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DESCRIPCION
Uso de L. helveticus en un método para producir queso
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para producir queso, especialmente tipo Cheddar y queso tipo
continental, con un cultivo de Lactobacillus helveticus como cultivo adjunto.

Antecedentes de la invencion

Los quesos tipo Cheddar se producen con o bien cultivos meséfilos o una mezcla de cultivos mesdfilos y termdfilos.
Se salan en seco después de la etapa de molienda. Un ejemplo de una produccion de Cheddar bastante tradicional
es dada a continuacion para ilustrar los procesos de fabricacion (segun Walstra y col., 2006 “Dairy Science and
Technology”’/Segunda Edicién, Taylor&Francis, pagina 713): la leche se pasteuriza (15 s/71 °C), se rellena en la
cuba para queso con una temperatura de 30 °C y se somete a preacidificacion con adicion de cultivo iniciador
(“stater”) durante 40 min a 30 °C. se afhade el cuajo y el proceso de coagulacion tarda 35 min a 30 °C. El coagulo se
corta (10 min) y durante 30 min de agitacion se calienta la cuajada/suero de leche hasta la temperatura de
escaldado de 40 °C. La temperatura de escaldado se mantiene durante 60 minutos mas. A continuacion, la cuajada
se cuaja, se fusiona dentro de una masa compacta y se extrae el suero de leche (30 min). Después, tiene lugar la
transformacion en cheddar (100 min) cuando la masa de la cuajada se corta en tiras largas que se amontonan y se
voltean. Antes del salado, la cuajada se muele en pequefias tiras. Se afiade sal y se mezcla con las tiras de cuajada.
A continuacion, la cuajada salada se rellena en moldes y se prensa (16 h/2 bar). Después de una cierta fase de
secado, los quesos se empaquetan y se maduran a temperatura relativamente baja tal como 8 a 11 °C.

Tradicionalmente, los quesos del tipo continental se producen con cultivos iniciadores mesofilos. Un ejemplo de un
queso del tipo continental es el queso Samg. Un queso Samg (30 % de grasa en materia seca) se produce segun
las siguientes etapas: la leche se estandariza en contenido de grasa (por ejemplo, 1,6 % de grasa), se pasteuriza
(20 s, 72 °C) y se rellena en la cuba para queso con una temperatura de 31 °C. Se puede afiadir KNO3; y CaCl, a la
leche. Después, la leche se inocula con el cultivo iniciador mesdfilo. Se afiade el cuajo y el proceso de coagulacion
tarda 45 min a 31 °C. El coagulo se corta (5 min) y se drena 35 % del suero de leche. Se afiade agua caliente y el
escaldado se realiza a 37 °C. La fase de extraccion por agitacion dura 40 min y después el suero de leche se drena
y la cuajada se transfiere a los moldes. La cuajada se prensa en los moldes a 4 bar y, a continuaciéon, a 6 bar
durante 70 min en total. Después de una fase de reposo posterior la temperatura del queso cae a 12 °C.
Posteriormente los quesos se salan en un suero salino (20 horas).

En la fabricaciéon de producto lacteo fermentado hay una necesidad constante de método de fabricacion alternativo y
mejorado. Tales métodos deseados generalmente se dirigen a mejorar el proceso de fabricacion, por ejemplo,
reduciendo el coste, incrementando la velocidad del proceso general y/o mejorando las caracteristicas del producto
final. Las mejoras de producto deseadas incluyen todos los parametros de calidad del producto conocidos tales
como gusto, textura, sabor, etc. En los productos fermentados, el proceso de fabricacion incluye la adicion de un
cultivo iniciador que lleva a cabo la fermentacion deseada. En la produccion de queso, el objetivo del cultivo iniciador
es principalmente acidificar la materia prima, leche. Con frecuencia, no es posible optimizar la funcién del iniciador
primario de un modo que asegure el gusto/sabor éptimo del producto final.

En el caso de la produccion de queso, con frecuencia la etapa de maduracién esta incluida en el proceso de
produccion. Durante la fase de maduracion la protedlisis, el catabolismo de aminoacidos vy la lipolisis son factores
clave para el desarrollo de la textura y el sabor en el producto de queso. La fase de maduracién deberia dar como
resultado el desarrollo de las propiedades organolépticas deseadas del queso en un marco de tiempo corto. Como
resultado se ha sugerido aplicar “cultivos adjuntos” en la fabricacién de productos lacteos fermentados que se
dirigen a la mejora de las caracteristicas del producto tales como textura y/o sabor. Esto es de especial relevancia
en los quesos reducidos en grasa o bajos en grasa. Se espera que los cultivos adjuntos mejoren las caracteristicas
del producto tales como textura y/o sabor pero no interfieran con la acidificacion de la leche causada por el cultivo
iniciador primario. Los cultivos adjuntos influyen en el proceso de maduracion del queso a través de sus sistemas
enzimaticos que implican entre otras proteinasas, peptidasas, aminopeptidasas, aminotransferasas, esterasas y
lipasas. El potencial enzimatico es dependiente de especie y/o cepa.

»  Los cultivos adjuntos son con frecuencia cepas de Lactobacillus que muestran que contribuyen al desarrollo
del sabor. Se ha estudiado el uso de Lactobacillus helveticus como cultivo adjunto para el queso. Sin embargo,
solamente se puede usar Lactobacillus helveticus como cultivo adjunto a tasas de inoculacion limitadas debido a
su impacto sobre el perfil de acidificacion. Esto es especialmente relevante en tecnologias queseras en donde la
temperatura de escaldado es bastante alta para permitir el crecimiento significativo del cultivo adjunto de
Lactobacillus helveticus termofilo (como, por ejemplo, 40 °C en una produccién de queso Cheddar). Se
propusieron diferentes planteamientos para superar este problema. Un planteamiento es usar cultivos adjuntos
atenuados (no viables). Los métodos mas investigados para la atenuacion son de caracter fisico, por ejemplo,
golpe de calor y golpe de frio. La desventaja de este planteamiento es que el proceso de atenuacion es una
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etapa extra durante la preparacion de cultivo que se tiene que llevar a cabo o bien en el fabricante de cultivo o el
fabricante de queso bajo condiciones reproducibles. Se deberia enfatizar que los cambios en el proceso de
acidificacion durante una producciéon de queso impactaran sin ninguna adaptacion adicional del proceso de
produccion de queso sobre la separacion por drenaje del suero de leche de la cuajada de leche, el contenido de
minerales en la cuajada/queso y el pH minimo durante la produccién de queso. Esto tiene importantes
consecuencias indeseadas sobre la composicion del queso, la maduracion del queso y las caracteristicas
obtenidas del producto tales como textura y/o sabor.

