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Método para preparar una levadura de leche no paste  urizada
Descripcion
[0001] La invencidn se refiere a un método para la preparacion de una levadura a partir de leche cruda.

[0002] Las directrices sanitarias para reducir el riesgo de intoxicacién alimentaria mediante la eliminacion de la flora
patdégena en los productos lacteos requieren que profesionales en la industria lactea tomen, en los procesos de
produccién y recogida de leche, medidas de higiene drasticas, incluidas medidas de desinfeccion y
descontaminacion de las zonas de ordefio, las ubres de los animales, dispositivos de ordefio y los dispositivos de
almacenamiento de leche. Ademas, estas directrices han conducido al uso generalizado de almacenamiento
refrigerado la leche durante 48 a 72 horas en la granja, especialmente a una temperatura de aproximadamente de
+4°C. En este sentido, el documento Michel V. et al, (2001), Leche, 81, pp575-592, describe el impacto de diversas
condiciones de salud adoptadas en la produccion de leche de vaca, la biodiversidad de la flora microbiana de estas
leches crudas.

[0003] Sin embargo, la disminucién de la cantidad promedia de flora patégena en la produccion de leche derivada de
la aplicacién de estos métodos se acompafia de la disminucidn significativa de la leche cruda, la cantidad media de
la floras utiles para la fermentacién de la leche y de los productos lacteos de refinacion de la leche cruda, incluyendo
quesos.

[0004] Ademas, para cumplir con los requisitos de salud, para limitar la flora patégena en la leche cruda, y
beneficiarse al mismo tiempo de un ndmero significativo de flora, adaptado para su uso en la fermentacion lactica de
la leche, los defensores de la industria lechera reclaman el uso de enzimas, llamadas fermentos de co-cultivo, cuya
composicion esta bien definida y facilmente reproducible. Estos fermentos de co-cultivo consisten de una cepa o0 un
pequefio nimero de cepas microbianas puras, se preparan por el aislamiento y la clonacion de estas cepas puras en
laboratorios de investigacién, y por lo tanto estan libres de organismos potencialmente patégenos. Estos fermentos
de co-cultivo estan constituidos, por ejemplo, de una combinaciéon de una o mas cepas bacterianas acidificantes y
una o0 mas cepas bacterianas no acidificantes, adecuadas para la tipificaciéon de los productos obtenidos a partir de
estas enzimas.

[0005] Sin embargo, el desarrollo de las cualidades organolépticas y sensoriales de los quesos de leche cruda y su
caracteristica tipica de una zona geografica o geomorfoldgico denominado terrufio, es una consecuencia directa de
la utilizacion de la leche cruda con la flora naturalmente diversa, la propia caracteristica de este terrufio. De hecho,
las propiedades organolépticas originales de quesos de leche cruda se derivan de la expresion de un gran nimero
de moléculas aroméaticas y de sabor de bajo peso molecular produce cuando matic degradacion enzimatica de varios
componentes, incluyendo la proteina, leche. Por lo tanto, la riqueza y la diversidad de la expresidon microbiolégica
permiso de leche cruda de equipos enzimatica en si rica y diversa, que son la fuente de la produccién en el medio de
fermentacion, incluyendo la fermentacion lactica, y en los entornos de refinacion, moléculas en el origen de sabores
y olores caracteristicos de los quesos de leche cruda.

[0006] Varios métodos son ya conocidos para la preparacién de un concentrado de células bacterianas a partir de
cepas microbiol6gicamente puras.

[0007] En un primer tipo de solucién conocida (véase por ejemplo GB 1 205 733), se prepara un concentrado de
células bacterianas de una cepa caracterizada estructuralmente y disponible comercialmente, el Streptococcus
cremoris. Esta solucion no permite preparar, a partir de leche cruda, una levadura rica y diversa de flora
microbiolégica, en la que la composicién microbioldgica es representativa de las practicas del area de produccion y
geograficas de la leche cruda.

[0008] Un segundo tipo de solucion conocida (WO 2006/067136) similar a la anterior es un proceso rapido para la
preparacion de un concentrado de bacterias de acido lactico incluyendo Lactococcus lactis, ssp cremoris usando
extracto de levadura como un acelerador de crecimiento . Esta solucidon tampoco permite preparar, a partir de leche
cruda, levadura altamente diversificada.

[0009] La invencién pretende superar estas desventajas proporcionando un procedimiento de preparacion, a partir
de leche cruda, un motor de arranque que consiste en un gran nimero de especies microbianas diferentes,
incluyendo bacterias.

[0010] La invencién tiene como objetivo proporcionar un método para preparar una levadura cuyos miembros
incluyen un gran nimero de diferentes especies microbianas e incluye la mayor parte de la flora Gtil de queso de
leche cruda.

[0011] La invencion también tiene por objeto proponer un procedimiento de este tipo utilizando la ausencia de

tratamiento de la leche cruda por composiciones antisépticas, antibidticas, bacteriostaticas o productos quimicos
susceptibles de inhibir o estimular el crecimiento de la flora de la leche cruda .
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[0012] La invencion también tiene por objeto proponer un procedimiento de este tipo sin usar ningun aditivo
voluntario de microorganismo.

[0013] La invencion también pretende mas particularmente proporcionar un procedimiento tal que tiende a adherirse
a las restricciones de seguridad alimentaria que enfrentan los productores de leche y la industria lactea.

[0014] La invencién ademas tiene por objeto proponer un método tal que preserve los habitos de trabajo personales,
que es facil de usar, y que implica para su aplicacién de poca manipulacién.

[0015] La invencion también tiene por objeto proponer un procedimiento de este tipo creado a partir de recursos y
dispositivos de bajo costo.

[0016] En el siguiente:

- El término "leche cruda" significa no sélo la leche que no ha sido sometida a ningln tratamiento a una temperatura
por encima de la temperatura de la leche en la salida de la ubre, pero también mas ampliamente la leche que no ha
sido sometida a ningun tratamiento fisico o térmico capaz de eliminar o destruir los gérmenes microbioldgicos.
Sabemos que la leche cruda producida por animales sanos se emite de un modo sustancialmente estéril de la ubre y
la flora presente en la leche cruda después del ordefio consiste en microorganismos exdgenos caracteristicos del
entorno de produccion de la leche cruda.

- El término "flora Gtil" significa toda la flora de la leche cruda que participa en la maduracion, la acidificacion y la
coagulacion de la leche cruda y el desarrollo de la flora de la superficie. La flora util, también llamad flora de queso o
tecnologia de la flora, incluye, por ejemplo y sin limitacién, lactococos, en particular Lactococcus cremoris,
Lactococcus diacetylactis, lactobacilos y las bacterias del género Leuconostoc.

- El término "flora nociva" significa toda la flora de la leche que contribuye al deterioro o propiedades organolépticas
(flora de deterioro) o la calidad sanitaria (flora patdégena) del producto lacteo final. La flora de alteracion incluye la
familia Pseudomonas y bacterias coliformes en general. Flora patégena comprende los estafilococos a coagulasa
positiva, incluyendo Staphylococcus aureus, la familia de Listeria, especialmente Listeria monocytogenes,
Salmonella y Escherichia coli.

[0017] La invencidn se refiere por tanto a un método para la preparacion de una levadura segun la reclamacién 1.

[0018] Los productos de leche cruda de tambos que cumplan con las normas sanitarias vigentes, tienen una
densidad microbiolégica global baja, incluyendo en particular una densidad microbiolégica significativamente menor
que la de la leche cruda producida en las explotaciones lecheras que no cumplen con estas pautas de salud. Sin
embargo, tal leche cruda, con una densidad microbiolégica en general baja, contiene una cantidad suficientemente
grande y diversa de flora microbiana que permita el desarrollo de cultivos iniciadores, con una diversidad de flora,
susceptible de tipificar los productos obtenidos a partir de estos arrancadores.

[0019] Los inventores han encontrado que, cualquiera que sea su origen y naturaleza, la mayoria de los productos
de la leche cruda en estas granjas lecheras pueden enriquecerse ventajosamente en flora Gtil por un tratamiento de
estabilizacion que comprende al menos una etapa de fermentacion en la que la estabilizacién de es acido lactico de
fermentacién edificante se interrumpe cuando el pH del medio de fermentacion llega a un valor entre 4,6 y 6,0, en
particular, un valor entre 4,9 y 5,6, especialmente un valor del orden de 5.2.

[0020] Por otra parte, este tratamiento de estabilizacion no sélo ayuda a aumentar el titulo microbioldgico del medio
de fermentacion, sino también a promover el desarrollo en el medio de fermentacién de flora (til a expensas de la
flora de deterioro y de la flora patégena de dicho medio de fermentacion.

[0021] Los inventores han encontrado sorprendentemente que la interrupcion de la fermentacion lactica acidificante
cuando el pH del medio de fermentacién llega a un valor entre 4,6 y 6,0-, en particular, un valor entre 4,9y 5,6 - en
particular un valor de alrededor de 5,2, permite, cualquiera que sea el origen y la naturaleza de la leche cruda,
promover el crecimiento de microorganismos de la flora heterofermentativos Utiles del medio de fermentacién al
tiempo que limita el crecimiento de microorganismos acidofilos estrictos. Ademas, esta interrupcion puede cambiar,
diferencialmente, las tasas de crecimiento respectivas de las floras diversas presentes en el medio de fermentacion,
y enriquecer el medio de fermentacion en diversas floras de queso a partir de leche cruda.

