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DESCRIPCIÓN 

Queso procesado con componentes antibacterianos y antimicóticos naturales y método de fabricación 

Campo 

La presente solicitud se refiere generalmente a composiciones de queso procesado y a métodos de fabricación, y 
más particularmente a composiciones de queso procesado que contienen componentes antibacterianos y 5 
antimicóticos naturales. 

Antecedentes 

El queso procesado, ampliamente disponible en formas de lonchas y barra, se ha convertido en uno de los productos 
de queso de venta más populares. Los productos de queso procesado son particularmente populares con los niños. 
El queso procesado se prepara convencionalmente calentando, triturando y/o mezclando una o más variedades de 10 
quesos naturales que contienen grasa de la leche tales como, por ejemplo, queso Cheddar, queso Colby, queso 
suizo, queso Brick, queso Muenster, queso de pasta hilada, cuajada de lavado y queso de cuajada granular, por 
sugerir algunos tipos. El queso resultante se mezcla entonces con otros productos lácteos, tales como leche 
desnatada en polvo y sólidos del suero lácteo, y sales emulsionantes, tales como fosfato de disodio, a temperaturas 
que son suficientemente elevadas para pasteurizar el queso y para producir un material de queso fluido, bombeable, 15 
homogéneo al que se le puede dar forma de hojas, lonchas, u otras formas deseadas. 

Se desea frecuentemente prolongar la estabilidad en almacén de los alimentos, tales como el queso procesado, y/o 
aumentar la estabilidad microbiológica de dichos alimentos. Aumentando la cantidad de tiempo que un alimento es 
estable, los procesadores pueden mitigar las pérdidas de inventario debido a productos alimenticios echados a 
perder. Se han usado los métodos anteriores, tales como el uso de envases, conservantes, y/o parámetros de 20 
almacenamiento específicos (por ejemplo, refrigeración), para evitar el deterioro. 

En particular, Listeria monocytogenes y C. botulinum pueden, en algunos casos, ser una preocupación con alimentos 
como la leche cruda, quesos (particularmente las variedades de maduración suave), helados, verduras crudas, 
salchichas de carne cruda fermentada, aves de corral crudas y cocinadas, carnes crudas (de todo tipo) y pescado 
crudo y ahumado. La capacidad de estos patógenos para crecer, en algunos casos, a temperaturas de tan solo 3 ºC 25 
permite la multiplicación en los alimentos refrigerados. 

Además, mientras que se desea proporcionar estabilidad en almacén mejorada a los alimentos, tales como el queso 
procesado, también ha habido un mayor deseo de proporcionar alimentos que contengan una elevada cantidad de 
ingredientes naturales. A este respecto, se puede desear proporcionar alimentos que incluyen solo ingredientes 
naturales o retirar de otro modo los materiales artificiales. Por ejemplo, el queso procesado utiliza a veces 30 
conservantes tales como ácido sórbico para mejorar la seguridad y estabilidad en almacén del alimento. Se puede 
desear incorporar conservantes y/o antimicrobianos naturales, mientras que se mantienen y/o mejoran las 
características del queso procesado. 

El documento de patente US 2011053832 se refiere a un antimicrobiano natural para alimentos, que comprende un 
componente de nisina en el intervalo de 2-40 ppm de nisina; y un ácido orgánico no disociado/sal. El documento de 35 
patente US 4584199 se refiere a un producto de queso de proceso pasteurizado que contiene al menos 54 % en 
peso de humedad que contiene una cantidad de nisina o un cultivo productor de nisina suficiente para inhibir el 
crecimiento de esporas botulínicas. El documento de patente US 5895680 se refiere a un producto alimenticio que 
tiene un pH de aproximadamente 2,0 a 7,0 y que contiene una cantidad suficiente de natamicina en combinación con 
nisina para prevenir el deterioro microbiano, en donde la natamicina está presente en una cantidad de al menos 40 
aproximadamente 20 a 500 ppm y dicha nisina está presente en una cantidad de aproximadamente 1 a 50 ppm 
basadas en el contenido de agua del producto alimenticio. 

Sumario 

En el presente documento se proporcionan quesos procesados que incluyen componentes antibacterianos y 
antimicóticos naturales. El antibacteriano natural es nisina. En algunos enfoques, la nisina incluye nisina A. El 45 
antimicótico natural es natamicina. Se ha encontrado inesperadamente que un queso procesado que incluye nisina y 
natamicina tiene una estabilidad en almacén sorprendentemente larga debido a la inhibición del crecimiento de moho 
y microorganismos Gram-positivos a pesar de la inclusión de bajas cantidades de nisina y natamicina. Es 
particularmente sorprendente que estas bajas cantidades de nisina y natamicina sean eficaces para prolongar la 
estabilidad en almacén de los productos de queso procesado debido a que se conoce que la natamicina es propensa 50 
a la degradación. 

En algunos enfoques, el queso procesado está libre de conservantes artificiales seleccionados del grupo que 
consiste en ácido sórbico, sorbato de potasio, nitritos, y sus combinaciones. Como se usa en el presente documento, 
las expresiones "no contiene", "está libre de" o "sustancialmente libre de" significan menos de aproximadamente 0,5 
por ciento, en otros enfoques, menos de aproximadamente 0,1 por ciento y, en algunos casos, menos de 55 
aproximadamente 0,05 por ciento y en otros casos, nada. 
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El queso procesado incluye una cantidad de antibacteriano natural eficaz para prevenir la formación de toxinas de 
Clostridium botulinum durante al menos aproximadamente 9 días cuando el queso procesado se almacena a 
aproximadamente 30 ºC (86 ºF). El queso procesado también puede incluir antibacteriano natural en una cantidad 
eficaz para prevenir más de 1 log de crecimiento de Listeria monocytogenes durante al menos aproximadamente un 
mes, en otro aspecto al menos aproximadamente dos meses, en otro aspecto al menos aproximadamente tres 5 
meses, en otro aspecto al menos aproximadamente cuatro meses, en otro aspecto al menos aproximadamente cinco 
meses, en otro aspecto al menos aproximadamente seis meses, y en todavía otro aspecto al menos 
aproximadamente 7 meses, durante el almacenamiento a 7,2 ºC (45 ºF). En algunos aspectos, la nisina es nisina A. 

La cantidad de natamicina añadida durante la fabricación del queso procesado se debe seleccionar teniendo en 
cuenta que una porción de la natamicina será degradada durante el proceso de cocción. Por tanto, la cantidad de 10 
natamicina inicialmente añadida al queso procesado puede ser significativamente superior a la que queda en el 
producto en, por ejemplo, un mes, dos meses, o tres meses de almacenamiento. Generalmente, se desea 
seleccionar condiciones de proceso que optimicen la retención de natamicina en el producto. También se encontró 
que se deseaba seleccionar una concentración de natamicina inicial que fuera eficaz para proporcionar un producto 
de queso procesado que, después de la etapa de cocción en el proceso para producir el queso procesado, hubiera 15 
retenido 0,5 a 6 ppm de natamicina, en otros enfoques aproximadamente 2 a 6 ppm de natamicina, en otros 
enfoques aproximadamente 2 a aproximadamente 5 ppm de natamicina, y en otros enfoques aproximadamente 2 a 
aproximadamente 4 ppm de natamicina, como se detecta por HPLC. En un aspecto, la cantidad de natamicina se 
puede medir en el plazo de 72 horas desde la finalización de la etapa de cocción, tal como en el plazo de 72 horas 
desde el envasado del producto. Como esta es la cantidad que queda después de la etapa de cocción, puede ser 20 
necesario incluir inicialmente una mayor cantidad de natamicina tal que permanezcan las cantidades descritas 
después de que al menos una porción de la natamicina se degrade durante la producción del queso procesado. 

En algunos enfoques, el queso procesado incluye una cantidad de antimicótico natural eficaz para prevenir el 
crecimiento de mohos durante al menos aproximadamente tres meses, en otro aspecto al menos aproximadamente 
cuatro meses, en otro aspecto al menos aproximadamente cinco meses, en otro aspecto al menos aproximadamente 25 
seis meses, y en otro aspecto más al menos aproximadamente siete meses, cuando el queso procesado se 
almacena a aproximadamente 1 a aproximadamente 10 ºC. La eficacia de la natamicina en el producto de queso 
procesado se puede determinar realizando un estudio de exposición a mohos, donde muestras del queso procesado 
se inoculan con una cantidad conocida de esporas de moho, tales como 90 ufc /g o 500 ufc/g, y se inspeccionan las 
muestras para el crecimiento visible de mohos durante el almacenamiento a 4,4 a 7,2 ºC (40 a 45 ºF). 30 

La nisina del queso procesado se incluye en el queso procesado en forma de un componente lácteo cultivado, que 
se proporciona en 1 a 20 por ciento en el queso procesado. La nisina en el componente lácteo cultivado también se 
puede obtener a partir de una fermentación de una única cepa bacteriana en un medio lácteo líquido. La cepa 
bacteriana puede ser cualquier cepa bacteriana productora de nisina, tal como cepas productoras de nisina de 
Lactococcus lactis. Una cepa de Lactococcus lactis preferida para su uso en el presente documento tiene todas las 35 
características identificadoras de la cepa de Lactococcus lactis de ATCC PTA-120552. 

El queso procesado incluye 10 a 90 por ciento de queso natural o una mezcla de quesos naturales; uno o más 
emulsionantes opcionales; 8 a 25 por ciento de proteína; y 10 a 30 por ciento de grasa. 

