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MEMORIA DESCRIPTIVA

Esta invención se re fie re  a la  preparación de 
productos dotados de actividad enzimátíca y más concretad- 
mente; a la  obtención de productos que provocan la  ooagu- 

5. lación de la  leche y que poseen la s  características del
cuajo; a p a r t ir  de estómagos de aves*

El cuajo; producto de origen natural que e je r­
ce una aoción ooagulante sobre la  oaseina de la  lechales 

un producto obtenido a p a r tir  de las mucosas gástricas de 
10. . tem eros alimentados solamente de leohe. Esta acción coa­

gulante se debe a la  presencia en dicho extracto de una 
enzima; la  renina; que posee una actividad p ro teo litioa 
específica frente a la  E-caseína. Teniendo en cuenta la  
naturaleza de su origen; e l  cuajo sólo puede obtenerse 

15. de un modo irregular; en cantidades que varían según las.
estaciones y que son insuficientes para oubrir la  deman­
da ó&ecientB de las  industrias lechera y quesera.

Por esta razón; se ha intentado y se sigue in ­
tentando; preparar cuajos llamados "microbianos"; es de- 

20. cir,'producidos por b iosín tesis. Desgraciadamente estos
últimos tienen e l inconveniente de provocar con frecuen­
cia e l desarrollo de sabores desagradables y/o dar lugar 

a requesones de calidad in ferio r; particularmente para la  
fabricación del queso.

25. Por otra parte; se sabe que e l aparato d igesti­

vo de oiertos pájaros; sobre todo los carnívoros; es un 
oentro de actividades p ro teo líticas intensas de tipo pep- 
sico. La patente is ra e lí  na 30.520 describe un procedí -  

miento para extraer una enzima que cuaja la  lecha con la



ayuda do un agente alcalino? o también mediante e l pren -  

sado de estómagos..

Según la invención? se ha descubierto un proce­
dimiento para producir una enzima qud ooagula la  leche cu­

ya actividad es mayor que la  que posee la  pepsina de ave 
obtenida por extracción a lcalina. El procedimiento se ca­
racteriza porque se tra tan  te jidos de estómago de aves 
con una soluoión acuosa salina de pH in ferio r a 4? sepa­
rándose las  substancias no disueltas y recuperándose la  
soluoión que contiene la  enzima que ooagula la  leche.

Se emplearán oon preferencia? en calidad de te ­
jidos de estómago? tejidos de estómago glandulares ó pre- 

ventrioulares? aún cuando los estómagos de aves? particu­
larmente la s  domésticas? puedan en general lib e ra r  una 
enzima ooagulante de la  leche de oalidad aceptable. En es­
tos óranos se halla? en efecto? la  concentración máxima 

de pepsinógeno? precursor de la  pepsina.

El tratamiento de estos te jidos consiste en su­
mergirlos en una soluoión acuosa salina de pH in ferio r a 

4? e l valor del pH puede establecerse oon la  ayuda de una 
soluoión tampón o de cualquier agente acidificante? ácido 
mineral u orgánico? mejor "alimentario" oomo e l ácido olor 

hidrioo. Es ventajoso procurar que la  superficie de con­
tacto tejido-solución? sea lA mayor posible? teniendo en 
cuenta los imperativos de la  humeotabilidad. También es 
preferib le ag ita r fuertemente la  suspensión tej ido-solu- 
oiÓn. Adomás? so obtienen los mejores rendimientos en la  
extraocién del principio activo? oon soluciones salinas 
cuyos valores aproximados de fuerza iónica estén entre
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0)085 y 1 ?2? sin  tener en cuenta e l agente acidificante? 
por ejemplo oon soluciones de cloruro de sodio cuyas con­
centraciones se hallen entre 0?5 y 70 %? la  sa l empleada 
oon preferencia es el cloruro de sodio? sobre todo en el 

5. campo del empleo "alimentario" do la  onzima que coagula
la  leohe? poro n i que decir tiene? que puede emplearse . 
cualquier otra sal (cloruro do potasio? fosfato o sulfato 
de sodio? oto.) 6 mozola de sa l que tonga una fuerza ió­

nica adoouada. El tiempo de contacto óptimo? es decir?

