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DESCRIPCION

Grupo genético de cepas de Streptococcus thermophilus que tiene propiedades reoldgicas Unicas para fermentacion
lactica

Sector de la técnica

La invencién se refiere a un grupo genético de cepas de Streptococcus thermophilus (S. thermophilus) que tiene
propiedades reoldgicas Unicas para fermentacion lactica.

Estado de la técnica

Las cepas de S. thermophilus se usan ampliamente en solitario o en combinacién de otras cepas de S. thermophilus
o en combinacién de otros microorganismos para la produccion de productos alimenticios fermentados. Por ejemplo,
se incluyen en la formulacién de cultivos iniciadores utilizados para la produccion de yogur. Se espera que las cepas
de S. thermophilus participen en la formacién de cuajada lactica por acidificacion de la leche en el desarrollo de la
textura del producto fermentado. Por tanto, las cepas de S. thermophilus se caracterizan generalmente por sus
propiedades funcionales, es decir, por sus propiedades acidificantes y texturizantes. Una cepa texturizante es una
cepa que permite obtener leches fermentadas que pueden describirse por sus propiedades reoldgicas, tales como
viscosidad vy fibrosidad. Las cepas de S. thermophilus texturizantes conocidas hasta ahora pueden clasificarse en
tres grupos basandose en estas propiedades reoldgicas: 1) alta viscosidad y alta fibrosidad, 2) baja viscosidad y baja
fibrosidad y 3) viscosidad y fibrosidad media. Sin embargo, seria interesante tener una cepa de S. thermophilus que
tuviese propiedades reoldgicas que permitiesen obtener leches fermentadas que tuviesen una alta viscosidad y una
baja fibrosidad.

Por tanto uno de los problemas que la invencién propone resolver es proporcionar nuevas cepas de S. thermophilus
que produzcan leches fermentadas que tengan una alta viscosidad y una baja fibrosidad.

Objeto de la invencion

Durante su investigacion, los autores de la invencién han encontrado un nuevo grupo genético de cepas de S.
thermophilus que tiene propiedades reoldgicas Unicas para fermentacion lactica: la leche fermentada con las cepas
de la invencién es muy viscosa y poco fibrosa. Los autores de la invencién también descubrieron que, ademas de
estas propiedades reoldgicas Unicas, el genoma de estas cepas comprende sorprendentemente un locus CRISPR
que tiene la secuencia de SEC ID N° 1 que hasta ahora se desconocia.

Las CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, Repeticiones Palindromicas Cortas
Agrupadas Regularmente Espaciadas) son locus altamente polimoérficos que se sabe que confieren resistencia a
fagos (Barrangou et al., Science. 23 de marzo de 2007; 315(5819):1709-12; Horvath et al., J Bacteriol. Febrero de
2008; 190(4):1401-12; Deveau et al., J Bacteriol. Febrero de 2008; 190(4):1390-400). Los locus CRISPR estan
compuestos por repeticiones de ADN conservadas, cortas, que estan separadas por secuencias Unicas de tamario
similar denominadas espaciadores. Es el contenido del espaciador, en cuanto a la disposicion del espaciador y
secuencias de nuclettidos del espaciador, lo que es especifico para cualquier familia de cepas determinada
(Horvath et al., J Bacteriol. Febrero 2008; 190(4):1401-12). Dependiendo de la cepa, en el genoma de S.
thermophilus, puede haber simultaneamente hasta tres locus CRISPR. Se ha sugerido que los locus CRISPR son
las regiones mas rapidamente evolucionadas en el genoma de S. thermophilus, y por tanto son dianas muy
relevantes a tener en cuenta en la diferenciacion e identificacién de las cepas (Bolotin et al. Microbiology. Agosto de
2005; 151(Pt 8):2551-61; Horvath et al. J Bacteriol. Febrero de 2008; 190(4): 1401-12).

Por consiguiente, gracias a esta nueva secuencia CRISPR, la cepa de S. thermophilus de la invencién puede
identificarse facilmente: las cepas de S. thermophilus que tienen la misma secuencia CRISPR en su genoma pueden
identificarse como miembros de la misma familia de cepas, compartiendo de este modo las mismas propiedades
técnicas, es decir, las propiedades reoldgicas Unicas como se ha descrito anteriormente.

Por tanto la invencion se refiere, en un primer aspecto, a cepas de S. thermophilus, en las que la leche fermentada
con dichas cepas tiene una viscosidad mayor de aproximadamente 55 Pa.s cuando se mide con el Ensayo A y un
Tiempo de Rotura Relativo de Caber menor de aproximadamente 0,015 segundos cuando se mide con el Ensayo B.

En otro aspecto, la invencion también se refiere a un grupo genético de cepas de S. thermophilus, en el que el
genoma de dichas cepas comprende un locus CRISPR que tiene la secuencia de nucleétidos de SEC ID N° 1.

La invencién se refiere no obstante a un grupo genético de cepas de S. thermophilus, en que el genoma de dichas
cepas comprende un locus CRISPR que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en SEC ID N2 1, SEC ID N°2, SEC ID N°3, SEC ID N°4, SEC ID N°5, SEC ID N°, SEC ID N°7, SEC ID
N°8, SEC ID N°9, SEC ID N°10, SEC ID N°11 y SEC ID N°12.
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Otro aspecto de la invencién es la cepa de S. thermophilus depositada segun el Tratado de Budapest el 7 de
Octubre de 2008 en nombre de Danisco Deutschland GmbH en el Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen con el nimero DSM 21892.

La invencion también se refiere a una composicién bacteriana que comprende una cepa de acuerdo con la
invencion.

Otro objeto aun de la invencion es un método para preparar productos lacteos fermentados, en el que dicho método
comprende fermentar un sustrato lacteo con una cepa de S. thermophilus de acuerdo con la invenciéon o con la
composicion bacteriana como se ha definido anteriormente.

La invencién también se refiere a un producto lacteo que puede obtenerse mediante el método como se ha definido
anteriormente.

La invencién se refiere también al uso de una cepa de acuerdo con la invencién o de la composicion bacteriana de
acuerdo con la invencion para preparar productos lacteos fermentados. Un objeto de la invencién es también un
producto lacteo que comprende una cepa de acuerdo con la invencién o la composicion bacteriana como se ha
definido anteriormente.