También se proporciona un método de producción de un queso procesado que incluye componentes antibacterianos 
y antimicóticos naturales. El método incluye fermentar un medio lácteo líquido con una cepa de Lactococcus lactis 40 
para producir un componente lácteo cultivado que incluye nisina y añadir natamicina y el componente lácteo 
cultivado a un queso natural o mezcla de quesos naturales con uno o más emulsionantes para producir un queso 
procesado que tiene 8 a 25 por ciento de proteína y 10 a 20 por ciento de grasa. El queso procesado incluye 0,5 a 6 
ppm de natamicina y una cantidad de nisina eficaz para prevenir la formación de toxinas de C. botulinum 
determinada por el bioensayo de toxinas con ratones en el queso procesado en los niveles de proteína y grasa del 45 
mismo durante aproximadamente 9 días a 30 ºC (86 ºF), en donde el queso procesado incluye 1 a 100 ppm de 
nisina. 

El método puede incluir la fermentación de la cepa ATCC PTA-120552 de Lactococcus lactis realizada en un medio 
lácteo líquido 2X a 5X concentrado a una temperatura de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 ºC y un pH 
de aproximadamente 5 a aproximadamente 6 durante aproximadamente 15 a aproximadamente 48 horas. En 50 
algunos enfoques, el medio lácteo líquido concentrado es una leche concentrada que tiene sólidos totales de 
aproximadamente 5 a aproximadamente 36 por ciento, aproximadamente 1 a aproximadamente 14 por ciento de 
proteína, y aproximadamente 0 a aproximadamente 16 por ciento de grasa. 

En otros enfoques, el método es eficaz de manera que el queso procesado esté libre de conservantes artificiales 
seleccionados del grupo que consiste en ácido sórbico, sorbato de potasio, nitritos, y sus mezclas. 55 

En algunos enfoques, el componente lácteo cultivado del método incluye nisina A y una cepa bacteriana que tiene al 
menos un gen de un grupo de genes productores de nisina con homología significativa con las secuencias 
seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9 a 19. 
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Breve descripción de los dibujos 

La FIG. 1 es un diagrama de flujo de proceso que ilustra la producción de un componente lácteo cultivado a modo de 
ejemplo producido a partir de un líquido lácteo concentrado; 

la FIG. 1A es un diagrama de flujo de proceso alternativo; 

la FIG. 2 es un diagrama de flujo de proceso que ilustra una segunda forma de producción de un componente lácteo 5 
cultivado a modo de ejemplo producido a partir de ingredientes lácteos en polvo; 

la FIG. 3 es una tabla que muestra los resultados de un estudio de exposición a mohos de queso procesado que 
incluye nisina y natamicina; 

la FIG. 4 es un gráfico que muestra los resultados del análisis de tipificación de fagos de cepas productoras de 
nisina; 10 

la FIG. 5 incluye resultados de los análisis Riboprinter de diversas cepas de Lactococcus lactis; 

la FIG. 6 es un gráfico que compara los genes relacionados con EPS de diversas bacterias de ácido láctico; y 

la FIG. 7 muestra la secuencia de aminoácidos de nisina A. 

Descripción detallada 

La presente invención, que se define por las reivindicaciones, generalmente se refiere a queso procesado que 15 
incluye, entre otros aspectos, componentes antibacterianos y antimicóticos naturales. El queso procesado 
proporcionado en el presente documento que incluye tanto antibacteriano (nisina) como antimicótico natural (un 
compuesto de polieno, natamicina) tiene propiedades antimicrobianas significativamente mejoradas en comparación 
con queso procesado con la misma formulación, excepto conservantes artificiales y/u otros tipos de antimicrobianos 
naturales previos. Se descubrió inesperadamente que la combinación de componentes antibacterianos y 20 
antimicóticos naturales en el queso procesado descrito en el presente documento fue eficaz en inhibir 
microorganismos Gram-positivos tales como C. botulinum y el crecimiento de mohos a niveles sorprendentemente 
bajos de ambos componentes. En un aspecto, los componentes antibacterianos naturales y antimicóticos naturales 
se incorporan en el queso procesado durante producción del queso y no se incluyen como una administración tópica. 

Como se trata más adelante, antimicrobianos previos tendieron a ser menos eficaces en el contexto de un queso 25 
procesado con altos niveles de proteína y grasa debido a que se creía que los niveles de proteína y grasa en el 
queso procesado en combinación con niveles de humedad más bajos proporcionaban una matriz de queso que 
tendía a proteger y/o blindar diversos patógenos de ser inhibidos por las formas comerciales de nisina y otros 
antimicrobianos naturales. Se ha encontrado inesperadamente que un queso procesado que incluye nisina y 
natamicina tiene una estabilidad en almacén sorprendentemente larga debido a la inhibición del crecimiento de moho 30 
y microorganismos Gram-positivos a pesar de la inclusión de bajas cantidades de la nisina y natamicina. Es 
particularmente sorprendente que estas bajas cantidades de nisina y natamicina sean eficaces para prolongar la 
estabilidad en almacén de los productos de queso procesado debido a que se conoce que la natamicina es propensa 
a la degradación. 

Como se usa en el presente documento, los términos "antibacteriano natural" y "antimicótico natural" se refieren a 35 
componentes con actividades antibacterianas y antimicóticas, respectivamente, que se producen por un organismo, 
tal como por un cultivo bacteriano durante un proceso de fermentación. Se pueden incluir uno o más componentes 
antibacterianos y antimicóticos naturales diferentes en el queso procesado. En una forma, el queso procesado 
contiene una cantidad suficiente de componentes antibacterianos y antimicóticos naturales de forma que el queso 
procesado no contenga o esté libre de conservantes artificiales, tales como ácido sórbico, sorbato de potasio y 40 
similares. Como se usa en el presente documento, las expresiones "no contiene", "está libre de" o "sustancialmente 
libre de" significan menos de aproximadamente 0,5 por ciento, en otros enfoques, menos de aproximadamente 0,1 
por ciento y, en algunos casos, menos de aproximadamente 0,05 por ciento y en otros casos, nada. 

El queso procesado incluye una cantidad de antibacteriano natural eficaz para prevenir la formación de toxinas de 
Clostridium botulinum durante al menos aproximadamente 9 días cuando el queso procesado se almacena a 30 ºC 45 
(86 ºF). El queso procesado también puede incluir antibacteriano natural en una cantidad eficaz para prevenir más 
de 1 log de crecimiento de Listeria monocytogenes durante al menos aproximadamente un mes, en otro aspecto al 
menos aproximadamente dos meses, en otro aspecto al menos aproximadamente tres meses, en otro aspecto al 
menos aproximadamente cuatro meses, en otro aspecto al menos aproximadamente cinco meses, en otro aspecto al 
menos aproximadamente seis meses, y en otro aspecto más al menos aproximadamente siete meses, durante el 50 
almacenamiento a aproximadamente 7,2 ºC (45 ºF). 

Los antimicóticos naturales incluyen antimicóticos de polieno, y es natamicina, y el antibacteriano natural es nisina. 

Los quesos procesados en el presente documento incluyen 1 a 100 ppm de nisina, en otros enfoques 
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 ppm de nisina, en otros enfoques aproximadamente 1 a 
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aproximadamente 15 ppm de nisina, en otros enfoques aproximadamente 1 a aproximadamente 10 ppm de nisina, 
en otros enfoques aproximadamente 1 a aproximadamente 5 ppm de nisina, en otros enfoques aproximadamente 3 
a aproximadamente 5 ppm de nisina, y en aún otros enfoques aproximadamente 3 a aproximadamente 4 ppm de 
nisina. En aún otros enfoques, la nisina incluye nisina A. 

Los quesos procesados descritos en el presente documento incluyen 0,5 a 6 ppm de antimicótico natural, en otros 5 
enfoques aproximadamente 2 a aproximadamente 4 ppm de antimicótico natural, y en aún otros enfoques 
aproximadamente 2 a aproximadamente 4 ppm de antimicótico natural. El antimicótico natural es natamicina. 

La cantidad de natamicina añadida durante la fabricación del queso procesado se debe seleccionar teniendo en 
cuenta que una porción de la natamicina será degradada durante el proceso de cocción. Por tanto, la cantidad de 
natamicina inicialmente añadida al queso procesado puede ser significativamente superior a la que queda en el 10 
producto en, por ejemplo, un mes, dos meses, o tres meses de almacenamiento. Generalmente, se desea 
seleccionar condiciones de proceso que optimicen la retención de natamicina en el producto. También se encontró 
que se deseaba seleccionar una concentración de natamicina inicial que fuera eficaz para proporcionar un producto 
de queso procesado que, después de la etapa de cocción en el proceso para producir el queso procesado, hubiera 
retenido 0,5 a 6 ppm de natamicina, en otros enfoques aproximadamente 2 a 6 ppm de natamicina, en otros 15 
enfoques aproximadamente 2 a aproximadamente 5 ppm de natamicina, y en otros enfoques aproximadamente 2 a 
aproximadamente 4 ppm de natamicina, como se detecta por HPLC. En un aspecto, la cantidad de natamicina se 
puede medir en el plazo de 72 horas desde la finalización de la etapa de cocción, tal como en el plazo de 72 horas 
desde el envasado del producto. Como esta es la cantidad que queda después de la etapa de cocción, puede ser 
necesario incluir inicialmente una mayor cantidad de natamicina tal que permanezcan las cantidades descritas 20 
después de que al menos una porción de la natamicina se degrade durante la producción del queso procesado. 