[0022] Los inventores han observado que es posible seleccionar la leche cruda que puede ser utilizada para la
preparacion de una levadura segun la invencion mediante la realizacion de una fermentacién lactica acidificante a
una temperatura, dicha seleccion de la temperatura, adaptada para permitir el crecimiento de la flora de leche cruda,
siendo dicha temperatura de seleccion entre 20°C y 42°C, especialmente de aproximadamente 27°C, y la seleccién
de la leche fermentada que tiene un pH que alcanza el valor de 5,5 en mas de 15 h, y el valor minimo de 5,0 dentro
de 48 h. Por lo tanto, se selecciona leches crudas, cuya flora esta diversificada y adaptada para realizar una
acidificacion lenta de la leche cruda a al menos una temperatura de seleccion.

[0023] Ventajosamente y segun la invencién, este paso se lleva a cabo para la identificacién y la seleccion de la
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leche cruda susceptible de utilizarse para la preparacion de una levadura, una seleccion del orden de 27°C,
especialmente a una temperatura de 27°C, a fin de seleccionar leche cruda rica en floras meséfilas que tiene esta
doble acidificacion lenta y la estabilizacién de la propiedad. La leche asi seleccionada es leche cruda rica en flora
mesofilas que en el selector de temperatura 27°C, permite una lenta acidificacion de un medio de fermentacion de
una primera etapa de fermentacion de estabilizacion segun la invencion.

[0024] Se puede describir tal proceso como un proceso de la invencién "bionativo". De hecho, se aprovecha de la
leche de la biodiversidad y en particular la biodiversidad de la leche cruda nativa. Por extension se describira como
"levadura nativa" una tal levadura segun la invencion obtenida por un método "bionativo”, segin la invencion.

[0025] Ventajosamente y segln la invencién, se proporciona la estabilizacion de dicha primera etapa de
fermentacion sin afiadir ninguna reduccion artificial de especies microbiolégicas en/de la leche cruda. En particular,
se lleva a cabo todas las etapas de la fermentacion estabilizante sin afiadir artificialmente especies microbioldgicas
en/de la leche cruda.

[0026] Ventajosamente y segun la invencién se lleva a cabo cada etapa de fermentacidon estabilizante a una
temperatura predeterminada entre 18°C y 35°C, especialmente a una temperatura predeterminada entre 23°C y
30°C, preferiblemente a una temperatura predeterminada en la gama de 27°C. Ventajosamente, se lleva a cabo
etapa de fermentacion estabilizante a una temperatura predeterminada de 27°C. Los inventores han observado que
una temperatura predeterminada entre 18°C y 35°C, especialmente una temperatura predeterminada entre 23°C y
30°C, especialmente una temperatura predeterminada de aproximadamente 27°C es adecuada para la promocién
del crecimiento de microorganismos mesdfilos en el medio de fermentacién, especialmente el de la fauna Gtil de
microorganismos mesoéfilos hétérofermentados. Mas especificamente, tal temperatura predeterminada de una etapa
de fermentacién de estabilizacion esta adaptada para permitir la disminucion de la proporcién de flora de deterioro
con respecto a la flora total en el medio de fermentacién. Mas especificamente, tal temperatura predeterminada de
una etapa de fermentacion estabilizante esta adaptada para promover la flora termotolerante al calor con
condiciones 6ptimas de crecimiento cercanas a las condiciones de crecimiento de flora termdfila y aumentar la
biodiversidad de la flora del medio de fermentacion.

[0027] Ventajosamente y segun la invencion, la fermentacion se interrumpe en la primera etapa de estabilizacion
después de la acidificacion de la fermentacion lactica de una duracién de medio de fermentacion entre 12 h'y 36 h,
sobre todo entre 17 hy 24 h.

[0028] Los inventores han observado que la lenta acidificacion de un medio de fermentacion en una primera etapa
de fermentacion estabilizadora, especialmente por la acidificacion para disminuir el pH del medio de fermentacién a
un valor entre 4,6 y 6,0, en particular, a un valor entre 4,9 y 5,6, en particular, a un valor de aproximadamente 5.2, en
mas de 12 h'y menos de 36 h, en particular, mas de 17 h y menos de 24 horas, permite amplificar la flora constitutiva
del medio de fermentacion.

[0029] En este caso, los inventores observaron que la amplificacion de la flora constitutiva del medio de fermentacion
durante una primera etapa de fermentacion estabilizadora no conduce a una seleccién de un pequefio nimero de
especies microbiologicas del medio de fermentaciéon (y, por tanto, tampoco a una reduccion en el ndmero de
especies microbioldgicas en dicho medio de fermentacién), pero por el contrario el crecimiento de lo esencial de la
mayor parte de las especies microbianas presentes inicialmente en el medio de fermentacion.

[0030] Ademas, una etapa de fermentacién estabilizadora de un medio de fermentacion compuesto de leche cruda
se utiliza para cambiar las proporciones relativas de las diferentes especies microbiolégicas presentes en el medio
de fermentacion mientras se mantiene la mayor parte de especies microbiolégicas constitutivas de la flora dutil
necesaria para el desarrollo de una levadura, cuya biodiversidad es representativa de la biodiversidad de la flora
microbioldgica constitutiva de la leche cruda utilizada en su elaboracion.

[0031] Ventajosamente y segun la invencién, el medio de fermentacién de la primera etapa de fermentacion
estabilizadora es una leche cruda de mamifero, incluyendo la leche cruda seleccionada del grupo que consiste de
leche cruda de vaca, de leche cruda de oveja, de leche cruda de cabra y de leche cruda de buifala. En particular, el
medio de fermentacion de una primera etapa de fermentaciéon estabilizadora es una leche cruda producida por
animales de la clase de los mamiferos, con la excepcién de la leche de animales que pertenecen al orden de los
monotremas.

[0032] De hecho, los inventores han observado que la lenta acidificacion de un medio de fermentacién compuesta de
una leche cruda, en una primera etapa de fermentacion estabilizadora, especialmente por la acidificacién que pemita
disminuir el pH del medio de la fermentacion a un valor entre 4,6 y 6,0, en particular, a un valor entre 4,9 y 5,6,
especialmente un valor de aproximadamente 5.2, en mas de 12 h y menos de 36 h, en particular mas de 17 horas y
menos de 24 horas, puede amplificar lo esencial de la flora, en particular de la flora util, constitutiva de leche cruda.

[0033] En particular, una tal etapa de fermentacion estabilizadora de un medio de fermentacién lenta formada de una
leche cruda permite reducir la proporcion de flora de deterioro en leches ricas en favor de flores Utiles diversificadas
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en el medio de fermentacion a pH sustancialmente entre 4,6 y 6,0, en particular, a un valor entre 4,9 y 5,6, en
particular a un valor de 5,2 obtenido al final de una primera etapa de fermentacion estabilizadora de un tratamiento
de estabilizacion.

[0034] Este sorprendente resultado no tiene una explicacion clara. Los inventores creen que puede ser debido, al
menos en parte, al hecho de que la lenta acidificacion de un medio de fermentacién compuesto de una leche cruda
genera, durante la acidificacion lenta, diversas condiciones fisicoquimicas puede permitir el crecimiento de flora util y
permitiendo el establecimiento de un equilibrio estable entre todas las especies microbiolégicas que constituyen el
medio de fermentacion.

[0035] Ademas, la amplificacién de sustancialmente todas las especies microbiolégicas de flora Gtil en el medio de
fermentacion en una primera etapa de fermentacion estabilizadora, también es acompafiada por un aumento en la
proporcion de bacterias coliformes, incluyendo bacterias patégenas del género Escherichia coli, en dicho medio de
fermentacion. Los inventores observaron, sorprendentemente, que la proporcién de bacterias coliformes, en
particular las bacterias patdgenas del género Escherichia coli del medio de fermentacion al final de la primera etapa
de fermentacién de estabilizacion, disminuye en los medios de fermentacién formados después de las etapas
posteriores a la fermentacién estabilizadora.

[0036] Ventajosamente y segun la invencién, el medio de fermentacién de la primera etapa de fermentacion
estabilizadora comprende microorganismos vivos en una concentracion de entre 5103 y 5105 de microorganismos
vivos/ml. En particular, es posible que el medio de fermentacién de la primera etapa de fermentacién estabilizadora
sea una leche cruda limpia, es decir, que comprenda alrededor de 104 de microorganismos vivos/ml. También es
posible que el medio de fermentacién de la primera etapa en la estabilizacién de una fermentacion de la leche cm es
de mas de 105, que comprende microorganismos vivos/ml, - en particular, del orden de 2 105 microorganismos
vivos/ml. También es posible que el medio de la fermentacién, formada a partir de una leche cruda, la primera etapa
de fermentacion estabilizadora es una leche cruda ultra-limpia que contiene menos de 104 microorganismos vivos/ml
en particular del orden de 5 103 microorganismos vivos/ml. Generalmente, el medio de fermentacién, que consiste
en una leche cruda, la primera etapa de fermentacion estabilizadora es una leche cruda libre de patégenos del
género Listeria et Salmonella.