Madkor y col. (“Ripening of cheddar cheese with added attenuated adjunct cultures of lactobacilli”, Journal of Dairy
Science, vol. 83, 1 de agosto de 2000 paginas 1.684-1.691) y Tungjaroenchai W. y col. (“Influence of adjunct cultures
on ripening of reduced fat edam cheeses”, Journal of Dairy Science, vol. 84, 1 de octubre de 2001, paginas 2.117-
2.124) describen el uso de Lactobacillus helveticus para la produccion de queso.

Compendio de la invencion

Sorprendentemente se ha resuelto que es posible obtener cultivo adjunto de Lactobacillus que no influya en la
acidificacion de la leche durante la produccién de queso. El cultivo de Lactobacillus es un mutante de una cepa
acidificante, y se ha resuelto que es no acidificante. Segun el presente documento, los presentes inventores han
propuesto un método para mejorar la textura y/o gusto y/o sabor de los quesos, especialmente del tipo cheddar y el
tipo continental cuyo método implica usar una cepa de Lactobacillus helveticus termdfila no acidificante como cultivo
adjunto sin influir en la acidificacion de la leche. Las cepas de Lactobacillus helveticus no acidificantes se obtuvieron
por mutacion de una cepa madre acidificante DSM 19500.

Durante la produccion de queso, los mutantes no acidificantes se pueden afadir a la leche del queso junto con los
cultivos iniciadores primarios.

Sorprendentemente se observd que los mutantes de Lactobacillus helveticus no acidificantes conservaban la
capacidad de la cepa madre de mejorar la textura y/o gusto y/o sabor del queso, especialmente para quitar el
amargor del queso y para introducir la nota de sabor “dulce” tipico de Lactobacillus helveticus en queso madurado.
El mutante se us6 para la produccién de queso como un cultivo adjunto no atenuado, asi no era necesario el
proceso de atenuacioén extra.

De acuerdo con el descubrimiento sorprendente, la presente invencién se refiere a la cepa de Lactobacillus
helveticus DSM19501 o mutantes de la misma que no son capaces de bajar el pH mas de 1,5 unidades de pH desde
el pH de partida 6,5 después de 10 horas de incubacion a 37 °C cuando se inocula a partir de un cultivo durante una
noche (“overnight”) fresco a dosis de inoculacion de 1,5x107 ufc/ml en 200 ml de leche.

Descripcion detallada de la invencién

Una realizacion interesante se refiere a un proceso para la produccion de queso (incluyendo queso reducido y bajo
en grasa), el cual comprende:
afiadir a la leche

- un cultivo iniciador, tal como cultivo que comprende una cepa acidificante perteneciente a un género
seleccionado del grupo que consiste en: Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, y
Enterococcus;

- un cultivo adjunto que comprende una cepa de Lactobacillus helveticus no acidificante; y

- un coagulante, tal como una enzima de coagulacion de la leche; y

calentar la mezcla a una temperatura (o mantener la temperatura) en el intervalo de 30 a 45 °C, tal como en el
intervalo de 35 a 43 °C o en el intervalo de 37 a 43 °C.

Otra realizacion de interés se refiere a un proceso para producir queso (incluyendo el queso reducido y bajo en
grasa), el cual comprende:
afiadir a la leche

- un cultivo iniciador, tal como cultivo que comprende una cepa acidificante perteneciente a un género
seleccionado del grupo que consiste en: Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, y
Enterococcus;

- un cultivo adjunto que comprende una cepa de Lactobacillus helveticus no acidificante; y

- un coagulante, tal como una enzima de coagulacion de la leche; y

calentar la mezcla a una temperatura (o mantener la temperatura) en el intervalo de 30 a 45 °C, tal como en el
intervalo de 35 a 43 °C o en el intervalo de 37 a 43 °C y mantener la mezcla a ese intervalo de temperatura durante
5 a 70 minutos inmediatamente antes de que se separe el suero de leche o el preprensado debajo del suero de
leche.
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También, la invencién se refiere a un proceso para mejorar la textura y/o gusto y/o sabor del queso, y un proceso
para mejorar la calidad del queso, comprendiendo los procesos
afiadir a la leche

- un cultivo de bacterias de acido lactico que comprende una cepa perteneciente a un género seleccionado del
grupo que consiste en: Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, y Enterococcus, y

- una cepa de Lactobacillus helveticus no acidificante; y;

- un coagulante, tal como una enzima de coagulacion de la leche; y

calentar la mezcla a una temperatura (o mantener la temperatura) en el intervalo de 30 a 45 °C, tal como en el
intervalo de 35 a 43 °C o en el intervalo de 37 a 43 °C.

La cepa de Lactobacillus helveticus no acidificante no es capaz de bajar el pH mas de 1,5 unidades de pH (tal como
mas de 1,3) desde el pH de partida 6,5 después de 10 horas de incubacién a 37 °C cuando se inocula a partir de un
cultivo durante una noche fresco a dosis de inoculaciéon de 1,5x107 ufc/ml en 200 ml de leche, especialmente en
leche preparada a partir de leche en polvo desnatada al 9,5 % rehidratada en agua (tratada con calor a 140 °C/8 s y
100 °C/30 min). Por tanto, en la realizacion mas preferida, la cepa de Lactobacillus helveticus no acidificante no es
capaz de bajar el pH mas de 1,3 unidades de pH desde el pH de partida 6,5 después de 10 horas de incubacién a
37 °C cuando se inocula a partir de un cultivo durante una noche fresco a dosis de inoculacion de 1,5x107 ufc/ml en
200 ml de leche preparada a partir de leche en polvo desnatada al 9,5 % rehidratada en agua (tratada con calor a
140 °C/8 s y 100 °C/30 min).

