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Esta invenocidén se relaciona con un procedi-
miento para preparer una nueva enzims microbial de
cuajo de leche. Més partiocularmente, la invencién se
relaciona con un proocedimiento pere pré'pérar una enzima

5. egtabllizade de la coagulaocién de la leche, obtenida &
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partir del caldo de ocultivo del mior?ofganiamo Mucor
miehoi. |

la presente invenoiép broporeiona-un preparado
de enzima microbial, estabiliééda, del cuajo de le leche,
que comprende el producto s6lido enzimético recuperedo
del caldo de fermentacién de Mucor mishei mezclado con
un 2 a un 3 % en peso, aproximhdamente, de monoégteres
de Acidos grasos de polioxietilen-sorbitan con 12 & 22
édtomos de oarbono aproximadamente en la mitad de dcido
graso y una media de 20 unidades oxletileno por moléeculs,
aproximedamente. _

La presente invencién proporciona tembién un
procedimiento para gstabilizar un preparado de enzima
microbiel del cuajo de la leche, que comprende mezclar
el producto sélido enzimdtico, recuperado del caldo de

fermentacién de Mucor miehei, con 2 2 3 % en peso, apro-

ximadamente, de monoésteres de fcidos grasos de polioxi-
etilen-sorbitan con 12 a 22 &tomos de carbono aproxima-
demente en la mited de dcido graso y una medie de 20
unidades oxietileno por molécula aproximademente.

El procedimiento convencional pare fabricar
queso implica el empleo de cusjo pare coaguler la leche.
El cuajo es un preparado enzimético obtenido generslmen-
te del cuerto estémago de vaquillas alimentadas con leche.
En el procedimiento de fabricacidén del queso, el cuajo
se efiade & la leche y la enzima, ejerce fccibén suavemen-
te proteolitioa sobre la caseina y otres proteinas pre-
sentes en la leche., Esta rotura de las proteinas provoca
la cosgulacién de la leche y la formecitn de cuajadas

gblidas. Estas cuajadas o requesones se separan del suero,
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el cual es predominantemente una suspénéiZﬁrgeuosa de
bajo contenido en sblidos. A continuacién, las cuajadas
se mezeclan con sal, e‘cc. ¥ se confoman en bqu_ues 0 re-
dondos, curéndose luego para formar los qu@sOs.

\ A causa del ongen animal particular del cua;jo, _
el suministro y calided del cuajo estd sometido & amplias '
flqctuaoiones. A le vista de estoq factores variables,
los investigadores de este ocampo han intentado encontrer
unos sustitutos de los cuajos pare la fabricacién de los =

quesos, que sean naturalmente adecuados. Recientemente,

se ha encontrado que el microorganismo Mucor miehel

posee un empleo significative rare la produocién de cuajo
microbial de buena calidad. Dicho empleo se descriﬁe,
por ejemplé, en las patentes britédnicas Nos. 1.108.287
¥ 1.207.89% y en 1a patente USA No. 3.549.390. Une des-
oripcién mis completa del microorganismo Mucor miehei
puede encontrarse en el tratado de Oooney y Emerson,
"Thermophilic Fungi", pégs. 17?27 (1964); publicado ﬁor
W.H, Freemasn y Co., Sen Francisco y Londres.
Ia produccién de cuajo microbiél,de acuerdo

con las patentes antes mencionadas, comprende general-~
mente la inoculacidén de un medio nutriente con un culti-
vo seleccionado de Mucor miehei, le incubacién bajo con-
diciones de fermentaoclibén aerdbicas junto con unas condi-
ciones adecuadas de pH, tiempo y temperatura, efectudn- |
dose de nuevo la recuperacién del cuajo resultante a par-
tir del caldo de fermentacién.

| En la patente briténica Ne 1.207.892, un pro-
cedimiento preferido'paraAla recuperacién del producto

de cuajo, comprende la precipitacién con sal o con disol-
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vente del caldo de fermentaocién y la recuperacién de un

et

polio blanco, fino, concentrudo. A pesar de que este pol-
vo tiene un nivel de estabilidad aceptable, con frecuencle
es mas desgeable preparar el cuajo disponible en forma de

5. liquido. Sin embargo, el material pulverulento no contri-
buye por si mismé e la facilidad de menipulacibén o prepa-
recién de un producto ligquido, como seria deseable; es
decir, el polvo tiende a eépolvorearse y no posee la sgo—
lubilidad éptima.

