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MEMORIA DESCRIPTIVA

Esta invencién se refiere a la preparacidn de
productos dotados de actividad enzimdtica y mds concreta-
mente; & la obtencibn de productos que provocan la ooagu—
lacibn de la leahe y que poseen las caracteristicas del
cuajoy & partir de estbémagos de aves.

ELl ouajo, producto de origen natural que ejerF
ce una aoccidn ooagulante sobre la oaseina de 1a lecheses
un producto obtenido a partir de las mucosas glstricas de
terneros alimentados solamente de leohe. Esta accidn opoa-
gulante se debe a la presencia en dicho extracto de uma
enzimay la renina, que posee uma actividad proteolitica
especifica frente a la E-caseina. Teniendo en cuenta la
naturaleza de su origen, el ocuajo sdlo puede obtenerse
de un modo irregular, en cantidades que varian segin las
esgtaciones y que son insuficientesg para ocubrir le deman~

da oregients de las industrias lechera y quesera,

Por esta razdn, se ha intentado y se sigue iﬁ»
tentando, preparer cuajos llamados “microbilanos", eé de~
cir, producidos por biosintesis. Desgrecizdamente estos
01timos tienen el inconveniente de provocar con frecugn-
cia el desarrollo de sabores desagradables y/o dar luger
a requesones de calidad inferior, partioularmente pare la

fabricacidn del queso.

Por otra parte, se sabe que el aparato digesti-
vo de oiertos pdjaros, sobre todo los carnivoros,; es un
centro de actividades proteoliticas intensas de tipo pép-
sico. Ia patente isrseli n® 30.520 describe un procedi —

miento para extraer una enzima que ougje la lecha con la
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ayuda do un agente alcalino, ¢ tambibn mediante el pren -

sado de estbmagos.

Segin la invencidn, se ha desoubierto un prose—
dimiento para vproducir una engims qud ovagula la leche ou~
ya activildad eg mayor que la gue posee la pepsina de ave
obtenide por extraceibn alcalinac. EL procedimiento se oa-—
racteriza porgue se tratan tejidos de esgtdmago de aves
con una soluoiln acuosa saliva de pH inferior a 4, sepa-

réndose las substancias no disueltas y recuperdndose la

_ soluoibn que oontiene la enzime que coagula la leche.

Se emplearén ocon préferenoia, en c¢alidad de te—.
jidos de estbmago, tejidos de eatbmago glandulares & pre—
ventrioularesy afn cuando los estdmagos de avess pariiocu—
larmente lag doméstivas, puedan en general liberar una
enzima coagulanve de la leche de oglidad aceptable. En es-
t0s Srganos se halla, en efsctos la concentracidén méxima

de pepsinbdgeno, precursor de la pepsina.

- El tratamiento de estos tejidos consiste en sue
mergirlos en una solucidn acuosa salina de pH inferior &
4, 6l valor del pH puede cstablecerse con la ayuda de una
solucibn tampbn o de cualquicr agente acidificante, acido
mineral u orginico, mejor "alimentario® oomo el &cido olor
hidrico, Es ventajoso procurar que la superficie de con- "
tacto tejido-molucidn, sea Jemayor posible, teniendo en
cuents log imperativos de la humeotabilidad. También es
preferible agitar fuertemente la suspensidn tqjido—soluw
oibn. Adomfs, se obtienen los mojores rendimientos en la
extraoccibn del prineipio activo, con soluciones salinas

ouyos valores aproximados de fuerza ibdnica estén entre
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0,085 y 1s2s sin tener en cuenta el agonte acidificante,
por ejemplo ocon soluciones de cloruro de sodio cuyas 0on—~
centraciones se hallen entre 0,5 y 70 %; la sal empleads
con preforencia es el cloruro de sodio, sobre fodo en ol
campo del empleo "alimentario® dc la onzima que coagula
la leohej pero ni que decir tienes gue pucde cmplearsc .
cualquier otra sal (cloruro de potesio, fosfato o guwlfato
de s0dioy oto,) 6 mezola de sal quo tonge wna fuerza ib- -
nica adcouada. El tiempo de contacto bptimo, es deciv,
aquel tiompo més alld del cual no aumenta el rendimione
to de la extraceidn 6 inoluso dusminuyes es de 15 a 20
minutos para posibles temperaturas de trabajo compren -
didas entre O y 402 C. PFinalmentcy se‘recupera la enzié
ma coagulando la leche en la solucibn obtenida, después
de separar las fases sblida y liquida, esta separacibn

se puede realizar mediante téonicas adccuadas, como £il-
tracidn, pero debido a la naturaleza de la suspensidn, .
podrd llcvarse a cabo por centrifugroifn de una manera

muy priotioa.

