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Este invento se re fie re  a l a  preparación de una sus­

tancia saborizante, especialmente a l a  preparación de una 

composición con aroma a queso.

El presente invento proporciona un procedimiento pa 

ra  l a  preparación de una composición que tiene aroma a que 

so , en l a  cual se cultivan en un medio muy graso lo s  micro­

organismos capaces de producir e l  aroma a queso.

E l  micro-organismo empleado puede se r  cualquier mi­

cro-organismo lip o lit io o  no patógeno capaz de producir un 

aroma semejante a l  del queso. En esp ec ia l, se obtiene^ bue -̂ 

nos sabores con Penicillium  sp . (especialmente Penicillium  

ro q u efo rti) , Candida l ip o ly t ic a , Oidium l a c t i s , Cladospo- 

rium sp . (especialmente Cladosporium b u ty ri) , Micrococcus sp. 

y Lipomyoes sp. - -

El medio de a lto  contenido en grasas seleccionado p a ­

ra  l a  producción del aroma a queso debe contener adecuada­

mente entre 30 % y 80 % de grasa , preferiblemente entre 

40 % y 60 % de l a  misma*
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La grasa puede se r  de origen animal, por ejemplo la  

separada de la  leche o de origen vegeta l, por ejemplo acei­

te  de coco o ace ite  de so ja . La grasa preferida para uso 

de acuerdo con e l invento es l a  obtenida a p a rt ir  de la  le ­

che de vaca o de bdfalo .

El medio a lto  en grasas debe contener, además de l a  

g rasa , h idratos de carbono, proteínas, sa le s  m inerales, e le ­

mentos traza , vitaminas y otros facto res del crecimiento en 

la  cantidad que sea necesaria para sostener e l  crecimiento 

del micro-organismo empleado. Un medio a lto  en grasas espe­

cialmente adeouado, que en general cumple estos req u isito s 

en lo  que se re fie re  a l contenido en grasas y en otros agen
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te s  n u tritiv o s, es l a  nata de vaoa o de búfalo.

El medio a lto  en grasas debe se r  inoculado tra n sf i­

riendo a l  mismo célu las jóvenes en desarrollo  activo del mi 

ero-organismo elegido, preferiblemente después de haber s i ­

do sub-cultivadas en un medio de sub-cultivo líquido o só­

lid o  adecuado.

El medio de sub-cultivo líquido conteniendo la s  célu­

la s  en crecimiento activo puede se r  agregado directamente 

a l  medio a lto  en grasas o bien la s  oélu las pueden ser sepa­

radas del liquido que sobrenada, opclonalmente lavadas y . 

después agregadas a l  medio a lto  en g ra sa s. En e l d i timo car- 

so la s  célu las pueden ser  separadas, por ejemplo, por cen­

trifu gación .

Cuando se  emplea un medio de sub-cultivo só lido , la s  

célu las pueden se r  oultivadas convenientemente sobre la  su­

p e rfic ie  del medio, separadas rascando esta su p erfic ie  cuan 

do se encuentran en un estado de activo crecimiento, opcio­

nalmente lavadas y después tran sferid as a l  medio a lto  en 

g ra sa s .

Un medio de sub-cultivo especialmente adecuado para 

la  preparación de oélulas jóvenes en crecimiento aotivo, 

adaptado para l a  producción posterior de un intenso aroma 

a queso en e l medio a lto  en g rasas, es aquél con un bajo 

contenido en proteínas. Es conveniente que e l medio de sub- 

cultivo contenga de 0,1 a 3,0 % en proteínas, p referib le­

mente de 1,0 % a 2,0 %. Hemos observado que pueden producir 

se  natas pútridas indeseables con medios de sub-cultivo 

que contengan más del 3 % de proteínas.

EL pH del medio de sub-cultivo puede se r  ajustado a 

cualquier valor en e l que lo s  micro-organismos puedan desar
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r r o lla r se , pero preferiblemente e l pH ae a ju sta  a un valor 

comprendido entre 4)0 y 5)0. Un medio de sub-cultivo espe­

cialmente adecuado es e l caldo de suero a un pH de 4)5*

EL medio de sub-cultivo puede se r  incubado a una tem 

peratura óptima para e l  desarrollo  del micro-organismo se­

leccionado. En general) esta  se enouentra entre 20° y 40°C. 

Normalmente es necesario incubar este  medio durante un pe­

riodo de tiempo no superior a 7 d ia s , siendo un tiempo es­

pecialmente adecuado el de unas 48 horas.