La cepa de Lactobacillus helveticus no acidificante puede ser un mutante de una cepa acidificante (la cual en el
presente contexto es una cepa capaz de bajar el pH mas de 1,3 (o mas de 1,5) unidades de pH desde el pH de
partida 6,5 después de 10 horas de incubacion a 37 °C cuando se inocula a partir de un cultivo durante una noche
fresco a dosis de inoculacion de 1,5x107 ufc/ml en 200 ml de leche preparada a partir de leche en polvo desnatada al
9,5 % rehidratada en agua (tratada con calor a 140 °C/8 s y 100 °C/30 min). En una realizacion, la cepa de
Lactobacillus helveticus no acidificante es un mutante de una cepa de Lactobacillus helveticus acidificante,
preferentemente un mutante que tiene una actividad proteasa unida a pared celular al menos tan alta como la cepa
madre (determinada por el método idéntico descrito en el ejemplo 1c). La cepa de Lactobacillus helveticus no
acidificante es un mutante de la cepa acidificante DSM 19500, por ejemplo, el mutante DSM19501.

En una realizacion importante del proceso de la invencion, el cultivo iniciador se afiade en una cantidad de al menos
108 UFC por ml de leche, y/o la cepa de Lactobacillus helveticus se afiade en cantidad de al menos 10* (tal como al
menos 105, 10°, al menos 107 o 108) UFC por ml de leche.

En el proceso de la invencién el cultivo iniciador puede comprender bacterias pertenecientes a una cepa
seleccionada del grupo que consiste en: Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus acidophilus, preferentemente la
cepa es Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, o Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis.

El queso producido por el proceso puede ser un queso tipo cheddar, o un queso tipo continental (por ejemplo,
Gouda, Danbo, Havarti, etc.), incluyendo el queso bajo en grasa, y por tanto actualmente se prefiere que no se
afiadan bacterias pertenecientes al género Propionibacterium a la leche, especialmente en una concentracion por
encima de 102 ufc por ml, sino que el proceso en su lugar comprenda la etapa adicional de prensado de la mezcla
obtenida en la etapa de calentamiento, o bien antes o después del salado. El queso prensado y salado
preferentemente se conserva a una temperatura en el intervalo de 1 a 25 °C, o el queso prensado y salado no se
mantiene a una temperatura por encima de 25 °C durante mas de 2 horas.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un queso (incluyendo un queso bajo en grasa) obtenible por el
proceso de cualquier reivindicacion precedente, tal como un queso tipo cheddar.

Definiciones

Por el término “leche” se entiende una composicion que comprende secrecion lactea obtenida de cualquier
mamifero, tal como un animal de una especie perteneciente a la subfamilia Bovinae (que incluye la vaca doméstica
(Bos taurus) y el bufalo); un animal de una especie perteneciente a la subfamilia Caprinae (que incluye cabra y
oveja); o un animal de las especies de Camelidae (que incluye los camellos). Opcionalmente la leche se acidifica,
por ejemplo, por adicion de un acido (tal como acido citrico, acético o lactico) o por adicion de un microorganismo
productor de acido. La leche puede estar cruda o procesada, por ejemplo, por filtracion, esterilizacion,
pasteurizacion, homogenizacion, fraccionamiento (por ejemplo, reduciendo el contenido de grasa de la leche), etc., o
puede ser leche en polvo reconstituida. Un ejemplo importante de “leche” segun la presente invencion es la leche de
vaca pasteurizada. Se entiende que la leche se puede acidificar, mezclar o procesar antes, durante y/o después de
la adicién de los cultivos bacterianos.
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El término “coagulante” se refiere a cualquier tipo de agente de coagulacion de la leche, tal como una enzima nativa
derivada de fuentes microbianas, vegetales o de tejido animal o una enzima de coagulacion de la leche
proporcionada como un producto génico de células recombinantes que expresan una enzima de coagulacion de la
leche de origen animal o microbiano. El término incluye quimosina bovina purificada de tejido abomaso o producida
por fermentacion (por ejemplo, CHY-MAX® o CHY-MAX® M).

El término “queso” se refiere a un producto preparado poniendo en contacto opcionalmente leche acidificada (por
ejemplo, por medio de un cultivo bacteriano de acido lactico) con un coagulante, y drenando la cuajada resultante.
Los quesos y su preparacion se describen en “Cheese and Fermented Milk Foods”, por Frank V. Kosikowski.

El término “queso de tipo cheddar” se deberia entender como quesos de los tipos tales como Cheddar, Territoriales,
Cheddar americano, Monterey Jack y Colby, y/o quesos producidos por un proceso que incluye calentamiento de la
cuajada a una temperatura que no supera los 45 °C. En el presente contexto, el queso del tipo cheddar se
caracteriza por:

Grasa en materia seca: 10 a 60 %

Humedad: 34 a 42 %

Contenidode sal: 1,5a2,5 %

Etapa de transformacion en Cheddar y posterior molienda
Salado después de la molienda pero antes del prensado
Etapa de prensado

YVVYVYVVY

El término “queso del tipo continental” se deberia entender como quesos de los tipos, tales como Gouda, Danbo,
Edam, St. Paulin, Raclette, Fontal, etc. y/o quesos producidos por un proceso que incluye calentamiento de la
cuajada a una temperatura que no supera los 45 °C. En el presente contexto, el queso del tipo continental se
caracteriza por:

Grasa en materia seca: 10 a 60 %

Contenido de agua: 35 a 57 %

Agua en la materia de queso libre de grasa: 53 a 63 %

Contenido de sal: 1a 3,5 %

Etapa de prensado durante el proceso de fabricacién de queso

Salado después de prensado con mayor frecuencia en una solucién salina

VVVVYY

El término “queso reducido en grasa” se refiere a queso que tiene un contenido de grasa reducida a 32 % de grasa
en materia seca o menos, bajado a 25 % de grasa en materia seca, y el término “queso bajo en grasa” se refiere a
queso que tiene un contenido de grasa reducido a 25 % de grasa en materia seca o menos. El experto en la técnica
esta familiarizado con el ajuste del contenido de grasa de la leche con respecto al contenido de proteina variante de
la leche. El contenido en grasa en el queso se puede determinar después del método de van Gulik ISO 3433,
comunmente conocido por el experto en la técnica. Ejemplo para el queso Gouda:

queso de grasa completa: 45 % de grasa en materia seca/aproximadamente 3,1 % de grasa en leche
queso reducido en grasa: 30 % de grasa en materia seca/aproximadamente 1,6 % de grasa en leche
queso bajo en grasa: 15 % de grasa en materia seca/aproximadamente 0,7 % de grasa en leche