10. De scuerdo con la presente invencién, se preparn

.un cugjo microbial estabilizedo & partir de Mucor miechel

mediante mezcle del producto s6lido enzimético, recuperado
del caldo de fermentacién, con un 2 & un 3 % en peso, apro-
ximadementse, de monoésteres de &cidos grasos de polioxi-

15. etilen-gorbitan. Los ésteres empleados en la invencién
tienen de 12 a 22 4tomos de oarbono aproximadamente en la
nitad de doido graso y una media de 20 unidades oxietileno
por molécula, aproximadamente. Estos ésteres se encuentran
disponibles en el comercio bajo la merca regigtrada "Tween"

20. Y su método de preparaclén se descfibe detalladamente en
la patente USA No. 2.380.166.

Es importante una mezcla de la cantided sstable-
cida del éster con el producto sélido enzimético de 1la
fermentacién de Mucor miehei;el empleo de una centided

25. inferior 21 2 % aproximademente del éster no proporciona
la facilidad deseada de menipulacién desde el punto de
vistae de espolvoreado y solubilidad en soluoidén acuosa,
mientras que el empleo de une cantidad supsrior sl 3 #
aproximadamente del éster produce un producto s6lido que

30. estd demasiado humedeoido y apelmazado y que ea dificil
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'por otra parte de manejar o almacenar.

E1l monoéster de polioxietilen-sorbitan prefariu

't i

do, para nezclarse con el producto de cuajo seco, es el

monooleato de polioxiet}lan (20) sorbitan ("Iween 80").
Esta sustancia tiene un equ#iibrib'éptimo de mitades
hidréfilas y 1lipéfilas en la molécula,’pafa dezclarsé
con el producto enzimdtico microbial de cuajo; de acuer-

do con los objetivos de la:presente inveneién.

El producto de cuejo seco que puede ser estabi-

lizado de acusrdo con la presente invencién, buade com-~
preﬁder el caldo de cultivo filtrado y precipitado qué ge
obtiene a‘parﬁir de una fermentacién edecuada, tal y como
se desoribe, por ejemplo, en la patente briténice '
Ne 1.207.892, o puede comprender, por ejemplo, productos'
gsimilares que han sido concentrados o secados adicional-
mente, tal como mediante secado en vacio, secado por con-
gelacidn, secado por aspersién y procedimientos de seqadé
andlogos. A

_ Bn general, la fermentacién sa.reéliza por ino-
culacién de un medio que contiene carbono, hitrégeno y
trazas de nutrientes, disponibles, con un ‘oaldo selec—

cionado de Mucor miehei y la fermentacién, ha;o condicio—

nes a@erdbicas sumergidas, & un pH de 3 2 8 aprox:madamen—
te y a una temperatura de 30 & 559C aproximadamente, du~
rente 2 & 14 dias sproximadamente. El cugjo se recupera
preferiblemente é partir del caldo de fermentacién me~-
diante precipitacién con un digolvente orgénico, tal como
uns, cetona de bajo peso molecular, por ejamplo, acetona
o metiletllcetona, o un alcohol de bajo peso molecular,

por ejemplo, metanol o etanol. Gualquief"lipaSa residual



indeseada existente en el producto se inactiva preferi-
blemente mediante un ajuste temporal a un pH inferior a
3 aproximadamente y & una temperatura superior & 40°C
aproximadamente, durante por 1o menos 60 minutos aproxi-
5. medamente.

las cepas preferidas de Mucor miehel que son em-—
pleadas en la invencién, se encuentran disponibles al pi-
blico, sin restriceidén alguna, bajo las designaciones
‘codificadas NRRL A13.131 ¥ A13.042 en Northern Regionel

10. Research Iaboratories, Peoria, Illinois. '

. Podréd apreciarse que el preparado de enzime es-—
tebilizade de cuajo, de este invencidn, puede contener
también, para sus efectos deseados, menores cantidades
de aditivos convencionales de los cuajos, por ejemplo,

15. sales tales como cloruro sbédico, inhibidores del moho ¥y
agentes preservativos tales oomo dcido sérbico, sorbato
potédsico 0 benzoato sddico y otras sustancias no tbéxicas
competibles con los cuajos.