En algunos enfoques, el queso procesado incluye una cantidad de antimicótico natural eficaz para prevenir el 
crecimiento de mohos durante al menos aproximadamente tres meses, en otro aspecto al menos aproximadamente 
cuatro meses, en otro aspecto al menos aproximadamente cinco meses, en otro aspecto al menos aproximadamente 
seis meses, y en otro aspecto más al menos aproximadamente siete meses, cuando el queso procesado se 25 
almacena a aproximadamente 1 a aproximadamente 10 ºC. La eficacia de la natamicina en el producto de queso 
procesado se puede determinar realizando un estudio de exposición a mohos, donde muestras del queso procesado 
se inoculan con una cantidad conocida de esporas de moho, tal como 90 ufc/g o 500 ufc/g, y se inspeccionan las 
muestras para el crecimiento visible de mohos durante el almacenamiento a 4,4 a 7,2 ºC (40 a 45 ºF). 

El antimicótico natural comprende natamicina, también conocida como pimaricina. La natamicina se puede producir 30 
por fermentación usando Streptomyces natalensis u otro organismo que se ha modificado genéticamente para 
producir natamicina. Se pueden usar fuentes de natamicina comercialmente disponibles, si se desea, tales como 
NATAMAX™ SF (87 % en polvo de natamicina) de Danisco. También se puede incluir otros agentes antifúngicos 
naturales tales como, por ejemplo, polilisina (producida por ciertas especies de Streptomyces), si se desea. 

El componente antibacteriano natural se incorpora en el queso procesado mediante componentes lácteos cultivados 35 
o componentes lácteos cultivados concentrados, que incluyen un componente antibacteriano natural y/o un cultivo 
capaz de producir un antimicrobiano natural en condiciones de fermentación apropiadas. Como se usa en el 
presente documento, los términos "componente lácteo cultivado" o "componente lácteo cultivado concentrado" 
generalmente se refieren a sustratos de leche cultivados o sus derivados que se han sometido, en algunos 
enfoques, a concentración y fermentación con cultivos productores de antimicrobianos seleccionados en condiciones 40 
eficaces para producir los péptidos antibacterianos, que es nisina, a menos que se identifique específicamente que 
no incluye componentes antibacterianos cultivados. 

El componente antibacteriano natural se puede producir por fermentación usando una cepa productora de 
antibacteriano de bacterias ácido lácticas. Como se usa en el presente documento, el término "bacterias ácido 
lácticas" generalmente se refiere a bacterias Gram-positivas que generan ácido láctico como principal metabolito de 45 
la fermentación de hidratos de carbono. Las bacterias ácido lácticas pueden ser, por ejemplo, una cepa productora 
de antibacteriano de Lactococcus lactis o, en enfoques alternativos, Brevibacterium linens. 

El componente antibacteriano natural es un péptido antibacteriano. El péptido antibacteriano es nisina y, en algunos 
enfoques, puede ser nisina A. la nisina es un péptido policíclico inhibidor con 34 restos de aminoácidos. Contiene los 
aminoácidos poco comunes lantionina, metil-lantionina, deshidroalanina y ácido deshidro-aminobutírico. Estos 50 
aminoácidos se sintetizan por modificaciones postraduccionales. En estas reacciones se convierte un 57-mero 
ribosómicamente sintetizado en el péptido final. Los aminoácidos insaturados se originan a partir de serina y 
treonina. 

La nisina se puede obtener cultivando bacterias productoras de nisina sobre sustratos naturales, que incluyen leche. 
La nisina se ha incluido en productos alimenticios para prolongar la vida segura utilizable suprimiendo el deterioro 55 
por bacterias Gram-positivas y patógenas. Debido a su actividad altamente selectiva, también se puede emplear 
como un agente selectivo en medios microbiológicos para el aislamiento de bacterias Gram-negativas, levadura y 
mohos. Dos antimicrobianos comercialmente disponibles que contienen nisina son Nisaplin® y Novasin™ (ambos de 
Daniso A/S, Dinamarca). Normalmente, Nisaplin contiene menos de aproximadamente 3,0 % en peso de nisina, 
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consistiendo el resto en NaCl, proteínas, hidratos de carbono y humedad. Cuando se hace referencia a un 
componente de nisina en el presente documento, el componente puede incluir no solo nisina, sino también otros 
ingredientes, tales como vehículos, sales, proteína, hidratos de carbono y metabolitos que resultan del proceso de 
fermentación. 

En un aspecto, el componente antibacteriano incluye nisina A. La nisina A tiene un peso molecular de 5 
aproximadamente 3.351,5 Da y la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 1. Se debe entender que también se 
pueden utilizar otros antimicrobianos naturales en los productos de queso procesado descritos en el presente 
documento. Por ejemplo, se pueden incluir otras formas de nisina, que incluyen nisina Z, nisina Q, nisina F y nisina 
F. También se pueden incluir otras bacteriocinas, tales como las bacteriocinas de la clase I, bacteriocinas de la clase 
II, bacteriocinas de la clase III y bacteriocinas de la clase IV, a condición de que sean una forma de nisina. 10 

Además, se pueden proporcionar cepas bacterianas que producen antimicrobianos naturales. Dichas cepas 
bacterianas incluyen, por ejemplo, cepas productoras de antibacterianos de bacterias ácido lácticas, tales como, por 
ejemplo, cepas productoras de nisina de Lactococcus lactis o Brevibacterium linens. 

Queso procesado 

En un enfoque, el queso procesado se puede producir mezclando juntos queso natural o mezcla de quesos 15 
naturales, humedad (por ejemplo, en forma de agua o leche ultrafiltrada), y una fuente de proteína láctea adicional 
opcional (tal como concentrado de proteína de la leche, suero lácteo, concentrado de proteína de suero lácteo, leche 
ultrafiltrada, y similares). El antimicótico natural, que es natamicina, también se puede añadir en este momento. Se 
puede añadir cloruro sódico para aroma. Se pueden añadir otros ingredientes opcionales para mejorar los atributos 
de textura, aroma, nutrición y/o coste. Estos incluyen, pero no se limitan a, ingredientes derivados de suero lácteo 20 
(por ejemplo, concentrado de proteína de suero lácteo), leche desnatada en polvo, concentrado de proteína de la 
leche, grasa de leche anhidra, gomas, almidones, gelatina, y similares. Se mezclan juntos los ingredientes y se 
transfieren a una olla (por ejemplo, una olla de cocción baja) y se calienta hasta temperaturas de pasteurización. Se 
añade a la olla la nisina, que está en forma de un componente lácteo cultivado. Puede ser deseable añadir la nisina 
a la olla, y no antes de la etapa de cocción, debido a que la nisina podría ser al menos parcialmente consumida, 25 
disminuyendo así su eficacia durante el almacenamiento, por cualquier microorganismo presente después de la 
etapa de mezcla. Opcionalmente, se puede aplicar cizallamiento durante o después del calentamiento para formar 
una masa sustancialmente homogénea. Entonces se envasa el producto en formas adecuadas o deseadas, tales 
como forma de loncha o barra. 

La humedad se pueden añadir a la mezcla por cualquier método, tal como, pero no se limita a, inyectando vapor de 30 
agua en la olla, mezclando vapor de agua condensado de la cocción, y/o adición directa de agua. Por supuesto, la 
humedad también puede entrar en el sistema a través de los diversos ingredientes (por ejemplo, humedad del queso 
natural). En general, la humedad de los productos de queso final incluye toda la humedad, independiente de cómo 
se introdujo la humedad en el producto final. Ventajosamente, debido a que el componente lácteo cultivado incluye 
nisina, mejora el tratamiento del agua del queso procesado. Para este fin, debido a que la nisina y los otros 35 
ingredientes modificadores de la textura no necesitan ser añadidos por separado, se tiende a añadir menos agua al 
queso procesado mediante el ingrediente de componente lácteo cultivado. 

Proteína del suero lácteo se refiere a un conjunto de proteínas globulares que se pueden aislar del suero lácteo, que 
es el líquido que queda después de que la leche se haya cuajado y tensado. La proteína del suero lácteo 
normalmente es una mezcla de las proteínas beta-lactoglobulina, alfa-lactalbúmina y albúmina de suero. En una 40 
realización, se puede usar concentrado de proteína de suero lácteo (WPC) como la fuente de proteína de suero 
lácteo. El WPC deriva del suero lácteo por técnicas de concentración convencionales. La fuente de proteína de 
suero lácteo también puede incluir lactosa, vitaminas, minerales y grasa. 

Como se conoce por un experto habitual en la técnica, los ingredientes se pueden usar en cantidades variables en el 
queso procesado dependiendo del resultado deseado del producto de queso. Por ejemplo, para un producto de 45 
queso reducido en sodio, un fabricante de queso puede incluir una pequeña cantidad o nada de sal en la mezcla de 
queso. El queso procesado también puede incluir una gama de cantidades de los componentes lácteos cultivados, 
dependiendo de la forma y composición de los componentes lácteos cultivados y la forma deseada del queso 
procesado. 

El queso procesado incluye 10 a 90 % de queso natural. Según otra forma, el queso procesado puede incluir 50 
aproximadamente 30 a aproximadamente 60 % de queso natural. Como se usa en el presente documento, queso 
natural se refiere a queso sin pasteurizar fabricado cuajando leche u otro líquido lácteo usando alguna combinación 
de cuajo (o sustituto de cuajo) y acidificación. El queso natural usado en el queso procesado descrito en el presente 
documento puede ser recién hecho o envejecido. 