Descripcion detallada de la invencion

En un primer aspecto, la invencion se refiere a cepas de S. thermophilus, en el que la leche fermentada con dichas
cepas es muy viscosa y poco fibrosa. Tipicamente, la leche fermentada con una cepa de la invencién tiene una
viscosidad mayor de aproximadamente 55 Pa.s cuando se mide con el Ensayo A y un Tiempo de Rotura Relativo de
Caber menor de aproximadamente 0,015 segundos cuando se mide con el Ensayo B.

Tipicamente, la viscosidad anteriormente mencionada de la leche fermentada con una cepa de acuerdo con la
invencion es mayor de aproximadamente 56, 57, 58, 59, 60 o 61 Pa.s. Ademas, dicha viscosidad es tipicamente
menor de 80 Pa.s. En particular, la viscosidad es menor de 75, 70 o 65 Pa.s.

Aun tipicamente, la leche fermentada mencionada anteriormente con una cepa de la invencion tiene un Tiempo de
Rotura Relativo de Caber de 0 a 0,015 segundos cuando se mide con el Ensayo B. En particular dicho Tiempo de
Rotura Relativo de Caber es menor de aproximadamente 0,014, 0,013, 0,012, 0,011 0 0,010 segundos.

Dentro del ambito de la invencion, se incluye cualquier combinacion de los valores anteriores de viscosidad y de
Tiempo de Rotura Relativo de Caber.

De acuerdo con la invencién, la viscosidad de la leche fermentada con la cepa de la invenciéon se mide mediante el
Ensayo A. Este ensayo se describe ampliamente en la seccion experimental. En resumen, la medicién de la
viscosidad de acuerdo con el Ensayo A comprende las siguientes etapas:

1) obtener una leche fermentada con una cepa de S. thermophilus:

- calentando a 90 °C durante 10 minutos leche UHT semidesnatada comercial (1,5 % p/p de grasa)
complementada con leche en polvo descremada al 3%,

- afadiendo 1g/100 | (p/v) de formiato sédico justo antes de la inoculacion,

- inoculando la leche con 1.10° ufc/ml de leche de una cepa de S. thermophilus conservada a -80 °C en en
medio basado en leche,

- incubando la leche inoculada a una temperatura constante de 43 °C +/- 1 °C en un bafo de agua hasta que el
pH alcance un valor de 4,60 +/- 0,1, midiéndose el pH con un sistema Cinac,

- enfriando la leche fermentada a 6 °C, y después

- conservando la leche fermentada a 6 2C durante 14 dias,

2) medir, a una temperatura de 8 °C +/- 2 C, la viscosidad de la leche fermentada obtenida de acuerdo con la
etapa 1:

- instalando un viscometro Brookfield (Brookfield Engineering laboratories, Inc.) sobre un soporte Helipath,
- proporcionando a dicho viscometro un eje de barra en T de tipo C,

- llenando un tarro de yogur de vidrio de 125 ml con la leche fermentada,

- introduciendo en el viscometro el tarro de yogur lleno con la leche fermentada,

- aplicando al viscémetro una velocidad de 10 rpm, y después

- leyendo, tras 30 segundos de rotacion, la viscosidad de la muestra.

Un sistema Cinac de acuerdo con la invencion se describe, por ejemplo, en la siguiente referencia: CINAC, un
sistema automatizado para el control de iniciadores lacticos; Corrieu-G, Picque-D, Perret-B, Quemener-P; Process
Magazine; 1992; no. 1068; pags. 24-27.
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Dentro del significado de la invencién, el Tiempo de Rotura Relativo es el tiempo necesario para que un filamento
fluido vaya, a una temperatura de 20 °C, de un diametro de 55 um hasta que se rompe con una desviacién tipica de
+/- 8% cuando se mide con un Redmetro Extensional de Rotura Capilar. De acuerdo con la invencién, el Tiempo de
Rotura Relativo de Caber de la leche fermentada se mide mediante el Ensayo B. Este ensayo se describe
completamente en la seccidén experimental. En resumen, la mediciéon de la viscosidad de acuerdo con el Ensayo B
comprende las siguientes etapas:

1) obtener una leche fermentada con una cepa de S. thermophilus como se describe en la etapa 1) del Ensayo A,
2) medir el Tiempo de Rotura Relativo de Caber de la leche fermentada con la cepa de S. thermophilus:

- calentando a 20 °C una muestra de la leche fermentada obtenida en la etapa 1),

- degradando y homogeneizando el gel agitando 20 veces con una cuchara de plastico convencional,

- colocando 60 pl de la leche fermentada homogeneizada entre dos placas de un Reémetro Extensional de
Rotura Capilar (CaBER 1 de HAAKE, THERMO ELECTRON Corp.), que tenga la siguiente configuracién:

- diametro de placa: 6mm

- alturainicial: 2 mm

- altura final: 9,65 mm

- velocidad de golpe: 0,24 mm/ms (Tiempo de golpe: 40 ms)

- micrémetro laser: laser de clase 1 que actla en el infrarrojo y que tiene una resolucién de 10 pm,

y después
- midiendo el Tiempo de Rotura Relativo de la muestra.

En otro aspecto, la invencion también se refiere, a un grupo genético de cepas de S. thermophilus, en el que el
genoma de dichas cepas comprende un locus CRISPR que tiene la secuencia de nucleétidos de SEC ID N°1.

