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@ Resumen:

Cultivo iniciador para la fabricacion de queso formado por
tres cepas de bacterias lacticas autéctonas del queso ar-
tesanal de Tenerife: Lactococcus lactis ssp. lactis TF 53
(CECT 7513); Lactobacillus plantarum TF 191 (CECT
7514); y Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides
TF 756 (CECT 7515).

Con la incorporacion de estas tres cepas de bacterias
lacticas se podran obtener de forma estandarizada que-
sos con industriales con garantias higiénico-sanitarias, al
estar elaborados con leche pasteurizada, al tiempo que
mantienen las caracteristicas sensoriales propias de que-
sos artesanales, al estar madurados por bacterias lacticas
autoctonas del queso de Tenerife. Los quesos asi obteni-
dos presentan una textura ligeramente mas cremosa que
los quesos artesanales de Tenerife y un sabor ligeramen-
te 4cido-amargo agradable a la cata.
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DESCRIPCION

Cultivo iniciador para la fabricacién de queso formado por tres cepas de bacterias lacticas autéctonas del queso
artesanal de Tenerife.

Sector de la técnica
Sector lacteo. Cultivo iniciador para la fabricacién de quesos.
Introduccién

Los cultivos iniciadores son preparaciones de microorganismos vivos que se aplican a los alimentos para hacer uso
de su metabolismo. En la industria quesera, la adicion de cultivos iniciadores a la leche pasteurizada permite fabricar
quesos seguros desde el punto de vista sanitario, correctamente acidificados y con textura, aroma y sabor determinados
por los microorganismos que los conforman.

En general, los microorganismos que forman parte de los cultivos iniciadores deben de cumplir unos requerimien-
tos de aptitud tecnoldgica en lo que se refiere a su seguridad, efectividad y aspectos econémicos.

El queso es un alimento fermentado cuya fabricacién estd muy extendida, dando lugar a mas de 4.000 variedades
diferentes en todo el mundo con caracteristicas en aroma, sabor y textura propias. Estas variedades vienen determi-
nadas por el tipo de leche y cuajo utilizados, por la preparacion de la cuajada y por la presencia de microorganismos
(principalmente bacterias l4cticas) responsables del desarrollo, durante la maduracidn, de las caracteristicas que las
definen.

Los quesos pueden elaborarse a nivel artesanal, normalmente en granjas, a partir de la leche recién ordefiada y don-
de ocurre una fermentacién espontanea llevada a cabo por las bacterias lacticas procedentes de la contaminacién de la
leche y/o utensilios utilizados en la fabricacién del queso. En la industria quesera, donde se utiliza una fermentacién
controlada, la leche procedente de diversos ganaderos se pasteuriza, destruyendo la mayoria de los microorganismos, y
haciendo necesaria la adicién de cultivos iniciadores para que lleven a cabo la maduracion. Estos cultivos iniciadores
comerciales estan formados principalmente por cepas de bacterias lacticas vivas con aptitud tecnoldgica demostra-
da que se compran a diferentes casas comerciales y que normalmente se suministran liofilizados y listos para su
uso.

Al estar elaborado con leche cruda los quesos artesanales presentan dos inconvenientes principales: el primero es el
riesgo higiénico-sanitario que supone su consumo, ya que la leche cruda puede contener microorganismos patégenos
y alterantes que provocan pérdidas econdmicas y, lo que es mds grave, enfermedades en los consumidores. Ademas, el
proceso de fabricacion no estd estandarizado y durante la maduracién ocurre una fermentacién espontdnea por lo que
el producto no siempre se obtiene de igual forma, es decir, no se tiene un control de la calidad.

En los quesos industriales el proceso de fabricacion estd estandarizado y la fermentacion estd controlada y es,
por tanto, reproducible. Ademds, al pasteurizar la leche se destruyen los microorganismos patégenos y alterantes. El
principal inconveniente de los quesos industriales pasteurizados es la sustitucion de la microbiota natural de la leche
por bacterias comerciales, lo que hace que pierdan el cardcter peculiar de aroma, textura, color, etc., distintivo tipico
de los quesos artesanales. Asi podria darse el caso de partiendo del mismo tipo de leche (por ejemplo de cabra), el
mismo cuajo (en las industrias éste también estd estandarizado y se compra a casas comerciales) y el mismo cultivo
iniciador comercial; podemos acabar produciendo el mismo tipo de queso en lugares muy diferentes.