En otra forma más, los quesos procesados en el presente documento pueden incluir aproximadamente 35 a 55 
aproximadamente 55 % de queso natural. Como se usa en el presente documento, el queso natural generalmente 
significa queso proporcionado a partir de queso no pasteurizado obtenido a partir de leche cuajada y uno de cuajo, 
sustitutos de cuajo, acidificación, y sus combinaciones. 
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El queso procesado también puede incluir varios otros ingredientes lácteos de diversas fuentes según se necesite 
para una aplicación particular. Por ejemplo y en una forma, el queso procesado puede incluir concentrado de 
proteína de la leche desde aproximadamente 0 hasta aproximadamente 50 % (en otros enfoques, aproximadamente 
10 a aproximadamente 25 %), concentrado de proteína de suero lácteo desde aproximadamente 0 hasta 
aproximadamente 25 % (en otros enfoques, aproximadamente 1 a aproximadamente 10 %), suero lácteo desde 5 
aproximadamente 0 hasta aproximadamente 30 % (en otros enfoques, aproximadamente 1 a aproximadamente 
10 %), grasa de la leche/nata desde aproximadamente 0 hasta aproximadamente 30 % (en otros enfoques, 
aproximadamente 1 a aproximadamente 15 %) y similares. El queso procesado también puede incluir 
emulsionantes, tales como citrato de sodio, fosfato de disodio y similares en una cantidad de aproximadamente 0 % 
a aproximadamente 5 % (en otros enfoques, aproximadamente 1 a aproximadamente 3 %). El queso procesado 10 
también puede incluir sal, aromatizantes, fortificaciones, colorantes y similares para proporcionar el color, aroma 
deseados, etc. El queso procesado también puede incluir agua y/o humedad añadida de los ingredientes para 
proporcionar la humedad del producto final deseado. Por ejemplo, también se pueden añadir vitaminas y otros 
minerales según se necesite para fortificar el queso procesado, por un enfoque, desde aproximadamente 0 hasta 
aproximadamente 3 por ciento de vitamina A, vitamina D y/o polvos de calcio (tal como fosfato de tricalcio). En otras 15 
aplicaciones, también se puede añadir sal según se necesite. En algunos enfoques, se puede añadir 
aproximadamente 0 a aproximadamente 5 por ciento de sal. 

En lugar de conservantes tradicionales, el queso procesado incluye natamicina y un componente lácteo cultivado 
que contiene nisina. En un aspecto, el componente lácteo cultivado que contiene nisina se puede preparar mediante 
los métodos descritos en el presente documento. El queso procesado incluye 1 a 20 % de componente lácteo 20 
cultivado. En otra forma, el queso procesado incluye aproximadamente 4 a aproximadamente 10 % de componente 
lácteo cultivado. En algunos enfoques, los componentes lácteos cultivados de la presente divulgación proporcionan 
una actividad antimicrobiana total mucho mayor como equivalente de nisina con respecto al contenido de nisina (una 
relación de actividad de nisina). Por ejemplo y en algunos enfoques, los componentes lácteos cultivados y el queso 
procesado que utilizan las cantidades de componentes lácteos cultivados descritas en el presente documento 25 
presentan una relación de actividad de nisina de aproximadamente 0,3 o menos. 

Se debe observar que los componentes antibacterianos naturales y antimicóticos naturales se pueden usar como 
una sustitución de conservantes artificiales. Cuando los quesos procesados incluyen los componentes lácteos 
cultivados en el presente documento, el queso puede estar sustancialmente libre de conservantes tradicionales, 
tales como ácido sórbico, nitritos y similares. Por un enfoque, sustancialmente libre de significa generalmente menos 30 
de aproximadamente 0,5 por ciento, en otros enfoques, menos de aproximadamente 0,1 por ciento, y en otros 
enfoques, no está presente en absoluto. 

Los componentes antibacterianos naturales y/o antimicóticos naturales también se pueden usar para complementar 
o sustituir al menos parcialmente otros componentes en la composición de queso procesado general. Por ejemplo, 
dependiendo de la forma del componente lácteo cultivado, la cantidad del componente lácteo cultivado se puede 35 
usar para complementar o sustituir de otro modo una porción de los otros materiales lácteos en la composición, tales 
como la grasa de la leche, caseína, suero lácteo, y similares. En otras palabras, se puede modificar la relación de los 
otros materiales lácteos como resultado del uso de los componentes lácteos cultivados. 

En una forma, el queso procesado incluye aproximadamente 40 % de queso natural, 35 % de otros materiales 
lácteos, aproximadamente 8 % de componentes lácteos cultivados, aproximadamente 12 % de agua y el resto sales, 40 
aromatizantes, colores, vitaminas, minerales y similares. El queso procesado se puede fabricar como generalmente 
se entiende con la adición de los componentes lácteos cultivados durante la cocción, y alternativamente, durante las 
etapas de mezcla de queso. En una forma, el producto de queso descrito en el presente documento puede ser 
cualquiera de una salsa de queso, un queso para untar, un bloque de queso, una loncha de queso, un queso rallado, 
o similares. En algunos enfoques, las diversas formas de queso procesado de la presente divulgación pueden incluir 45 
aproximadamente 10 a aproximadamente 90 % de queso natural, aproximadamente 0 a aproximadamente 50 % de 
concentrado de proteína de la leche, aproximadamente 0 a aproximadamente 30 % de grasa de la leche o nata, 
aproximadamente 40 a aproximadamente 60 % de agua, 1 a 20 % de componente lácteo cultivado, 
aproximadamente 0 a aproximadamente 30 % de suero lácteo, y aproximadamente 0 a aproximadamente 25 % de 
concentrado de proteína de suero lácteo en combinación con diversos aromas, sales y emulsionantes opcionales 50 
descritos anteriormente. 

En otra forma, el queso procesado incluye 10 a 30 % de grasa total (en otros enfoques, aproximadamente 20 a 30 % 
de grasa), 8 a 25 % de proteína total (en otros enfoques, aproximadamente 15 a aproximadamente 25 % de proteína 
total) y aproximadamente 40 a aproximadamente 60 % de humedad total (en otros enfoques, aproximadamente 40 a 
aproximadamente 50 % de humedad). 55 

Aunque no se desea quedar limitado por la teoría, se cree que la matriz de queso proporcionada por el alto nivel de 
proteína, alto de grasa, y, en algunos casos, el menor nivel de humedad de los quesos procesados descritos en el 
presente documento, tiende a proteger y/o encapsular la natamicina de manera que sobreviva mejor a la etapa de 
cocción de queso procesado. Fue sorprendente e inesperado que se pudiera incluir dicha baja cantidad de 
natamicina en el queso procesado y todavía proporcionar estabilidad en almacén significativamente larga sin 60 
desarrollo de moho. 
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Aunque no se desea quedar limitado por la teoría, actualmente parece que el componente lácteo cultivado puede 
desempeñar una función en la protección de la natamicina durante la etapa de cocción. Se ha observado que los 
productos de queso procesado preparados con tanto natamicina como un componente lácteo cultivado 
proporcionados por los métodos descritos en el presente documento alteran la cantidad de natamicina detectable por 
HPLC durante el almacenamiento del producto. Por ejemplo, se encontró que la cantidad de natamicina detectable 5 
aumentaba en los meses 2 y 3 de almacenamiento y luego disminuía en el mes 4. Se cree actualmente que la matriz 
de queso cambia con el tiempo durante el almacenamiento, liberando así la natamicina en los meses 2 y 3 de 
manera que se pueda poner en contacto con e inactivar el moho presente en el producto. El contenido de natamicina 
disminuye entonces en el cuarto mes a medida que la natamicina es consumida por el moho. El aumento en el 
contenido detectable de natamicina durante el segundo y tercer meses fue bastante sorprendente ya que se 10 
esperaba en lugar de esto que la natamicina se degradara con el tiempo. Este efecto no se observó cuando se 
incluyeron nisina y natamicina en otros productos de queso, tales como productos de queso crema. Por tanto, se 
cree actualmente que la matriz de proteína y grasa única del producto de queso procesado, y posiblemente la 
proporcionada cuando el componente lácteo cultivado descrito en el presente documento se incluye en el producto 
de queso procesado, permite sorprendentemente incluir dichas bajas cantidades de nisina y natamicina mientras que 15 
proporciona todavía estabilidad microbiana y en anaquel deseada. 

El queso procesado fabricado con los componentes lácteos cultivados de la presente divulgación también presenta 
características antimicrobianas mejoradas en el contexto de un producto de alto contenido de proteínas y bajo en 
grasa, tal como un queso procesado con aproximadamente 10 a aproximadamente 30 % de grasa y 
aproximadamente 8 a aproximadamente 25 % de proteína. Mientras que las formas comerciales anteriores de la 20 
nisina se entendieron comúnmente para inhibir C. botulinum en medios líquidos o caldo, cuando dichas formas 
anteriores de nisina se usaron en sistemas de alimentos de de alto contenido de proteínas y alto en grasa, tales 
como queso procesado, la nisina fue menos eficaz en inhibir C. botulinum y otros patógenos. Aunque no se desea 
quedar limitado por la teoría, se cree que el nivel de alta proteína, alta grasa, y en algún caso, el menos nivel de 
humedad de los quesos procesados descritos en el presente documento, tienden a proteger y/o encapsular C. 25 
botulinum y otros patógenos convirtiendo la nisina tradicional y los antimicrobianos naturales tradicionales en menos 
eficaces. Se descubrió inesperadamente que la nisina obtenida a partir de los cultivos antimicrobianos en el presente 
documento, y en particular, la cepa 329, es eficaz para inhibir C. botulinum y otros patógenos transmitidos por los 
alimentos tales como Listeria monocytogenes, en el contexto de queso procesado de alto contenido en grasa y alto 
en proteínas, mucho mejor que otras formas de nisina como se muestran generalmente más adelante en el Ejemplo 30 
1. El componente lácteo cultivado en queso procesado proporciona una cantidad de nisina eficaz para prevenir la 
formación de toxinas de al menos C. botulinum como se ha determinado por el bioensayo de toxinas convencional 
con ratones en el queso procesado a los altos niveles de proteína y los altos de grasa descritos en el presente 
documento durante al menos aproximadamente 9 días a aproximadamente 30 ºC (86 ºF). En un enfoque, el ensayo 
de biotoxina se pueden realizar según Haim M. Solomon et al., Bacteriological Analytical Manual, Capítulo 17, 35 
Clostridium botulinum, enero de 2001, disponible en 
http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm070879.htm, que se incorpora por este 
documento como referencia en su totalidad. 