A continuacién se muestra la secuencia SEC ID N°1 del locus CRISPR (lider para orientacién remolque, Horvath et

al., J Bacteriol. Febrero de 2008; 190(4):1401-12) de las cepas de S. thermophhilus de la invencién, mostrando las

repeticiones en letras mayusculas y los espaciadores en letras minusculas:
5’-GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACA ACtaaatttattaatatcatcccatcgatctg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACggataaggcgagacaagaacaacttaagca
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgcgaccatgtaacgccggtagaaatageg

GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcaagggagtcgaacccctgacagecaacaa

GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcgctatgaatgtcgtattaaaagcttttaa
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACgacttagggcgctaccecttaaaaatagea
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC cttatataaaagaaagacagaaatattcta
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC Caacaatggctaagaaattcagccctaacgce
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACacgtttcctaaatgcatgaaaatcgcaaacg
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACcccctacgaaattttaaaacgacccceecgce
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAA Ctacctacccatggaacgattactatgcage
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAATgggaagttataattacgaaaaggtagatat
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC Ctatgtcaccacgttgcaaccctacaccact
GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAT-3’

La SEC ID N® 1 contiene 14 repeticiones que son casi idénticas; unicamente la duodécima y decimocuarta repeticion
tiene una base diferente en su extremo 3' (T en lugar de C). Estas repeticiones definen 13 espaciadores, todos
Unicos y diferentes a partir de las 971 secuencias espaciadoras CRISPR de S. thermophilus no redundantes que
estan presentes en el GenBank (numeros de acceso CP000023, CP000024, CP000419, DQ072985 a DQ073008, y
EF434458 a EF434504) o descritas en Horvath et al. (J Bacteriol. Febrero 2008; 190(4):1401-12). Esta observacion
indica que las cepas de S. thermophilus de la invencién poseen caracteristicas genéticas Unicas que pueden
aprovecharse para identificar y rastrear sin ambigliedad estas cepas tecnolégicamente Unicas.
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La invencion también concierne a un grupo genético de cepas de S. thermophilus, en el que el genoma de dichas
cepas comprende un locus CRISPR que tiene la secuencia de nucleétidos de un derivado de SEC ID N? 1.

De acuerdo con la invencion, un derivado de SEC ID N 1 es una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad
de al menos 90% con la SEC ID N® 1, particularmente una identidad de al menos 95% con la SEC ID N° 1; mas
particularmente una identidad de al menos 98% con la SEC ID N® 1 y mas particularmente una identidad de al
menos 99% con la SEC ID N? 1.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de acido nucleico, las secuencias se alinean para
establecer una comparacion éptima. Por ejemplo, pueden introducirse huecos en la secuencia de una primera
secuencia de acido nucleico para alineamiento éptimo con la segunda secuencia de &cido nucleico. Después se
comparan los nucleétidos en las posiciones de nucleétidos correspondientes. Cuando en la primera secuencia una
posicion esta ocupada por el mismo nucleétido que en la posicion correspondiente en la segunda secuencia, los
acidos nucleicos son idénticos en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias depende del
numero de nucleotidos idénticos compartidos por las secuencias.

Por tanto, % de identidad= [nUmero de nuclettidos idénticos/nimero total de posiciones solapantes] X 100. El
porcentaje de identidad de secuencia se calcula por tanto de acuerdo con esta formula, comparando dos secuencias
optimamente alineadas sobre la ventana de comparacion, determinando el nimero de posiciones en las que se
producen las bases de acidos nucleicos idénticas (por ejemplo, A, T, C, G) en ambas secuencias para dar lugar al
numero de posiciones coincidentes (el "numero de posiciones idénticas" en la féormula anterior), dividiendo el nimero
de posiciones coincidentes entre el numero total de posiciones en la ventana de comparacion (por ejemplo, el
tamano de ventana) (el "numero total de posiciones solapantes” en la formula anterior), y multiplicando el resultado
por 100 para dar lugar al porcentaje de identidad de secuencia.

En esta comparacion, las secuencias pueden tener la misma longitud o pueden tener longitud diferente. El
alineamiento 6ptimo de secuencias para determinar una ventana de comparacién puede realizarse mediante el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981), mediante el algoritmo de alineamiento de homologia de
Needleman y Wunsh (1972), buscando la similitud mediante el método de Pearson y Lipman (1988), mediante
implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Paquete
Informatico Wisconsin Genetics Edicion 7.0, Genetic Computer Group, 575, Science Drive, Madison, Wisconsin), o
por inspeccion.

Tipicamente, un derivado que tiene una identidad de al menos 90% con la SEC ID NO: comprende por ejemplo un
nimero promedio de 3 mutaciones por espaciador y repeticion, es decir 81 mutaciones. El experto en la técnica
entendera facilmente que un "nimero promedio de 3 mutaciones por espaciador y repeticion" significa que una o
mas repeticiones o espaciadores pueden comprender mas de 3 mutaciones, por ejemplo, 4, 5, 6, 7 0 mas, mientras
que otros espaciadores o repeticiones pueden comprender menos de 3 mutaciones, por ejemplo 2, 1 0 0
mutaciones.

El porcentaje de identidad se calcula por tanto de la siguiente manera:

numero de posiciones idénticas: 895-81=814
numero total de posiciones solapantes: 895
porcentaje de identidad: (814/895)*100=90,9%

Tipicamente, un derivado que tiene una identidad de al menos 95% con la SEC ID NO: comprende por ejemplo un
nuamero promedio de 3 mutaciones por espaciador, es decir 39 mutaciones. El experto en la técnica entendera
facilmente que un "namero promedio de 3 mutaciones por espaciador” significa que uno o méas espaciadores pueden
comprender mas de 3 mutaciones, por ejemplo 4, 5, 6, 7 0 mas, mientras que otros espaciadores pueden
comprender menos de 3 mutaciones, por ejemplo 2, 1 o 0 mutaciones. El porcentaje de identidad se calcula por
tanto de la siguiente manera:

numero de posiciones idénticas: 895-39=856
numero total de posiciones solapantes: 895
porcentaje de identidad: (856/895)*100=95,6%.

Tipicamente, un derivado que tiene una identidad de al menos 98% con la SEC ID NO: comprende por ejemplo un
namero promedio de 1 mutacidon por espaciador, es decir 13 mutaciones. El experto en la técnica entendera
facilmente que un "nimero promedio de 1 mutacion por espaciador" significa que uno o mas espaciadores pueden
comprender mas de 1 mutacion, por ejemplo 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 mas, mientras que otros espaciadores pueden no
comprender ninguna mutacion.

El porcentaje de identidad se calcula por tanto de la siguiente manera:
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nuamero de posiciones idénticas: 895-13=882
numero total de posiciones solapantes: 895
porcentaje de identidad: (882/895)*100=98,5%.