[0037] Ventajosamente y segln la invencion, se lleva a cabo al menos dos -notablemente seis etapas sucesivas de
fermentacién estabilizadora, y cada etapa de fermentacion se interrumpe (una interrupcion de la fermentacién se
lleva a cabo entre las dos etapas sucesivas). En particular, se lleva a cabo después de una primera etapa de
fermentacién para estabilizar una leche cruda, una sucesién de varias etapas de fermentacién posteriores
estabilizadoras de un tratamiento de acuerdo con la invencion con el fin de agotar el medio de fermentacion en flora
de deterioro, de flora coliforme y bacterias del género Escherichia coli, asi como para enriquecer el medio de
fermentacion en la flora util. En particular, los inventores observaron que la realizacion de seis sucesivas etapas de
fermentacion de estabilizacion a partir de una leche cruda ofrece al final de las seis etapas de la fermentacion
estabilizadora, un medio de fermentacién cuyo valor pH es sustancialmente entre 4,6 y 6,0, en particular entre 4,9 y
5,6, especialmente de aproximadamente 5,2, que contiene una proporcion del orden de varios microorganismaos, en
particular de 1 a 10 microorganismos que pertenecen a la flora de deterioro para 106 organismos totales. Como
alternativa; y ventajosamente se lleva a cabo por lo menos diez etapas sucesivas de la estabilizacion de la
fermentacién de una leche cruda, siendo el nimero de sucesivas etapas de fermentacién estabilizadora adaptada
para obtener una proporcion de flora de deterioro con respecto a la flora total.

[0038] Los inventores han encontrado sorprendentemente que el aumento de la proporcién de bacterias coliformes,
en particular las bacterias patdgenas del género Escherichia coli, con respecto a la flora total, de modo concomitante
a la reduccion de la proporcién de la flora de putrefaccion, en el medio de fermentacion que consiste en una leche
cruda de un primera etapa de fermentacion de estabilizacién, es una caracteristica de esta primera etapa de
fermentacién de la estabilizacién de un medio de fermentacion compuesta de una leche cruda. En effecto, durante
las etapas posteriores de la fermentacién de estabilizacion un tratamiento de estabilizacion, la proporcion de
bacterias coliformes, en particular las bacterias patdégenas del género Escherichia coli con respecto a la flora total,
disminuye en los medios de fermentaciones sucesivos de las etapas posteriores de la estabilizacién de la
fermentacion, alcanzando, por ejemplo, un valor inferior a 0,01%, incluyendo aproximadamente 0,001%, o incluso
una cantidad no detectable de patégenos del género Escherichia coli. Asi, en el medio de fermentacién de una etapa
adicional de estabilizacion de la fermentacion de un tratamiento de estabilizacion, el nimero total de
microorganismos alcanza un valor de aproximadamente 2 109 microorganismos/ml, mientras que la proporcion de
bacterias Escherichia coli basada en la flora total, se reduce a un valor inferior a 0,01%, incluyendo
aproximadamente 0,001%, en particular un valor cero.

[0039] Hay que sefialar que la proporcion de bacterias del género Escherichia coli con respecto a la flora total en un
medio de fermentacién de una etapa adicional de estabilizacién de la fermentacion es sustancialmente menor que la
proporcion de estas bacterias del género Escherichia coli basada en la flora total en la leche cruda.

[0040] Los inventores han observado que en un medio de fermentacién en una etapa posterior de fermentacion
estabilizadora, la proporcién de la bacteria Escherichia coli en los medios de fermentacion de las etapas posteriores
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de fermentacion estabilizadora sucesivas disminuye a una proporcion del orden de unas pocas bacterias del género
Escherichia coli para 106 micro-organismos totales.

[0041] En un medio de fermentacion en una etapa posterior de fermentacién estabilizadora, la proporcién de
conformes, estafilococos, levaduras y mohos disminuye durante las etapas sucesivas de la fermentacién
estabilizadora hasta que estas especies ya no sean detectables en el medio de fermentacion estabilizadora de
fermentacion estabilizadora final.

[0042] En particular, los inventores han observado que la realizacién de una pluralidad de etapas sucesivas de la
estabilizacion de la fermentacion conduce a la estabilizacion de un ecosistema complejo formado por
microorganismos vivos constitutivos de flora Gtil de leche cruda, siendo la composicién diversificada y estable. Aun
mas sorprendentemente, los inventores han encontrado que la realizaciéon de una pluralidad de etapas sucesivas de
la estabilizacion de la fermentacién conduce a un ecosistema sustancialmente libre de flora de deterioro y flora
patégena.

[0043] Por lo tanto, a diferencia de un fermento derivado de co-cultivo que consiste de un pequefio nimero de cepas
de los microorganismos, incluyendo uno, dos o tres cepa(s) de microorganismo(s) que no pueden estabilizarse igual
durante subcultivos sucesivos y tiende hacia la seleccién de una sola cepa que se desarrolla sélo en el ecosistema,
el método de la invencién permite la estabilizacion de un ecosistema complejo, comprendiendo varias decenas de
cepas diferentes de microorganismos de la leche cruda, y en particular, la mayor parte de la flora (til de dicha leche
cruda.

[0044] En particular, los inventores han observado que la cinética de acidificacion de los medios de fermentacion
para posteriores etapas sucesivas de la estabilizacion de la fermentacion de un tratamiento de estabilizacion tienen
perfiles sensiblemente similares. En particular, estos perfiles muestran una fase de retardo cuya duracién se
conserva sustancialmente de una etapa a la otra y una fase de acidificacion rapida con un valor maximo absoluto de
la pendiente es sustancialmente preservada de una etapa a otra.

[0045] Ventajosamente y segln la invencion, se interrumpe cada etapa de fermentacion estabilizadora mediante el
enfriamiento del medio de fermentacién a una temperatura inferior a 4°C, especialmente a una temperatura entre
0°C y + 4°C. Por lo tanto, se interrumpe la fermentacion lactica acidificante sin adicion de sustancias para modificar
las propiedades fisico-quimicas, en particular las propiedades acido-basicas, y bioldgicas del medio de fermentacion.
Tal temperatura entre 0°C y + 4°C esta adaptado para permitir un rapido enfriamiento del medio de fermentacion de
la etapa de fermentacion y para preservar sustancialmente todo el potencial de revivificacion de floras contenidas en
este medio. Una tal temperatura de enfriamiento del medio de fermentacion estd adaptada ademas para evitar un
crecimiento preferencial de los microorganismos psicréfilos durante el enfriamiento y la preservacion del medio de
fermentacion.

[0046] Ventajosamente y segln la invencion, se lleva a cabo al menos una etapa, dicha etapa posterior de
estabilizacion de la fermentacion, después de la primera etapa de fermentacion estabilizadora, a partir de un medio
de fermentacién compuesto de una cantidad de un medio de cultivo liquido y una cantidad de un medio de
fermentacién, dicho medio de fermentacion anterior, obtenido después de una etapa anterior de fermentacion
estabilizara, en una relacion en volumen de la cantidad de medio de fermentacion anterior en la cantidad de medio
de fermentacion entre 0,5% y 25%, especialmente entre 1%) y 5%, en particular del orden de 2%.

[0047] Ventajosamente y segln la invencion, el medio de cultivo liquido es un jugo de lactosa, esterilizado y
osmosis, que contiene entre 4% y 20% en peso de sélidos, en particular 12% en peso de sdlidos. Un jugo de
lactosa, osmosis y esterilizado de acuerdo con la presente invencién es un liquido esterilizado, que contiene lactosa,
coyos caracteres de salina y de vitaminas estan equilibrados. En particular, se selecciona el medio de cultivo liquido
del grupo que consiste de leche natural, leche estandarizada y leche reconstituida, susceptibles de acidificacién con
bacterias de acido lactico. Mas particularmente, el medio de cultivo liquido es una leche de origen natural
seleccionado de entre el grupo que consta de leches pasteurizadas, leche tratada térmicamente y leche microfiltrada
o cualquier otro tipo de leche de origen natural.

[0048] Ventajosamente y segun la invencion, el pH del medio de cultivo liquido es entre 6,5 y 7,0, en particular,
sustancialmente del orden de 6,6. Los inventores han observado que el medio de cultivo formado de una leche que
contiene entre 4% y 20% en peso de extracto seco tiene una capacidad de tamponamiento suficiente para permitir
que sustancialmente la neutralizaciéon de la acidez del medio de fermentacién obtenido por mezcla de una cantidad
de medio de cultivo liquido y una cantidad del medio de fermentacién anterior cuyo valor pH es de entre 4.6 y 6.0 -
en particular entre 4,9 y 5,6, especialmente de del orden de 5,2, de una etapa de fermentacion estabilizadora
anterior.

[0049] Ventajosamente y seguln la invencion, el pH del medio de fermentacion tiene un valor de pH de entre 4.6 y
6.0, en particular entre 4,9 y 5,6, en particular del orden de 5.2 y contiene entre 5 107 y 5 109 microorganismos/ml.

[0050] Ademas, ventajosamente y segun la invencién, la leche cruda se elige del grupo que consta de leches crudas
que contienen mas de 5 103 microorganismos mesofilos/ml, sometiendo dicha leche cruda seleccionada a una
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primera etapa de fermentacion estabilizadora de un tratamiento de estabilizacion y dicha etapa se interrumpe
cuando el pH del medio de fermentacién llega a un valor entre 4,6 y 6,0,en particular entre 4,9 y 5,6, en particular un
valor en el intervalo 5.2.