S0 agrupan on la figure anoxa, las distintag
etapas dol procedimicnto de esta invenoidn con trazos
gruesos, seflalindosc con trazos finos las variantes po-

gibles y preferidas.

En une primere variantes; se ajusta o modifics
el valor dec la fucrza ibnica en la fase liquida de la
susponsibny antos de la soparaoidn do fases. Efcctiva ~
montc, og preforible hacer esta soparacién con unos ve-
lorcs quo pormiten proeipitar gran cantidad de fracoio~

nes proteioas no interesanics que so han cxtraido median
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te ol tratamionto deido, sin introduocir oon e¢llo demagia-
da sal on la faso liquida ni entorpcocr roduccioncs pos—
terioros do volumen. Asi, utilizando oomo sal ¢l cloruro
dc sodlo, hay que atonorse a una soric de concentraoio~
nes entre ol 6 y 10 % aproximadamontc. Se¢ pucde paralo~
lamcnte ajustar ol pH de la suspensibn & un valor info -
rior a 4; oowo cjomplo de valor inicisl, habibndose ob -
gservado ofootivamente que ol pH varia dursnte ol trata -

miento.

Sogln una scgunda variantc proforiblo; puos
ropregenta uns mojora de la primeras sc proccde a una
goparaoidn previa de fases de la susponsibn, por ejom ~
plo por oentrifugacidn, interviniondo las modificaoionﬁs
en la fuerza idnica y/o pH de la splucibn soparada do
subgtancias insolubles, por cjomplo, do la partc que -

sobronada.

Ia solucibn obtonida despuds do la separacibn
6 con proforcncis, pre-geparsocidn y separacibn, es wn
cxtracto gus ocontienc la enzima guc oocagula la lecho.
Egto extraoto so proscnta bajo ol agpooto de un liquido
furbio que sc pucde emploar dircotamonte para coagular
la leoho. No obstante, se acogtumbra a olarificar, cs
decir; desengrasar y desaceitar, Adomés os conveniente,
rebajar ol pH dc cste extracto, elarifiocado 0 no, hasta
un valor préximo a 2, que es dondc so muestra mis activa
la eonzima que cuaja la leche. Bstc pHy por una parte y por
otra, la presoncia de sal en notable proporeidn, ascguran
una oxoclentc oonservacidn de la soluoidn de esta enzima,

Lbgicamontos s0 pucde concentrar osgha golucidn por ocual~
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quicr método que no desnaturalico la onzima, por ejemploy
evaporaoifn al vaclo 6 por bsmosis invorsa. También so pug
do eliminar ¢l agua completementc y reouperar el produoto-

5C00s por ojcmplos por liofilizaoidn.

Scghn un método partiowlar,; sc propara un tritu-

rado de cstbmagos glandularcs de pollo que se suspendesno-

~ dianto unma agitaocibén intensa,; on una solucibn al 0,88% do

cloruro de godio en agua desionizadae (sucro fisioldgico).
Se lleva a pH 3 afiadiondo 4cido olorhidrico.Despuds de 15
min, de oontacto y en continua agitaoifn a la temporature
ambiontes so scparan las fases por oontri@ugacién,so‘reoo—
ge la partc quo sobremada (presoparacidn)sse afiade un T

de oloruro de sodio y sc ajusta ol pH & 3 con uma nucva adi
cibn do 4oido olorhidrico. Se vuclve a centrifugar y so do
sengrasa la parte que sobrenada en wna contrifuga ospumaqé
ra. Despuls se afiade dcido olorhidrico a la parte qﬁeréobig
nada dosengrasada, hasta lograr un pH 2.81 sc deseassc o=
duce el volumon aproximadamontc a un tcroio,por evapore~
cifn al vaocio. Sc cmploa directemonte la solucibn o la gow
lucidn concentrada para coagular la locho,