Como se usa en la presente memoria el término “bacteria de acido lactico” se designa a una bacteria microaerdfila o
anaerdbica gram positiva, la cual fermenta azuicares con la produccién de acidos incluyendo el acido lactico como el
acido predominantemente producido. Las bacterias de acido lactico industrialmente mas utiles se encuentran entre
Lactococcus spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp. Leuconostoc spp., Pediococcus spp. Ademas, las bacterias
productoras de acido lactico pertenecientes al grupo de las bacterias anaerodbicas estrictas, Bifidobacterium spp., las
cuales frecuentemente se usan como cultivos alimenticios solos o en combinacién con otras bacterias de acido
lactico, en general estan incluidas en el grupo de las bacterias de acido lactico. El término “UFC” (o “ufc’) es la
abreviatura para las unidades formadoras de célula.

El término “cultivo iniciador” se refiere a cualquier cultivo bacteriano que es adecuado para su uso en la acidificacion
de la leche, especialmente bacterias de acido lactico tales como Bifidobacterias, Lactobacilos, Lactococos,
Leuconostocs, Micrococos y Pediococos. Se apreciara que el término cultivo iniciador puede abarcar un cultivo que
contiene una cepa Unica de bacteria, 0 mas de una cepa bacteriana. El término también puede incluir organismos
genéticamente modificados (OGM). En cualquier evento, el término es bien conocido en la técnica y la invencién se
extiende igualmente a todos los cultivos iniciadores conocidos. El término incluye cultivos bacterianos que contienen
una cepa de un género seleccionado del grupo que consiste en Lactococcus, Lactobacillus, Micrococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, etc. tal como una cepa de una especie seleccionada del
grupo que consiste en: Lactococcus lactis (incluyendo Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremosis, y Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis), Leuconostoc mesenteroides (incluyendo la subsp.
cremosis), Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus casei (incluyendo la subsp. casei) y, Lactobacillus paracasei
(incluyendo la subsp. paracasei), Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Lactobacillus helveticus,
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Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus acidophilus. Otras
especies bacterianas Utiles son especies de Bifidobacterium que incluyen B. bifidum, B. lactis, y B. longum,
Streptococcus faecium, Leuconostoc lactis.

Como se menciond previamente, las bacterias de acido lactico son esenciales en la produccién de casi todos los
productos lacteos fermentados, por ejemplo, queso, y se suministran normalmente a la industria lactea o bien como
cultivos congelados o liofilizados para la propagacion del iniciador a gran escala o como los llamados cultivos “de
inoculacion directa” (DVS), destinados a la inoculacion directa en un recipiente de fermentacion o cuba para la
produccion de un producto lacteo. Tales cultivos en general son referidos como “cultivos iniciadores” o “iniciadores”.

Las cepas de cultivo iniciador comiunmente usadas de bacterias de acido lactico en general se dividen en
organismos mesofilos que tienen temperaturas de crecimiento dptimo a aproximadamente 30 a 35 °C y organismos
termdfilos que tiene temperaturas de crecimiento éptimo en el intervalo de aproximadamente 40 a aproximadamente
45 °C. Los organismos tipicos pertenecientes al grupo mesdfilo incluyen Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremosis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremosis, Pediococcus pentosaceus,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, Lactobacillus casei subsp. casei y Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei. Las especies bacterianas de acido lactico termdfilas incluyen como ejemplos Streptococcus
thermophilus, Enterococcus faecium, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis y Lactobacillus acidophilus.

Ademas, las especies de Propionibacterium se usan como cultivos iniciadores lacteos, en particular en la fabricacién
de queso.

Los “cultivos adjuntos” se definen en este contexto como cepas de microorganismos relacionados con queso que se
afiaden a la leche del queso para mejorar la calidad sensorial del queso en términos de textura y/o gusto y/o sabor.
Los cultivos adjuntos se seleccionan especificamente para sus capacidades para mejorar la calidad sensorial del
queso y se afiaden intencionadamente a la leche del queso por el fabricante de queso a preferentemente 102 a 108
ufc/ml de leche. Los cultivos adjuntos influyen en el proceso de maduracion del queso a través de sus sistemas
enzimaticos que implican entre otras proteinasas, peptidasas, aminopeptidasas, aminotransferasas, esterasas y
lipasas. El potencial enzimatico es dependiente de especie y/o cepa.

Los cultivos adjuntos han llegado a ser una herramienta importante para los fabricantes de queso para conseguir
quesos con gusto y/o textura y/o sabor mejorado. La necesidad de mejorar el desarrollo de sabor especialmente en
queso reducido o bajo en grasa ha creado un interés creciente en la utilizaciéon de cultivos adjuntos.

El término “no acidificante” en el presente contexto se refiere a una cepa que no baja el pH de la leche (bovina) mas
de 1,5, o actualmente preferido, no mas de 1,3 unidades de pH desde el pH de partida 6,5 después de 10 horas de
incubacioén a 37 °C, preferentemente bajo las siguientes condiciones:

- inoculado a partir de un cultivo durante una noche fresco a dosis de inoculacion de 1,5x107 ufc/ml

- dentro de la leche (por ejemplo, 200 ml) preparada a partir de leche desnatada al 9,5 %, por ejemplo, en polvo
rehidratada en agua, y preferentemente tratada con calor a 140 °C/8 s y 100 °C/30 min. El experto en la técnica
deberia entender cémo se incuba la cepa de L. helveticus y valorar las propiedades de acidificacion de la cepa, y
encontrara consejo en el ensayo: valoracion de la actividad de acidificacion de los mutantes por medicién directa
del pH en leche, véase el ejemplo 2.