10 . aquel tiempo más a llá  del cual no aumenta e l rendimien­
to de la  extracción 6 incluso dusminuye? es de 15 a 20 

minutos para posibles temperaturas do trabajo oompren -  
didas entre 0 y 40a C. Finalmente? se recupera la  enzi­
ma ooagulando la  leche en la  solución obtenida? después 

15. de separar la s  fases sólida y liquida? esta separación
se puedo rea liza r mediante técnicas adecuadas? como f i l ­
tración? poro debido a la  naturaleza de la  suspensión? . 
podrá llevarse a cabo por centrifugación de una manera 
muy práotioa.

20. So agrupan on la  figura anoxa? las  d istin tas
etapas dol procedimiento de esta invenoión con trazos 
gruesos? señalándose oon trazos finos la s  variantes po­

sib les y preferidas.

En una primera variante? se ajusta o modifica 

25. e l  valor do la  fuerza iónica en la  fase liquida de la
suspensión? antes de la  separación do fases. Efectiva -  
monto? os preferib le hacer esta separación con unos va­
lores que permiten p recip itar gran cantidad do fraccio­
nes protoloas no interesantes que so han extraído median
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te  o l tratamiento ácido, sin  introducir oon olio demasia­
da sa l on la  fase liquida n i ontorpooor roduocionos pos­
te rio res  do volumen. Así; utilizando oomo sa l ol cloruro 
de sodio? hay que atenerse a una sorio de oonccntraoio- 

5. nes entro ol 6 y 10 % aproximadamente. Se puedo parale­

lamente a justar ol pH do la  suspensión a un valor info -  
r io r  a 4! oomo ejemplo do valor inicial* habiéndose ob -  

servado ofootivamento que ol pH varia durante ol tra ta  -  
miento.

10 . Sogán una segunda variante proforiblo, puos

roprosonta una mejora do la  primera, so procede a una 
soparación previa do fases do la  susponsión, por ojem -  
pío por oentrifugaoión, interviniendo la s  modificaciones 
on la  fuerza iénica y/o pH de la  spluoión separada do

15. substancias insolublos, por cjomplo, do la  parto que
sobrenada.

La solución obtenida dospuós do la  separación 
ó oon proforoncia, pro-soparaoión y separación, es un 
extracto que oontieno la  enzima que coagula la  lecho.

20. Esto oxtraoto so presenta bajo e l aspooto de un líquido
turbio que se puedo emploar directamente para coagular 
la  locho. No obstante, se acostumbra a o la rif ic a r , os 

decir, desengrasar y desaceitar. Además os conveniente, 
rebajar ol pH do este extracto, olarifioado o no, hasta 

25. un valor próximo a 2* que os dondo so muestra más activa
la  enzima que ouaja la  lecho. Este pH, por una parte y por 
o tra , la  presencia do sa l en notable proporción, aseguran 
una oxoolento conservación do la  soluoión de esta enzima# 

Lógicamente, so puede concentrar esta solución por cual-
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quior método que no desnaturalioo la  onzima? por ejemplo? 

evaporación a l  vacio ó por ósmosis inversa. También so pue 
do eliminar o l agua completamente y roouporar e l producto 
sooO) por ojcmplo? por lio filizao ién .

5. Según un método particular? se propara un t r i tu ­

rado de estómagos glandulares de pollo que se suspendo?mo- 
dianto una agitaoión intensa? en una solución a l 0?88% do 
cloruro de sodio en agua desionizada (suero fisio lóg ico).