No solo son la natamicina y los componentes lácteos cultivados eficaces para inhibir moho, C. botulinum y otros 
patógenos en el contexto de un queso procesado de alta proteína y alta grasa, los componentes lácteos cultivados 40 
logran dichos efectos inhibidores a niveles de actividad más bajos y/o niveles más bajos de dosificación que los que 
previamente se encontraron que eran posibles. 

En otros enfoques, formas líquidas de los componentes lácteos cultivados en el presente documento o fabricados 
por los procesos descritos en el presente documento retienen niveles más altos de actividad de nisina en el queso 
procesado final, que no se podía lograr usando las formas comerciales previas de nisina cuando se usa en quesos 45 
procesados. Por un enfoque, los ingredientes lácteos cultivados descritos en el presente documento y fabricados por 
los métodos descritos en el presente documento son eficaces para retener aproximadamente 50 a aproximadamente 
90 por ciento de actividad, y en otros enfoques, aproximadamente 60 a aproximadamente 75 por ciento de actividad 
en comparación con la actividad del ingrediente antes de la incorporación en el queso procesado. 

En algunos enfoques, el componente lácteo cultivado se fabrica usando un líquido lácteo ultrafiltrado ya sea antes o 50 
después de la fermentación. En estos enfoques, el componente lácteo cultivado tiene niveles reducidos de lactosa y 
otros minerales lácteos. Por ejemplo y en algunos enfoques, el componente lácteo cultivado y el queso procesado 
que utilizan el componente lácteo cultivado pueden tener menos de aproximadamente 0,1 por ciento de lactosa y 
menos de aproximadamente 15 por ciento de lactato como ácido. En otros enfoques, el componente lácteo cultivado 
y el queso procesado que utilizan el componente lácteo cultivado pueden también tener menos de aproximadamente 55 
600 mg/100 gramos de calcio. 

Producción de componente antibacteriano para su uso en queso procesado 

En una forma, un componente lácteo cultivado para su inclusión en los productos de queso procesado descritos en 
el presente documento incluye un sustrato lácteo fermentado con un cultivo productor de antimicrobiano. En algunos 
enfoques, el sustrato lácteo es un líquido lácteo, tal como leche o un líquido lácteo concentrado o sustrato de leche, 60 
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tal como un sustrato de leche 2-5X concentrado. El cultivo productor de antimicrobiano es un cultivo productor de 
nisina. En una forma particular, la nisina producida por el cultivo es nisina A. 

Volviendo a más de los detalles con respecto a los métodos de producción de un concentrado lácteo cultivado eficaz 
y queso procesado y primero con referencia a la FIG. 1, se proporciona un diagrama de flujo de proceso 10 que 
ilustra un método de producción de un material lácteo cultivado o concentrado lácteo cultivado 12 eficaz para 5 
producir un antibacteriano (tal como nisina A), el producto del cual es eficaz para su uso con queso procesado. En 
este proceso 10 a modo de ejemplo, se puede usar un material de partida lácteo líquido 14, tal como un líquido 
lácteo como leche entera. En otros enfoques, el líquido lácteo inicial se puede concentrar de proteína de la leche y o 
materiales de suero lácteo. El material de partida 14 puede tener desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 
35 % de sólidos totales, aproximadamente 0 a aproximadamente 16 por ciento de grasa, aproximadamente 1 a 10 
aproximadamente 14 por ciento de proteína, y aproximadamente 64 a aproximadamente 95 por ciento de humedad. 
En otra forma, el material de partida 14 es leche entrada 3,5X concentrada que tiene aproximadamente 26 a 
aproximadamente 30 por ciento de sólidos totales, aproximadamente 10 a aproximadamente 15 por ciento de grasa, 
aproximadamente 8 a aproximadamente 12 por ciento de proteína, y aproximadamente 70 a aproximadamente 70 
por ciento de humedad. 15 

En otro enfoque, el material de partida 14 es un líquido lácteo concentrado obtenido de la ultrafiltración de leche 
láctea líquida. El material de partida concentrado se puede concentrar hasta una concentración de 2X a 5X como se 
ha determinado por sólidos totales, en otros enfoques, aproximadamente un líquido lácteo 2X a aproximadamente 
4X, y en aún otros enfoques, aproximadamente 3X a aproximadamente 3,5X. Es decir, una concentración 3X tiene 3 
veces el nivel de sólidos totales con respecto a un líquido lácteo inicial, y una concentración 5X tiene 20 
aproximadamente 5 veces el nivel de sólidos totales con respecto al líquido lácteo inicial. En un enfoque, se puede 
usar una membrana de ultrafiltración para lograr un material de partida concentrado apropiado. Una membrana 
adecuada tiene un corte de peso molecular de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 KD. También se puede 
usar otros métodos de concentración que incluyen microfiltración, nanofiltración, y osmosis inversa según se 
necesite para una aplicación particular. 25 

Como se trata más adelante, la fermentación en leches concentradas, tales como la leche 2X a 5X de la presente 
divulgación, normalmente presenta problemas con cultivos antimicrobianos previos y fermentaciones. La cepa 329 
usada dentro de los productos y métodos de la presente divulgación permite únicamente la fermentación en un 
líquido lácteo concentrado y, al mismo tiempo, permite la formación de nisina. Utilizando las leches concentradas 
para la fermentación y la producción definitiva de los ingredientes de queso procesado en el presente documento, se 30 
controla mejor el contenido de agua en el queso del proceso resultante. En algunos enfoques, esto reduce la carga 
de humedad total en el proceso de fabricación de queso procesado y, en algunos casos, también simplifica la línea 
de ingredientes del queso procesado. 

El material de partida 14, que es o bien un componente lácteo líquido o lácteo líquido concentrado, se pasteuriza 16 
entonces y luego entra en uno o más fermentadores 18. La pasteurización puede ser aproximadamente 65,6 a 35 
aproximadamente 87,8 ºC (150 a 190 ºF) durante aproximadamente 20 a aproximadamente 40 segundos dando 
como resultado una temperatura de salida del material de partida pasteurizado de aproximadamente 26,7 a 
aproximadamente 32,3 ºC (80 a 90 ºF). Se añade un cultivo productor de antimicrobiano 20, tal como la cepa 329 de 
Lactococcus lactis, al fermentador 18 junto con una disolución base 22 tal como hidróxido sódico (por ejemplo, un 
hidróxido sódico 5,5 N diluido). En una forma, se añade aproximadamente 2x106 a aproximadamente 2x108 UFC/mL 40 
del cultivo productor de antimicrobiano 20 al fermentador. En una realización, el cultivo 20 es una forma 
descongelada del cultivo. En un enfoque, la temperatura de fermentación se mantiene a aproximadamente 25 a 
aproximadamente 35 ºC (en algunos enfoques aproximadamente 28 a aproximadamente 32 ºC, y en otros enfoques, 
aproximadamente 30 ºC) y un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 6 (en otros enfoques, 
aproximadamente 5,4 a aproximadamente 5,8, y en aún otros enfoques, aproximadamente 5,4 a aproximadamente 45 
5,6) en el fermentador. También se pueden usar otras temperaturas y pH si el cultivo es capaz de producir nisina a 
un nivel deseado en las condiciones seleccionadas. Por ejemplo, en un enfoque, el pH varía desde 
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 7 y la temperatura varía desde aproximadamente 20 hasta 
aproximadamente 40 ºC. La composición se puede fermentar a lo largo de una variedad de diferentes periodos de 
tiempo para conferir diferentes características de aroma a la composición. Por ejemplo, en un enfoque, la 50 
composición se fermenta durante aproximadamente 18 a aproximadamente 22 horas. En otra forma, la fermentación 
puede tener lugar durante un intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 48 horas. 

La composición se envía a continuación a un dispositivo de cizallamiento opcional 24 para cizallar cuajadas 
pequeñas/blandas que se puedan haber formado. En un enfoque, el dispositivo de cizallamiento puede ser una 
mezcladora de rotor/estator (tal como Dispax) u otro dispositivo de cizallamiento de rotor. Esta etapa puede ser 55 
opcional dependiendo de las otras condiciones de procesamiento, así como las propiedades de los materiales 
utilizados en el proceso. La composición se somete entonces finalmente a una etapa de tratamiento térmico opcional 
26. En una forma, la composición se trata con calor 26 a aproximadamente 65,6 a aproximadamente 71,1 ºC (150 ºF 
a 160 ºF) durante aproximadamente 60 a aproximadamente 100 segundos. En otra forma, la composición se trata 
con calor para reducir UFC/mL hasta inferiores a aproximadamente 1000 UFC/ mL. La composición resultante 12 es 60 
un componente lácteo cultivado o concentrado lácteo cultivado que incluye nisina y/o un material productor de nisina. 
Al menos en algunos enfoques, estos dos componentes se producen ventajosamente a partir de la misma cepa 
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bacteriana inicial, tal como la cepa 329, y en las mismas condiciones de fermentación. La composición puede estar 
en forma de un líquido que tiene aproximadamente 6 a aproximadamente 40 % de sólidos totales. En una forma, el 
líquido tiene aproximadamente 20 a aproximadamente 30 % de sólidos totales, y en algunos enfoques 
aproximadamente 28,5 % de sólidos totales. 