En el presente contexto, el término “mutante” se deberia entender como una cepa derivada de una cepa de la
invencion por medio de, por ejemplo, modificacion por ingenieria genética, radiacion y/o tratamiento quimico. Se
prefiere que el mutante sea un mutante funcionalmente equivalente, por ejemplo, un mutante que tiene basicamente
las mismas propiedades no acidificantes, o mejoradas, que la cepa madre. Tal mutante es una parte de la presente
invencion. Especialmente, el término “mutante” se refiere a una cepa obtenida sometiendo una cepa de la invencion
a cualquier tratamiento de mutagenizaciéon convencionalmente usado incluyendo el tratamiento con un mutageno
quimico tal como etano metano sulfonato de (EMS), o N-metil-N'-nitro-N-nitroguanidina (NTG), luz UV o a un
mutante que se da espontaneamente.

En el presente contexto, el término “variante” se deberia entender como cepa que es funcionalmente equivalente a
una cepa de la invencion, por ejemplo, que tiene basicamente las mismas propiedades no acidificantes, o
mejoradas. Tales variantes, las cuales se pueden identificar usando técnicas de cribado apropiadas, son una parte
de la presente invencion.

El uso de los términos “un” y “una” y “el/la” y referentes similares en el contexto de la descripcion de la invencion
(especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) son para ser interpretados para cubrir tanto el
singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente documento o se contradiga claramente
por el contexto. Los términos “que comprende”, “que tiene”, “que incluye” y “que contiene” son para ser interpretados
como términos abiertos (es decir, significando “que incluye, pero no se limita a”) a menos que se indique lo contrario.

La relacién de intervalos de valores en el presente documento simplemente esta dirigida a servir como un método



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2714 557 T3

abreviado de referencia de manera individual a cada valor separado que cae dentro del intervalo, a menos que se en
el presente documento indique lo contrario, y cada valor separado se incorpora dentro de la memoria como si
estuviera enumerado individualmente en el presente documento. Todos los métodos descritos en el presente
documento se pueden realizar en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo contrario en el presente
documento o si no se contradiga claramente por el contexto. El uso de alguno y todos los ejemplos, o vocabulario
ilustrativo (por ejemplo, “tal como”) proporcionado en el presente documento, esta destinado simplemente a aclarar
mejor la invencion y no posee una limitacion sobre el alcance de la invencibn a menos que se reivindique lo
contrario. Ningun vocabulario en la memoria se deberia interpretar que indica que cualquier elemento no
reivindicado es esencial para la practica de la invencion.

Dibujos

La Figura 1 representa la actividad proteinasa unida a pared celular del tipo silvestre y un mutante de Lb. helveticus
DMS19500. La actividad proteinasa asociada a pared celular se muestra como actividad especifica (unidades de
fluorescencia/unidad de DO), cf. el ejemplo 1.

La Figura 2 representa el perfil de acidificacion en leche de la cepa madre de Lactobacillus helveticus DSM19500 y
la cepa mutante de Lactobacillus helveticus DSM19501, cf. el ejemplo 2.

La Figura 3 representa el perfil de acidificacion durante la produccién del queso control, queso producido con la cepa
madre de Lactobacillus helveticus DSM19500 como adjunto y el queso producido con la cepa mutante de
Lactobacillus helveticus DSM19501 como adjunto, cf. el ejemplo 3.

La Figura 4 representa el perfil de sabor del queso control, queso producido con cepa madre de Lactobacillus
helveticus DSM19500 y el queso producido con la cepa mutante de Lactobacillus helveticus DSM19501, cf. el
ejemplo 3.

Depdsitos y solucion experta

La cepa madre de Lactobacillus helveticus se depositd el 04-07-2007 en el “Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH”, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig (DSM) y se dio el numero de
acceso DSM 19500. La cepa mutante de Lactobacillus helveticus se deposité el 04-07-2007 en el “DSM” y se dio el
numero de acceso DSM19501. Los depdsitos se hicieron segun el tratado de Budapest sobre el reconocimiento
internacional del depdsito de microorganismos con el fin del procedimiento de patente.

El solicitante requiere que una muestra de los microorganismos depositados indicados anteriormente se pueda
hacer disponible solamente a un experto, hasta la fecha sobre lo cual se concedié la patente.

Referencias

Walstra y col., 2006 “Dairy Science and Technology” / Segunda Edicion, Taylor&Francis “Cheese and Fermented
Milk Foods”, por Frank V. Kosikowski.

El-Soda y col., 2000. “Adjunct cultures: Recent Developments and Potential Significance to the Cheese Industry”.
Journal of Dairy Science. 83:609-619.

Todas las referencias citadas en este documento de patente estan incorporadas por la presente en el presente
documento en su totalidad por referencia.

Experimental

Fabricacién de queso convencional

La mayoria de las producciones de queso incluyen una pasteurizacion y estandarizacion de la grasa de la leche del
queso antes de la inoculacion del cultivo iniciador de bacterias de acido lactico (o bien como a gran escala liquido o
como bacterias concentradas (congeladas o liofilizadas), por ejemplo, inoculacién directa (DVS) de Chr. Hansen). La
inoculacion del cultivo iniciador tiene lugar generalmente a temperaturas de 30 a 35 °C. El denominado tiempo de
premaduracion puede variar entre los tipos de queso, pero generalmente esta en el intervalo de 10 a 60 min antes
de que se afiada un coagulante para cuajar la leche que tiene un tiempo de coagulacién general en el intervalo de
15 a 60 min.

Cuando se forma la cuajada se corta en cubos (generalmente 5 a 20 mm) para facilitar la sinéresis del suero de
leche y la concentracion de los constituyentes de la leche durante una agitacion suave. Muchas de las variedades de
queso se someten a un incremento de temperaturas en la cuba para queso (generalmente 36 a 45 °C). Esto
normalmente se hace con dos fines: 1) incrementar la velocidad de sinéresis y reducir la humedad final en el queso y
2) afectar al cultivo iniciador o bien incrementado la velocidad de acidificacion de especialmente el LAB termdfilo y/o
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induciendo la lisis del LAB mesofilo. Durante el proceso en la cuba para queso, se pueden separar partes del suero
de leche y se puede afiadir agua. Cuando los granos de cuajada obtienen la textura y la acidez correcta
(generalmente pH 5,0 a 5,5) los granos se moldean (con o sin suero de leche separado) y se presionan en formas
dependiendo de la variedad especifica de queso. La mayoria de los quesos se salan, lo cual se puede hacer o bien
antes (generalmente salado en seco) o después (salado por suero salino) del moldeado. Las condiciones de
maduracion y almacenaje varian entre diferentes variedades de queso.

