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La invención se relaciona con un procedimiento me­
jorado para la producción de queso mediante coagulación de 
leche con un nuevo enzima. Dicho enzima puede obtenerse por 
cultivo del hongo Mucor miehei NRRL 12268 o sus variantes 
o mutantes.

El método convencional para la producción de queso 
implica el uso de cuajo para la coagulación de leche. El cuajo 
es una composición conteniendo enzima preparada a partir del 
cuarto estómago de vacas alimentadas con leche. En el proceso 
de producción de queso, el cuajo se aSade a la leche y el 
enzima, renina, ejerce una acción proteolítica suave sobre la 
caseína y otras proteínas presentes en la leche. Esta rotura 
de las proteínas causa la coagulación de la lecha o la forma­
ción de cuajadas sólidas. Estas cuajadas son separadas del
suero, el cual es predominantemente una suspensión acuosa,de

. * ** * bajo contenido en sólidos. Las cuajadas se mezclan entonces
con sal, etc., y se conforman en bloques o redondos y se Curan**..
para formar queso. *..***

Debido al origen animal particular del cuajo, él*
suministro y calidad del cuajo están sujetos a amplias fltM&-
tuaciones. A la vista de estos factores variables, los ihmB?s-* ***
tigadores de este campo han intentado encontrar sustituto^/\ 
del cuajo para la fabricación de queso. Se han investigado 
numerosos preparados enzimáticos vegetales y microbiales^eh** 
la vista de un sustituto adecuado que tenga las propiedades 
coagulantes de leche del cuajo. Entre los microorganismos 
que han sido descritos como de utilidad para este fin se 
encuentran, por ejemplo, los diversos microorganismos descri­
tos en la Patente USA No. 1.391.219, el Endothia parasítica 
descrito en la Patente USA 3.275.453 y el Mucor pusillus des-30
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crito en les patentes USA Nos. 3.151.039 y 3.2 1 2 .905.

Las Patentes USA Nos. 4.13 6 .2 0 1 (reissue No.
30.669) y No. 3.988.207 describen Mucor miehei que producirá 
un enzima ótil para la coagulación de leche en procesos de 
producción de queso y la Patente USA No. 4.136.201 describe 
un enzima libre de lipasa derivado de Mucor miehei capaz 
de producir una amplia variedad de quesos por coagulación de 
leche.

Como resultado de las amplias investigaciones 
y experimentaciones llevadas a cabo, se ha encontrado sorpren 
dentemente un proceso mejorado para la producción de un 
enzima coagulador de leche con baja actividad proteolítica 
en un rendimiento significativamente incrementado.

La preparación de la renina microbial que tiene 
alta actividad de coagulación de leche y baja actividad,pro-* *4
teolítica, comprende cultivar, bajo condiciones aeróbicásy* 
Mucor miehei NRRL 12268 o una variante productiva o muta&te 
del mismo, en un medio de cultivo que contiene carbono,-**^/ ¡ 
nitrógeno y trazas de nutrientes, asimilables, y recupera^ i4 ¡
la renina microbial del medio de cultivo. , !

Una descripción de las características generales*dal 
hongo Mucor miehei es proporcionada por cooney y Emerson ,$n, su* t'* .<-
libro Thermophilic Fungí, p. 17-27 (1964) publicado por w?&

* **Preeman an^ Co., san Francisco y Londres. Si Mucor mieh^!.'-espe­
cífico de la presente invención ha sido depositado en Northern 
Regional Research Laboratories, Peoría, 111, habiendo sido 
identificado por el No. NRRL 12268. Dicho depósito ha sido 
realizado de acuerdo con las provisiones de la sección 608.01 
(p) del Manual del Método de Examen de Patente y bajo las pro­
visiones de la Noxma 28 de la Convención de la Patente Europea.
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El Mucor miehei NREL 12268 se prepara sometiendo 
la cepa de Mucor miehei NREL A-13042 a agentes de alquilación 
tal como metilsulíonato de etilo (EMS) y seleccionando, mediante 
cultivo de bacterias en placas, un medio de caseína de aerar 
y buscando los clones que proporcionan las zonas de coagulación 
más grandes y seleccionando además los microorganismos mediante 
cultivo en un medio liquido, tal como los descritos en la Paten­
te USA No. 4.136.201.