Cuando se utiliza en forma 1iquida, el preparado

20. enzimético estd contenido preferiblemente en una solucién
de base acuosa que contiene aproximadamente 17,5 % de olo-
ruro sbdico y aproximadamente 2,5 % de propilenglicol.

Para los expertos en la técnica, gserén eviden-
tes otros adlitivos que pueden ser incorporados en el pre-

25. parado enzimético de cuajo de la presente invencién, &
partir de la presente Memoris y reivindicaclones adjun-
tas.

Los sigulentes ejemplos ilustrardn adicional-
mente esta invencién si bien ha de entenderse gque dichos

30. ejemplos especificos no intentan limiter en modo alguno
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la presente invenciébn.
Pal como se emplea en esta Meﬁoﬁa,,'el término
SRA significa la actividad standard del cuajo. I:i;i. SRA gie -
un producto de cuajo se define como el nimero de unida-
des de cuajo por gremo del producto basado en un extracto
de ocuajo standard comerclalmente disponibie', conocido'_
como cuajo de queso de Chris Hansen. Este extracto de .
cuaj’o standerd, que es un cuajo de vaoa, es ésignado coﬁ

un valor SRA de 100. Por lo *l:an‘co,"uha unidad de cusjo

‘@8 la actividad de 10 mg de extracto de cusjo standard.

Ias condiciones de ensayo comprenden la incubacién del
producto deé cuajo a 2520 en un sustrato cqnsi.étente en
10 4 de sbélidos de leche seca no gresa en cloruro céleico
acuoso 0,01 molar, '
EJEMPIO 1

Se transfiere el microorganismo Mucor miehei,
NRRL A13.042 desde une plece inclinada de a'gér, bejo
condiciones estériles, sl interior de un matrez Fembach
de 1 litro, que contiene 200 mm del siguiente medio acuo=-
g0t

Harina de soja (Nutrisoy 300 c.) 1,5 %

Suero seco _ 3,0 %

Almidén de maiz degradado ' 12,0 %

Agua 83,5 %
100,0 %

El matraz se incuba en un sacudidor rotativo a 37°C du-
rente 114 horas. El oaldo de fermentacién se filtre y
el fi_l‘t:rado miestra uns actividadkiguai a 125 SRA. A con~

tinuacién, se evapora el filtrado & un 15-20 % Aapro:clina-
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demente de su volumen., El evaporado concentrado se ajuste
entonoces & un pH de 2,6 con dcido clorhidrico 0,1 Ny

ge callenta entonces & 4420, manteniéndose a ezte’ tempe- .
ratura durante 90 minutos. El pH =e reajusta a -4, el pro-
ducto se precipite con metanol y el disolvente se evapore,
obteniéndose un polvo de cuajo libre de lipasas que tlene
una activided de 1.000 SRA. EL polvo blenco fino se mezcle
entonces con 2 % en peso de monooleato de polioxietilen
(20) sorbiten. Esta mezcla e estable en el almacenamien-

to, estd libre de polvo y es facilmente soluble en solu-

.pién acuose., Como tal, su faoilided de menejo es sustan~

clialmente superior a ia del polvo original.

Una muestre de le mezcla sélida libre de polvo
ge disuelve facilments en u£a solucién acuose que contie-
ne 17,5 % de cloruro sédico y 2,5 % de propilenglicol. Ia
sotividad del cuajo de esta solucién final es igual a
115 SRA. Como agentes preservativos se afiaden sorbeto po-
tésico (1 %) y benzoato sédico (1/8 de 1 %).