Se lleva a pH 3 añadiondo ácido olorhídrioo.Después do 15 

10 . min. do oontaoto y en continua agitaoión a la  temperatura
ambiente? so soparan la s  fases por oontrifugación?so rooo- 
go la  parte que sobrenada (prosoparaoión)?se añado un 7% 
de oloruro do sodio y so ajusta ol pH a 3 oon una nueva adi 

ción do áoido olorhídrioo. Se vuelvo a centrifugar y se do 
15. sengrasa la  parte que sobrenada en una centrifuga espumado

ra . Después se añade ácido olorhídrioo a la  parto que sobro 
nada desengrasada? hasta lograr un pE 2. Si so desea? ao r&- 

duco ol volumen aproximadamente a un toroio?por evapora­
ción a l vaoio. So emplea directamente la  solución o la  so- 

20. lución concentrada para coagular la  locho.
La enzima que coagula la  lecho? extraída en medio 

ácido sogán la  invención prosonta en igualdad do volumen? 

una actividad oasi doble que la  enzima oxtraída en medio 
alcalino? so puedo explicar esto por conseguirse un rondi- 

25. miento mojor oon la  extracción en medio ácido. Adomás?los 
efectos que causa en la  loche son análogos a los productos 

por ol cuajo do tornero. Así? los quesos preparados median 
to esta onzima que coagula la  locho? no so distinguon do 
los quesos tradicionales ó so diferencian poco do los mis-



mos. Rospondo? pues bien a los obitorios do la s  indas -  
tr ia s  lcohora y quosera^ constituyendo on cierto modo un

"ouajo do avo".
ESQUEMA DE FLUJO

10.

15.

20.

enzima 
que coagula 
la  leche

Los ejemplos que siguen ilu s tran  la  ap li— 

oaoión del procedimiento según la  invención.
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Se t i i tu r a  en un molino Stephan provisto de una 
r e j i l l a  con o rific io s  de 1,5  mm de diámetro, 56 kg de es­
tómagos glandulares de pollo, se sumeigen en 165 l i t ro s  
de agua desionizada que contiene 1,45 kg de NaCl. Se aña­
de luego uñé, solución de HC1  a l 12¿5 % hasta lograr un 

pH 3. Se agita luego vigorosamente durante 15 minutos y 
se centrifuga la  suspensión a 2000 rev/miiii en una cen­
trifu g a  Heine. Se obtienen así 55 kg de sedimento que se 
desecha y 167,6 kg de la  parió que sobrenada a la  que se 

añade 11,7 kg de cloruro sódico y 400 g de HC1  a l  12,5 % 
para a ju sta r e l pH a 2,95, Nuevamente se centrifuga, a 
5000 rev/ínin. en una centrífuga de Laval, se desengrasa 

la  parte que sobrenada a l pasar por una centrífuga espu­
mado ra de Laval a 283 c que g ira  a 7000 ibv/min. Se ob­
tienen así 131,5 kg de solución. Se separan previamente 
60 kg de esta  solución que se acid ifica hasta un pH igual 
a 2 añadiendo 500 g de HC1 a l 12,5 %. Las dosificaciones 
de esta solución acidificada que contiene la  enzima que 
coagula la  leche, han dado los resultados que figuran a 
continuación (extracción ácida). A titu lo  comparativo, 
se dan los resultados relativos de una solución ac id if i­
cada appH 2, obtenida por e l procedimiento is ra e lí  de 
extracción alcalina, señalado al principio de esta des­
cripción (extracción alcalina), coincidiendo por o tra 

parte , todo lo demás:
extracción extracción 

ácida alcalina
% de materias secas 9,90 7,15



oxtraooión extracción
áoida alcalina

% do grasa 0,04 0,01

% do oaloio 0,005 0,05
% do cloruro do sodio 7,95 6,10
% do nitrógeno to ta l 0,30 0,17
% do nitrógeno soluble 0,27 0,16

Los resultados bacteriológicos reforontos a la  
enzima que ooagula la  lecho, obtenidos por e l prooodimion 

to  ácido sogón la  invención) son los siguientes :
ooliformos nogativo

górmenos to ta les 20/ml

górmenos to ta les  esporu- 
lados <10/ml

Microooceus <10/ml

Staphylococcus <10/ml

levaduras y hongos <10/ml

fermentos lácticos <10/ml

EJEMPLO 2
Se oonccntra hasta un peso do 21 kg, los 71,5 

kg restantes do la  solución obtenida on e l ejemplo 1  des­

pués do desengrasar, por ovaporaoión a l  vaoio y con la  
ayuda do un baño mantenido a 4-230. So lleva la  solución 
conoontrada a un pH igual a 2, aüadiondo 370 g do HC1 a l 

12,5%. Los resultados do las  dosificaciones son los que 
figuran a oontinuaoión (la  solución obtenida por el pro­
cedimiento aloalino ha experimentado ovidontomento e l mis­
mo pro ooso do concentración):

oxtraooión ostracoión
áoido  alcalina.