La cepa Mucor miehei NREL 12268 muestra caracterís­
ticas morfológicas y taxonómicas, que son bastante similares a 
las exhibidas por las cepas Mucor miehei de la técnica anterior,} 
por ejemplo, NREL A-13042, NREL A-13131, NREL A-7772 y NREL 3169:

La renina microbial de la presente invención se pre­
para preferiblemente mediante crecimiento de un cultivo de la 
cepa NRRL 12268 Mucor miehei seleccionada o una variante o mutan
te de la misma, en un medio adecuado, en presencia de aire; a ;* *+*temperaturas de 30 a 53*C aproximadamente, durante periodos de

* *tiempo de 2 a 14 dias aproximadamente. El medio de fermentación**.*
tiene generalmente un pH de 3 a 8 aproximadamente, con preferen­
cia de 4 a 7 aproximadamente. Para preparar la renina microbial 
de la presente invención se puede utilizar el método de fei^gpr-
tación aeróbica sumergida, oor ejemplo, fermentación profunda** * ?en tanques de fermentación comerciales o fermentación en matrá-  ̂ *****
ces sobre un sacudidor rotativo, asi como diversos métodos de?* 
fermentación aeróbica superficial. Se prefiere el método de 
fermentación aeróbica sumergida.

i
De acuerdo con otro aspecto de la invención, la *! 

sensibilidad térmica de la renina microbial puede mejorarse tra { 
tando la renina con un agente oxidante, de forma conocida per seí 
31 proceso se puede aplicar igualmente a un filtrado obtenido ¡ 
por recuperación del caldo de fermentación, o a un filtrado más ¡ 
o menos concentrado, obtenido por evaporación bajo vacío c

30
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uitrafiltración. Agentes oxidantes adecuados son, per ejemplo, 
sales de ácido triolorocianúrico, ácido peryódico, ácido hipo- 
clórico, ácido dórico y ácido yódico y con preferencia sus sa­
les de sodio, potasio o calcio. Un agente oxidante preferido 
es el hipoclorito sódico.

Sorprendentemente, se ha encontrado que cuando se 
utiliza la nueva cepa, se obtiene una viscosidad más baja del 
medio de fermentación. Según otra característica de la invención 
la fermentación ouede efectuarse en presencia de sulfato amónico 
con el fin de bajas la viscosidad del medio de fermentación. 
Podrá apreciarse que dichas viscosidades inferiores representan 
ventajas atractivas, tales como inferior potencia y energía para 
el mezclado, mejor transferencia y más fácil recuperación.

La recuperación se puede efectuar mediante simple 
separación sólido-liquida, tal como filtración o centrifugado, 
con lo cual la mayor parte del enzima deseado se encuentra TepMa 
fase liquida, o mediante simple concentración de la fase lí<p&da 
por evaporación, ultrafiltración o por otros métodos usados**,.^ 
convencionaímente en la separación de proteínas de mezclas/por

. . . . .  . . .  t * *ejemplo, precipitación con disolvente, precipitación de sal,*
cromatografía y otros métodos de recuperación de proteínas.'*"**
Ejemplos de disolventes que pueden ser usados para la preciyp^?
tación de la renina microbial son cetonas tal como acetona y,? t
metiletilcetona, alcoholes tal como metaaol, etanol o isopnopa-
nol, y otros disolventes orgánicos. Ejemplos ilustrativos <Be*Ias, isales que se pueden emplear son sulfato amónico, sulfato sódico j
y sales minerales similares. Se pueden utilizar todavía otros .{
métodos de recuperación de la renina microbial, por ejemplo, j
diálisis, electroforesis y liofilización. !