Tipicamente, un derivado que tiene una identidad de al menos 99% con la SEC ID NO: comprende, por ejemplo, una
mutacién en su secuencia, particularmente en un espaciador. El porcentaje de identidad se calcula por tanto de la
siguiente manera:

numero de posiciones idénticas: 895-1=894
numero total de posiciones solapantes: 895
porcentaje de identidad: (894/895)*100=99,8%.

Como se usa en este documento "mutacién” significa delecion, sustituciéon o insercion de un nucleétido de una
secuencia de nucleodtidos.

Por consiguiente, una cepa de S. thermophilus, cuyo genoma comprende una secuencia CRISPR correspondiente a
una secuencia derivada de la SEC ID N°1 como se define previamente, tendra las propiedades reolégicas de
acuerdo con la invencion.

Ademas, dado que los 13 espaciadores de la SEC ID N2 1 son todos unicos y diferentes a los de las otras
secuencias espaciadoras CRISPR de S. thermophilus conocidas hasta ahora, la deteccion de al menos tres
espaciadores sucesivos mencionados anteriormente separados por las repeticiones mencionadas anteriormente en
el genoma de una cepa de S. thermophilus es suficiente para identificar una cepa de S. thermophilus de acuerdo con
la invencion, es decir que tiene las propiedades reoldgicas previamente mencionadas. La deteccion de al menos tres
espaciadores/repeticiones no es arbitraria. De hecho, el conocimiento actual sobre la forma de evolucionar las
secuencias CRISPR indica que la probabilidad de tener una cepa de S. thermophilus (no relacionada con la cepa de
acuerdo con la invencion) que contenga uno de estos espaciadores es significativa; siendo poco frecuente que
contenga dos de estos espaciadores consecutivos y siendo muy baja que contenga tres de estos espaciadores
consecutivos.

La invencién por tanto también se refiere a un grupo genético de cepas de S. thermophilus, en el que el genoma de
dichas cepas comprende un locus CRISPR que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo
que consiste en SEC ID N°2, SEC ID N°3, SEC ID N°4, SEC ID N°5, SEC ID N°6, SEC ID N°7, SEC ID N°8, SEC ID
N°9, SEC ID N°10, SEC ID N°11 y SEC ID N°12.

Estas secuencias, de SEC ID N 2 a 12, corresponden a 3 espaciadores consecutivos separados por 2 repeticiones
del locus CRISPR.

La invencion también concierne a un grupo genético de cepas de S. thermophilus, en el que el genoma de dichas
cepas comprende un locus CRISPR que comprende un derivado de una secuencia de nucleétidos seleccionada del
grupo que consiste en SEC ID N°2, SEC ID N3, SEC ID N°4, SEC ID N°%, SEC ID N, SEC ID N°7, SEC ID N,
SEC ID N°9, SEC ID N°10, SEC ID N°11 y SEC ID N°12.

De acuerdo con la invencién, un derivado de SEC ID N°2, SEC ID N°3, SEC ID N°4, SEC ID N°5, SEC ID N°6, SEC
ID N°7, SEC ID N°8, SEC ID N°9, SEC ID N°10, SEC ID N°11 y SEC ID N°12 es una secuencia de nucleétidos que
tiene una identidad de al menos 90%, particularmente una identidad de al menos 94%, mas particularmente una
identidad de al menos 96%, mas particularmente una identidad de al menos 99% con la SEC ID N°2, SEC ID N°3,
SEC ID N°4, SEC ID N°5, SEC ID N°%, SEC ID N°7, SEC ID N°8, SEC ID N°9, SEC ID N°10, SEC ID N°11 0 SEC ID
N°12 respectivamente.

El porcentaje de identidad se calcula como se describi6 anteriormente.

Tipicamente, un derivado que tiene una identidad de al menos 90% con una de las SEC ID N°2 a SEC ID N¢12
comprende, por ejemplo, un nimero promedio de 3 mutaciones por espaciador y repeticion, es decir 15 mutaciones.
El experto en la técnica entendera facilmente que un "ndmero promedio de 3 mutaciones por espaciador y
repeticion” significa que una o mas repeticiones o espaciadores pueden comprender mas de 3 mutaciones, por
ejemplo, 4, 5, 6, 7 0o mas, mientras que otros espaciadores o repeticiones pueden comprender menos de 3
mutaciones, por ejemplo, 2, 1 o 0 mutaciones.

El porcentaje de identidad se calcula por tanto de la siguiente manera:
numero de posiciones idénticas: 163-15=148

numero total de posiciones solapantes:163
porcentaje de identidad: (148/163)*100=90,8%.
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Tipicamente, un derivado que tiene una identidad de al menos 94% con una de las SEC ID N°2 a SEC ID N¢12
comprende, por ejemplo, un nimero promedio de 3 mutaciones por espaciador, es decir 9 mutaciones. El experto en
la técnica entendera facilmente que un "nimero promedio de 3 mutaciones por espaciador" significa que uno o mas
espaciadores pueden comprender mas de 3 mutaciones, por ejemplo, 4, 5, 6, 7 o mas, mientras que otros
espaciadores pueden comprender menos de 3 mutaciones, por ejemplo, 2, 1 0 0 mutaciones.

El porcentaje de identidad se calcula por tanto de la siguiente manera:

nuamero de posiciones idénticas: 163-9=154
numero total de posiciones solapantes:163
porcentaje de identidad: (154/163)*100=94,4%.

Tipicamente, un derivado que tiene una identidad de al menos 96% con una de las SEC ID N°2 a SEC ID N¢12
comprende, por ejemplo, un nimero promedio de 1 mutacién por espaciador y repeticion, es decir 5 mutaciones. El
experto en la técnica entendera facilmente que un "ndmero promedio de 1 mutacién por espaciador y repeticion"
significa que una o mas repeticiones o espaciadores pueden comprender mas de 1 mutacion, por ejemplo, 2, 3, 4, 5,
mientras que otros espaciadores o repeticiones pueden no comprender ninguna mutacion.

El porcentaje de identidad se calcula por tanto de la siguiente manera:

numero de posiciones idénticas: 163-5=158
numero total de posiciones solapantes:163
porcentaje de identidad: (158/163)*100=96,9%.