Analisis sensorial

Segun las Normas Internacionales (ISO 5492:1992 “Sensory analysis-vocabulary”) la percepcion sensorial incluye
los atributos “gusto”, “sabor”, “olor” y “aroma”. El aroma y el olor estan principalmente asociados con la percepcion
por el érgano olfativo (nariz) antes de y durante la comida. El gusto se define como los gustos basicos percibidos por
las papilas gustativas en la boca. Generalmente, el gusto se describe como “dulce”, “agrio/acido”, “salado” y
“amargo”. El sabor se define como una combinacién compleja de las sensaciones olfativas, gustativas (gusto) y
trigeminales (impresién) percibidas durante la comida. Cuando los productos alimenticios son para ser evaluados

sensorialmente es costumbre centrarse en la percepcion del gusto y el sabor.

Por tanto, cuando la expresion “gusto y/o sabor mejorado/alterado” se usa en el presente documento, es para ser
entendida como el gusto y/o sabor mejorado/alterado como se percibe y se describe por el panel sensorial que
evalta el queso de la invencién. Esto no se deberia tomar como una exclusion del olor y/o aroma posiblemente
alterado sino simplemente como un medio sencillo para describir el producto lacteo fermentado de la invencion.

Para ilustrar, en el ejemplo de trabajo 3 en el presente documento, un método de evaluacion sensorial adecuado es
el “Perfil sensorial’. Preferentemente, el ensayo se realiza de acuerdo con la Norma Internacional (ISO 13299:2003
“Sensory analysis-Methodology-General guidance for stablishing a sensory profile”).

Esta norma describe una guia sobre las etapas que son comunes a todos los perfilados sensoriales. Los perfiles
sensoriales se pueden establecer para productos tales como, por ejemplo, comidas y bebidas. El perfilado sensorial
se basa en el concepto de que la impresion sensorial producida por la muestra consiste en un nimero de atributos
sensoriales identificables (descriptores), cada uno de los cuales esta presente a un grado mayor o menor. El listado
de descriptores sensoriales relevantes, cada uno con su valor de intensidad, es el perfil sensorial. El perfilado
sensorial se puede usar para comparar un producto/muestra con un patrén o con otros productos similares, también
a través de todos los sentidos. Por tanto, el método es adecuado para el presente fin, es decir, evalla el efecto del
uso de un ingrediente adicional, es decir, un cultivo adjunto en la produccion de un producto lacteo fermentado.

Como se ilustrara en el ejemplo 3 en el presente documento, los asesores del panel sensorial seran capaces de
comparar el producto producido segun la presente invencidon que usa un Lactobacillus helveticus no acidificante
como cultivo adjunto en comparacion con un producto producido con un Lactobacillus helveticus acidificante y el
producto producido sin cultivo adjunto.

Ejemplo 1: Generacion de mutantes de Lactobacillus helveticus no acidificantes y verificacion de su
comportamiento de acidificacion en leche

a) Generacion de mutantes no acidificantes de Lactobacillus helveticus DSM19500 por mutagénesis por etil metano

sulfonato (EMS)

e A partir de ampolla de reserva congelada, se inocularon 100 pl de cepa DSM19500 dentro de 10 ml de caldo
M17+lactosa al 1 %. El cultivo se incub6 a 37 °C durante una noche (anaerdbico).

e Se afiadieron 150 pyl de etil metano sulfonato a los 10 ml de cultivo durante una noche y el tubo se sell6 con
parafilm. El cultivo con EMS se inoculd en una caja incubadora cerrada a 37 °C girando lentamente durante 2
horas. Se inoculd 200 pl de cultivo con EMS en 10 ml de caldo M17+lactosa al 1 %. El cultivo se incubé a 37
°C durante una noche (anaerdébico).

e Se afadié 200 pl de glicerol al 87 % a 1.000 yl de cultivo durante una noche con EMS, se mezcld
cuidadosamente y las reservas se almacenaron a menos 80 °C. Se extendieron 100 yl de muestra diluida a
10* a 107 sobre placas Petri con 20 ml de agar M17+lactosa al 1 % p/v+0,5 mg/ml de sulfato de
estreptomicina y se extendieron 100 ul de muestra diluida a 10 a 10”7 sobre placas Petri con 20 ml de agar
M17+lactosa al 1 % y se incubd a 37 °C, anaerébicamente, durante una noche.

e La frecuencia de mutagénesis se revis6 contando las colonias sobre las placas con estreptomicina y
comparando con los numeros de colonias sobre las placas sin estreptomicina. La frecuencia de colonias
resistentes a estreptomicina deberia incrementar si la mutagénesis ha funcionado satisfactoriamente.
Ademas, el nimero de colonias sobre las placas sin estreptomicina se usé para calcular la UFC/ml para
obtener 3.000 colonias cuando se coloca en placa el cultivo sometido a mutagénesis sobre bandeja Q
(Genetix Ltd., UK) para la recoleccion por un recolector de colonia automatizado.

e Las bandejas Q contenian agar MRS y se incubaron a 37 °C durante una noche anaerdbicamente. Las
colonias se transfirieron por el recolector de colonia a placas de microtitulacion para la valoracion de la
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actividad de acidificacion en la leche.

b) Ensayo para la valoracion de la actividad de acidificacion de los mutantes en placas de microtitulacién durante el
proceso de cribado

La leche usada para los experimentos de acidificacion se prepard a partir de leche en polvo desnatada al 9,5 %
rehidratada en agua y posteriormente tratada con calor a 140 °C/8 s 'y 100 °C/30 min.

Se usaron placas de microtitulacion (384 pocillos) con leche que contenia 0,0476 mg/ml de purpura de bromocresol
(sal de Na) y 0,0476 mg/ml de verde de bromocresol (sal de Na) para cribado de mutantes capaces de crecer en
leche (método visto en el documento W02005/068982). Las placas de microtitulacion se incubaron a 37 °C durante
una noche, anaerébicamente. Si la leche cambiaba de color de azul a amarillo, la cepa era capaz de crecer y
producir acido a partir de la lactosa acidificando asi los medios. Si el color de la leche permanecia azul la cepa no
era capaz de producir acido en la leche.