Una alternativa que evitarfa esta pérdida del caracter distintivo de los quesos industriales es el uso de cultivos
iniciadores autdctonos, formados por cepas de bacterias lacticas aisladas de quesos artesanales con aptitud tecnoldgica
para fabricar quesos. Los quesos asi obtenidos estarian estandarizados y tendrian condiciones higiénico-sanitarias
adecuadas, al tiempo que conservarian la biodiversidad propia de los quesos artesanales.

En este sentido se enmarca nuestra invencion, en el desarrollo de un cultivo iniciador formado por cepas selec-
cionadas de bacterias lacticas autdctonas del queso artesanal de Tenerife para poder ser utilizado en las industrias
queseras como sustituto de los cultivos iniciadores comerciales actualmente empleados.

Estado de la técnica

Son conocidos diversos trabajos en los que se describe la introduccién de un cultivo iniciador para la fabricacién
de quesos. Por ejemplo, en el documento RU2192137 se emplea un cultivo iniciador formado por: Lactococcus lac-
tis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. diacetilactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris y Lactobacillus
plantarum.

Asi mismo, en el documento ES2072827 se describe la utilizacién en la industria quesera de una cepa de Lac-
tococcus lactis ssp. lactis aislada de queso majorero. También en el documento ES2157155 se describe una cepa de
Lactobacillus casei aislado del queso manchego y su uso.
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Sin embargo, no se ha encontrado una descripcién de un cultivo iniciador constituido por tres cepas de bacterias
l4cticas aisladas del queso artesanal de Tenerife (un lactococo, un lactobacilo y un leuconostoc). Estas cepas cumplen
los requisitos de seguridad, efectividad tecnoldgica y facilidad de manejo, obtencién y aplicacién deseables en un
cultivo iniciador.

Descripcion de la invencion

Se tiene un cultivo iniciador para la fabricacién de queso formado por tres cepas de bacterias lacticas autéctonas
del queso artesanal de Tenerife: Lactococcus lactis ssp. lactis TF 53 (CECT 7513); Lactobacillus plantarum TF 191
(CECT 7514); y Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides TF 756 (CECT 7515).

Se trata de tres microorganismos seleccionados a partir de cepas de bacterias lacticas aisladas de quesos artesanales
de Tenerife. La seleccion de las citadas cepas se realizé en base a las siguientes caracteristicas tecnoldgicas:

- Seguridad: tener el estatus de GRAS (Generally Recognized as Safe for Human Consumption) y no presentar
actividad téxica por produccién de aminas biégenas (metabolitos t6xicos obtenidas por descarboxilacién microbiana
de aminodacidos).

- Efectividad Tecnoldgica:

a) capacidad acidificante por degradacién de la lactosa que contribuye al sabor, textura y tiene efecto antimicrobia-
no.

b) capacidad generadora de aroma y textura por degradacién de las proteinas (proteolisis) y de las grasas (lipolisis);
y por produccién de diacetilo.

¢) Capacidad de supervivencia y actividad en quesos.
- Aspectos Econémicos: facilidad de manejo, conservacién y aplicacion.

Con la incorporacién de estas tres cepas de bacterias lacticas se podran obtener de forma estandarizada quesos
industriales con garantias higiénico-sanitarias, al estar elaborados con leche pasteurizada, al tiempo que mantienen
las caracteristicas sensoriales propias de quesos artesanales, al estar madurados por bacterias lacticas autoctonas del
queso de Tenerife. Los quesos asi obtenidos presentan una textura ligeramente mds cremosa que los quesos artesanales
de Tenerife y un sabor ligeramente 4dcido-amargo agradable a la cata.

La elaboracion de queso se consigue con la adicién de estos microorganismos a la leche pasteurizada en forma
de cultivo iniciador a las concentraciones iniciales siguientes: 1 a 7 x 10% ufc/ml Lactococcus lactis ssp. lactis TF 53
(CECT 7513); 1 a 8 x 10* ufc/ml Lactobacillus plantarum TF 191 (CECT 7514); 1 a 8 x 10* ufc/ml Leuconostoc
mesenteroides ssp. mesenteroides TF 756 (CECT 7515). Con estas proporciones se consiguen quesos seguros desde
el punto de vista sanitario, correctamente acidificados y con textura, olor y sabor caracteristicos.