Tipicamente, un derivado que tiene una identidad de al menos 99% con una de las SEC ID N°2 a SEC ID N¢12
comprende, por ejemplo, una mutacién en su secuencia, particularmente en un espaciador. El porcentaje de
identidad se calcula por tanto de la siguiente manera:

numero de posiciones idénticas: 163-1=162
numero total de posiciones solapantes:163
porcentaje de identidad: (162/163)*100=99,3%.

Por consiguiente, una cepa de S. thermophilus, cuyo genoma comprende una secuencia CRISPR correspondiente a
una secuencia derivada de una cualquiera de las SEC ID N° 1 a 12 como se define previamente, tendra las
propiedades reoldgicas de acuerdo con la invencion.

La presencia de la SEC ID N2 1 a SEC ID N° 12 o de un derivado de las mismas en el genoma de cepas de S.
thermophilus puede detectarse facilmente mediante cualquier método conocido por el experto en la técnica.

Por ejemplo, el experto en la técnica puede realizar facilmente una PCR con cebadores seleccionados en las
secuencias espaciadoras, o una hibridacién de ADN-ADN con sondas correspondientes a los espaciadores, o
secuenciar uno o varios locus CRISPR en el genoma de la cepa. Por lo tanto, la invencion también se refiere a un
método para predecir un miembro de la cepa de una familia de cepas cuyo genoma comprenda la secuencia de
nucleétidos de la SEC ID N2 1 a SEC ID N° 12 o un derivado de las mismas.

Tipicamente, las cepas que pertenecen al grupo genético de cepas de S. thermophilus definido anteriormente tienen
propiedades reoldgicas Unicas. Dentro del significado de la invencién, propiedades reolégicas Unicas, significa una
cepa que produce leche fermentada que tiene una viscosidad mayor de aproximadamente 55 Pa.s cuando se miden
con el Ensayo A y un Tiempo de Rotura Relativo de CaBER menor de aproximadamente 0,05 segundos cuando se
mide con el Ensayo B; siendo los Ensayos A y B como se ha definido anteriormente.

Tipicamente, una cepa de acuerdo con la invencién es la cepa de S. thermophilus depositada segun el Tratado de
Budapest el 7 de octubre de 2008 en nombre de Danisco Deutschland GmbH en el Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, localizado en Inhoffenstr. 7 B, D-38124 Braunscheiwg, Alemania, con el nimero
DSM 21892 o un mutante de la misma que conserva las mismas propiedades reolégicas.

Para obtener dichas cepas mutantes, un experto en la técnica puede utilizar las técnicas de mutagénesis habituales
tales como radiacion UV o exposicion a productos quimicos mutagénicos (etil-metano-sulfonato, N-metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidina, acido nitroso, analogos de bases de nucleétidos tales como bromouracilo, y acridinas etc.), pero se
contempla la idoneidad de cualquier otro mutageno que sea eficaz.

En una realizacién, las cepas mutantes son insensibles a fagos. El espectro de sensibilidad de una cepa contra los
bacteriéfagos, también denominado lisotipo, esta constituido por todas las sensibilidades y resistencias a dichos
bacteriofagos. Por ejemplo, un método para determinar el lisotipo de una cepa de S. thermophipus, y por lo tanto su
sensibilidad contra infeccién por fagos, se describe por completo en el documento W0O2008040734. De acuerdo con
técnicas de mutagénesis convencionales, la mutagénesis se realiza después de una seleccion adecuada de las
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cepas que tienen las propiedades reoldgicas Unicas de las cepas de la invencion, que pueden medirse mediante los
Ensayos Ay B como se ha definido anteriormente.

Un objeto particular de la invencion es la cepa de S. thermophilus depositada segun el Tratado de Budapest el 7 de
octubre de 2008 en nombre de Danisco Deutschland GmbH en el Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen con el nimero DSM 21892.

La invenciéon también se refiere a una composicion bacteriana que comprende una cepa de acuerdo con la
invencién. Una composicion bacteriana significa una mezcla de diferentes cepas, en particular un cultivo iniciador o
un fermento.

Las mezclas de cepas preferidas de acuerdo con la invencion son mezclas de S. thermophilus con otras S.
thermophilus, o mezclas de S. thermophilus con Lactobacilus delbrueckii subsp. bulgaricus, o mezclas de S.
thermophilus con otras Lactobacillus y/o con Bifidobacterium, o mezclas de S. thermophilus con Lactococcus, o
mezclas de S. thermophilus con otras cepas de bacterias y/o levaduras lacticas.

Otro objeto de la invencién es un método para preparar productos lacteos fermentados, en el que dicho método
comprende fermentar un sustrato lacteo con una cepa de S. thermophilus de acuerdo con la invenciéon o con la
composicion bacteriana como se ha definido anteriormente.

Tipicamente, el sustrato lacteo es leche natural o reconstituida, descremada u otra, o medios basados en leche o
medios basado en productos de origen lacteo. Este sustrato lacteo puede comprender componentes normalmente
utilizados para la preparacion de postres lacteos. Tipicamente dichos componentes normalmente utilizados para la
preparacion de postres lacteos son componentes sélidos, tales como, por ejemplo, frutas, trocitos de chocolate o
cereales, pero también productos edulcorados o chocolates liquidos.

La invencién también se refiere a un producto lacteo que puede obtenerse mediante el método como se ha definido
anteriormente.

La invencion aun se refiere al uso de una cepa de acuerdo con la invencién o a la composicién bacteriana de
acuerdo con la invencion para preparar productos lacteos fermentados.

Un objeto de la invencién es también un producto lacteo que comprende una cepa de acuerdo con la invencién o la
composicion bacteriana como se ha definido anteriormente.

Dentro del significado de la invencién, por "producto lacteo" se entiende leche fermentada, un yogur, una crema
madurada, un queso, un queso fresco, una bebida lactea, un concentrado de un producto lacteo, un queso fundido,
un postre de crema, un requesdn, o una leche para lactantes. Aun tipicamente, el producto lacteo de acuerdo con la
invencion, comprende leche de origen animal y/o vegetal.

La presente invencion se ilustra mejor a continuacion utilizando los siguientes ejemplos. Estos ejemplos se ofrecen
tan solo a modo ilustrativo de la materia objeto de la invencion y de ninguna manera constituyen una limitacion.