En un método alternativo 200 mostrado en la FIG. 1A, se pueden calentar primero 204 polvos hidratados y/o leche 5 
líquida 202, tal como en una esterilización de corto tiempo a alta temperatura (HTST) o una etapa de proceso de 
esterilización a temperatura ultra-alta (UHT). A continuación, el líquido calentado se fermenta 206 entonces con 
materiales, cultivos, y condiciones similares como se describe con respecto al método previamente tratado. Después 
de la fermentación, el material se puede cizallar opcionalmente 208 y luego concentrar 210. En este enfoque, la 
concentración puede ser filtración en membrana, evaporación, o centrifugación. Después de la concentración, el 10 
concentrado resultante se puede calentar opcionalmente 212 otra vez usando, por ejemplo, HTST o UHT. 

Otro proceso 100 para preparar componentes lácteos cultivados se ilustra en la FIG. 2. El proceso 100 en la FIG. 2 
utiliza materiales de partida en polvo 112 tales como concentrado de proteína de la leche en polvo y suero lácteo en 
polvo. En este enfoque, se mezclan aproximadamente 3 a aproximadamente 10 por ciento de concentrado de 
proteína de la leche en polvo, aproximadamente 2 a aproximadamente 6 por ciento de suero lácteo en polvo, y 15 
aproximadamente 75 a aproximadamente 95 por ciento de agua en un tanque o un fermentador 118 para formar el 
medio de fermentación. Los polvos se pueden mezclar 114 e hidratar antes de ser añadidos al fermentador 118. 
Estos materiales de partida se combinan entonces con un cultivo productor de antimicrobiano 120, tal como la cepa 
329 de Lactococcus lactis, en una cantidad de aproximadamente 2x106 UFC/mL a aproximadamente 2x108 UFC/mL 
en el recipiente de fermentación 118 y se fermentan de una manera similar como se describe para la FIG. 1. Similar 20 
al método de la FIG. 1, también se puede añadir agua de proceso y una base, tal como un hidróxido sódico diluido al 
recipiente de fermentación 118 del tanque 123. Después de la fermentación, la composición se puede calentar o 
enfriar opcionalmente según sea necesario y luego preparar en un componente lácteo cultivado 112 final. En 
algunos enfoques, el proceso puede incluir diversos calentamientos y enfriamientos intermedios 132 según se 
necesite para una aplicación particular. A este respecto, la composición 112 se puede poner en uno o más tanques 25 
de contención 130 u otra localización de almacenamiento para su uso en una forma líquida concentrada. Las 
temperaturas del tanque de contención pueden ser aproximadamente -1,1 a aproximadamente 10 ºC (30 a 50 ºF). 
En una realización (tal como en una forma líquida), el componente lácteo cultivado tiene desde aproximadamente 6 
hasta aproximadamente 11 % de sólidos totales y, en otra forma, aproximadamente 20 % de sólidos totales. 
Además, el componente lácteo cultivado se puede secar por pulverización, tal como en un atomizador 140. En un 30 
enfoque, el atomizador puede tener una temperatura de la secadora de aproximadamente 71,1 a aproximadamente 
82,2 ºC (160 a 180 ºF) y aproximadamente a 103421 a aproximadamente 172369 Pa (15 a 25 psi) de caída de 
presión. 

El componente lácteo cultivado puede adoptar una variedad de formas. Por ejemplo, como se muestra en las FIG. 1 
y 2, el componente lácteo cultivado puede estar en forma de un líquido. El componente lácteo cultivado puede 35 
también adoptar la forma de un polvo, tal como de secado por pulverización como se muestra en la FIG. 2. Además, 
el componente lácteo cultivado también puede estar en una forma concentrada, tal como los componentes obtenidos 
por evaporación, filtrado y similares. El producto resultante del método de las FIG. 1 o 2 puede ser tanto un líquido 
como secado por pulverización dependiendo de la aplicación particular. La FIG. 2 proporciona a modo de ejemplo 
etapas para el secado por pulverización y se apreciará que estas etapas también se pueden usar con los métodos 40 
de la FIG. 1. Se apreciará que si el componente lácteo cultivado se procesa además por concentración, secado por 
pulverización, o similares, este procesamiento adicional se completará de un modo que no afecte sustancialmente la 
nisina. 

El componente lácteo cultivado producido por los métodos de las FIG. 1 y 2 se puede entonces usar en y/o para 
fabricar queso procesado. 45 

Como se describe en el presente documento, el término unidad de actividad ("UA") se puede usar para describir la 
actividad biológica del antimicrobiano natural en el componente lácteo cultivado y queso procesado en el que se 
incorpora el antimicrobiano. Se debe entender que la actividad biológica también se puede expresar en unidades 
internacionales ("UI") de forma que se pueden usar indistintamente UA y UI. En algunos enfoques, los componentes 
lácteos cultivados de la presente divulgación y los quesos procesados preparados con los mismos pueden tener 50 
actividad de nisina en el queso procesado de aproximadamente 40 a aproximadamente 400 UI/gramo y, en otros 
enfoques, aproximadamente 50 a aproximadamente 200 UI/gramo. 

En una forma, el componente lácteo cultivado comprende un componente de nisina y/o incluye un cultivo capaz de 
producir un componente de nisina en el intervalo de aproximadamente 30 a aproximadamente 90 ppm en peso del 
medio de fermentación. 55 

El antibacteriano natural se puede proporcionar cultivando las bacterias productoras de antimicrobiano en 
condiciones de fermentación apropiadas en un sustrato lácteo. El sustrato lácteo puede incluir, por ejemplo, leche, 
nata, suero lácteo u otros polvo o líquido que contiene lácteo. El sustrato lácteo también puede comprender 
dextrosa, jarabe de maíz u otros hidratos de carbono complementados con otros nutrientes para el crecimiento 
bacteriano, con o sin un neutralizador de ácido, tal como carbonato cálcico. 60 
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En algunas formas, la leche puede estar en forma de leche cruda o un producto de leche concentrado, tal como 
producto de leche al menos aproximadamente 2x concentrado, en otro aspecto producto de leche hasta 
aproximadamente 5x concentrado. Normalmente, la base de leche contendrá más de aproximadamente 3 por ciento 
de lactosa y una fuente de nitrógeno. La base se puede producir a partir de polvos hidratados o derivar de líquidos 
lácteos frescos, tales como leche desnatada, leche al dos por ciento, leche entera, y similares. Por un enfoque, el 5 
sustrato lácteo inicial incluye leche concentrada que tiene sólidos totales de aproximadamente 5 a aproximadamente 
36, un contenido de proteína de aproximadamente 1 a aproximadamente 14 por ciento, un contenido de grasa de 
aproximadamente 0 a aproximadamente 16 por ciento, y un contenido de humedad de aproximadamente 64 a 
aproximadamente 95 por ciento. 

Cuando el componente lácteo cultivado se usa en la producción de queso procesado, se ha encontrado que se 10 
desea mantener un bajo nivel de humedad en el sustrato lácteo para reducir el aumento de costes asociados a la 
retirada de la humedad del componente lácteo cultivado antes de la inclusión en el producto de queso procesado. 
Además, ciertos componentes del componente lácteo cultivado pueden ser inestables y se pueden degradar o dañar 
de otro modo durante un proceso de retirada de humedad. Sin embargo, el componente lácteo cultivado que incluye 
antimicrobianos cultivados puede adoptar una variedad de formas tales como líquido y/o polvo, si se desea, para una 15 
aplicación particular. 

Al menos en algunos enfoques, el cultivo productor de nisina A usado en el presente documento es la cepa 329 de 
Lactococcus lactis ss. lactis. El 21 de agosto de 2013, la cepa 329 se depositó en la Colección Americana de 
Cultivos Tipo (ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110, y el número de acceso dado PTA-120552. El 
depósito se hizo según las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional de 20 
Depósito de Microorganismos a efectos del procedimiento de patente. La cepa 329 también se describe en detalle 
en la solicitud de patente U.S. Nº 13/973.660, presentada el 22 de agosto de 2013. 

Se ha encontrado que la cepa 329 de Lactococcus lactis tiene un perfil genético y de fagos único en comparación 
con otras cepas productoras de nisina de bacterias ácido lácticas. Ventajosamente, también se encontró que la cepa 
329 era capaz de crecer en sustratos lácteos concentrados, que incluye aproximadamente una leche 2X a 25 
aproximadamente 5X. Se ha encontrado que algunos cultivos son capaces de crecer en dichos sustratos de leche 
altamente concentrada. Por ejemplo, los cultivos en el presente documento son eficaces para crecer en al menos 
aproximadamente 109 UFC/gramo en aproximadamente 10 horas y producir más de aproximadamente 2000 UI de 
nisina A/gramo en aproximadamente 18 horas incluso en el medio de fermentación concentrado de 
aproximadamente 2x a aproximadamente 5x. La cepa 329 se caracterizó usando tipificación multilocus de 30 
secuencias (MLST), tipificación de fagos y ribotipificación como se trata más adelante. 