31,40% do materias secas 29,13



oxtraooión axtraooión
áoida alcalina

% do grasa 0¡ÓÍ7 0,031
% do calcio 0,017 0,011

% do oloruro do sodio 24,4 24,0
% do nitrógeno to ta l 0,95 0,71
% de nitrógeno solublo 0,75 0,66

EJEMPLO 3

So aSado 0,1 mi do la  solución acidificada quo 
contieno la  enzima coagulante do la  locho, obtenida pon ol 

procedimiento descrito en ol ejemplo 1, a los 100 mi do 
locho oompleta pastourizada a 72a C durante 3 min. Se man­
tiene la  temperatura a 37BC. La lecho os coagulada a los 

7*5 min, lo que correspondo, on números redondos, a una 
fuerza do 1:5300, proporcionalmonto alrododor do 1:3200 
para la  solución do oxtraooión aloalina acidificada que 

requioro 12*5 min. para coagular la  misma cantidad do lo­
cho on idénticas condiciones. A t itu lo  indicativo, se cal­
cula la  fuerza por la  fórmula siguiente :

fuerza = 10000 x 240/t

siendo t  e l  tiempo necesario para quo 0,1 mi do soluoión 

que oontionc la  onzima, soa oapaz do ooagular 100 mi do 
locho a la  temperatura do 3730.

EJEMPLO 4

So aSado 0,1 mi do la  soluoión conoontrada y 
acidificada quo oontionc la  enzima coagulante do la  looho, 
obtenida en e l ejemplo 2, a 100 mi de loche complota pas- 
tourizada a 723 C, durante 3 min. So mantiene la  tempera­
tu ra  a 37a 0. La loche os coagulada a los 3 min. lo que 
correspondo, on números redondos, a una fuerza de 1 :13000,



proporoipaalmonto 1:8000 para la  solución do extracción 

alcalina concentrada y acidificada dol ojotnplo 2) quo re­

quiero 5 min. para coagular la  misma oantidad do locho on 
idénticas oondiciones.

EJEMPLO 5

So inoculan 80 kg de locho completa previamente 
pastourizada a 650 c durante 5 s* con ol 1% do la  copa S. 
thcrmophilus y so mantiene la  locho inooulada a 37  ̂ 0 du­
rante 1 hora? entonces ol pH os 6*20. So divido esta lecho 
en dos porciones iguales do 40 kg oada una. So añado ol 
cuajo a la  primera porción* modianto la  adición do 20 mi. 
do la  soluoión concentrada indicada on e l ejemplo 2* solu­
ción aoidifioada quo oontionc la  enzima coagulante do la  
locho ouya fuerza es de 1:13000* añadiéndose después 10 g 
de CaClg* HgO. Se añado paralelamente e l cuajo a la  segun­
da porción oon 1*5 g do cuajo Hanson do fuorza 1:150000* 

añadiéndose igualmente 10 g do CaClg, HgO. Cada poroión 
do locho ooagula a los 10 min.

Oada roquoson ó coágulo a s i proparado, sufro 

luego la s  operaciones clásicas de fabricación do "mozza- 
rolla"* operaciones bien conocidas por ol especialista:
-  so olabora e l requesón durante 6 min.
-  so oolooa on moldes
-  se rooupora a l  oabo do 15 min.

-  se haoo gotoar duranto 4 horas a 37a C.
-  so rocía la  pasta a 60& C
-  se sala a l 1 %
- s o  oolooa on oámara f r ía  on agua helada.

Al oabo de 24 horas so prueban las "mozzarollas"



-  12 -

obtenidas do este modo. La "mozzarella" preparada oon la  
ayuda de la  solución que contieno la  enzima que coagula la  
lechea presenta pocas diferencias oon la  trad icional pre­
parada oon e l cuajo do Hansen. Sin embargo: se observa

5 . que aparece una masa más fina  y untuosa.