" Ia onzima que coagula la lecho; extraida en medio
fcido sogln la invoncidn prosonte en igualdad do volumons
una actividad casi doble que la cnzime oxtraida on modio
alealinos sc pucde explicar esto por conseguirse un rondi-
micnto mojor oon la oxtraceibn on medio &cido, Ademdsslos
cfoetos que causa on la leche son andlogos a los productos
por el cuajo de torncro. Asi, los quesos preparados median
to csta onzima que coagula la lochey; no gso distinguon do'

los quesos tradicionalos 6 sc difercnoizn poco de los mis—
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mos. Rospondes pucs bien a los oriftorios de las indus =

trias lechora y quosera, congtituyondo on cierto modo un

fouajo do avaols

ESQUEMA DE FLUJO

ESTOMAGOS

+

digolucidn

fuerza ibnica = 0,085 a 1,2

PH 4

- SUSPENSION

ajustes

y/o ©H 4

Sussmnmom—.. & epa.‘c‘aci(’)n

™

fuerza ionica=1 a 1,7

pre-separacidn

Ap—

| SOLUCION SOLIIOS

SOLITOS

SOLUCION

h\\I\\\ enzima
que coagula

la. leche

Los ejemplos que siguen ilustran la apli-

oacibn del procedimiento segin la invencidn.
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EJEMPIO 1

Se triturs en un'molino Stephan provisto de una
rejilla con orificlos de 1,5 mm de diéme’cro; 56 kg de eag-
témagos glandulares de pollo; se sumergen en 165 litros
de asgue desionizada que contiene 1",45 kg de NaCl. Se efia-
de luego tma golucién de HOL al 12;5 ¢ hasta lograr un
pH 3. Se sglta luego Vigorosamonte durante 15 minutos y
ge centrifuga la suspensién & 2000 rev/miri;‘ én una cenw-
trifuga Heine; Se obtienen ast 55 kg de sedimento que so
desecha ¥y 167,6 kg de la parte que .sobrené.dé a la que se
afiade 11,'% kg de cloruro sédico y 400 g de HOL alAl‘2,5 %
para sjustar el pH a 2,95, Nuevamente se centrifuga, a
5000 rev/min, en wna centrifuga de Laval, se desengrase
la parte que sobrenada al pasar por una centrifuga espu-
madora de Laval a 282 C que gire a 7000 Yev/mine. Se obe
tienen asf 131,5 kg de solucién. Se separen previemente
60 kg de esta solucilén que se acldifice hasta un pH igual
a 2 sfiadiendo 500 g de HC1 al 12,5 %. las dosificaclonss
de esta solueién.acidificada que conblene la enzima que
cosgula la leche, hen dado los xesultados que figuren a
continuacidn (extraceién doida). 4 tftulo comparabivo,
ge dan los ;‘eéultados relativos de una solucidén aeic.iifik-
cada appl 2, ob’ceni@a por el procedimiento israesli de
extracoién alealina, sefialado al prineipio de esta des-
cripci..én (extraccién alcalina); colncidiendo por otra
parte, todo lo demés.:

extraccién extraccidn
fcida glcaling

% de materias secas 9,90 7,15
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oxtracoidn extraceibn

5°£§lw- © _alcalina
% do grasa 0,04 0,01
% do oalcio 0,005 0,05
% do oloruro do sodio 7,95 ' 6,10
% do nitrbgeno total 0,30 0s17
% do nitrégono soluble 0,27 0,16

Los rosultados bactorioldgicos rcfercntos o la
enzimg que ooagula la. lcchey obtenidos por ol proocdlmlon

to dcido soghn la inveneibn, son los siguiontes

ooliformes nogativo
gbrmonos totalcs 20/ml
gérmonos totales csporu-

1ad08 €10/l
Micxoaoccus €10/ml
Staphylococeus ' €10/m1
lovaduras y hongos £10/ml :
formentos licticos <€10/ml ’