Los medios de fermentación adecuados se pueden pre-
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parar a partir de materiales de carbohidratos tales como suero, 
almidón de maíz degradado, Cerelose, salvado de trigo y otras 
fuentes orgánicas de carbono disponible, y a partir de materia­
les nitrogenados tales como levadura de cerveza, proteina de 
soja, caseína, urea, sales amónicas, nitratos y otras fuentes 
orgánicas o.inorgánicas de nitrógeno disponible, las fuentes 
de estos ingredientes de los medios de fermentación pueden ser 
materiales naturales en bruto o sustancias más altamente purifi­
cadas. Las trazas de nutrientes que pueden ser requeridos por 
el organismo están normalmente presentes con los ingredientes 
principales de los medies de fermentación, de manera que en ge- ¡ 
neral no se necesita la adición separada de trazas de nutrientes] 
Por ejemplo, en los medios de fermentación están generalmente ¡

- presentes trazas de sales inorgánicas tales como cloruros, sulfay 
tos, fosfatosy nitratos metálicos en asociación con los ingre­
dientes carboníceos y nitrogenados. .̂ *  <

Las proteasas, en general, coagulan leche, sin snC-** *
bargo, la mayoría de las proteasas causan una digestión consi-?*
derable de proteínas. Cuando estas proteasas, de origen animad
vegetal o microbial, se utilizan para la coagulación de la le$&§,
las cuajadas resultantes desarrollan sabores malos indeseables
debido a proteolisis y de este modo no son muy adecuadas para la

* *producción de queso. Una ventaja principal de la presente invgB-'.* *ción es que la renina preparada a partir de Mucor miehei come*. *
aquí se describe, tiene sorprendentemente una actividad proti=gbr*;* * *
litica muy baja en asociación con una actividad coagulante de 
leche elevada. Las curvas de proteolisis de leche obtenidas a j 
partir del Mucor miehei da la presente invención, son idénticas ¡ 
a las obtenidas con cuajo, lo cual indica una actividad proteoli-? 
tica muy baja.
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En la producción de fuertes quesos es conveniente 

utilizar una renina microbial obtenida a partir de Mucor miehei 
en donde la renina está esencialmente libre de cualquier lipasa 
y/o esterasa, mientras que en la producción de otros quesos 
puede ser deseable utilizar una renina microbial obtenida a 
partir de Mucor miehei en donde la renina contiene algo de* 
lipasa y/o esterasa. Podrá entenderse que ambas reninas micro- 
biales citadas se incluyen dentro del alcance de la presente in­
vención, aunque se prefiera un producto libre de lipasa. Una 
renina microbial que contiene lipasa obtenida ?or el proceso-de 
la invención, se puede tratar de forma conocida, por ejemplo, 
calentándola a 60SC, para obtener un producto libre de lipasa.

la actividad de la renina microbial de la invención 
se puede determinar por el método SHA efectuado como sigue:

Sustrato: 1(3% de leche seca y desgrasada
9C%0,0lMCa<Clg 5,0 mi t.J*]

Enzima: ;
Temperatura: 25* .**/*.

v  ^  * * * * *Observar el tiempo requerido para la aparición del primer floculo. 
Gama: 100 - $00 segundos de tiempo de floculación.

DERIVACION DE LA ECUACION . .
Definición: SRA = unidades de actividad renina/?. ****"* ""' ****!Una unidad de actividad de renina se define como*..***

1/10 0 de la actividad de 1 g de extracto de cuajo'*-]: .
resistencia única standard (Hansen) !
SRA de extracto de cuajo standard * 100 6 1 unidad ¡
SRA es la actividad de 10 mg de extracto de cuajo
standard.
____________1

SRA = X (seg.tiempo floc.)/g



Let x  =  segundos tiem po f lo c .
S I g r á f ic o  de 1 * 10̂  v s . mg e x tra c to  de c u a jo  s tan d ard  de muest

X
a) una linea intersecta el eje Y a 50 1 - 10^ por encima del

séc.
origen se requiere una corrección (c).

SHA . (X) . 10 )̂ - c/g
X

b) Pendiente de la linea * 153 1 . 10^/mg.
sec.

mg = 1̂ . 10^ - $0 
X

153
mg = 654 (,l) - 0,33 

X
S5A - 65.400 (1,) - 33/mg

X t
Fracción de trabajo
SRA^ 63.400/seg. tiempo floc. - 33/mg. .. .

e e e

Sn los siguientes ejemplos se describen varias *
modalidades preferidas para ilustrar la invención. Sin embargó^
debe entenderse que la invención no queda limitada a las moda-n*.
lidades especificas y que pueden llevarse a cabo diversas modi^.
ficaciones de las composiciones y procedimientos sin por ellp...