EJEMPLO 6

So preparan dos serios do "pizzas") empleando) 

entre otros ingredientes) la s  "mozzarcllas" descritas en 
e l ejemplo 5* Después de cocidas) ambas series do "pi —

10 . zzas" tienen la  misma estructura o idéntico sabor) la  que
contieno "mozzarella" trad icional y la  preparada con ayu­

da de la  soluoién quo contiene la  enzima que coagula la  
lecho. *

RE IV INDICACIONES
15 . Desarito e l objeto del presente invento se de

claran nuevas y de propia invención la s  siguientes reivin­
dicaciones oon prioridad de la  so licitud  de. patente,_sui-,, 
za nB 17760/73 del 19 de diciembre de 1973.

1 .-  Procedimiento de obtenqién de una enzima 
20. que coagula la  leche) caracterizado por e l hecho de que

se tra tan  te jidos de estómago de aves qon una.solución 
acuosa salina de pH in ferio r a 4) separándose la s  subs ­
tancias no disueltas y recuperándose la  solución que con- 
tiene la  enzima coagulante de la  leche.

25. 2.** Procedimiento según la  reivindicación 1#

caracterizado por e l hecho de que los te jidas d§ estómago 
de aves) son tejidos de estómago glandulares; de aves do- 
méstioas.

3 .-  Procedimiento según la  reivindicación 1 )
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caracterizado por e l hecho de qu.e la solución acuosa sa- 

lina tione una fuerza iónica entre 0,085 y 1 ,2  aproxima­
damente, sin  tener en cuenta e l  agente acidificante.

4. *- Procedimiento según la reivindicación 3,
5. caracterizado por e l hecho de que la solución acuosa sa­

lina es una solución de cloruro sódico cuya concentra­
ción varía entre 0,5 y 7% aproximadamente.

5 . -  Procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado por e l hecho de que antes de la separación

10, de los productos no disueltos, se ajusta la fuerza ióni­
ca de la solución a unos valores comprendidos entre 1  y 
1,7 aproximadamente sin  tener en cuenta e l agente acidi­
ficante.

6 . -  Procedimiento según las reivindicacio- 
15. nes 4 y 5, caracterizado por e l hecho de que, antes de

la separación de substancias no d isueltas, se ajusta la  
concentración de oloruro de sodio en la  solución,, a unos 
valores comprendidos entre e l 6 y 10 % aproximadamente.

7 . -  Procedimiento según la reivindicación 1, 

20. caracterizado por e l hecho de que, antes de la separación
de las substancias no d isueltas, se ajusta e l pE a un 

valor menor de 4.
8.  -  Procedimiento según una de las reivindica­

ciones 5 y 7 caracterizado por e l hecho de que se separan
2$, las substancias sólidas, antes de a ju sta r la fuerza ió n i­

ca y/o e l ajuste del pH.
9 . -  Procedimiento según la reivindicación 1, 

caracterizado por e l hecho de que se desengrasa la solu­
ción que contiene la enzima que coagula la leche.
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10,- Procedimiento eegdn una de las re iv in d i­
caciones 1  ó 9) caracterizado por e l hecho de que se aci­
d ifica la solución que contiene la enzima, que coagula la  
leche, a un pS igual a 2.

11. -  Procedimiento segdn una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 , 9 ó la  10, caracterizado por e l  hecho 
de que se concentra la  solución que contiene la enzima 
que coagula la  leche.

12. -  Procedimiento segdn una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 , 9) 10 ó la  1 1 , caracterizado por e l 
hecho de que se l io f i l iz a  la solución que contiene la 
enzima que coagula la leche.

13. -  Procedimiento para la  obtención de un en­
zima que coagula la  leche.

Segdn so describe y reivindica en la presente 
memoria descriptiva que consta de 14 páginas foliadas y 
escritas a máquina por una sola de sus caras, acompañadas 
de los dibujos correspondientes.

Madrid, a 18 Dicicmbreni974
p.a.

¡ t w a t h ^ V O S E  t -  M Q H *
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