[0051] Ventajosamente y segln la invencion, la leche cruda se selecciona del grupo que consiste de leche cruda, del
gue es probable que el pH logre, durante una etapa, dicha etapa de seleccion, la estabilizacién de una fermentacién
por acidificacion de la fermentacion lactica de leche cruda, la seleccion de temperaturas de 27°C y 40°C, un valor de
5,5 en mas de 15 h, y un valor minimo de 5,0 dentro de 48 h.

[0052] Ventajosamente, la leche cruda se elige del grupo que consiste de leches crudas cuyo pH es probable que
alcance, en una etapa, dicha etapa de seleccion para la estabilizacion de la fermentacion mediante la acidificacién
de la fermentacion lactica de la leche cruda, dos temperaturas de seleccion de entre 20°C y 40°C, un valor de 5,5 en
mas de 15 h, y un valor minimo de 5,0 en 48 h

[0053] Se lleva a cabo dicha etapa de seleccion de la leche cruda a dos temperaturas, en particular de 27°C y 40°C,
a fin de seleccionar leche cruda rica en floras mesofilas y/o termdfilas.

[0054] Ademas, ventajosamente y segun la invencion, se elige antes de la primera etapa de fermentacion
estabilizadora de un tratamiento de estabilizacion, la leche cruda del grupo que consiste de leches primas
sustancialmente libres de microorganismos patégenos, incluyendo el género Salmonella, el género Listeria, en
particular, las especies de Listeria monocytogenes. En particular, la leche cruda se selecciona entre el grupo que
consta de leches crudas cuya tasa de microorganismos patdégenos esta por debajo del umbral definido por las
normas de salud, en particular la leche susceptible de formar en medio de cultivo sélido dentro de una colonia de
micro-organismos patdégenos para 25 g de leche cruda probada.

[0055] Ventajosamente, se fabrica levadura exclusivamente a partir de leche cruda, sin adicién de reduccién artificial
de especies microbiolégicas en la leche cruda / por un proceso de acuerdo con la invencion para eliminar
Staphylococcus, levaduras y mohos de levaduras, ademas de reducir considerablemente la proporcion de floras de
higiene, incluyendo la proporcién de la flora coliforme, o incluso hacer desaparecer por completo la levadura.

La levadura obtenida por un proceso de acuerdo con la invencioén es una levadura:

[0056]

- Incluyendo mas de 107 microorganismos/ml, en particular entre 5 107 y 5 109 microorganismos/mly

- Incluyendo de 5 a 100 especies y subespecies microbioldgicas diferentes, especialmente de 5 a 30 especies y
subespecies identificables, en particular de 5 a 12 especies y subespecies microbiolégicas identificables, dichas
especies y subespecies microbioldgicas se derivan de leche cruda solamente por fermentacion espontanea de la
misma (sin la adicion de levadura ni reduccion artificial de especies microbioldgicas),

y en el que mas de 80% de estas especies y subespecies microbioldgicas contenidas en la levadura provienen de la
flora Gtil de la leche cruda.

[0057] Alternativamente, la levadura estd sustancialmente libre de coliformes, de Escherichia coli y de
Staphylococcus.

[0058] Ventajosamente, la levadura obtenida por un proceso de acuerdo con la invencién contiene microorganismos
a una concentracion superior a 107 microorganismos/ml, en particular a una concentracion de entre 5 107 y 5 109
microorganismos/ml, dichos microorganismos que pertenecen a las especies y subespecies microbiologicas
derivadas completamente de la leche cruda, es decir, sin ningan aditivo ni reduccion artificial de especies
microbiolégicas en/de la leche cruda.

[0059] Ventajosamente, la levadura comprende de 5 a 100 especies y subespecies microbiolégicas diferentes,
especialmente de 5 a 30 especies y subespecies identificadas por medios bioquimicos, microbiolégicas o genéticas
conocidas en si. En particular, la levadura comprende entre 5 y 12 especies y subespecies microbioldgicas
identificables a partir de leche cruda solamente por fermentacién espontanea de la misma sin necesidad de aditivos
o afianzamiento artificial de especies y subespecies microbiologicas a/de levadura.

[0060] Se lleva a cabo los analisis microbiolégicos de la levadura obtenida por un proceso de acuerdo con la
invencién por cualquier medio conocido en si. En particular, estos andlisis se llevan a cabo por medio de recuento de
células microbioldgicas, en particular por el crecimiento de la levadura en medios de cultivo sélidos y recuento de
colonias formadas. Se utiliza para este fin medios de cultivo sélidos cuya composicién se utiliza para seleccionar las
diferentes especies microbioldgicas de acuerdo a sus requisitos troficos. Ademas, se logra estos cultivos a diferentes
temperaturas adaptadas para satisfacer las necesidades de crecimiento térmico éptimo de la flora de la levadura. Se
lleva a cabo aun mas estos cultivos en diversas condiciones de aireacién que permiten el crecimiento de
microorganismos aerobios, microorganismos anaerobios estrictos, y de microorganismos anaerobios aero tolerantes.
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[0061] Se realizan analisis de la composicion microbiolégica y de la biodiversidad de la levadura obtenida mediante
un procedimiento segun la invencion por técnicas de amplificacion molecular, de separacién y de analisis cualitativo
y cuantitativo de acidos nucleicos, especialmente ADN, diferentes especies microbiolégicas que constituyen el motor
de arranque segun la invencion, en particular por técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

[0062] Se utiliza tal levadura para la preparacion de especialidades fermentadas. El uso de tal levadura puede
impartir a la especialidad fermentada caracteristicas organolépticas, como el sabor y la textura similares a los
elaborados a partir de leche cruda. Tal uso también permite un desarrollo armonioso del producto durante su
maduracion. Ademas, el uso de una tal levadura aumenta la fecha limite para un uso 6ptimo (DLUO) del producto
fabricado a partir de levadura, proporcionando una composicion microbiolégica de productos diversificados
adaptados para impedir, por un effecto de barrera, cualquier contaminacién posterior en la preparacion del producto.
Tal composicion microbiana diversa proporcionada en el método de fabricacion de un producto lacteo fermentado,
es adecuado para prevenir el desarrollo de una especie microbiolégica mayoritaria o incluso Unica, capaz de
devolver en beneficio todo el sustrato disponible. En particular, el uso de una tal levadura evita la produccion de
amoniaco desagradable, centrandose en las floras de maduracion sanas.

[0063] El uso de tal levadura esta adaptado para permitir un aumento en el contenido de agua de la especialidad
vinculada fermentada en relacién con el agua libre del mismo, que confiere a dicha especialidad, una estabilidad en
el tiempo, una textura ventajosa y, durante la maduracion en cava o envasada, pérdidas de agua controladas y mas
débiles. Tales pérdidas débiles y controladas de agua generan aumentos de rendimiento de la produccion de la
referida especialidad y un interés econémico.

[0064] La invencion se refiere ademas al uso de una levadura de acuerdo con la preparacién de un producto de
leche fermentada en el que se lleva a cabo la fermentacion de leche cruda. En particular, utilizando una tal levadura
en la industria del queso para la preparacion de un producto lacteo fermentado de tipo "masa horneada”, un
producto lacteo fermentado de tipo "queso prensado,” un producto lacteo fermentado de tipo "queso blando"”, un
producto lacteo de tipo "queso lactico," un producto lacteo fermentado de tipo "azul", yogures, leches fermentadas y
mantequilla.

[0065] Se utiliza una tal levadura para la preparacion de un producto lacteo fermentado en el que se lleva a cabo una
fermentacion de leche, seleccionada del grupo que consiste de leches crudas, las cuales se han sometido a un
tratamiento térmico, en particular de leches pasteurizadas y leches térmicas, leches crudas que se han sometido a
un tratamiento especial atérmico, en particular de leches microfiltradas, leches reconstituidas y leches
estandarizadas.

[0066] En particular, el uso de una tal levadura para la preparacion de un producto lacteo fermentado a partir de
leche pasteurizada, termizada o micro-filtrada, ventajosamente para producir un producto fermentado lacteo hechos
de leche pasteurizada, termizada o microfiltrada, presentando propiedades organolépticas similares a las
propiedades organolépticas de un producto lacteo elaborado con leche cruda.

[0067] El uso de una levadura obtenida durante el tratamiento de estabilizacién también permite aumentar la
reproducibilidad de los métodos de preparacion de productos lacteos fermentados mediante la estabilizacion de la
composicion microbioldgica. Ademas, el uso de una tal levadura, de composicion compleja, permite evitar el
producto de un cambio en su maduracion asociado con una sola especie microbiana. El uso de tales levaduras
permite ademas aumentar la cantidad de agua unida al producto de leche fermentada, aumentando asi el
rendimiento de la produccion del producto.

[0068] El uso de una levadura biodiversificada esta particularmente adaptada para oponerse al desarrollo y/o para
retardar el crecimiento de bacterias y/o agentes patdgenos de higiene, en un entorno de fabricaciéon de un producto
lacteo fermentado, en el producto lacteo fermentado en si durante su conservacion evolutiva. Tal efecto protector
esta adaptado ademas para prevenir el desarrollo de bacterias y/o agentes patdogenos de higiene en la flora
intestinal durante la digestion del producto lacteo fermentado de la invencion.