Los criterios tenidos en cuenta para la seleccion de las cepas que forman el cultivo iniciador autéctono se detallan
a continuacién:

- Lactococcus lactis ssp. lactis TFS3 (CECT 7513): Categoria GRAS. No productora de tirosina-, histidina-,
ornitina-, lisina- y triptéfano-descarboxilasa. Altamente acidificante y proteolitica. Porcentaje de supervivencia del
86,6% cuando crece en presencia de un 3% de cloruro sédico (concentracién méxima de sal habitual en quesos).

- Lactobacillus plantarum TF 191 (CECT 7514): Categoria GRAS. No productora de tirosina-, histidina-, orniti-
na-, lisina- y triptéfano-descarboxilasa. Altamente peptidolitica y productora de diacetilo a partir de la leche y del
citrato. Porcentaje de supervivencia del 86,2% cuando crece en presencia de un 3% de cloruro sédico.

- Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteriodes TF 756 (CECT 7515): Categoria GRAS. No productora de tirosi-
na-, histidina-, ornitina-, lisina- y triptéfano-descarboxilasa. Moderadamente peptidolitica y altamente esteardsica.
Con un porcentaje de supervivencia del 78,6% cuando crece en presencia de un 3% de cloruro sédico.

El procedimiento de obtencién del cultivo iniciador autéctono a gran escala consta de dos etapas: primera, la
obtencion del cultivo en fermentador (obtencién del biomasa viable) y segunda, la obtencién de liofilizados de las
bacterias correspondientes.

Dichas etapas pueden describirse de la siguiente forma:

1. Obtencioén del cultivo en fermentador. Las condiciones de cultivo en fermentador de cada una de las tres cepas
de bacterias lacticas para su produccién a gran escala se muestran en la Tabla 1
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TABLA 1
Parametros Cepa de bacteria lactica
Lactococcus lactis Lactobacillus plantarum  Leuconostoc mesenteroides
ssp.actis TFS3 TF191 ssp. mesenteroides TF756
(CECT 7513) (CECT 7514) (CECT 7515)
Inéculo
Obtencion Cultivo en MRS 24h 30°C  Cultivo en MRS 24h 30°C Cultivo en MRS 24h 30°C
Adicién 1-5% 1-5% 1-5%
Medio de MRS MRS MRS
cultivo
pH 5,5-6,0 5,5-6,0 5,5-6,0
Temperatura 25-32°C 25-32°C 25-32°C
Agitacion 100 100 100
(r.p.m)
Aireacion No No No
Tiempo de 18-22 18-22 18-22
incubacion
(h)

2. Obtencion de liofilizados. Una vez cultivadas, las bacterias se recogen por centrifugacién (10.000 r.p.m, 5 min
a4°C), se lavan tres veces con tampoén fosfato 20 mM pH 6,5 y se resuspenden en leche desnatada reconstituida
estéril al 10% (RSM) conteniendo glutamato monosddico (12,5 g/1) como crioprotector. Las suspensiones
celulares asi obtenidas se mantienen una hora a temperatura ambiente, se pasan a balones de liofilizacion y se
congelan a -80°C al menos durante dos horas antes de proceder a su liofilizacién. La concentracién inicial de
liofilizado est4 entre 10'°-10'" ufc/g y se mantiene activo durante meses a 4°C y en oscuridad.

Por otro lado, una vez obtenido el liofilizado, su forma de aplicacién en la industria quesera depende de cada cepa.
Se detalla a continuacién la aplicacién en la industria:

- Lactococcus lactis ssp. lactis TFS3 (CECT 7513): se adiciona el liofilizado a RSM o leche pasteurizada a con-
centracion inicial del orden 1 x 10° ufc/ml. Tras 24 horas de incubacién a 30°C se obtiene una concentracion del orden
de 1 x 10° ufc/ml. A partir de este precultivo se toma el volumen necesario para lograr una concentracién inicial de 1
a7 x 10° ufc/ml en la leche pasteurizada con la que se fabrican los quesos.

- Lactobacillus plantarum TF 191 (CECT 7514): Se reactiva el liofilizado en RSM o leche pasteurizada 30 minutos
a 30°C y se adiciona a la leche pasteurizada utilizada para fabricar los quesos a una concentracion inicial de 1 a 8 x
10* ufc/ml.

- Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides TF 756 (CECT 7515). Se reactiva el liofilizado en RSM o le-
che pasteurizada 30 minutos a 30°C y se adiciona a la leche pasteurizada utilizada para fabricar los quesos a una
concentracion inicial de 1 a 8 x 10* ufc/ml.
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Modos de realizacion de la invencion

Aplicando los procedimientos descritos anteriormente se obtienen unos 12 gr de liofilizado para cada cepas de
bacteria lactica del cultivo iniciador autéctono a partir de su cultivo en 1.100 mi de medio MRS en fermentador. La
concentracion de bacterias viables (expresadas en ufc/g) presentes en los liofilizados recién obtenidos y justo antes de
la fabricacién de quesos (se fabricaron el 2/12/08) se recogen en la Tabla 2.

TABLA 2

Cepa de bacteria lactica Fecha de Concentracion Concentracion

liofilizacion del liofilizado del liofilizado a

recién obtenido 29/11/08
(ufc/g) (ufc/g)

Lactococcus lactis ssp. lactis ~ 10/10/08 6,2 x 10" 4x 10"
TES53 (CECT 7513)
Lactobacillus plantarum 24/5/08 1,5x 10" 5,4 x10'°
TF191 (CECT 7514)
Leuconostoc  mesenteroides 2/6/08 1,6 x 10" 5,0x10"

ssp. mesenteroides TF756
(CECT 7515)

Con estas bacterias liofilizadas se elabor6 una tanda de fabricacién de quesos que incluyé estudio de los lotes (Lote
Iy Lote II). Para la fabricacién de cada lote se utilizaron 20 litros de leche de cabra pasteurizada y se obtuvieron 4
quesos de aproximadamente 1 kg cada uno. En la Tabla 3 se muestra la composicién y el modo de adicién de los
cultivos iniciadores utilizados en esta tanda de fabricacién. En ambos casos se utilizaron las mismas tres bacterias
pero modificando su concentracidn inicial en leche de modo que en el Lote II se redujo la concentracién del lactococo
TF53 (CECT 7513), se aument6 ligeramente la del lactobacilo TF191 (CECT 7514) y se aumentd la del leuconostoc
TF756 (CECT 7515) con respecto al Lote I. Con estos cambios se pretendia obtener quesos ligeramente menos dcidos
y mds aromaticos en el Lote II con respecto al I. En cuanto al modo de aplicacion, el lactococo TF53 (CECT 7513) se
adiciond a partir de un cultivo madre, mientras que el lactobacilo TF191 (CECT 7514) y el leuconostoc TF756 (CECT
7515) se adicionaron directamente a partir del liofilizado.
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TABLA 3
Lote Composicion Concentracion Adicion
inicial en leche
(ufc/ml)
I Le. lactis ssp.lactis TF53 (CECT 7,0x10° 140 ml de cultivo
7513) madre
Lb. plantarum TF191 (CECT 7514) 7,5 x10* 0,027 g del
liofilizado
Ln. mesenteroides ssp. 3,0x10* 0,012 g del
mesenteroides TF756 (CECT 7515) liofilizado
11 Le. lactis ssp.lactis TF53 (CECT 1,0x10° 20 ml de cultivo
7513) madre
Lb. plantarum TF191 (CECT 7514) 8,0x10* 0,030 g del
liofilizado
Ln. mesenteroides 8,0x10* 0,032 g del
ssp.mesenteroides TE756 (CECT liofilizado

7515)

El cultivo madre se obtuvo a partir del liofilizado del TF53 (CECT 7513) por inoculacién en RSM a concentracién
tedrica inicial de 1 x 10 ufc/ml. Tras incubacion 24 h a 30°C se afiadi6 a la leche pasteurizada el volumen sefialado en
la Tabla 3. La concentracién tedrica del cultivo madre estaba en torno a 1 x 10° ufc/ml y la real, determinada mediante
recuento, fue de 1,3 x 10° ufc/ml. Para el lactobacilo TF191 (CECT 7514) y leuconostoc TF756 (CECT 7515) se pesé
la cantidad de liofilizado necesario para conseguir las concentraciones iniciales en leche pasteurizada que se recogen
en la Tabla 3; se reactivaron en 5 mi de RSM durante 30 min a 30°C y finalmente se afiadieron a la leche.

Una vez fabricados los quesos se maduraron en cdmara de maduracion a 10°C y 80% de humedad relativa. A distin-
tos tiempos (2, 20, 40 y 60 dias) se tomo un queso, se transport6 al laboratorio y se realizaron andlisis microbiolégicos,
bromatolégicos y sensoriales.