EJEMPIO 2

Sc ooncontra hagta un peso de 21 kgs los Tl,5
kg rcgtantes de la solucidn obteonida on ol ¢jemplo 1 doge
pucs do descngrasar, por ovaporaoidn al vacio y con la
ayuda do un badio mantenido a 4280. So llova la solucifn
conocontrada a un pH igual a 2, afladiondp 370 g do HCL al
12,5%., Los rcsultados de las dogificaciones son 1os quo
figuran a oontinuaocibén (la solucibn obitenida por ol pro-
cedimiento aloaline ha cxperimentado ovidentemonte cl mige
mo proccso do concontracidnk

oxtraooidn cstracoidn
f04.d0 alecalina

% do matcrias scoas 31,40 29,13
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oxtraocibn extracoidn

doida aloalina
% do grasa 0,017 0,031
% do caloio 0,017 0,011
% do oloruro do sodio 24,4 24,0
% do nitrbgeno total 0,95 0571
% de nitrbgeno solublo 0475 0466

EJEMPIO 3

So afiade 0,1 ml de la solucin acidificada quo

conticne le enzima ooagulantc do la loohos obtenida por ol

. procedimionto dosorito en ol ejomplo 1, a los 100 ml do

loche oompleto pasteurizade a 728 ¢ durante 3 min. Sc man-
tionc la temporature a 3720. Ia leche c¢s coagulada a los
755 miny 10 que corrospondo, on nfmeros redondoss a wa
fucrza do 1:5300, proporcionalmente alrcdodor de 1:3200
para la soluoibn de extraceidn aloalina acidificadaiéﬁe
requicre 12,5 min. para coagular lo misma cantidad dé io~
che on iddnticas condiciones. A titulo indicative, se oal~

cula la fucrza por la formula siguicnto &
fuerza = 10000 x 240/%

siocndo ¥ ¢l ticmpo nocesario para quo 0,1 ml de soluoidn
que oontione la onzima, sca ocapoz de ooagular 100 ml do

locho a la temperatura do 3720.

EJEMPIO 4
So afiade 0,1 ml de la soluoibn concontreda y
acidificada que oontione la enzima coagulantc de le loches
obtenida en el ojomplo 2y & 100 ml dc loche complete pas—
tourizada a 728 Cy duranto 3 min., So mantienc la tomperes
tura a 372 C, Ia loche 0s coagulade a los 3 min. 1o guo

corrcspondos; on nimeros redondosy & una fucrza de 1313000
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proporoipnalmontc 1:8000 para la solucidn de extraccidn
alcalina ooncentrada y acidificada dol ojeomple 2y quo Io~
quicro 5 min. para coagular la misma oantidad do locho on

idbnticas oondicioncs.

EJEMPIO 5

So imoculan 80 kg de lcche completa previamento
pastourizada a 652 € durante 5 s; oon ol 1% de la copa S.
thermophilus y se mantione la leche inooulada a 372 ¢ du-
rantc 1 horaj cntonecs ¢l pH cs 6,20, So divide csta locho
en dos porcloncs igualecs de 40 kg ocada una. Sc afiade ol
cuajo a la primora poreibn, medianitc la adicibn de 20 ml,
de la soluoiln concontrada indicada on cl cjomplo 25 g0Luw
cidn acidificada quo conticnc la ongima coagulantc de la
locho ouya fuerza cs de 1:13000; afiadibndose después 10 g
de CaClz, H20. Sc aflade paralclamento ol cuajo a la 802U~
da poreibn oon 1,5 g do cuajo Hansen do fuorza 1:150000,
efiadidndoso igualmonts 10 g do Callys HyO. Cada poroibn
de loohe oocgula a los 10 min. '

Oada roquoson & codgulo asi proparsdo, sufrc
lucgo lag oporacionos clésicas dc fabricacidn do "mozzam
rclla", operacioncs bicn conocidas por ol cspecialistas
- gc olabora ol roquesbén durante 6 min,

- sc o¢oloca on moldes

- ge rooupora al ocabo dc 15 min.

- g¢ hagoc gotoar duranto 4 horas a 372 C.
~ sc rooia la pasta a 602 ¢

- g¢ sala al 1 %

- 86 00looa on cdmara fria on 2gus helada.

Al ocabo do 24 horas so pruchban las ‘mogzzarollagh
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obtenidas de cste modo. Ta "mozzarcella' preparada ocon la
ayuda de la solucibn que conticne la enzima que coagula la
leche, prosonta pocas difercncias oon la tradicional pro-
parada oon el cuajo de Hansen. Sin cmbargo, se observa

que aparecc und masa mis fina y untuosa.

