
dos los guesos resultantes estaban desprovistos de amargor y
tenfan la consistencia y textura deseadas.
BEJIMPLO 3
Se cultivé Bacillug cereus ATCC 19124 durante 24

horas & 332C en un medio acuoso que contenia los siguientes

constituyentes, de los que los tantos por ciento son en peso/

volumen:

Lactosa ces 313%
Dextrosa ees 617%
S61idos de leche 10' 0%
Extractos de levadura ... 0'5%
C050a 0t 5%
PO, N(IH, ), ces 0* 05%
Acetato de cine cen 0! 0067%

La sustuncia de inoculacidén resultante se transfi-
rid después a un aparauto de fermentacidn de 5 litros, equipa-
do con un agitador mecdnico y un aireador. El aparato de fer-
mentafidn contenfa 3 litros de un medio estéril que tenia la
composicién anterior. La fermentacién se 11evé a cabo con agi-
tacién durante 66 horas a 320C, El pH inicial era de 6'5 y la
velocidad de aireacidén era de 3 litrus de uire por minuto (1
volumen de aire por volumen del medio por minuto). Después,

el 1{quido de fermentacidén se separd de lus células de cpliivo
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por filtracién,ﬂy se determind que tenfa una actividad de en~
zima bacteriana de 2.667 unidades Soxhlet/ml. El pH del 1{qui~
do de fermentacidn filtrado se ajustd a 6'6. A 1 litro del 1i-
quido se afiadidé lentamente etanol frio de 95%. Se empezd a for
mar un precipitado después de la adicidn de aproximadamente

1 litro de alcohol. Se atiedid medio litro mds de alcohol, y
después se dejé sedimentar el precipitado. El liquido transpa-
rente que sobrenadabas se decantd. El precipitado se recohid

vy se lavd en 1 litro de etanol de 95% con agitacidén lenta. EL
precipitado se recogid por centrifugacidn, se lavd con etanol
absoluto y se secd por vacio durante toda la noche a tempera~
tura ambiente. La enzima bacteriana en polvo resultante, que
tiene una potencia de 127.000 unidades Soxhlet por gramo, pue-
de emplearse para fabricar queso.

EJEMPLO 4
Se cultivd Bacillus cereus ATCC 19124 dursnte 24

horas a 339C en un medio acuoso que contenia los constituyen~

tes siguientes, cuyos tantos por ciento son en peso/volumen:

Lactosa eve 12%
S8lidos de leche ... 105
Extracto de levadurs or25%
00303 ceo 0'5%
PO4H(NH4 )2 cso o! 05%

La sustancia de inoculacidn resultante se 1levd des-
pués a un aparato de fermentacién de 15 litros equipado con
un agitador mecénico y un aireador. El aparato de fermentacidén
contenia 10 litros de un medio estéril que tenfa la anterior
composicién. Ia fermentacidén se 11levd a cabo con agitacién du-
rante 48 horas a 328C - 339C. El pH inicial era de aproximada-

mente 6'3, y la Velocidad de aireacidn era de 1 volumen de aire
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por volumen de medio por minuto. Bl liquido de fermente- !

cifn se separd despuds por filtracidn de las células de
cultivo, y se determind que tenfa una actividad de enzima
bacteriana de 4.137'75 unidades Soxhlet/ml. Después se pre

5 cipité la enzima con tres voldmenes de etanol del 95%, y

gse secd bajo vacio. Se obtuvo una produccidén de 18'54 g.

' de polvo seco por Titro de 1iquido filtrado. Se comprobd
que el polvo tenfa 184.620 unidades Soxhlet/g. Esta enzi-
me en polvo puede emplearse para fabricar queso segiun los

10 métodos antes explicados.
En resumen, esta invencidn se refiere a una nue-
va enzima coagulante de la leche, a un procedimiento pars

producir egta enzima 2 partir de Bacillus ceresu ATCC 19124

¥y sus mutantes, y a un procedimiento para fabricar gqueso
15 utilizahdo la nueva enzima.

La presente solicitud que corresponde a la pre-
senta en Estados Unidos de América, con fecha 10 de Noviem-
bre de 1965, bajo el nimero 507.192 ge acoge a 1os benefi~
cios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad

20 Industrial. ;

NOTA

; Los puntos de Invencién propia y nueva que se
épresentan para que sean objeto de la presente solicitud
Ade Patente de Invencidn en Espafia por Veinte afios, son
25 Jlos siguientes:

1.~ Un procedimiento para la produccién de una

14-7-617 ‘ - 17 -
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enziga coagulante de la leche, que comprende hacer fermen-—
tar, bajo condiciones aerdbias sumergicas, un cultivo de

Bacillus cereus ATCC 19124 o gus cepas mutantes, en un me-

dio que contiene fuentes de hidratos de carbono, de nitrd-
geno y de sales inorginicas.

2¢.« Un procedimiento segin la reivindicacidn

i1, en el que la fermentacidn tiene lugar a desde aproximaﬁ
%damente 252C hasta aproximadamente 332C, y a un pH iniciai
‘de desde aproximadamente 6 hasta aproximadawente %, dliuc'an—i
te desde aproximadamente 20 hastae aproximedamente 75 horas.

3%.~ Un procedimiento de fabricacibén de queso,
que incluye la operacidn de preparar cuajadas a partir de
leche poniendo en contacto la leche con una enzima coagu-
lante de la leche, gue comprenden emplear, como enzima coa-
gulante de la leche, la enzima preparada por el procedimien
to de la reivindicacidn 1.

42.~ Un procedimiento segin la reivindicacibn 3,

en el que la enzima coagulante de la leche se obtiene a

partir del Bacillus cereus ATCC 19124 o sus cepas mutantes}

5¢.,~ Un procedimiento segin le reivindicacibn 3,
len el que la enzima coasgulante de la leche ge prepara ha-
1
iciendo fermentar, bajo condiciones aerdbias sumergidas,

iun cultivo de Bacillus cereus ATCC 19124 o sus cepas mu—

! . . ; -
'fantes en un medio que contiene fuentes de hidratos de car

L ]

bono, de nitrdgeno y de sales inorgdnicas.
62.~ Un procedimiento para la produccidn de una

lenzima coagulante de la leche.

Tal y como se ha descrito en la memoria que an-

‘tecede, representado en el dibujo que se acompafia y para

jlos fines que se han especificado.

i %
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