La estabilidad de los aislados no acidificantes se ensayaron volviendo a poner (re-stricking) 3 veces sobre las placas
de agar con leche con indicador: las placas de agar se prepararon a partir de leche que contenia 0,0476 mg/ml de
purpura de bromocresol (sal de Na) y 0,0476 mg/ml de verde de bromocresol (sal de Na) como se describio
anteriormente. Se disolvié 3,375 g de agar bacto en 25 ml de agua milliQ y se afiadieron a 200 ml de leche con
indicador caliente. Los aislados se incubaron a 37 °C y se verifico que los aislados no acidificantes no comenzaron la
acidificacion, sino que permanecieron azul en color (indicador de pH) y crecieron escasamente sobre las placas de
leche con indicador. La cepa madre DSM19500 se volvié amarilla sobre las placas de agar con leche con indicador.

c) Valoracioén de la actividad proteinasa

Los aislados seleccionados, incapaces de crecer en leche, se inocularon en placa de microtitulacion de 96 pocillos
que contenia medios MRS. La placa de microtitulacién se incubé a 37 °C, durante una noche anaerébicamente. La
actividad proteinasa asociada a pared celular se determiné en un robot de manejo de liquidos como se describe a
continuacion:

Solucion A: tampén MES 100 mM, pH 5,5 que contenia CaCl, 50 mM (19,52 g de MES y 7,35 g de CaCl,. Ahadir
agua hasta 800 ml, ajustar pH a 5,5 con HCI 1 M. Rellenar con agua hasta 1.000 ml).

Solucién B: 5 mg/ml de caseina marcada con FITC (Sigma C3777), preparada en agua Milli-Q.

Solucién C: TCA al 5 % p/v (5 g de TCA. Afadir agua Milli-Q hasta 100 ml).

Solucién D: Tris-HCI 500 mM, pH 8,5 (60,55 g de Tris-HCI. Afadir agua a 800 ml, ajustar pH a 8,5 con HCI 1 M.
Rellenar con agua hasta 1.000 ml).

Placas de microtitulacion: Nunc (N° del producto 167008), Nunc Black (N° del producto 237105), placa MJR PCR (en
forma de V, N° del producto HSP-9665).

Robot de manejo de liquidos Tecan con 8 y 96 unidades de pipeteo, lector de fluorescencia/absorbancia (Genious o
Vic2), incubador Galaxy, dos brazos robéticos, unidades de enfriamiento y una centrifuga de placa de microtitulacion

1. La placa de microtitulacion se centrifugé (2.200 rpm durante 2 minutos, 6 °C) y 180 pl de sobrenadante se
aspir6 al material sobrante. Las células se resuspendieron en 180 pl de solucién A (enfriada previamente a 4 °C).
Esta etapa de lavado se repitié una vez mas.

2. Se dispensaron 4 yl de caseina marcada con FITC (enfriada previamente a 4 °C) a una placa de
microtitulacion MJR PCR.

3. Se dispensaron 20 ul de suspension celular a la placa de microtitulacion MJR PCR. La placa de
microtitulacion MJUR PCR se incub6 durante 3 horas o 6 horas a 37 °C (una placa de microtitulacion por tiempo
de incubacion).

4. Se dispensaron 57,5 ul de soluciéon C a la placa de microtitulacion MJR PCR. La placa de microtitulacion
MJR PCR se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa de microtitulacion MJUR PCR (2.200 rpm
durante 2 minutos, 6 °C) se centrifugo y se dispensaron 45 pl desde la placa de microtitulacion MJUR PCR a una
placa de microtitulacion Nunc Black. 125 ul de la solucion D se aspird a la placa de microtitulacion Nunc Black y
se mezclo.

5. Se leyod la fluorescencia (lector Genious) de la placa de microtitulacién Nunc Black usando la excitacion y
las longitudes de onda de emision de 485 y 535 nm, respectivamente.

A la vez se determiné la densidad 6ptica de las suspensiones celulares lavadas:
20 pl de células tres veces lavadas y finalmente resuspendidas de la etapa 1 se aspiraron a una placa de
microtitulacién Nunc Black. Se afiadié 80 pl de solucion A la placa de microtitulacién Nunc Black y se mezcl6. Se

midié la densidad éptica de las suspensiones celulares a 595 nm.

La Figura 1 muestra la actividad proteinasa unida a la pared celular de la cepa tipo silvestre de Lactobacillus
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helveticus DSM19500 y el mutante DSM19501. La actividad proteinasa asociada a la pared celular se muestra como
actividad especifica (unidades de fluorescencia/unidad de DO). Por cepa, se produjeron 8 subcultivos de crecimiento
independientes y se dieron las desviaciones estandar para estas 8 réplicas por cepa.

Se mostré que el mutante no acidificante DSM19501 tiene actividad proteinasa unida a la pared celular comparable
con la cepa madre

Ejemplo 2: Valoracion de la actividad de acidificacion de los mutantes por medicion del pH directa en leche

Como inicio, se produjeron ampollas de trabajo incubando las cepas en caldo MRS a 37 °C durante una noche. El
pH se ajusté a pH 6,2 con NaOH y glicerol esterilizado al 20 %. Las ampollas de cada cepa se almacenaron
congeladas a -80 °C. Las cepas se inocularon a partir de las ampollas congeladas a 1 % v/v en medio de crecimiento
MRS y se incubaron a 37 °C durante una noche para obtener 1,5 x 10° ufc/ml.

Se inocularon 2 ml del cultivo durante una noche en 200 ml de leche y se incubaron a 37 °C. La leche usada para los
experimentos de acidificacion se prepard a partir de leche en polvo desnatada al 9,5 % rehidratada en agua y
posteriormente se tratada con calor a 140 °C/8 s 'y 100 °C/30 min. El pH se midié continuamente con sondas de pH
conectadas a un registrador de datos.

La cepa madre se acidifico hasta pH 4,2 a las 10 horas mientras que la cepa no acidificante permanecié a pH mayor
(véase la figura 2).