El andlisis sensorial lo realiz6 un panel de cata formado por un grupo aleatorio de individuos, todos habituados
a catar quesos canarios. Las caracteristicas que se puntuaron fueron, la apariencia externa, textura, aroma, sabor y
aceptacion general. Para cada pardmetro se utilizé una escala de puntuacion del 1 al 7 donde 1 fue: muy pobre y 7:
excelente.

En la Tabla 4 se muestra la evaluacién sensorial de los lotes I y II a los 20, 40 y 60 dias de maduracién. Los
valores de desviacién estandar encontrados reflejan las considerables variaciones en gustos y preferencias del panel de
catadores.

TABLA 4
Lote Tiempo | Apariencia Textura Aroma Sabor Aceptacion Total
externa general
(dias)
I 20 4,56+1,01 5,44+0,53 | 5,11+0,93 | 5,89+1,05 6,00+0,50 27,00+2,45
40 5,58+0,86 5,69+0,75 | 5,38+0,87 | 5,92+0,86 5,88+0,77 28,46+2.93
60 5,39+0,84 5,86+0,77 | 4,79%1,10 | 529+1,05 5,43+0,87 26,75+3,37
I 20 5,00+1,66 5,33+0,71 | 4,22+0,44 | 4,67+0,87 5,00+0,71 24,2242 05
40 5,65+1,11 5,11£1,33 | 5,04+1,27 | 5,19+£1,22 5,31£1,05 26,31+4,76
60 5,03£1,05 5,07+£1,34 | 4,64+1,34 | 5,25+1,27 5,11+1,18 25,11+5,45
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En general los dos lotes fueron bien aceptados por los catadores con puntuaciones totales superiores a 24 puntos
en todos los tiempos de maduracién. Ambos lotes mostraron una cremosidad mayor que la habitual del queso de
Tenerife, que fue evaluada positivamente por el panel de cata. El lote mejor valorado de esta tanda de fabricacién fue el
I logrando las puntuaciones més favorables en todos los pardmetros evaluados durante todo el periodo de maduracion,
a excepcion de la apariencia externa a los 20 dias. De acuerdo con la opinién de los catadores se considerd que el
tiempo 6ptimo de maduracién de los quesos era de 60 dias, momento en que el queso I destacd por su cremosidad,
sabor menos 4cido y mds picante y salado que el II.
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REIVINDICACIONES

1. Cultivo iniciador para la fabricacién de queso formado por tres cepas de bacterias lacticas autéctonas del queso
artesanal de Tenerife: Lactococcus lactis ssp. lactis TF 53 (CECT 7513); Lactobacillus plantarum TF 191 (CECT
7514); y Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides TF 756 (CECT 7515).

2. Cultivo iniciador para la fabricacioén de queso formado por tres cepas de bacterias l4cticas autdctonas del queso
artesanal de Tenerife: Lactococcus lactis ssp. lactis TF 53 (CECT 7513); Lactobacillus plantarum TF 191 (CECT
7514); y Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides TF 756 (CECT 7515) afadidas a la leche a las concentra-
ciones iniciales siguientes: 1 a 7 x 10° ufc/ml Lactococcus lactis ssp. lactis TF 53 (CECT 7513); 1 a 8 x 10* ufc/ml
Lactobacillus plantarum TF 191 (CECT 7514); 1 a 8 x 10* ufc/ml Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides TF
756 (CECT 7515).

3. Procedimiento para la obtencion del cultivo iniciador autéctono para su aplicacién industrial caracterizado por
dos etapas: la obtencién del cultivo en fermentador y la obtencién de liofilizados de las bacterias correspondientes
donde:

- Las condiciones de cultivo en fermentador de cada una de las tres cepas de bacterias lacticas para su produccién
a gran escala son las siguientes: Inoculo: cultivo en MRS 24 h a 30°C y se adiciona del 1-5% concentracién final en
el fermentador. Condiciones de fermentacién: medio de cultivo: MRS; pH: 5,5-6,0; temperatura: 25-32°C; agitacion:
100 r.p.m.; aireacién: no; tiempo de incubacién: 18-22 h.

- La obtencidn del liofilizado se caracteriza por recoger por centrifugacién las bacterias una vez cultivadas, se
lavan, y se resuspenden. Las suspensiones celulares asi obtenidas se mantienen a temperatura ambiente, se pasan a
balones de liofilizacién y se congelan al menos durante dos horas antes de proceder a su liofilizacion.