* * *

desviarse del espíritu o alcance de la invención. **
* * . *SIS4PL0 1

A un tanque de inóculo se añade una composición de 
papilla consistente en 9,8 kg de glucosa, 4,3 kg de hidrolisado' 
de caseína, 0,45 kg de extracto de levadura y agua suficiente* 
para conseguir un peso total de 454 kg y el pH se ajusta a 
5,3-5,7. El liquido se esteriliza luego por calentamiento a 
130-131^0 durante 45-50 minutos y a continuación la mezcla se
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enfria a 35,6-37,230. La mezcla se inocula luego con 0,1 % 
(volúmen/volúmen) de un precultivo de Mucor miehei MRRL 12268 
ĉ ue contiene los mismos ingredientes principales y se deja cre­
cer el inoculo a la citada temperatura con agitación, mientras 
se pasa aire a través del mismo durante 20 - 50 horas.

Se carga un tanque fermentador con una papilla que 
comprende 74 kg de almidón en perlas, 18,6 kg de harina de soja, 
0,5 kg de sólidos de suero, 0,06 kg de aceite de soja, suficien­
te alfa-amilasa bacterial secada por aspersión para proporcionar 
la licuofacción del almidón y suficiente agua para conseguir un 
peso total de 454 kg. Después de la degradación del almidón, la 
papilla se esteriliza por calentamiento a 130-1332C durante 

, 45-50 minutos y se ajusta el pH a 5,6-5,8. La papilla se inocu­
la entonces con 1-5 % en volumen del inóculo producido anterior- 

' mente y se efectúa la fexmentación a 36,7 - 38,92c con agitación 
y flujo de aire a través de la misma durante 100- 1 40 horas. Du-* j 
rante la fermentación se añade un agente antiespumante para .; 
reducir el espumado en los fermentadores y se añade 1,3 % en ... 
peso de sulfato amónico como una solución acuosa al 25 %. Mis * **' 
preferiblemente, dicha solución de sulfato amónico se añade en*** 
función del ajuste de un nivel adecuado de viscosidad.

* + ''
La papilla se separa del fermentador y se filtra eh\i* 

vacio para separar los restos de células del liquido y el fil-f[.*) 
trado se somete luego a ul trafiltración a través de una membrana*, 
semipermeable para obtener un extracto concentrado que contiene i 
enzima. Si extracto se concentra para obtener la concentración i 

deseada de enzima en el liquido y se ajusta el pH a 4 aproxima- * j 
damente. La mezcla se calienta entonces a 602c aproximadamente j 

durante un tiempo suficiente para inactivar lipasa y esterasa ; 
sin afectar de modo adverso al enzima. !
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Se prepara un queso sustituyendo el preparado de 
cuajo normal utilizado en la etapa de solidificación por una can 
tidad equivalente de renina microbial producida anteriormente. En 
este procedimiento, se ajusta leche pasteurizada a una tempera­
tura de 30-31,1 *C y se añade 1 X en peso de una solución inicia­
dora comercial de ácido láctico, la renina microbial se añade 
entonces a la leche en una proporción de 0,085 kg, ajustada a 
un equivalente de potencia.de un solo extracto de resistencia 
por 454 kg de leche, la mezcla se agita hasta obtener una cuaja­
da de la firmeza satisfactoria, la cuajada se corta en cubos 
y se cocinan a 37,7*C durante varias horas, la cuajada se separa 
del suero y se distribuye en capas para formar placas, la cuaja­
da molturada se salifica entonces con 3 X en peso de sal de que­
so. La cuajada salificada se transfiere a moldes para queso, 
se prensa y se coloca entonces en una cámara de curado. Si queso 
producido a partir de la renina microbial de este-ejemplo se. ^. 
muestrea periódicamente después de varios dias de curado y se*. 
encuentra que posee excelentes cualidades y que está esencial—* ** w
mente libre de malos sabores. .*. *

Otros métodos convencionales de producción de quésó 
Cheddar, por ejemplo los descritos generalmente por ?rescota..*, 
y Duna, "Industrial Microbiology", capítulo 21 (3* ed. 1959)ly*.
M<33raiy-Hill 3ook co., Inc. Nev York, y referencias allí citabas*, . . .  * *se pueden utilizar en la practica de la presente m v  ene ron sus­
tituyendo los preparados de cuajo ordinariamente empleados dn* .* 
dicha producción de queso por una cantidad equivalente de la 
renina microbial de Mucor miehei del ejemplo 1 de esta inven­
ción, para producir un queso de buena calidad.