Ejemplo 3: Uso del mutante de Lactobacillus helveticus no acidificante DSM19501 como cultivo adjunto en la
produccién de queso Cheddar

Los quesos Cheddar (50% de grasa en materia seca y 54 % de humedad en sustancia no grasa) se produjeron a
partir de leche bovina pasteurizada (72 °C durante 15 s) usando quimosina (CHY-MAX™ Plus, Chr. Hansen A/S) y
un cultivo iniciador de Cheddar congelado F-DVS RST-630 compuesto de Lactfococcus lactis subsp. lactis y
Streptococcus thermophilus (0,008 % de p/p de F-DVS RST630, Chr. Hansen A/S).

Los quesos experimentales se produjeron con solo el cultivo iniciador, en combinacién con la cepa madre de
Lactobacillus helveticus DSM19500 o en combinacién con la cepa mutante de Lactobacillus helveticus no
acidificante DSM19501 respectivamente. El nivel de inoculacién de las cepas de Lactobacillus helveticus era de
6x10° ufc/ml de leche.

El método de fabricacion usado era como se describié previamente (la fabricacion de queso convencional) con una
inoculacion de iniciador a 32 °C, un tiempo de premaduracion de 45 minutos y un tiempo de cuajado de 45 minutos.
El coagulo se cortd en cubos (5x5x5 mm), se agitdé durante 15 min y, a continuacion, se incremento la temperatura a
40 °C en 40 minutos. Después del escaldado la agitacion continué durante mas de 20 minutos. A continuacion, el
suero de leche se drend y la cuajada se dren6 mas hasta que se alcanzé el pH de 5,2 a 5,3. La cuajada se molio, se
sald y se rellend en moldes. Los quesos se presionaron en moldes durante 17 horas. Se obtuvo un queso de
aproximadamente 14 kg a partir de cada cuba de 150 kg de leche de cuba.

Después de prensar se retiraron los quesos de los moldes y se empaquetaron al vacio en bolsas de plastico
Cryovac® BL1L (Cryovac, St. Neots, Bélgica) y se almacenaron a 9 °C durante un tiempo de almacenaje definido.

La evolucion de los valores de pH se siguio durante la produccion de queso como se muestra a continuacion:

Etapa en la Tiempo [horas] Queso control sin Queso con cultivo Queso con cultivo
fabricacion después de la adjunto adjunto mutante adjunto cepa madre
adicion de cultivo DSM19501 DSM19500
Anadir leche 0:00 6,62 6,62 6,62
Extraer suero de 2:45 6,39 6,35 6,31
leche
2. voltear 3:20 5,85 5,79 5,74
3. voltear 3:40 5,59 5,54 5,45
4. voltear 4:05 5,39 5,36 5,24*
5. voltear 4:15 5,34 5,27*
6. voltear 4:30 5,29*
Queso de 1 semana 5,26 5,26 5,08
de maduracién

* pH de molienda alcanzado

El pH de molienda se alcanzé 25 minutos antes cuando se usé la cepa madre de Lactobacillus helveticus
DSM19500 como adjunto en comparaciéon con el queso de referencia sin usar el cultivo adjunto de Lactobacillus
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helveticus.

El uso del mutante no acidificante DSM19501 tenia solamente influencia menor sobre la acidificacion de la leche,
véase la figura 3.

El pH a 1 semana de maduracién era significativamente menor en el queso producido con la cepa madre de
Lactobacillus helveticus DSM19500 como adjunto.

Evaluacién sensorial

Un panel experto (5 panelistas) evalué los quesos organolépticamente después de 10 semanas de maduracion. Las
bandejas con muestras de quesos se templaron en un armario termostatico a 12 °C antes de la evaluacién sensorial.
A los panelistas se les pidié considerar cada queso sobre una escala no diferenciada de 15 cm para cada atributo
sensorial (siendo 0 baja intensidad y siendo 15 alta intensidad).

El queso control producido sin cultivo adjunto era el queso de referencia para el perfilado sensorial. Primero se
establecié perfil sensorial consenso del queso de referencia.

Entonces, se evaluaron los dos quesos que contenian cultivos adjuntos y el queso control sin cultivo adjunto. Un
cédigo de identificacion de tres digitos aleatorios se dio a cada una de las muestras. El perfil consenso de cada
queso se establecid en comparacién con la referencia. Los valores dados para el queso control en la tabla de mas
adelante son promedios del primer perfilado como queso de referencia y la segunda evaluacion entre las muestras
codificadas.

Perfiles de sabor de quesos Cheddar a 10 semanas de maduracion (escala 0 a 15 cm)

Queso control sin cultivo | Queso con cultivo adjunto | Queso con cultivo adjunto
adjunto DSM19501 DSM19500
Leche hervida 6,50 6,00 4,00
Suero de leche 4,00 4,00 4,00
Grasa en leche 9,13 4,00 6,50
Azufre 2,75 2,75 1,50
Caldoso 5,50 5,25 7,75
Casero 4,00 4,25 5,25
Agrio 6,50 6,50 6,50
Amargo 5,25 4,00 3,50
Salado 5,63 6,50 7,75
Dulce 4,63 6,50 7,50

Los perfiles de sabor de los tres quesos (excepto los descriptores “suero de leche” y “agrio” que tienen los mismos
valores para todos los tres quesos) se muestran en la figura 4.

El queso control producido sin cultivo adjunto se relacioné con los descriptores sensoriales “leche hervida”, “amargo”
y “grasa en leche”. Por el contrario, los dos quesos producidos con cepas de Lactobacillus helveticus adjuntas eran
diferentes del queso control. Los descriptores sensoriales como “salado” y “dulce” dominaron mas y aquellos quesos
se describieron como significativamente menos amargos que el queso control.

De ese modo se demostré que las cepas de Lactobacillus helveticus no acidificantes se pueden usar con éxito como
cultivos adjuntos para mejorar el sabor y/o la textura y/o el gusto en el queso.
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REIVINDICACIONES
1. La cepa de Lactobacillus helveticus DSM19501 o los mutantes de la misma que no son capaces de bajar el pH

mas de 1,5 unidades de pH desde el pH de partida 6,5 después de 10 horas de incubaciéon a 37 °C cuando se
5 inocula a partir de un cultivo durante una noche fresco a dosis de inoculacién de 1,5x107 ufc/ml en 200 ml de leche.
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FIG. 1
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FIG. 4
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