Cuando se  u t i l iz a  un medio de sub-cultivo liqu ido , 

puede ser  incubado s in  ag itación , pero hemos encontrado 

que es p re ferib le  a g ita r  y a irear  con objeto de obtener un 

cultivo de activo crecimiento adecuado para l a  producción 

de un intenso aroma a queso después de l a  transferencia a l  

medio a lto  en g ra sa s .

Cuando se  emplea un medio de sub-cultivo só lid o , es 

p referib le  u t i l iz a r  una incubación aerobia*

Como a ltern ativ a , puede om itirse e l  uso de un medio 

de sub-cultivo y e l medio a lto  en grasas puede se r  inoculad) 

con célu las o esporas del organismo seleccionado que no es­

tán necesariamente en un estado activo de crecimiento. A si, 

pueden tra n sfe r ir se  directamente unas cé lu las o esporas en 

reposo o durmientes a l  medio a lto  en grasas,incubando en 

condiciones adecuadas para l a  producción del deseado aroma 

a queso, sin  recu rrir  a un medio de sub-cultivo. No obstan­

te , l a  calidad del aroma a queso obtenido empleando este 

procedimiento, aunque es adecuada para l a  mayor parte de 

lo s f in e s , puede no se r  tan buena como l a  obtenida cuando 

se emplea un medio de sub-cultivo para acondicionar un cul­

tivo de célu las en activo crecimiento para l a  transferencia
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a l  medio a lto  en g rasas.

EL medio alto  en grasas inoculado se  incuba adecua­

damente a una temperatura comprendida entre 25°C y 40°C, 

preferiblemente a unos 28-32°C. Aunque l a  incubación puede 

re a liz a rse  sin  agitación , generalmente se prefiere ap licar 

agitación  con aireación , con objeto de d esarro llar un buen 

aroma a queso exento de olores secundarlos. La incubaoión 

* debe proseguirse hasta que se obtiene un intenso aroma a 

queso. Esto se consigue generalmente después de unas 48 ho 

r a s , pero puede ser neoesario v ar ia r  e l tiempo de incuba­

ción, según l a  temperatura, velocidad de agitación  y de 

aireación  y vigor de la s  variedades seleccionadas de micro­

organismos.

La composición intensamente aromática a s i  obtenida 

puede se r  e ste r iliz ad a , por ejemplo calentando y después 

agregada directamente a l  producto alim enticio sin  ningún 

otro tratam iento. S i no se  requiere para uso inmediato, pue 

de se r  secada, por ejemplo mediante secado por atomización.

Los sigu ien tes ejemplos se incluyen para i lu s t r a r  

e l invento.

EJEJPLO 1

Preparación del Inooulum

Se inocula un medio de caldo de suero (pH 4,5) con 

un cultivo en intenso crecimiento de Candida lip o ly tica  

previamente oultivada durante 48 horas en ágar de triptona 

y tomate. A cada 50 mi de medio de caldo de suero se agre­

gan aproximadamente 30 millones de célu las de este  cu ltivo . 

Este caldo se incuba a 24-26°C en condiciones de agitaoión 

constante y aireación . Para este  último f in , se  introduce 

a ire  esterilizad o  en l a  v a s i ja  de fermentación a razón de
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1 ,2  l i t r o s  de a ire  por minuto. Para controlar l a  formación 

de espuma, se agrega 0,05 % de ace ite  de s ilico n a .

Al cabo de 24 horas de incubación, se anade una can 

tidad de caldo de suero e s t é r i l ,  fre sco , su fic ien te  para 

compensar la s  pérdidas debidas a la  evaporación. Se permi­

te  que l a  fermentación transcurra durante 24 horas más, 

con un tiempo de fermentación to ta l de 48 horas.
\

Preparación de composiciones saborizantes
10 \Se u tilizan  aproximadamente 2,15 x 10 célu las d  ̂

Candida l ip o ly tic a  cultivadas en e l caldo para inocular 

200 g de nata e s t é r i l  de búfalo conteniendo 50 % de g ra sa s. 

La nata inoculada se sacude y se  a ire a  a 37°C. Al cabo de 

48 horas, l a  nata inoculada ha adquirido un intenso aroma 

a queso y es u tiliza d a  como materia básica para la  prepa­

ración de ghee (mantequilla india sem i-flu ida)*
EJHRPLO 2

Se rep ite  e l procedimiento del Ejemplo 1 a excepción 

de que e l micro-organismo empleado es e l Oidium la c t i s  y 

l a  temperatura de incubación del caldo de suero y de lo s 

cu ltivos de nata e stá  comprendida entre 24^0 y 40°C.