[0069] La invencién también se refiere a un método de preparacion de una levadura, caracterizada en combinacion
por todas o algunas de las caracteristicas mencionadas anteriormente o a continuacion.

[0070] Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la invencidn apareceran con la lectura de la siguiente
descripcion que hace referencia a las figuras adjuntas que muestran realizaciones preferidas de la invencion dadas
Unicamente a titulo de ejemplos no limitativos, y en donde:

- La figura 1 es un diagrama de bloques que ilustra un método de acuerdo con la invencion,

- La figura 2 es una representacion gréafica de la evolucion en el tiempo del pH de un medio de fermentacion consiste
en una leche cruda que comprende del orden de 2 105 microorganismos/ml de una primera etapa de fermentacién
estabilizadora, a 27°C de un procedimiento de acuerdo con la invencion,

- La figura 3 es una representacion grafica de la evolucién en el tiempo del pH de un medio de fermentacién
consistente en una leche cruda que comprende alrededor de 1,1 104 microorganismos/ml de una primera etapa de
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fermentacion estabilizadora a 27°C de un método de acuerdo con la invencion,

- La figura 4 es una representacion en forma de varilla de la composicion microbiana de los medios de fermentacién
sucesiva de un tratamiento de estabilizacion de leche cruda que comprende aproximadamente 2,0 105
microorganismos/ml.

- La figura 5 es una representacion en forma de varilla de la composicién microbiana de los medios de fermentacion
sucesiva de un tratamiento estabilizador de leche cruda que comprende aproximadamente 1,1 104 microorganismos
/ ml.

- La figura 6 es una representacion en forma de varilla de la composicion microbiana de los medios de fermentacién
sucesiva de un tratamiento de estabilizacion de leche cruda que comprende aproximadamente 6,5 103
microorganismos / ml.

- La figura 7 es una representacion grafica de la evolucion temporal de la composicién microbiana de un medio de
fermentacion de tercera etapa de fermentacion para estabilizar un tratamiento estabilizador de leche cruda del orden
de 2,0 105 microorganismos/ml de acuerdo con la invencion,

- La figura 8 es una representacion grafica de la evolucién temporal del porcentaje de las floras de deterioro en un
medio de fermentacién de tercera etapa de fermentacion estabilizadora de un tratamiento de estabilizaciéon segin la
invencién de una leche cruda que comprende aproximadamente 2.0 105 microorganismos/ml,

- La figura 9 es una representacion grafica de un perfil de analisis electroforético de constituyentes microbiol6gicos
de una levadura obtenida por un proceso de acuerdo con la invencion,

- La figura 10 es una representacion grafica de un andlisis electroforético de constituyentes microbiolégicos de una
levadura obtenida a partir del co-cultivo.

- La figura 11 es una representacién grafica de un analisis electroforético de constituyentes microbioloégicos de una
leche cruda.

[0071] Un modo de realizaciéon de un método de preparacion de una levadura segun la invencion se ilustra mediante
el diagrama de bloques en la Figura 1. Se lleva a cabo una muestra 7 de una cantidad de leche cruda en una granja
lechera de un grupo 1 de granjas lecheras representativas de un terrufio. El conjunto de muestras 7 de leche cruda
constituye una coleccién 8 de muestra de leche cruda. Nos damos cuenta de esta muestra 7 después del ordefio,
especialmente en un periodo de ordefio inferior a 12 horas, y se somete la cantidad de leche tomada directamente a
un tratamiento de enfriamiento adaptado para preservar de manera sostenible la composicién de la flora viva
constitutiva de leche cruda. En particular, se realiza el procesamiento para enfriar un volumen de leche cruda a una
temperatura de +4°C. El volumen de leche cruda sometido a tratamiento de enfriamiento esta adaptado para permitir
un enfriamiento rapido, en particular, en menos de 1 hora, de este volumen de leche cruda. El volumen de leche
cruda sometida a un tratamiento de enfriamiento es, en particular, del orden de 1 L.

[0072] Posteriormente, se lleva a cabo un paso 9 de la evaluacion de las diferentes leches crudas de la coleccion 8
de leches crudas con el fin de identificar y seleccionar las leches crudas susceptibles de permitir la preparacion de
una levadura segun la invencion. La etapa 9 de evaluacion de leches crudas de la coleccion 8 comprende al menos
una etapa 13 de la seleccion de leches crudas en la que se lleva a cabo en al menos una selecciéon de la
temperatura, la acidificacion de la fermentacion lactica de la leche cruda y al final del proceso se retienen las leches
cuyo pH del medio de fermentacién ha alcanzado un valor de 5,5 en mas de 15 h, y un valor minimo de 5,0 dentro
de 48 h. En particular se lleva a cabo en paralelo una etapa 13 para seleccionar una leche cruda a una temperatura
de 27°C y/o a la temperatura de 40°C, y se retiene la leche cruda cuyo pH del medio de fermentacion lactica
acidificante a 27°C y/o a 40°C ha alcanzado un valor de 5,5 en mas de 15 h, y un valor minimo de 5,0 en menos de
48 horas a 27°C y 40°C. Por tanto, se evalla el potencial de leches crudas de la coleccion 8 de leches crudas para
inducir una disminucién en el pH de un medio de fermentacién, mediante la acidificacion de la fermentacion lactica,
gue es lento y, sin embargo estabilizadora. Se logra esta etapa 13 de la seleccién de la leche cruda en un reactor
adaptado para permitir la medicién, en particular, de forma continua, del pH del medio de fermentacion. En
particular, este etapa 13 se lleva a cabo en un fermentador de seleccion para mantener la temperatura del medio de
fermentacién a una temperatura preseleccionada. Esta etapa 13 de seleccidn se realiza con agitacién de dicho
medio de fermentacion. Sin embargo, esta agitacion adaptada para homogeneizar el medio de fermentacion no es
adecuada para permitir la aireacién del medio de fermentacion. Por lo tanto, la acidificacion de la fermentacién
lactica se produce significativamente en condiciones anaerébicas.

[0073] Se somete, a la hora de una primera etapa 17 de fermentacion estabilizadora de un tratamiento 15 de
estabilizacién, un medio de fermentacion formado a partir de una leche 16 cruda preseleccionado a una
fermentacion lactica acidificante a una temperatura de 27°C, se interrumpe dicha fermentacién lactica acidificante
cuando el pH del medio de fermentacion alcanza un valor de 5,2 en mas de 12 horas dentro de las 24 horas. Se
interrumpe dicho fermentacion lactica acidificante mediante el enfriamiento del medio de fermentacion a una
temperatura de aproximadamente +4°C. Se obtiene al final de esta primera etapa 17 de la estabilizacién de la
fermentacién, un medio de fermentacion que consiste de una leche fermentada 18 con un pH del orden de pH 5,2,
de la que la temperatura es del orden de +4°C, y cuya flora microbiolégica se enriquece en comparacion con la flora
de la leche cruda de partida.

[0074] En una segunda etapa 19 posterior a la fermentacion estabilizadora, se prepara un medio de fermentacion de

una segunda etapa de fermentacién estabilizadora, que consiste en mezclar una cantidad de leche 18 fermentada y
una cantidad de un medio 20 de cultivo liquido, de modo que la proporcién volumétrica de leche 18 fermentada en el
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medio de fermentacion de una segunda etapa de fermentacion estabilizadora es del orden de 2%. Se realiza una
fermentacién lactica acidificante del acido lactico a 27°C del medio de fermentacion de dicha segunda etapa de
estabilizacion de fermentacién y se interrumpe la fermentacion lactica acidificante cuando el pH del medio de
fermentacion de la segunda etapa de fermentacion estabilizadora alcance el valor de 5,2. Se interrumpe dicha
fermentacion lactica acidificante por enfriamiento a 4°C del medio de fermentacién a un pH de 5,2 de la segunda
etapa de fermentacion estabilizadora.

[0075] En esta forma de realizacion de un método de acuerdo con la invencién, se proporciona una pluralidad de
etapas sucesivas de fermentacion estabilizadora y el medio de fermentacion de cada etapa de fermentacion
estabilizadora esta formada por una cantidad de un medio de 20 de cultivo liquido y una cantidad de un medio de
fermentacion a pH 5,2, a partir de una etapa previa de estabilizaciéon de la fermentacion.

[0076] Por lo tanto, en etapas sucesivas 22 y 24 de la fermentacién de estabilizacién posterior, se prepara un medio
de fermentacién para una etapa posterior de fermentacion estabilizadora de un tratamiento 15 de estabilizacién, que
consiste en mezclar una cantidad de un medio 21, respectivamente, 23 de fermentacion a pH 5,2, con una cantidad
de un medio 20de cultivo liquido, de modo que la proporcién volumétrica del medio de fermentacién 21, 23 a pH 5,2
en el medio de fermentacién de una etapa posterior de fermentacién estabilizadora sea del orden de 2%. Se realiza
una fermentacion lactica acidificante del acido lactico a 27°C del medio de fermentacién de una etapa adicional de
fermentacién estabilizadora y se interrumpe la fermentacién lactica acidificante cuando el pH del medio de
fermentacion de la etapa adicional de estabilizacién de la fermentacién alcance el valor de 5,2. Se interrumpe dicha
fermentacion lactica acidificante por la etapa posterior de enfriamiento del medio de fermentacion de la fermentacion
de estabilizacién a una temperatura sustancialmente del orden de +4°C.