Usando el procedimiento del ejemplo 1# se efectúa
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una comparación utilizando Mucor miehei de la técnica anterior 
designado por M-67 y Mucor miehei NRRL 12268 y en la siguiente 
Tabla 1 se ofrecen los resultados obtenidos.

TABLA 1

Cepa % de (NH^)g SO^ Rendimiento 
en SRA/g fermentación

(horas)
M-67 1*0 21,7 68
NRSL 12268 1,0 33,4 52

M-67 1*3 26,0 50-54
NRRL 12268 1.3 42,0 41-46

1,3 54,2 38—45
1,3 54,5 38-42
'1,3 69,7 33-39

__________ L A L -

1,03 resultados de la Tabla 1 demuestran la clara*..
* * <?superioridad del nuevo Mucor miehei NR5L 12268 para la produce iói

de renina microbial en comparación con el bongo de la técnica
anterior. ******

* *La cepa M-67 es un descendiente de la cepa princi^* 
pal NRRL A-13042 obtenida mediante procedimientos normales 
cultivo y selección. **.

^TEMPLO 3
Usando el procedimiento del ejemplo 1, se lleva a 

cabo una comparación empleando Mucor miehei de la técnica ante­
rior designado por M-67 y Mucor miehei NRRL 12268 y en la si­
guiente Tabla II se ofrecen los resultados obtenidos.

La viscosidad de la papilla fermentada se ofrece 
en segundos Pascal (Pa* s.).
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TABLA II

TIEMPO DE FERMENTACION Cepa M-67 NRRL 12268

40 h 
70 h

0,300 Pa.s 
0,800 Pa.s

0,025 Pa.s 
0,180 Pa. s

Resulta evidente que la nueva cepa proporcione una 
papilla fermentada con menor viscosidad y de este modo con las 
consecuencias bien conocidas para los expertos en esta materia: 
inferior potencia para el mezclado, mejor transferencia y más 
fácil recuperación.

ELTEMPLO 4
Usando el procedimiento del ejemplo 2, se lleva a 

cabo una comparación empleando la nueva cepa MREL 12268 para. 
demostrar la influencia de la adición de solución de sulfató** 
amónico sobre la viscosidad de la papilla en comparación con'la 
misma cantidad de agua. *, *. r

TABLA III *

TIEMPO DE FERMENTACION Adición de agua a 
las 66 horas

Adición de MH^* (30^), 
1,3% a las 66 hoyas.

42 horas 0,012 Pa. s 0,021 Pa.s J*. *;
49 horas 0,026 Pa.S 0,034 Pa.s * **
66 horas 0,215 Pa.s 0,092 Pa. s
66 horas, después de 0,182 Pa.s 0,074 Pa.s

la adición
94 horas P3L*<$ 0,084 Pa.s
114 horas 0,504 Pa.s 0,126 Pa. s

Descrita suficientemente la naturaleza del inven­
to, asi como la manera de realizarse en la práctica, debe hacer-!

i
se constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus 
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su 
orincioio fundamental.



1

5

10

REIVINDICACIONES
1. - Procedimiento mejorado para la fabricación de que 

so, caracterizado porque comprende sustituir al menos en parte 
el cuajo normalmente usado para preparar cuajadas de leche
en la fabricación de queso, por un enzima procedente del cultivo 
del hongo Mucor miehei NRRL 12268 o sus variantes o mutantes.

2. - Procedimiento según la reivindicación 1, carac­
terizado porque dicho enzima es renina microbial libre de lipasa.

3. - Procedimiento mejorado para la fabricación de 
queso, tal y cono queda sustanciaimente descrito en la presen­
te Memoria.

Esta Memoria consta de 12 hojas escritas a maquina 
por una sola cara.

Madrid, - 3 %g2
3IST-BR0CADES, N.V.

* . *
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