Se prepara un queso sustituyendo el preparado
de cuajo normalmente empleado en la etapa de sedimenta-
eibén, por une cantidaed equivalente del producto de ocusjo
miocrobvial, liquido, preparado anteriormente. En este pro-
cedimiento, se ajusta & 30-3120, lechs pasfeurizada, Yy se
afiade 1 % en peso de una solucién de partids de dcido ldc-
tico, comercial. El cuajo microbial se efiede entonces a
la leche en una proporcién de 56,7 a 113,4 g por 450 kg
de leche. Ia mezcle se inouba hasta que se obtiene una
cuajade 0 requeson con una £1rmeza satisfactoria. Ia cua-
jeda se cortsa en cubos y se cuece entonces a 37,62C du~

rente varies horas. la cuajada se separa del sﬁerovy e
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apile en ldmines. Ie cusjade moltureds se salifica en-

toneces con un 3 % en peso de sal de queso.. Ia cuajada

sblida ge transfiere 8 unos aros, se prensa y 80 coloca

entonces en la habitacién de curado. El queso fabricado
a partir del cuajo micrnbia; de este ejemplo. se corta eﬁ L
muestras, periodicamente, después de varios dlas de cura-
do, encontréndose que poseen ung exéelente;calidad ¥ que
estén esenciaimente libres de melos olores. -
EJEMPLO 2 A

Se repite el ejemplo 1 excepto que 1a‘cepa dé
Mucor miehel designada con NRRL A13.131, es ‘sustituida

por una cepe designade con A13.042. Se obtienen unos re-

sultados de buena calidad, estebilided y menejo como en _

‘el ejemplo 1.

EJEMPIO 3 ,

Se repiten los ejemplos 1 y 2 excepto que el
monooleato de polioxietilen (20) sorbitan empleado en
dichos ejemplos, se sustituye por monoestearatb de poli-
oxietilen (20) sorbiten. Al igual que en. los ejemplos 1
Y 2 se obtienen buenos resultados de calidad, estabilidad

y menejo.

Descrite suficientements la naturaleze del in-
vento, aal como la manera de realizarse en la prdctica,
debe hacerse constar que las diaposioioneé anteriormente
indicadas son susmceptibles de modificaciones de detalle
en cuanto no alteren su principlio fundamental., También .
se hace constar que el invento correspohde a una solici; '
tud de patente presentada en Norteamerioa con el No. de

Ser. 151.992 de 10 de junio de 1971,;ébogiéndése por lo
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tanto 'a los beneficios que conceden los Convenios Inter-

naclonales en vigor, siendo lo que constituye le esencia
del referido invento por lo que se soliocita Patente de In-
venoién por 20 sfios en Esgpaiia, ,sobre: PROCEDIMIENTO PARA
5. ESTABILIZAR UN PREPARADO ENZIMATICO MICROBIAL DEL CUAJO
DE IA LECHE; caracterizéndose por lo signients:
1.~ Procedimiento para Qstabiliza.r un preparado
enzimético microbial del cusjo de la leche, caracterizado
porgue comprends mezelar el producto enzimético sblido,
10. recuperado del oé.ldo de fermentacidén de Micor miehei ,con
2 a 3 % en peso, aproximedemente, de monoésteres de dcidos
gragos de polioxietilen-sorbitan, con 12 a 22 dtomos de
carbono aproximadamente en la mitad de doido graso y una
media de 20 unidades oxletileno por moléeuia aproximadamen~
15, te.
2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1,

caracterizado porque el mior&organismo Mucor miehel, se

elige entre las cepas designadas ocon NRRL A13.131 ¥ 13.042_.
3.~ Procedimiento segin la reivindicaeién 1 6 2,
20. caracterizado porque comprende afadir adisionalmente un
17,5 % aproximadamente de cloruro sédico y un 2,5 % apro-
ximadamente de propilenglicol & una solueién scuose dilui-
da del preparado.
4.~ Procedimiento para estabilizar un preparedo
25. enzimético miorobial del cuajo de la leche, tal y como

queda sustanclalments descrito en la presente Memoria.
Esta Memoria consta de 10 hojas esoritas & mé-
guine por una sola oare,

Madrigd,
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