Descripcion de las figuras

FIG.1: Relacion entre el nivel del atributo sensorial "fibrosidad" y el Tiempo de Rotura Relativo (TRR) medido con el
redbmetro CaBER 1 en seis leches fermentadas.

FIG.2: Caracteristicas reolégicas, viscosidad y Tiempo de Rotura Relativo, de 14 leches fermentadas con 14 cepas
diferentes de cepas de S. thermophilus.

EJEMPLO: EVALUACION DE FIBROSIDAD Y VISCOSIDAD DE LECHES FRESCAS FERMENTADAS
Preparacion de leches frescas fermentadas

Se prepararon leches fermentadas de acuerdo con las siguientes condiciones experimentales:

Preparacién de base lactea:

Durante 10 minutos, se tratd leche UHT semidesnatada comercial (1,5% p/p de grasa) + leche en polvo descremada
al 3% con calor a 90 °C. Justo antes de la inoculacién se anadié 1 g/100 | (p/v) de formiato sddico.

Inoculacion:

La inoculacion se realiz6 con la cepa conservada a -80 °C en un medio basado en leche. La tasa de inoculacion fue
1.10° ufc/ml de base lactea.
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Fermentacion:

La temperatura de incubacién se establecio a 43 °C +/- 1 °C, y se mantuvo constante en un bafo de agua durante la
fermentacion. Se utilizd un sistema Cinac (CINAC, un sistema automatizado para el control de iniciadores lacticos;
Corrieu-G, Picque-D, Perret-B, Quemener-P; Process Magazine; 1992; nimero 1068; pags. 24-27) para la medicién
en-linea del cambio de pH. A un pH de 4,60 +/- 0,1, el producto fermentado se enfri6 a 6 °C y después se conservé a
6 °C durante 14 dias.

Para la evaluacién de la fibrosidad, se realizaron dos técnicas diferentes. La primera de ellas se basé en una
medicién de reologia extensional y la segunda se basé en una evaluacién sensorial.

Descripcion y principio del redmetro extensional CaBER 1 para para evaluar las propiedades extensionales
de leches frescas fermentadas

El concepto de reometria extensional es analogo al de reometria en cizalla. Pero en lugar de obtener la viscosidad
de cizalla aplicando una fuerza conocida en cizalla y medir el desplazamiento resultante, se realiza un procedimiento
similar en extensioén. Se aplica fuerza unidireccionalmente. Este principio permite medir el componente de elasticidad
de la textura de un producto determinado.

El Reémetro Extensional de Rotura Capilar (Capillary Break-up Extensional Rheometer (aparato CaBER 1 de
HAAKE, THERMO ELECTRON Corporation) es un aparato disefiado para evaluar la viscosidad extensional de un
producto que ha sido desarrollado por el Grupo Cambridge Polymer (G.H. Mckinley et al. J. Rheo. 2000 44(3): 653-
70; S.L. Anna et al. J. Rheo. 2001 45(1): 115-38).

Para medir la viscosidad extensional, se colocaron 60 ul de leche fresca fermentada entre dos placas circulares
paralelas. El producto se sometié a una extensién rapida moviendo la placa superior hacia arriba, formando un
filamento fluido. Después, un micrometro laser mide el diametro de la reduccion del filamento.

El diametro del punto medio del filamento de fluido gradualmente reducido comienza a medirse después de que la
placa superior haya alcanzado su posicién final. El aparato registra la reduccion del filamento fluido (1000
mediciones por segundo). La evolucion del diametro del filamento a lo largo del tiempo puede representarse. Esto
permite determinar el diametro inicial del filamento y su tiempo de rotura.

Los autores de la invencion desarrollaron un protocolo especifico para evaluar el valor del tiempo de rotura de leches
frescas fermentadas. La leche fresca fermentada se prepar6 como se ha descrito anteriormente. La muestra se
calienta a 20 °C. El gel se rompe y se homogeneiza agitando (20 agitaciones) utilizando una cuchara de plastico
convencional. Una alicuota de la muestra se extrae utilizando una Multipipeta Plus (Eppendorf) y combitips de 0,5 ml

(Eppendorf). Entre las dos placas del CaBER se colocan 60 ul. Se utilizé el siguiente ajuste del CaBER:

Diametro de placa: 6 mm

Altura Inicial: 2 mm

Altura Final: 9,65 mm

Velocidad de Golpe: 0,24 mm/ms (Tiempo de Golpe: 40 ms).

Para cada muestra se realizaron 4 mediciones. Los datos utilizados para calificar la viscosidad extensional de la
muestra es el Tiempo de Rotura Relativo (TRR). EI TRR es el tiempo necesario para que un filamento fluido vaya de
un diametro de 55 ym hasta que se rompe. Se ha calculado que la desviacion tipica del método es de +/- 8%.

Evaluacion de la fibrosidad por degustacion sensorial

Formacién sobre el descriptor "fibrosidad"

Las sesiones de degustacién sensorial requieren 3 evaluadores especialistas. A estos evaluadores se les solicita
que evallen los productos en condiciones ocultas (las leches fermentadas se codifican) sobre un descriptor de
textura especifico: "fibrosidad". La "fibrosidad" se evalué de la siguiente manera: con una cuchara de leche
fermentada inclinada algunos centimetros por encima de la taza, se evalu6 la capacidad del producto para fluir de
manera continua y formar una fibra intacta.

Las leches fermentadas se clasificaron de 0 para una leche fermentada "no fibrosa" (sin fibra) a 4 para cada leche
fermentada "fibrosa" (larga fibra intacta). Después, los 3 evaluadores llegaron a una clasificacion consensuada. Esta
clasificacion consensuada quedé registrada.

Para formar a los evaluadores especialistas en la evaluacién del descriptor "fibrosidad", se prepararon 3 leches
fermentadas utilizando 3 cepas de referencia:
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- Clasificacion 0: fibrosidad de una leche fermentada preparada con la cepa CNCM 1-2429
- Clasificacion 2: fibrosidad de una leche fermentada preparada con la cepa CNCM 1-2433
- Clasificacion 4: fibrosidad de una leche fermentada preparada con la cepa CNCM 1-2980

Ensayo de leches frescas fermentadas

Se produjeron 6 leches frescas fermentadas de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente. Se obtuvieron
leches frescas fermentadas inoculando con seis Unicas cepas, respectivamente: DSM 21892, CNCM 1-3617, DSM
18344, CNCM 1-2429, CNCM 1-2423 y CNCM 1-2980.