[0077] El medio de fermentacién obtenido al final de la etapa 24 de fermentacion estabilizadora es una levadura 25,
teniendo una alta concentracion, notablemente del orden de 2 109 microorganismos/ml, incluyendo la mayor parte
de las especies microbioldgicas constitutivas de la flora Gtil de leche 16 cruda seleccionada.

[0078] En una segunda forma de realizaciéon no representada de un proceso segun la invencién, es posible llevar a
cabo, después de la etapa 24 de estabilizacién de la fermentacién, una pluralidad -en particular de una de dos-
etapas adicionales posteriores de la fermentacién estabilizadora de un tratamiento 15 de estabilizacién mediante la
realizacién de la fermentacion lactica acidificante a 27°C de un medio de fermentacion compuesto de una cantidad
de un medio de fermentacién estabilizadora a pH 5,2 a partir de una etapa anterior de fermentacién estabilizadora de
tratamiento 15 de estabilizacién, y una cantidad de un medio de cultivo 20 de cultivo, interrumpiendo dicha
fermentacion lactica acidificante cuando el pH del medio de fermentacién alcanza un valor de 5,2. Se interrumpe
dicha fermentacion lactica acidificante mediante el enfriamiento del medio de fermentacion de la etapa de
fermentacion estabilizadora a una temperatura sustancialmente del orden de +4°C.

[0079] En una tercera realizacion no mostrada de un método de acuerdo con la invencion, se utiliza para la
preparacion de medios de fermentacién sucesivas etapas de fermentacion estabilizadora de un tratamiento de
estabilizacion 15, 20 de los medios de cultivo de diferentes composiciones que se mezclan con una cantidad de un
medio de fermentacion a partir de una etapa de fermentacién anterior de estabilizacion.

[0080] EJEMPLO 1: Preparacién de una levadura a partir de una leche cruda que consta de alrededor de 2 105
microorganismos vivos/ml.

[0081] Hemos escogido una leche cruda de vaca en una granja de productos lacteos que pertenece a un terrufio,
previamente seleccionado en funcion de las condiciones de cria de ganado, sobre todo en una granja lechera que
encarna un modo de pastos permanentes. Se ordefia 1 L de esta lecha que esta conservada a +4°C hasta el
tratamiento de estabilizacién. Esta leche tiene una numeracion de FMAR (floras mesofilas aerobias revivificables)
elevada, del orden de 2 105 microorganismos/ml. Esta lecha se coloca bajo agitacién, a una temperatura de 27°C en
un fermentador adecuado para permitir la fermentacion lactica de la leche cruda. En particular, esta fermentacion
lactica se lleva a cabo en un fermentador adecuado para permitir la medicién del pH del medio de fermentacion.
[0082] La figura 2 ilustra la variacién del pH de un medio de fermentacion, formado a partir de una leche cruda que
comprende aproximadamente 2 105 microorganismos/ml, de una primera etapa de fermentacién estabilizadora de
un tratamiento de estabilizacion a 27°C de acuerdo con la invencién. La figura 2 muestra dicho cambio en el pH del
medio de fermentacion de dicha etapa primera estabilizadora de fermentacion a 27°C cuando la fermentacion lactica
acidificante no se interrumpe en el momento en que el pH de dicho medio de fermentacion alcanza un valor entorno
a 5,2. La duracion de la fase de latencia de la curva de acidificacion, definida como la porcién inicial de la cinética
durante la cual el valor de pH es sustancialmente invariante, es del orden de 10 h. El pH del medio de fermentacién
alcanza un valor de 6,0 después de un tiempo de fermentacion lactica acidificante de 12 h, el valor de 5,2 después
de 18 h y el valor de 4,9 después de 24 h. El pH del medio de fermentacion se estabiliza en un valor de
aproximadamente 4,4 después de aproximadamente 30 h de fermentacion. Asi, para la implementacion de un
método de acuerdo con la invencion, el medio de fermentacion de la primera etapa de fermentacion es una leche
cruda y la estabilizacion de la fermentacion lactica acidificante del medio de fermentacion se detiene preferiblemente
cuando el pH del medio de fermentacion alcanza 5,2, en particular, en este ejemplo después de 18 horas.
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[0083] La figura 4 muestra a modo de ejemplo, los cambios en la composicion de la flora (FMAR) mesdfila aerobia
revivificable (a) de la flora coliforme (b), Escherichia coli (c), estafilococos (d), levaduras (e) de mohos (f) y la flora util
(g) del medio de fermentacion durante las etapas sucesivas de un tratamiento de estabilizaciéon de una leche cruda
gque comprende aproximadamente 2 105 microorganismos/ml de acuerdo con la invencion. El analisis
correspondiente a la serie 0 de la figura 4 (barras sélidas) representa el recuento microbioldgico de leche cruda. Los
andlisis corresponden a las series 1, 2, 3, 4, y 5 de la figura 4, respectivamente, muestran los recuentos
microbiolégicos del medio de fermentacion a pH 5,2, respectivamente, de la primera, segunda, tercera, cuarta, y el
quinta etapa de la fermentacioén estabilizadora de un tratamiento de estabilizacién segln la invencion.

[0084] Los valores numéricos correspondientes a estos recuentos se dan en la Tabla 1 a continuacion. La
composicion de la flora microbioldgica util (g) se detalla en la tabla 1 abajo e incluye todos los estreptococos (h)
lactococos (i), lactobacilos (j) y Leuconostoc (k).

a b c d e f J

h | j k
0| 2.04E+5 | 1.3E+2 1,0E+1 5,0E+1 1,3E+2 | 28E+3 | 84E+3 | 4.08E+4 | 44E+3 | 424F+4
1] 270E+9 | 1.068E+8 | 490E+7 | 5.66E+2 | 3,10E+7 | 5,0E+0 | 2.49E+8 | 2.6E+8 | 3.06E+8 | 4.52E+6
2| 244E+0 | 820E+5 | 5.90E+5 nd 3.0E+5 nd 430E+8 | 5.5E+8 | 2.06E+8 | 85E+6
3| 276E+9 | 1,03E+5 | 2,65E+4 nd nd nd TOE+8 | 7.8E+8 | 1,02E+8 | 3,0E+7
4 | 3,25E+9 | 1,50E+4 | 1.45E+4 nd nd nd 84E+8 | 1,08E+8 | 1.08E+8 | 1 44E+7
5| 2.85E+9 | 1,20E+4 | 8.50E+3 nd nd nd 9,5E+8 | 4,5E+8 | 96E+7 | 113E+7
nid = No detectable

[0085] En la primera etapa de fermentacion estabilizadora, el recuento de FMAR (a) pasa de un valor inicial (serie 0)
en la leche cruda de 2,04 105 microorganismos/ml, a un valor final en el medio de fermentacién a pH 5,2 (series 1, 2,
3, 4 y 5) sucesivos en el orden de 2,80 109 microorganismos/ml. El recuento de la flora util (g) pasa de un valor
inicial (serie 0) en la leche cruda 9.6 105 microorganismos/ml a un valor final de pH 5,2 medios de fermentacion
(serie 1, 2, 3, 4 y 5) sucesivos, que es estable y en el intervalo de 1,3 109 microorganismos/ml.

[0086] Ademas, el recuento de la flora coliforme (c) aumenté significativamente desde un valor inicial (serie 0) en la
leche cruda de 140 microorganismos/ml, a un valor de pH en el medio de fermentacion 5,2 (serie 1) de la primera
etapa de fermentacidon estabilizadora 1,06 108 microorganismos/ml, antes de disminuirse en los medios de
fermentacién para las etapas posteriores de la fermentacion estabilizadora sucesiva (series 2, 3, 4 y 5) a un valor del
orden de 1.20 104 micro-organisines/mL. Por lo tanto, la proporcion de bacterias coliformes con respecto a la FMAR
pasa de un valor del orden de 0,06% en la leche cruda a un valor en el intervalo de 0,0004% en la levadura obtenida
después de la quinta etapa de la estabilizaciéon de fermentacion dando lugar al agotamiento de la flora coliforme.

[0087] Una observacion similar dr hace vis-a-vis las bacterias Escherichia coli cuya proporcion en relacién con el
FMAR es de 1 bacteria E.coli por 2 104 FMAR en la leche cruda y de 1 E.coli por 3 106 FMAR en el medio de
fermentacion de la quinta etapa de estabilizacion de la fermentacion.

[0088] Se observa ademas en la figura 4 y en la tabla 1 que los estafilococos (d), la levadura (e) y los moldes (f)
desaparecen por completo de los medios de fermentacion sucesivos en la tercera etapa (serie 4) de la fermentacién
estabilizadora de un tratamiento de estabilizacion segun la invencion.

[0089] Ademas, los inventores han observado que la cinética de acidificacion de los medios de fermentacion de las
etapas de fermentacion estabilizadora de un tratamiento estabilizador seguin la invencién son similares desde la
segunda etapa de fermentacion estabilizadora. Esta cinética presenta un tiempo de retraso de aproximadamente
150 min para alcanzar un pH 6,0 entre 230 min y 260 min, el pH 5,2 entre 290 min y 320 min y se estabiliza a un pH
de 4,5 después de 400 min.