EIRIPLO 6
So proparén dos serics do i'p:i.zza.s", ocmpleandos
entre otros ingredientess las "mozzaiellas" descritas on
el cjemplo 5, Dospuds de cocides, ambas series de "pi -
zzas" ticnon la misma estructura ¢ idéntico sabor: la jue
conticno ﬁmozzarclla" tradicional y la preoparada con ayu~
da de 1o solucibn que contiene la enzima que coagnls la

leche.

REIV INDICACIONES

Desarito el objeto del presente invento se Go =
claran nuevas y de propiz invencibn lag aiéuientes reiﬁiﬁn
dicaciones con prioridad de la soliciitud de patgnieménia”
ze. 8 17760/73 del 19 de diciembre de 1973. o

le~ Procedimiento de obtenq16n de una enzina
que coagula la leche, caracterizado por el pgcho de que
ge tratan tejidos de estdmago de aves qon g, soluolun _
acuose salina de pH inferior a 4, aepanénaose 1as subg - -
tancias no disueltas y recuperéndose la solagién que Qonn
tiene la enzima coagulante de la leche. T

2.~ Procedimiento segfin la relvindlcaolén 1.
caracterizado por el hecho de que 1los teﬁidos da estﬁmago
de avesy son tejidos de estémago glandulares; de aves do-
mestloas.. )

3.~ Procedimiento segin la reivindidagifn 1,
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caracterlzado por el hecho de que la solucidn acuosa sa~
lina tione wna fuerza idnica entre 0,085 y 1,2 aproxima-
damento, s@n tener en cuenta el asente acidificante.

4.~ Procedimiento sesin la reivindicacidn 3,
caracterizado por ol hecho de que la solucidn acuosa sa~
ling es una solucidn de cloruro sédico cuya concentra=
eién varfa entre 0,5 y T% aproximadamente,

5.~ Procedimiento segdin la reivindicacién 1,
caractcrizado por el hecho de‘que antes de la separacilén
de los productos no disuoltog, o ajusta la fuerza idni-
ca de la gsolucidn a wnos valores comprendidos entre 1y
1,7 aproximademente gin tener en cuenta el ggonte acidiw
ficante,

5.~ Procedimicuto sestn las reivindicacio-
nes 4 y 5, caracterizado poxr el necho de que, antes ce
la separacidn de substencias no éisueltas, se ajusta la
concentracidn de cloruro de sodlo en la golucidn, a unog
valores comprendidos entre el 6 y 10 % aproximedamente.

7.~ Procedimiento gesin la reivindicacion 1,
caracterizado por el hecho de gue, entes de la meparacidn
de lag subgtanciag no disueltas, se ajustia el pH a wn
valor menor de 4.

8.= Procedimiento sesin una de las reivinadicar~
cloneg 5 v 7 caracterizado por el hecho de que ge separan
lag substenciag sdlideg, antes de ajustar le fuerza Ldéni-
ca y/o el ajuste del pH. ‘

9. Procedimiento secin la reivindlcacidn 1,
caracterizado por el hecho de que se desengrasa la golu-

cidén que contlene la enzime que coagula la leche.
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10, - Procedimiento seglin una de lag reivindi~
caclones 1”6 9, caracterizado por el hecho de que se acl~
difica la smolucidn que contiene la enzima que coagula lea
leche, a uwn pH igual a 2.

11.~ Procedimiento gegin wna cuslguiera de las
reivindicaciones 1, 9 § la 10, caracterizado por el hecho
de que ge concentra la solucién que contiene la enzima
que coazula la leche,

12~ Procedimiento gezfn una cuslguiers de las
reivindicaciones 1, 9, 10 § la 11, caracterizado por el
hecho de que ge llofiliza la golucidn que contiene la
enzimg gue c¢oazula la leche.

| 13.~ Procedimiento para la obtencién de un enw
zlima que coagula la leche.

Segln se describe y veivindica en la presente
memoxia‘dcscxipﬁiva gue congte de 14 pazinag foliadas ¥
escritag a méguina por una sols de sus caras, scompafiadas
de los dibujos correspondientes.

Madrid, a 18 Diciecmb T4

Dalle
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