Tipificación multilocus de secuencias (MLST) 

Se usó el genoma públicamente disponible de L. lactis subsp. Lactis IL 1403 (taxid:272623), también una cepa 
productora de nisina, como molde para la selección de siete genes de mantenimiento que se iban a usar como 
marcadores genéticos en una comparación de IL 1403 con la cepa 329. Los genes seleccionados cubren un 35 
intervalo de loci en el cromosoma como se detalla en la Tabla 1 a continuación. Se amplificó y secuenció cada uno 
de los siete genes. Entonces se alinearon las secuencias y se compararon usando IL1403 como referencia. Se 
consideró cada variación de secuencia y se representa un alelo individual. 

Tabla 1 

Gen Proteína Locación del cromosoma 

acmD (SEQ ID NO 2) n-acetilmuramidasa 527.413-528.498 

gapB (SEQ ID NO 3) Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 2.332.466-2.333.476 

pdhD (SEQ ID NO 4) Componente de lipamida deshidrogenasa de piruvato 
deshidrogenasa 

58.971-60.389 

pepC (SEQ ID NO 5) Aminopeptidasa C 1.947.325-1.948.635 

thiE (SEQ ID NO 6) Tiamina fosfato pirofosforilasa 1.293.610-1.294.257 

yjjD (SEQ ID NO 7) Proteína permeasa transportadora de ABC 993.341-994.963 

yyaL (SEQ ID NO 8) Proteína de unión a GTP 11.119-12.234 

 40 

Tipificación de fagos 

Se usaron placas para tinción para el perfilado de fagos de disoluciones madre de fago de alto título. Se identifican 
los fagos y se presentan los resultados de la tipificación de fagos en la FIG. 4. 
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Ribotipificación 

Como se usa en el presente documento, "ribotipificación" se refiere a la huella de fragmentos de restricción de ADN 
genómico que contienen todo o parte de los genes que codifican el ARNr 16S y 23S. Se llevaron a cabo técnicas de 
ribotipificación convencionales utilizando EcoRI como enzima de restricción. Los resultados se muestran en la 
FIG. 5. La ribotipificación confirmó que la cepa 329 de Lactococcus lactis es sustancialmente diferente de la cepa 5 
ATCC 11454 de Lactococcus lactis públicamente disponible, también una cepa productora de nisina. 

Análisis de secuencias de ADN  

Se encontró que la cepa 329 de Lactococcus lactis tiene una combinación única de exopolisacárido y genes de 
agrupación de nisina como se muestra en la FIG. 6. La cepa 329 de Lactococcus lactis incluye la secuencia de 
genes de agrupación de nisina de la Tabla 2 a continuación y produce nisina A que tiene la secuencia de 10 
aminoácidos de la FIG. 7 (SEQ ID NO 1). 

Tabla 2 

GEN Número SEQ ID  

Precursor de nisina nisina A SEQ ID NO 9 

Proteína transportadora de nisina (nisG) SEQ ID NO 10 

Proteína transportadora de nisina (nisE) SEQ ID NO 11 

Proteína transportadora de nisina (nisF) SEQ ID NO 12 

Sistema de dos componentes de nisina, regulador de la respuesta (nisR) SEQ ID NO 13 

Histidina cinasa de sensor-receptor de nisina (nisK) SEQ ID NO 14 

Serina proteasa procesadora de péptidos conductores de nisina (nisP) SEQ ID NO 15 

Proteína de inmunidad de nisina SEQ ID NO 16 

Proteína de la biosíntesis de nisina (nisC) SEQ ID NO 17 

Proteína de unión a ATP de transporte de nisina (nisT) SEQ ID NO 18 

Proteína de la biosíntesis de nisina (nisB) SEQ ID NO 19 

 

Se ha encontrado que, al menos en las condiciones de fermentación descritas en el presente documento con 
referencia al método de la FIG. 1, la cepa 329 de Lactococcus lactis produce un alto nivel de nisina A 34-mera con 15 
respecto al péptido precursor de nisina A 57-mera (el precursor de nisina A tiene la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO 20). La nisina A se produce por modificación postraduccional del precursor de nisina A. Al menos en 
algunos enfoques, la cepa 329 de Lactococcus lactis produce nisina A con respecto al precursor de nisina A a una 
relación de al menos aproximadamente 9:1, en otro aspecto al menos aproximadamente 9,5:0,5. A diferencia, 
Nisaplin® de Danisco incluye aproximadamente 83 por ciento de nisina A y 17 por ciento de precursor de nisina A. 20 

En las mismas condiciones de fermentación eficaces para producir la nisina A descrita anteriormente, la cepa 329 de 
Lactococcus lactis también produce exopolisacárido, tal como, por ejemplo, en las condiciones de fermentación 
descritas en el presente documento con referencia al método de la FIG. 1. La cepa 329 de Lactococcus lactis incluye 
los genes de la agrupación de EPS de la Tabla 3 a continuación: 

Tabla 3 25 

GEN Número de SEQ ID 

Regulador de la transcripción, familia XRE  SEQ ID NO 21 

Esterasa (EpsX) SEQ ID NO 22 

Modulador transmembranario de la proteína tirosina cinasa (epsC) SEQ ID NO 23 

Proteína tirosina cinasa  SEQ ID NO 24 

Undecaprenil-fosfato galactosa fosfotransferasa SEQ ID NO 25 
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GEN Número de SEQ ID 

Proteína tirosina fosfatasa dependiente de manganeso  SEQ ID NO 26 

Proteína de la biosíntesis de polisacáridos (cpsF) /glucosil transferasa (cpsG) SEQ ID NO 27 

Proteína de la biosíntesis de glucosil transferasa (cpsG) / polisacárido (cpsM(v)) SEQ ID NO 28 

Proteína de la familia 2 de glucosiltransferasa  SEQ ID NO 29 

Azúcar transferasa (epsL) SEQ ID NO 30 

Proteína de función desconocida, familia desconocida SEQ ID NO 31 

Proteína de función desconocida, familia desconocida / beta-1,3-glucosiltransferasa SEQ ID NO 32 

Proteína de la biosíntesis de polisacáridos (cpsM(v)) SEQ ID NO 33 

 

Al menos en algunos enfoques, una cepa bacteriana productora de antimicrobiano útil en los métodos descritos en el 
presente documento es capaz de producir tanto nisina A de aproximadamente 2000 UI/gramo o más como 
exopolisacárido en las condiciones de fermentación descritas en referencia a la FIG. 1. 

La información de la secuencia proporcionada en el presente documento no debe interpretarse tan estrechamente 5 
de manera que requiera la inclusión de nucleótidos erróneamente identificados. Las secuencias desveladas en el 
presente documento se pueden usar por un experto habitual en la técnica para aislar el gen completo de la cepa 
bacteriana y someter el gen a un análisis de secuencias adicional para identificar cualquier error de secuenciación. 

Como se usa en el presente documento, se usan indistintamente los términos "homología" e "identidad". Para los 
fines de determinar el porcentaje de identidad u homología de dos secuencias, las secuencias se pueden alinear 10 
para fines de comparación óptima. Los nucleótidos o aminoácidos se comparan entonces en posiciones de 
nucleótidos o de aminoácidos correspondientes de las dos secuencias. Por ejemplo, un nucleótido o aminoácido en 
una primera secuencia se considera idéntico al de la segunda secuencia cuando el mismo nucleótido o aminoácido 
se localiza en la posición correspondiente en la segunda secuencia. El porcentaje de identidad se calcula 
determinando el número de posiciones idénticas dividido entre el número total de posiciones (es decir, posiciones 15 
superpuestas) multiplicado por 100. 

También se contemplan equivalentes de ácido nucleico funcionales en el presente documento. Por ejemplo, los 
equivalentes de ácido nucleico funcionales incluyen mutaciones silenciosas u otras mutaciones que no alteran la 
función biológica del polipéptido codificado. 

En una forma, una cepa bacteriana productora de antimicrobiano útil en los métodos descritos en el presente 20 
documento tiene uno o más genes de homología significativa con SEQ ID NO 9-19 y 21-33 y es capaz de producir 
nisina A. Como se define en el presente documento, el término "homología significativa" significa al menos 70 por 
ciento, en otro aspecto al menos 75 por ciento, en otro aspecto al menos 80 por ciento, en otro aspecto al menos 85 
por ciento de identidad, en otro aspecto al menos 90 por ciento de identidad, en otro aspecto al menos 95 por ciento 
de identidad, en otro aspecto más al menos 99 por ciento de identidad, y en otro aspecto identidad más completa. 25 

En algunos enfoques, una cepa bacteriana productora de antimicrobiano útil en los métodos descritos en el presente 
documento tiene al menos dos genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que 
consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos tres genes de homología significativa con las 
secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos cuatro 
genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-30 
33, en otro aspecto tiene al menos cinco genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del 
grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos seis genes de homología 
significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto 
tiene al menos siete genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en 
SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos ocho genes de homología significativa con las secuencias 35 
seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos nueve genes de 
homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en 
otro aspecto tiene al menos diez genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que 
consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos once genes de homología significativa con las 
secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos doce 40 
genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-
33, en otro aspecto tiene al menos trece genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del 
grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos catorce genes de homología 
significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto 
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tiene al menos quince genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en 
SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos dieciséis genes de homología significativa con las 
secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos 
diecisiete genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 
9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos dieciocho genes de homología significativa con las secuencias 5 
seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos diecinueve genes 
de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en 
otro aspecto tiene al menos veinte genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que 
consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos veintiún genes de homología significativa con 
las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos 10 
veintidós genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 
9-19 y 21-33, en otro aspecto tiene al menos veintitrés genes de homología significativa con las secuencias 
seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-33, y en otro aspecto más tiene al menos veinticuatro 
genes de homología significativa con las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO 9-19 y 21-
33. 15 

Las ventajas y realizaciones de las composiciones, métodos y composiciones producidos por los métodos descritos 
en el presente documento se ilustran además por los siguientes ejemplos; sin embargo, no se debe interpretar que 
las condiciones particulares, esquemas de procesamiento, materiales y sus cantidades citadas en estos ejemplos, 
así como otras condiciones y detalles, limiten indebidamente este método. Todos los porcentajes y relaciones dentro 
de la presente divulgación son en peso, a menos que se indique lo contrario. 20 

Ejemplos 

Los siguientes ejemplos ilustran el rendimiento de lonchas de queso procesado preparadas con componentes 
lácteos cultivados como se ha descrito anteriormente y muestras de control de queso de proceso sin el componente 
lácteo cultivado sino, en su lugar, usando ácido sórbico como conservante. Las muestras se prepararon 
generalmente como lonchas de queso procesado que tenían aproximadamente 46 por ciento de humedad, 25 
aproximadamente 23 por ciento de grasa, aproximadamente 1,2 por ciento de sal, y aproximadamente 18 por ciento 
de proteína con cantidades variables de conservantes y/o componentes lácteos cultivados (donde se indique), 
aromas, colores, vitaminas, minerales y similares. 