[0090] La figura 7 muestra la evolucion de los recuentos bacterianos a lo largo la tercera etapa de fermentacion
estabilizadira de tratamiento estabilizador de la leche cruda que comprende aproximadamente 2 105
microorganismos/ml de acuerdo con la invencion, llevandose a una temperatura de 27°C e interrompido después de
330 minutos cuando el pH del medio de fermentaciéon ha alcanzado el valor de 5,2. La curva (a) representa la
evolucion de la flora total (FMAR), la curva (b) representa la evolucion de la flora coliforme formada y la curva (c)
representa la evoluciéon de la flora que consiste en Escherichia coli. Se observa que la flora coliforme y la fauna
compuesta por Escherichia coli presenta una tasa de crecimiento que disminuye a partir de 200 min (pH 6,0) de
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fermentacién lactica, mientras que la flora total (FMAR) tiene una tasa de crecimiento que no se ralentiza
significativamente a pH 5,2.

[0091] La figura 8 ilustra los cambios en el recuento de flora coliforme, expresados como porcentaje de la flora total
(FMAR), en la fermentacion de la tercera etapa del medio de fermentacién de un método de estabilizacién de la
invencion. Se observa que la proporcion de flora coliforme con respecto a la flora total del medio de fermentacion
durante la siembra es de 0,29% y el valor disminuye hasta 0,06% después de 120 min de incubacién (pH 6,35) y se
equilibra a un valor de 0,03% después de 330 min de incubacion (pH 5,20).

[0092] La figura 9 presenta una huella digital molecular que muestra la biodiversidad microbiolégica de la levadura
obtenida mediante un procedimiento segun la invencién a partir de leche cruda del ejemplo 1, comprendiendo
aproximadamente 2 105 microorganismos/ml. El perfil de la figura 9 muestra dos picos principales que corresponden
a las principales cepas microbiolégicas lactofermentativas de levadura. Ademas, el perfil muestra ocho picos de
intensidad intermedia que caracterizan al menos ocho especies microbioldgicas diferentes en la levadura de acuerdo
con la invencion. Finalmente el perfil revela una multiplicidad de sefiales débiles, pero caracterizadas por una
biodiversidad significativa de la levadura segun la invencién a base de leche cruda.

[0093] Ademas, el perfil de analisis, como control, de una leche cruda que se utiliza para la preparacién de una
levadura segun la invencion presenta un pico principal que corresponde a una cepa microbiol6gica lactofermentativa
de leche cruda, ocho picos de intensidad intermedia, y una multiplicidad de sefiales débiles caracteristicas de la
biodiversidad de la leche cruda. Este control muestra que un método para la preparacion de una levadura segun la
invencion conserva la mayor parte de la biodiversidad de leche cruda en el origen de la levadura preparada.

[0094] La figura 10 muestra como control comparativo un perfil de analisis de una levadura obtenida a partir de co-
cultivo que muestra dos picos principales correspondientes a las cepas microbiologicas lactofermentativas y dos
picos intermedios de intensidad. Ademas, el perfil no revela sefales débiles indicativas de una biodiversidad
significativa de la levadura.

[0095] La figura 11 muestra una huella de ADN de una leche cruda, dada a modo de comparacion de las
composiciones respectivas de la leche cruda y de una levadura obtenida por un proceso de acuerdo con la
invencion. Se observa que las huellas de ADN de la levadura de acuerdo con la invencidon es comparable a la de la
leche cruda de referencia, revelando asi la practica conservacién de la biodiversidad de la levadura en relacién a la
leche cruda.

[0096] EJEMPLO 2: Preparacion de un levadura a partir de leche cruda que comprende aproximadamente 1 104
microorganismos/ml.

[0097] Se emplea 1 L de leche de vaca cruda con un recuento débil de FMAR (Flora meséfila aerobia revivificable)
de alrededor de 1 104 microorganismos/ml. Esta leche cruda se procesa en condiciones similares a las descritas en
el Ejemplo 1.

[0098] La Figura 3 ilustra un ejemplo de la variacion del pH de un medio de fermentacién, formado a partir de una
leche cruda que comprende aproximadamente 1,1 a 104 microorganismos/ml, una primera etapa de fermentacion
estabilizadora de tratamiento estabilizador a 27°C de acuerdo con la invencién. La figura 3 muestra dicho cambio en
el pH de dicho medio de fermentaciéon de dicha primera etapa de fermentacion estabilizadora a 27°C cuando la
fermentacion lactica acidificante no se interrumpe cuando el pH de dicho medio de fermentacién alcanza un valor de
alrededor de 5,2. La duracion de la fase de latencia, definida como parte precoz de la cinética durante la cual el valor
de pH es sustancialmente invariante, es del orden de 15 h. El pH del medio de fermentacion alcanza un valor de 6,0
después de la fermentacién lactica acidificante de 16 h, el valor de 5,2 después de 18 h, y el valor de 4,9 después de
19 h. El pH del medio de fermentacion se estabiliza en un valor de aproximadamente 4,3 en aproximadamente 30
horas. Por lo tanto, para la implementacion de un método de acuerdo con la invencion, el medio de fermentacién de
la primera etapa de fermentacion establizadora es una leche cruda y la fermentacion lactica acidificante del medio de
fermentacion se detendria preferiblemente cuando el pH del medio de fermentaciéon alcance 5,2, en particular
después de 18 h.

[0099] La figura 5 muestra la evolucién de la composicion de la flora (FMAR) mesdfila aerobia revivificable (a) de
flora coliforme (B), Escherichia coli (c), estafilococos (d), levadura (e), el moho (f) y la flora dtil (g) del medio de
fermentacién durante las etapas sucesivas de un tratamiento de estabilizacion de la leche cruda, incluyendo
aproximadamente 1,1 104 microorganismos/ml. Un andlisis correspondiente a la serie 0 de la Figura 5 (barras
sélidas) representa los recuentos respectivos de leche cruda de partida. Los analisis corresponden a las series 1, 2,
3, 4,y 5 de la figura 5 respectivamente representando los recuentos del medio de fermentacion a pH 5,2 des etapas
primera, segunda, el tercera, cuarta y quinta paso de la fermentacion estabilizadora del tratamiento de estabilizacion.
[0100] Los valores numéricos correspondientes a estos recuentos se dan en la tabla 2 a continuacion. La
composicion microbiolégica de la flora util (g) detallada en la tabla 2 agrupa todos los estreptococos (h), lactococos
(i), lactobacilos (j) y Leuconostoc (k). En la tabla 2, nd significa no detectable.
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Tabla 2
a b c d e f g
h i j k
0| 1.1E+4 2,2E+2 20E+1 | 3,0E+1 | 2,0E+2 | 40E+1 | 41E+3 1,3E+3 | 40E+2 | 1.2E+2
1| 272E+9- | 3,84E+7 | 384E+7 | 16E+3 | 2 4E+7 nd 20E+8 | 2,32E+8 | BOE+8 | 9GE+7
2| 6.3E+8 B.4E+6 8 4E+6 nd nd nd 4 5E+7 | 3,5E+7 | 1,53E+8 | 3.0E+6
3 8 4E+8 1.5E+5 1,5E+5 nd nd nl 1,16E+8 | 1,16E+8 | 25E+8 1,1E+8
4 | 1,76E+9 | 23E+4 | 23E+4 nd nd nd 1,0BE+8 | 1,88E+8 | 1,16E+8 | 74E+8
5 16E+9 25E+4 | 2,5E+4 nd nd nd 42E+8 | 1,08E+9 | 1,52E+8 | 1.3E+8
| nd =1 No detectable

[0101] Durante la primera etapa de fermentacion estabilizadora, el recuento del FMAR (a) pasa de un valor inicial
(serie 0) en la leche cruda de 1.1 104 microorganismos/ml a un valor final en el medio de fermentacion a pH 5.2
(series 1, 2, 3, 4 y 5) sucesivos de aproximadamente 1,2 109 microorganismos/ml. El recuento de la flora util (g)
pasa de un valor inicial (serie 0) en la leche cruda 5.9 103 microorganismos/ml, a un valor medio final en los medios
de fermentacion a pH 5,2 (series 1, 2, 3, 4 y 5) que es estable y de aproximadamente 1,06 109 microorganismos/mL.
[0102] Ademas, el recuento de la flora coliforme (c) aumenta significativamente desde un valor inicial (serie 0) en la
leche cruda de 220 microorganismos/ml, a un valor en el medio de fermentaciéon a pH 5.2 (serie 1) de la primera
etapa de fermentacién estabilizadora de 3,84 107 microorganismos/ml, y después disminuye en los medios de
fermentacion de etapas posteriores de la fermentacion estabilizadora sucesiva (series 2, 3, 4 y 5) a un valor del
orden de 2,50 104 microorganismos/ml. Por lo tanto, la proporciéon de bacterias coliformes con respecto al FMAR
pasa de alrededor de 2% en la leche cruda, a un valor de aproximadamente 0001,5% en la levadura obtenida
después de la quinta etapa fermentacion estabilizadora de la que refleja una pérdida de flora coliforme de la
levadura.

[0103] También se observa que la bacteria Escherichia coli cuya proporcion en relacion con el FMAR es de 1
bacteria Escherichia coli por 550 bacterias de la flora total (FMAR) en la leche cruda y 1 Escherichia coli por 6.4 104
FMAR en el medio de fermentacion de la quinta etapa de fermentacion estabilizadora que refleja el agotamiento de
la bacteria Escherichia coli de la levadura.