4. Procedimiento para la aplicacién industrial del cultivo iniciador aut6ctono caracterizado segtn reivindicacién
2 donde:

- El Lactococcus lactis ssp. lactis TFS3 (CECT 7513): Se adiciona el liofilizado a RSM o leche pasteurizada a
concentracion inicial del orden 1 x 10% ufc/ml. Tras un intervalo en el entorno de las 24 horas de incubacién a unos
30°C se toma el volumen necesario de este precultivo para lograr en la leche pasteurizada una concentracién inicial
segun reivindicacién 2.

- El Lactobacillus plantarum TF 191 (CECT 7514): Se reactiva el liofilizado en RSM o leche pasteurizada prefe-
rentemente 30 minutos a 30°C y se adiciona a la leche pasteurizada utilizada para fabricar los quesos para lograr una
concentracion inicial segtn reivindicacion 2.

- El Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteriodes TF 756 (CECT 7515): Se reactiva el liofilizado en RSM o leche
pasteurizada preferentemente 30 minutos a 30°C y se adiciona a la leche pasteurizada para lograr una concentracién
inicial segun reivindicacién 2.

5. Queso elaborado a partir de un cultivo iniciador formado por tres cepas de bacterias lacticas autdctonas del
queso artesanal de Tenerife caracterizado segtin reivindicacién 1.

6. Queso elaborado a partir de un cultivo iniciador formado por tres cepas de bacterias lacticas autdctonas del
queso artesanal de Tenerife caracterizado segtn reivindicacion 2.
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compounds and sensory characteristics of Manchego cheese" Eur
Food Res Technol (2008) 227: 181-190.
A ZARATE, V. "Changes in the microbial flora of Tenerife goats'
milk cheese during ripening" Int Dairy Journal 7 (1997) 635-641.
X RU 2192137 C2 (UFAMOLAGROPROM AOOT+) 10.11.2002, Recuperado de 1-2,5-6
ESPACENET. Resumen de la Base de Datos.
X ES 2072827 Al (C.S.I.C.) 16.07.1995, columna 5, lineas 61-65; 1-6
reivindicaciones 1-3.
X ES 2125205 Al (C.S.1.C.) 16.02.1999, todo el documento. 1-6

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacion no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud
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para todas las reivindicaciones

O para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizaciéon del informe
24.08.2010
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INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA N de solicitud: 200901335

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

A23C 19/032 (2006.01)
C12N 1/20 (2006.01)
C12R 1/01 (2006.01)
C12R 1/25 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)
A23C, C12N

Bases de datos electrénicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de bisqueda
utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, FSTA
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 200901335

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 24.08.2010

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-6 Si
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva Reivindicaciones Si

(Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-6 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 200901335

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la realizacion
de esta opinion.

Documento NUmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 ES 2306564 Al 01.11.2008
D02 ES 476810 Al 16.07.1979
D03 Eur Food Res Technol 227: 181-190 2008
D04 Int Dairy Journal 7, 635-641 1997
D05 RU 2192137 C2 10.11.2002
D06 ES 2072827 Al 16.07.1995
D07 ES 2125205 Al 16.02.1999

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud a estudio tiene por objeto un cultivo iniciador para la fabricacion de queso formado por tres cepas de bacterias lacticas
autdctonas del queso artesanal de Tenerife: Lactococcus lactis ssp lactis TF 53 (CECT 7513), Lactobacillus plantarum TF 191
(CECT 7514) y Leuconostoc mesenteroides ssp mesenteroides TF 756 (CECT 7515), asi como el procedimiento de obtencion de
dicho cultivo, que consta de dos etapas: la obtencidn del cultivo en fermentador y la obtencién de liofilizados de las bacterias
correspondientes, liofilizados que se reactivan antes de afiadirlos a la leche pasteurizada. También es objeto de la solicitud el
queso elaborado a partir de tal cultivo. El uso de cultivos iniciadores autdctonos, formados por cepas aisladas de quesos
artesanales, evita la pérdida del caracter distintivo de los quesos industriales. Los quesos industriales obtenidos con las cepas
autdctonas estan estandarizados y tienen condiciones higiénico-sanitarias adecuadas, al tiempo que conservan la diversidad
propia de los quesos artesanales.