Las cepas CNCM 1-2429, CNCM [-2423, CNCM 1-2980 y CNCM 1-3617 se mencionaron, por ejemplo, en la solicitud
de patente publicada WO08/040734 presentada por Danisco A/S el 10-02-2007. La cepa DSM 18344 se menciond,
por ejemplo, en el documento WO07/144770 presentado por Danisco A/S el 06-08-2007.

Como era de esperar, la fibrosidad de la leche fermentada obtenida con la cepa CNCM 1-2429 se evalu6 con una
clasificacion 0. De manera similar, se evaluaron leches fermentadas obtenidas con las cepas CNCM 1-2423 y CNCM
1-2980 con una clasificacién 2 y clasificacién 4 (véase figura 1), respectivamente; validando de esta manera los datos
obtenidos para las otras leches fermentadas. La leche fermentada preparada con la cepa DSM 21892 obtuvo una
clasificacion consensuada de 0 en la evaluacién de fibrosidad. La clasificacién consensuada para la evaluaciéon de
fibrosidad fue de 1 y 3 para las leches fermentadas preparadas con las cepas CNCM 1-3617 y DSM 18344,
respectivamente (véase la figura 1).

El nivel de fibrosidad sensorial esta relacionado con el valor TRR

Los valores TRR también se midieron con el CaBER 1 para las seis leches fermentadas ensayadas. En general, los
aumentos en la fibrosidad sensorial se correlacionan con los aumentos en el Tiempo de Rotura Relativo de Caber
(figura 1). Este resultado indica que los dos parametros estdn muy relacionados. La leche fermentada preparada con
la cepa DSM 21892 tuvo un valor bajo para el Tiempo de Rotura Relativo, al igual que la leche fermentada con la
cepa CNCM 1-2429 (es decir <0,015s). La cepa de referencia CNCM [-2980 muy fibrosa tuvo un nivel alto para este
parametro (0,118s).

La leche fermentada con la cepa DSM 21892 presenta caracteristicas reoldgicas unicas que pueden
calificarse como muy espesa y poco fibrosa

Para evaluar la viscosidad se utilizd un viscometro Brookfield (Brookfield Engineering laboratories, Inc.). El aparato
se instalé sobre un soporte Helipath (Brookfield Engineering laboratories, Inc.). El viscdmetro se equipd con un eje
de barra en T de tipo C y la velocidad aplicada fue de 10 rpm. La viscosidad se midi6 a una temperatura de 8 °C +/-
2 °C y se ley6 después de 30 segundos de rotaciéon. Generalmente se reconoce que el nivel de viscosidad esta
directamente relacionado con el nivel del atributo espesor evaluado por sesiéon de degustaciéon sensorial (véase la
patente WO 2004/085607 A2).

La figura 2 muestra el posicionamiento relativo de 14 leches frescas fermentadas, producidas con 14 cepas
diferentes de S. thermophilus, para la respuesta al Tiempo de Rotura Relativo (TRR) y viscosidad.

Las cepas CNCM 1-2429, CNCM 1-2423, CNCM 1-2980, CNCM 1-3617 se mencionaron por ejemplo en la solicitud
de patente publicada WO08/04073 presentada por Danisco A/S el 10-02-2007.

Como una tendencia general, la viscosidad de la leche fresca fermentada aumenta linealmente con el valor TRR,
excepto para la cepa DSM 21892 que conserva un valor TRR bajo aunque la viscosidad se eleva significativamente,
mas de 55 Pa.s.

Conclusion

La combinacion de estas propiedades reoldgicas Unicas, es decir, baja fibrosidad y alta viscosidad, hasta ahora

nunca contemplada, confiere a las cepas de acuerdo con la invencion aplicaciones muy prometedoras, en particular
para el desarrollo de nuevos productos lacteos con texturas Unicas y nuevas aun nunca propuestas.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> DANISCO A/S

<120> GRUPO GENETICO DE CEPAS DE STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS QUE TIENE
PROPIEDADES REOLOGICAS UNICAS PARA FERMENTACION LACTICA

<130> BET080320
<160> 12

<170> PatentIn versién 3,3

20

<210> 1

<211> 895

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 1
gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg tacaactaaa tttattaata tcatcccatc 60
gatctggttt ttgtactctc aagatttaag taactgtaca acggataagg cgagacaaga 120
acaacttaag cagtttttgt actctcaaga tttaagtaac tgtacaacgc gaccatgtaa 180
cgecggtaga aatageggtt tttgtactct caagatttaa gtaactgtac aaccaaggga 240
gtcgaaccce tgacagccaa caagtttttg tactcetcaag atttaagtaa ctgtacaacce 300,
gctatgaatg tcgtattaaa agcttttaag tttttgtact ctcaagattt aagtaactgt 360
ataacgactt agggcogetac cccttaaaaa tagcagtttt tgtactctca agatttaagt 420
aactgtacaa ccttatataa aagaaagaca gaaatattct agtttttgta ctctcaagat 480
ttaagtaact gtacaacaac aatggctaag aaattcagcc ctaacgcgtt tttgtactcet 540
caagatttaa gtaactgtac aacacgtttc ctaaatgcat gaaaatcgeca aacggttttt 600
gtactctcaa gatttaagta actgtacaac cccctacgaa attttaaaac gacccccccg 660
cgtttttgta ctetcaagat ttaagtaact gtacaactac ctacccatgg aacgattact 720
atgcagcgtt tttgtactct caagatttaa gtaactgtac aatgggaagt tataattacg 780
aaaaggtaga tatgtttttg tactctcaag atttaagtaa ctgtacaact atgtcaccac 840
gttgcaaccec tacaccactg tttttgtact ctcaagattt aagtaactgt acaat 895

<210>2

<211> 161

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400>2
taaatttatt aatatcatcc catcgatcetg gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg 60
tacaacggat aaggcgagac aagaacaact taagcagttt ttgtactctc aagatttaag 120
taactgtaca acgcgaccat gtaacgcecgg tagaaatagce g 161