[0104] Se observa ademas en la figura 5 y en la tabla 2 que los estafilococos (d), las levaduras (e) y los moldes (f)
desaparecen por completo de los medios de fermentacion sucesivos de la segunda etapa (serie 3) de fermentacién
estabilizadora de un tratamiento de estabilizacion segun la invencion.

[0105] Ademas, los inventores han observado que la cinética de acidificacion de las etapas de fermentacion
estabilizadora de un tratamiento de estabilizacion segin la invenciéon son similares desde la segunda etapa de
fermentacion estabilizadora. Esta cinética presenta un tiempo de retraso de alrededor de 150 min, alcanzando el pH
6,0 entre 210 min y 250 min, el pH 5,2 entre 290 min y 320 min y se estabiliza a un pH 4,5 al cabo de 400 min.

[0106] EJEMPLO 3: Preparacion de una levadura a partir de leche cruda que comprende aproximadamente 6,5 103
microorganismos/ml.

[0107] Se extrae 1 L de leche de vaca cruda con un recuento de FMAR (Flora meséfila aerobia revivificable) débil de
alrededor de 6.5 103 microorganismos/ml. Esta leche cruda se procesa en condiciones similares a las descritas en el
Ejemplo 1.

[0108] La figura 6 representa la evolucion de la composicion de la flora (FMAR) mesdfila aerobia revivificable (a) de
flora coliforme (b), Escherichia coli (c), estafilococos (d), levadura (e), el moho (f) y flora util (g) del medio de
fermentacién durante las etapas sucesivas de un tratamiento de estabilizaciéon de una leche cruda ultra-limpia que
comprende aproximadamente 6,5 103 microorganismos/ml. Un andlisis correspondiente a la serie 0 de la figura 6
(barras solidas) representa el recuento de la leche cruda de partida. Los analisis correspondientes a la serie 1, 2, 3,
4,5y 6y de lafigura 6 muestran los recuentos del medio de fermentacién a pH 5,2, respectivamente, de la primera,
la segunda, la tercera, la cuarta, la quinta y la sexta etapa de la fermentacion estabilizadora de tratamiento de
estabilizacion:

[0109] Los valores numéricos correspondientes a estos recuentos se dan en la tabla 3 a continuacion. La

composicion microbiolégica de la flora Gtil (g) que se detalla en la tabla 3 incluye todos los estreptococos (h),
lactococos (i), lactobacilos (j) y Leuconostoc (k). En la tabla 3, nd significa no detectable.
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Tabla 3
a b c d e f J
h i j k
0| 65E+3 60E+0 | nd | nd | 50E+1 | 20E+1 | 2,05E+3 | 75E+2 25E+2 1E+1
1 | 1,55E+8 | 2,46E+4 | nd | nd | 14E+5 JE+D 3.5E+8 1,53E+8 | 5,92E+8 | 154E+6
2 | 55E+8 7.2E+3 nd | nd | 54E+3 1E+0 2,5E+8 75E+7 97E+7 5,3E+6
3| G5E+B | 145E+2 | nd | nd | 53E+1 nd 1.9E+8 | 284E+8 | 75E+7 4.3E+6
4 1,2E+9 4E+0. nd | nd nd nd 2.2E+8 34E+8 1,4E+8 21E+6
5 | 995E+8 nd nd | nd nd nd 2TE+8 4 5E+8 1,2E+8 4 7E+6
6 1,1E+9 nd nd | nd nd nd 35E+8 3,2E+8 9,8E+7 55E+6
Nd = No detectable

[0110] Durante la primera etapa de fermentacion estabilizadora, el recuento de la FMAR (a) cambia de un valor
inicial (serie 0) en la leche cruda 6.5 103 microorganismos/ml; a un valor final en los medios de fermentacién a pH
5.2 (series 1, 2, 3, 4, 5y 6) sucesivos en el orden de 1.0 109 microorganismos/ml. El recuento de la flora util (g) pasa
de un valor inicial (serie 0) en la leche cruda 3.06 103 microorganismos/ml, con un valor medio final en los medios de
fermentacién a pH 5,2 (series 1, 2, 3, 4, 5y 6) sucesivos que es estable y del orden de 8,0 108 microorganismos/mL.

[0111] Ademas, el recuento de la flora coliforme (b) aumenté significativamente desde un valor inicial (serie 0) en
leche cruda de 6 microorganismos/ml, a un valor de en el medio de fermentaciéon a pH 5.2 (serie 1) de la primera
etapa de la fermentacion estabilizadora 2,46 104 microorganismos/ml, y después disminuye en etapas posteriores
fermentacién estabilizadora sucesiva (serie 2, 3 y 4) hasta desaparecer en los medios de fermentacion las etapas 5
y 6. Por lo tanto, la proporcién de bacterias coliformes (b) con respecto al FMAR pasa de un valor del orden 0,1% en
la leche cruda, a cero en la levadura obtenida después de la quinta etapa de fermentacién estabilizadora.

[0112] También se observa que las bacterias Escherichia coli (c), asi que los estafilococos (D), no son detectables
en esta leche cruda ultra-limpia, tampoco son detectables en la levadura producida a partir de dicha leche cruda
ultra-limpia.

[0113] Se observa ademas en la figura 6 y en la tabla 3 que las levaduras (E) y el molde (f) desaparecen totalmente

de los medios de fermentacidn sucesivos en la cuarta etapa (serie 4) de fermentacion estabilizadora de un
tratamiento de estabilizacion segin la invencion.
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Reivindicaciones
1. Proceso para la preparacion de una levadura a partir de leche cruda en el cual:

- Se elige una leche cruda que no ha sufrido ningin tratamiento fisico o térmico de eliminacion o de destruccion de
gérmenes microbiolégicos;

- Dicha leche cruda se selecciona entre el grupo que consta de leches crudas cuyo pH alcanza, durante una etapa,
dicha etapa (13) de seleccion, la fermentacion estabilizadora mediante la fermentacién lactica acidificante de la de la
leche cruda, a al menos una temperatura, dicha temperatura de seleccién comprende entre 20°C y 42°C:

o un valor de 5.5 por mas de 15 horas, y
o un valor minimo de 5,0 en 48 horas, a continuacion,

- El tratamiento se lleva a cabo (15) de estabilizacion de la leche cruda;

o dicho tratamiento (15) que comprende al menos dos etapas, dichas etapas de fermentacidn estabilizadora,
sucesivas de fermentacion lactica acidificante de un medio de fermentacion, incluyendo una primera etapa de
estabilizacion de la fermentacién producida a partir de un medio de fermentacion que comprende dicha leche cruda,
Y

o en el que cada etapa de fermentacion de estabilizacion de dicho tratamiento es interrumpida cuando el pH del
medio de fermentacion llega a un valor entre 4,6 y 6,0;

o en el que se lleva a cabo al menos una etapa, dicha etapa posterior de fermentacién estabilizadora, después de la
primera etapa de fermentacion estabilizadora, a partir de un medio de fermentacién compuesto de una cantidad de
un medio de cultivo liquido y una cantidad de un medio de fermentacion, dicho medio de fermentacion anterior,
obtenido al final de una etapa anterior de fermentacion estabilizadora en una relaciéon de volumen de la cantidad de
medio de fermentacion anterior sobre la cantidad de medio de fermentacién comprendido entre 0,5% y 25%;

0 cada etapa de fermentacion estabilizadora se realiza a una temperatura predeterminada comprendida entre los
18°Cy los 35°C, y;

0 cada etapa de fermentacion estabilizadora se interrumpe por enfriamiento del medio de fermentacién a una
temperatura por debajo de 4°C.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque se realiza dicha primera etapa de fermentacién
estabilizadora sin adicién ni reduccion artificial de especies microbiolégica en la leche cruda.

3. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, caracterizado porque se interrumpe la primera etapa de
fermentacion estabilizadora después de un tiempo de fermentacién lactica acidificante del medio de fermentacion
entre 12 hy 36 h.

4. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el medio de fermentacion (16) de
la primera etapa (17) de estabilizacion de la fermentacién es una leche cruda de un mamifero, en particular una
leche cruda seleccionada del primer grupo formado por leche cruda de vaca, de leche cruda de oveja, de la leche
cruda de cabra y de la leche cruda de bufflonne.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la relacion en volumen de la
cantidad del medio de fermentacién anterior sobre la cantidad de medio de fermentacion es de entre 1% y 5%,
especialmente del 2% aproximadamente.

6. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el medio de cultivo liquido es un
jugo de lactosa esterilizada y que contiene ésmosis entre 4% y 20% en peso sélido, en particular 12% en peso
solido.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el pH del medio de cultivo liquido
es de entre 6,5y 7,0.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque dicho medio de fermentacién
anterior presenta un valor de pH de entre 4.6 y 6.0 y contiene entre 5 a 107 y 5 109 microorganismos/ml.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque la leche cruda en el grupo consiste
en leches crudas cuyo pH alcanza, en la etapa (13) de seleccién llevada a cabo a temperaturas de seleccion de
27°Cyde40°C:

-unvalorde 55enmasde 15 h,y
- un valor minimo de 5,0 en menos de 48 h.
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