ELEMPLO 3

Se rep ite  e l procedimiento del Ejemplo 1 a excepción 

de que e l micro-organismo empleado es Cladosporium butyri 

y e l  cultivo de caldo de suero se  incuba a unos 25°C duran­

te  72 horas. Se obtiene un intenso aroma a queso.

EJRIPLO 4

Se rep ite  e l  procedimiento del Ejemplo 1 a excepción 

de que e l micro-organismo empleado es ilicrococcus sp . que 

es u tilizad o  para inocular e l medio del caldo de suero. Es­

te  cultivo es incubado durante 4 d ias a una temperatura com



prendida entre 30°C y 37 °C aproximadamente.

EJRIPLO 5

Este ejemplo i lu s t r a  e l uso de Penioillium roque- 

fo r t i  en combinación con Gandida lip o ly tic a  para l a  pro­

ducción de un aroma del tipo de queso azul.

Se inoculan directamente unas cé lu las de Candida 

lip o ly tic a  procedente de cu ltivos de ágar inclinado en na­

ta  e s t é r i l  y se  incuba a 30^0 durante 48 horas con l a  airee 

ción acostumbrada. Transcurrido este  tiempo, l a  nata se 

ca lien ta  a 80°C durante 30 minutos. A continuación se  en­

f r í a  a 40°C y se añaden esporas de Penioillium roqueforti 

(aproximadamente 30 millones por 100 g de n ata ). La nata 

se  inouba de nuevo durante 24 horas. Transcurrido este 

tiempo se  ha producido un intenso aroma a queso azul y l a  

nata se  seca por atomización y se  almacena.

En resumen, l a  Patente de íttPduocRón que se s o l ic i­

ta  deberé recaer sobre la s  sigu ien tes:
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1. Un procedimiento para la  preparación de una

- composición con aroma a queso, caracterizado por la s  eta-

¡! pas sigu ien tes:

'i a) inocular en un medio de sub-cultivo un micro­

organismo l ip o lit ic o  seleccionado entre e l grupo formado 

por Penicillium  Candida l ip o ly t ic a . Oidium l a c t i s , Clados- 

porium sp . , Micrococcus s p . . y Lipomyces s p . ,

b) incubar e l  medio de sub-cultivo a una tempera­

tura de crecimiento apropiada para e l micro-organismo sele  

ccionado a fin  de proporcionar cé lu las del micro-organismo 

que crecen activamente.

c) inocular en un medio de cultivo qie contiene de 

30-80% de grasa con célu las del micro-organismo que crecen 

activamente tomadas del medio de sub-cultivo, conteniendo 

e l medio de cultivo otros n u tritivos lo s  cuales, junto con

j la  grasa, son capaces de mantener un crecimiento adicionalt
¡i del micro-organismo, y

¡ d) incubar e l medio de cultivo inoculado a una ten

peratura de crecimiento apropiada para e l  organismo selec­

cionado, para obtener de esta  forma la  composición con aro 

ma a queso.

2. Un procedimiento de acuerdo con la  Reivindica 

ción 1, caracterizado porque e l medio de sub-cultivo contií 

ne de 0 ,1  a 3,0 %, preferiblemente de 1,0 a 2,0 % de pro­

te ín as.

3. Un procedimimto de acuerdo con la s  Reivindica 

ciones 1 ó 2, caracterizado porque e l medio de sub-cultivo 

tiene un pH de 4 ,0  a 3 ,0 .

4 . Un procedimiento de acuerdo con la  Reivindica­

ción 3, caracterizado porque e l medio de sub-cultivo es caT
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do de suero con un pH de 4 ,5  aproximadamente.

5. Un procedimiento de acuerdo con una cualqiera 

de la s  Reivindicaciones an teriores, caracterizado porque el 

medio de cultivo contiene de 40 a 60 % de grasa.

 ̂ 6. Un procedimiento de acuerdo con una cualquie­

ra de la s  Reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la  gra 

sp es grasa de leche.

7. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera 

de la s  Reivindicaciones an teriores, caracterizado porque el 

medio de cultivo es nata de leche de vaca.

8. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera 

de la s  Reivindicaciones 1-6, caracterizado porque e l  medio 

de cultivo es nata de leche de búfalo.

9. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera 

de la s  Reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la  grasa 

es grasa vegetal.

10. Un procedimiento de acuerdo con una cualquie­

ra de la s  Reivindicaciones an teriores, caracterizado porque 

la  composición con aroma a queso se seca por secado por ato 

mización.

11. Se reivindica por último como objeto sobre el 

que ha de r e c E e r  la  Patente de Introducción que se so l ic i ta :  

UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UNA COMPOSICION CON] 

AROMA A QUESO.
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