11
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<210>3
<211> 161
<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus
<400> 3
ggataaggcg agacaagaac aacttaagca gtttttgtac tcotcaagatt taagtaactg

tacaacgcga ccatgtaacqg ccggtagaaa tagcggtttt tgtactctca agatttaagt

aactgtacaa ccaagggagt cgaacccctg acagcecaaca a

<210>4

<211> 161

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 4
gcgaccatgt aacgceccggta daaatagcgg tttttgtact ctcaagattt aagtaactgt
acaaccaagg gagtcgaacc cctgacagcc'aacaagtttt tgtactctca agatttaagt

aactgtacaa ccgctatgaa tgtcgtatta aaagctttta a

<210>5

<211> 162

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 5

caadgggagtc gaacccctga cagccaacaa gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg
tacaaccgct atgaatgtcg tattaaaagc ttttaagttt ttgtactctec aagatttaag

taactgtaca acgacttagg gcgctacccc ttaaasaatag ca

<210>6

<211> 162

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400>6
cgctatgaat gtcgtattaa aagcttttaa gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg
tacaacgact tagggcgcta ccccttaaaa atagcagttt ttgtactcte aagatttaag

taactgtaca accttatata aaagaaagac agaaatattc ta

<210>7

<211> 162

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400>7

12

60

120

16l

c0

120

161l

50

120

162

&0

120

12
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gacttagggc gctacccctt asaaatageca gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg

tacaacctta tataaaagaa agacagaaat attctagttt ttgtactcte aagatttaag

taactgtaca acaacaatgg ctaagaaatt cagccoctaac gc

<210>8

<211> 163

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 8

cttatataaa agaaagacag aaatattcta gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg
tacaacaaca atggctaaga aattcagccc taacgecgttt ttgtactctc aagatttaag
taactgtaca acacgtttcc taaatgcatg aaaatcgcaa acg

<210>9
<211> 164
<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus
<400> 9
aacaatggct aagaaattca gccoctaacgc gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg

tacaacacgt ttcocctaaatyg catgaaaatce gcaaacggtt tttgtactct caagatttaa

gtaactgtac aaccccectac gaaattttaa aacgacccec ccge

<210> 10

<211> 164

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus

<400> 10

acgtttccta aatgcatgaa aatcgcaaac ggtttttgta ctctcaagat ttaagtaact
gtacaacccc ctacgaaatt ttaaaacgac ccccccgcgt ttttgtacte tcaagattta

agtaactgta caactaccta cccatggaac gattactatg cagc

<210> 11
<211> 163
<212> ADN
<213> Streptococcus thermophilus
<400> 11
cccctacgaa attttaaaac gacccceccg cgtttttgta ctcteaagat ttaagtaact

gtacaactac ctacccatgg aacgattact atgcagcgtt tttgtactet caagatttaa

gtaactgtac aatgggaagt tataattacg aaaaggtaga tat

<210> 12
<211> 162
<212> ADN

13

&0

120

162

60

120

163

60

120

lc4

60

120

le4

60

120

163
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<213> Streptococcus thermophilus

<400> 12

tacctaccca tggaacgatt actatgcagc gtttttgtac tctcaagatt taagtaactg 60
tacaatggga agttataatt acgaaaaggt agatatgttt ttgtactctc aagatttaag 120
taactgtaca actatgtcac cacgttgcaa ccctacacca ct 162

14
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Streptococcus thermophilus, en la que dicha cepa es la cepa de Streptococcus thermophilus
depositada segun el Tratado de Budapest el 7 de octubre de 2008 en nombre de Danisco Deutschland GmbH del
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen con el nimero DSM 21892 o un mutante de la misma,
en la que el genoma de dicha cepa mutante comprende un locus CRISPR que comprende una secuencia de
nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°2, SEC ID N°3, SEC ID N°4, SEC ID N°5, SEC ID
N°6, SEC ID N°7, SEC ID N<8, SEC ID N°9, SEC ID N- 10, SEC ID N°11, y SEC ID N°12 y en la que la leche
fermentada con dicha cepa mutante tiene una viscosidad mayor de aproximadamente 55 Pa.s cuando se mide con
el Ensayo A y un Tiempo de Rotura Caber menor de aproximadamente 0,015 segundos cuando se mide con el
Ensayo B.

2. La cepa de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el genoma de dicha cepa comprende un locus CRISPR que
tiene la secuencia de nucleotidos de SEC ID N° 1 o un derivado de la misma que tiene una identidad de al menos
90% con la SEC ID N 2.

3. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que dicha cepa es insensible a fagos.

4. La cepa de Streptococcus thermophilus depositada segun el Tratado de Budapest el 7 de Octubre de 2008 en
nombre de Danisco Deutschland GmbH del Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen con el
nimero DSM 21892.

5. Una composicion bacteriana que comprende una cepa como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1
a4.

6. Un método de preparacion de productos lacteos fermentados, en el que dicho método comprende la fermentacién
de un sustrato lacteo con una cepa como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o con una
composicién bacteriana como se define en la reivindicacion 5.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que el sustrato lacteo es leche natural o reconstituida,
descremada u otra, a un medio a base de leche o un medio a base de productos de origen lacteo.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en el que el sustrato lacteo comprende componentes
normalmente utilizados para la preparacién de postres lacteos, en particular componentes sélidos tales como frutas,
trocitos de chocolate o cereales; productos edulcorados o chocolates liquidos.

9. Un producto lacteo que puede obtenerse por el método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones
6 a8.

10. El uso de una cepa como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o de una composicion
bacteriana como se define en la reivindicacion 5 para la preparacion de productos lacteos fermentados.

11. Un producto lacteo que comprende una cepa como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o
una composicion bacteriana como se define en la reivindicacion 5.

12. El producto lacteo de acuerdo con la reivindicacion 10 u 11, en el que dicho producto lacteo es una leche
fermentada, un yogur, una crema madurada, un queso, un queso fresco, una bebida lactea, un concentrado de un
producto lacteo, un queso fundido, un postre de crema, un requesoén, o una leche para lactantes.

13. El producto lacteo de acuerdo con la reivindicacion 9, 11 o 12, en el que dicho producto lacteo comprende leche
de origen animal y/o vegetal.
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