El documento D1 mencionado en el Informe de Busqueda Internacional versa sobre iniciadores autoctonos de la fermentacion
lactica y su uso en la elaboracién del queso Armada con leche pasteurizada. Se utilizan cuatro iniciadores, de los cuales tres se
asemejan al de la solicitud en estudio, el Iniciador A integrado por Lactococcus lactis ssp lactis (CECT 7124) y Lactococcus lactis
ssp lactis (CECT 7125), el Iniciador C formado por el Iniciador A mas Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum y el
Iniciador D por el Iniciador A mas Lactobacillus plantarum (CECT 7127).

El documento D2 trata de un método de elaboracidn de cultivos iniciadores para la fabricacion de queso manchego a base de
cepas aisladas de diferentes quesos artesanales de la region manchega. Las cepas aisladas se siembran en leche desnatada
estéril, manteniéndose 16 horas a 22-25°C hasta obtener el crecimiento deseado, y se conservan por liofilizacion. Los liofilizados
se regeneran en leche esterilizada y se toma un indculo, del volumen deseado en cada caso, sembrando con distintas
combinaciones un matraz de leche estéril. Se utilizan distintos microorganismos, de los cuales, el Unico que coincide con el de la
solicitud a estudio es Lactobacillus plantarum.

El documento D3 hace referencia a la influencia ejercida por distintos iniciadores y Lactobacillus plantarum como cultivo adjunto
sobre, entre otras cosas, las caracteristicas sensoriales del queso manchego. Se fabrican tres lotes de queso, el primero con un
cultivo iniciador de Lactococcus lactis subsp lactis y Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum, el segundo con un iniciador
igual que el anterior mas Lactobacillus plantarum como cultivo adjunto, obteniéndose todos estos microorganismos de quesos

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita) Pagina 4/5




OPINION ESCRITA N° de solicitud: 200901335

Hoja adicional

manchegos artesanales, y el tercero con un inciador comercial integrado por dos cepas de Lactococcus lactis. Los dos primeros
lotes obtuvieron una puntuacion significativamente mas alta que el tercero en cuanto a caracteristicas sensoriales.

El documento D4, de los mismos solicitantes que los de la solicitud a estudio, es representativo del Estado de la Técnica anterior,
y de los antecedentes de la solicitud que nos ocupa, en cuanto a que examina la flora microbiana del queso de leche de cabra de
Tenerife, cuyos componentes mayoritarios son, entre otros, Lactococcus lactis ssp lactis, Lactobacillus plantarum y Leuconostoc
mesenteroides ssp dextranicum, también como paso preliminar para preparar un iniciador microbiano para la elaboraciéon de
gueso de Tenerife a escala industrial.

En el documento D5 se emplea un cultivo iniciador formado por dos subespecies de Lactococcus lactis, una de ellas ssp lactis,
Leuconostoc mesenteroides, subsp cremoris y Lactobacillus plantarum.

En el documento D6 se reivindica la utilizacion de Lactococcus lactis ssp lactis (CECT 4478) aislada de queso majorero.

El documento D7 es una adicion a la patente anterior, en la que la mejora consiste en utilizar los mismos microorganismos que en
la patente principal mas una nueva cepa de Lactococcus lactis ssp lactis desprovista de las actividades proteinasica y acidificante,
lo cual da origen a una aceleracion de la maduracién de los quesos, que tienen un sabor mas marcado y menos amargo.

A la vista de los documentos mencionados, las reivindicaciones 1-6 cumplen los requisitos de Novedad, de acuerdo con el
articulo 6 de la Ley 11/1986, de 20 de Marzo, de Patentes, ya que no se han encontrado documentos que utilicen exactamente
los mismos microorganismos. No se considera sin embargo que el hecho de utilizar unos microorganismos u otros, dependiendo
del queso que se quiera fabricar, implique actividad inventiva, segun el articulo 8 de la misma Ley, ya que la finalidad es la
misma: evitar la pérdida del caracter distintivo de los quesos industriales. Tampoco se considera que impliquen actividad inventiva
variaciones no demasiado significativas en las concentraciones de los microorganismos afadidos, medios de cultivo utilizados,
temperaturas y duracion de los cultivos o ligeras variaciones en las condiciones de liofilizacién, a menos que alguno de estos
factores implique alguna mejora técnica a la que no se hace alusion en ninguna parte de la memoria que nos ocupa.
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