Ejemplo 1 (comparativo) 

Se incorporó natamicina (Natamax SF de Danisco) en el queso procesado (antes de la etapa de cocción) a 30 
concentraciones de 7 ppm y 15 ppm. Entonces se sometió el queso procesado a un estudio de exposición a mohos. 
Se inoculó el queso procesado con una mezcla de mohos (esporas en medios líquidos) de Phoma spp., Geotrichum 
spp., Cladosporium spp. y Penicillium spp. (que representan tipos comunes de moho) a 90 esporas por 19 gramos 
de loncha. Las muestras se inoculan extendiendo la mezcla encima de las lonchas de queso. No se inoculó un 
control. El queso procesado que contenía la natamicina prolongó significativamente la estabilidad en almacén 35 
durante al menos seis meses más que un control que careció del inhibidor de moho. Se encontró sorprendentemente 
que el queso que contenía natamicina fue eficaz en prolongar la estabilidad en almacén más allá de seis meses 
cuando se almacenó a 7,2 ºC (45 ºF) aún cuando la concentración detectable de natamicina en el producto había 
disminuido hasta 0,62 ppm (para la muestra de 7 ppm) y 4,89 ppm (para la muestra de 15 ppm) por seis meses. Se 
determinó el nivel detectable de natamicina por HPLC. 40 

Ejemplo 2 

Se incorporó natamicina (Natamax SF de Danisco) en el queso procesado (antes de la etapa de cocción) a 
concentraciones de 0 ppm (comparativo), 10 ppm y 15 ppm. Se prepararon cuatro muestras de cada dosis. Se 
incorporó el componente lácteo cultivado que contenía nisina en todos los productos a 8 por ciento basado en el 
peso total del queso procesado. Cuando se midió tres días después de producir el queso procesado, las muestras 45 
que empezaron con 10 ppm y 15 ppm de natamicina tuvieron, en promedio, 2,8 ppm y 4,9 ppm de natamicina, 
respectivamente. 

Los productos se inocularon a 500 ufc/g o 9500 ufc/loncha con la mezcla de mohos del Ejemplo 1 aplicando la 
mezcla a la superficie de las lonchas de queso y dejando los envases abiertos. Otros envases del queso procesado 
(no inoculados con la mezcla de mohos) se perforaron intencionadamente para proporcionar orificios en el envase 50 
para simular una situación del mundo real. Los resultados de la inoculación de 9500 esporas por loncha (designado 
"sin fuga") y los experimentos en envases perforados (designados "con fuga") se muestran en la FIG. 3. Estas 
muestras presentaron estabilidad en almacén de casi el doble que las de control cuando se inocularon con 500 ufc/g 
o 9.500 esporas por loncha de queso procesado, incluso con el nivel de inoculación extremadamente grande de 
9.500 esporas/loncha. 55 
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Ejemplo 3 (comparativo) 

Se produjeron lonchas de queso procesado que contenían aproximadamente 4,8 ppm de natamicina (Natamax SF 
de Danisco). Las lonchas no tuvieron moho visible a los cinco meses de estabilidad en almacén cuando se 
almacenaron a 7,2 ºC (45 ºF), mientras que un control sin natamicina mostró moho visible a los tres meses. 

Ejemplo 4 5 

Se incorporó natamicina (Natamax SF de Danisco) en el queso procesado (antes de la etapa de cocción) a 15 ppm. 
Se incorporó el componente lácteo cultivado que contenía nisina en los productos a 8 por ciento basado en el peso 
total del queso procesado. Se inocularon las muestras del queso procesado a 100 ufc/g y 500 ufc/g. Se encontró que 
el nivel detectable de natamicina cambió durante el almacenamiento del producto a 7,2 ºC (45 ºF) como se muestra 
en la Tabla 4 a continuación. Se determinó el nivel detectable de natamicina por HPLC. 10 

Tabla 4 

Nivel de 
dosis de 

natamicina 

Concentración de 
natamicina detectada 
(ppm) después de una 

semana 

Concentración de 
natamicina detectada 
(ppm) después de dos 

meses 

Concentración de 
natamicina detectada 

(ppm) después de 
tres meses 

Concentración de 
natamicina detectada 

(ppm) después de 
cuatro meses 

15 ppm 4,63 6,81 6,78 3,28 

15 ppm 4,80 5,67 7,36 3,14 

15 ppm 4,61 6,73 6,87 3,07 

15 ppm - 4,62 6,34 3,39 

15 ppm - 6,32 7,46 3,64 

15 ppm - 5,34 6,13 2,97 

15 ppm - 5,91 6,84 3,37 

 Promedio = 4,68 Promedio = 5,93 Promedio = 6,77 Promedio = 3,39 

 

En aproximadamente tres meses, parece que el nivel detectable de natamicina alcanza su máximo a un promedio de 
6,8, que es ventajoso desde una perspectiva comercial ya que el producto de queso procesado puede seguir 
disponible en las tiendas a los tres meses. 15 
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REIVINDICACIONES 

1. Un queso procesado que incluye componentes antibacterianos y antimicóticos naturales, comprendiendo el queso 
procesado: 

10 a 90 por ciento de queso natural o una mezcla de quesos naturales; 

uno o más emulsionantes; 5 

8 a 25 por ciento de proteína; 

10 a 30 por ciento de grasa; 

1 a 20 por ciento de un componente lácteo cultivado, comprendiendo el componente lácteo cultivado una 
cantidad de nisina eficaz para prevenir la formación de toxinas de C. botulinum determinada por el bioensayo 
de toxinas con ratones en el queso procesado a los niveles de proteína y de grasa durante aproximadamente 9 10 
días a 30 ºC (86 ºF), en donde el queso procesado incluye 1 a 100 ppm de nisina; y 

0,5 a 6 ppm de natamicina. 

2. El queso procesado de la reivindicación 1, en donde el queso procesado incluye 2 a 6 ppm de natamicina. 

3. El queso procesado de la reivindicación 1, en donde el queso procesado incluye 2 a 5 ppm de natamicina. 

4. El queso procesado de la reivindicación 1, en donde el componente lácteo cultivado se proporciona por 15 
fermentación de una cepa aislada de Lactococcus lactis que tiene todas las características identificadoras de la cepa 
ATCC PTA-120552 de Lactococcus lactis. 

5. El queso procesado de la reivindicación 4, en donde la fermentación de la cepa bacteriana ATCC PTA-120552 se 
realiza en un medio lácteo líquido 3X a 5X concentrado a una temperatura de 25 a 35 ºC y un pH de 5 a 6 durante 
15 a 48 horas. 20 

6. El queso procesado de la reivindicación 1, en donde el queso procesado está libre de conservantes artificiales 
seleccionados del grupo que consiste en ácido sórbico, sorbato de potasio, nitritos, y sus mezclas. 

7. El queso procesado de la reivindicación 1, en donde la nisina es nisina A. 

8. Un método de producción de un queso procesado que incluye componentes antibacterianos y antimicóticos 
naturales, comprendiendo el método: 25 

fermentar un medio lácteo líquido con una cepa de Lactococcus lactis para producir un componente lácteo 
cultivado que incluye nisina; y 

añadir natamicina y el componente lácteo cultivado a un queso natural o mezcla de quesos naturales con uno o 
más emulsionantes para producir un queso procesado que tiene 8 a 25 por ciento de proteína y 10 a 20 por 
ciento de grasa; 30 

en donde el queso procesado incluye 1 a 20 por ciento del componente lácteo cultivado, y el queso procesado 
incluye 0,5 a 6 ppm de natamicina y una cantidad de nisina eficaz para prevenir la formación de toxinas de C. 
botulinum determinada por el bioensayo de toxinas con ratones en el queso procesado a los niveles de 
proteína y de grasa durante aproximadamente 9 días a 30 ºC (86 ºF), en donde el queso procesado incluye 1 a 
100 ppm de nisina. 35 

9. El método de la reivindicación 8, en donde el queso procesado incluye 2 a 6 ppm de natamicina. 

10. El método de la reivindicación 8, en donde el queso procesado incluye 2 a 5 ppm de natamicina. 

11. El método de la reivindicación 8, en donde el componente lácteo cultivado incluye 1 a 100 ppm de nisina. 

12. El método de la reivindicación 8, en donde el queso procesado está libre de conservantes artificiales 
seleccionados del grupo que consiste en ácido sórbico, sorbato de potasio, nitritos, y sus mezclas. 40 

13. El método de la reivindicación 8, en donde la nisina es nisina A. 
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