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PROCESS FOR SEEDING A MEDIA WITH MICROORGANISM IN FORM OF A TABLET

The present invention relates to tablets of microorganisms which can be used for direct
or semi-direct seading.

Microorganisms, in particular lactic bacteria, are used in numerous industries, in
particular in the agri-food Industry.

In particular, lactic bacterla are used inter alia In order to ferment, flavour, refine or
texture food, in particular dairy products or cured products. They are also used to protect
the media into which they are incorporated agamnst contamlnation by other
microorganisms and also used for their probiotic eflects.

Depending on uses, lactic bacteria are marketed in the form of compositions comprising
inter alia mixtures of lactic bacteria, which are called ferments or starters.

Ferments are generally in the form of concentrates, dry, lyophilized or frozen, or of a
suspension and are most often used in suspension form. In the case of lactic bacteria in
dry, lyophilized or frozen form, their use may necessitate a prlor suspension.

These types of concentrated formulations have the double advantage of preserving the
viability of the cultures over a long period of time and of being quite particularly suitable
for direct seeding, where the ferment is directly introduced into the medium to be treated
or seeded. Advantageously in this latter case, no prelimlnary culturing in a culture
medium proves necessary before use of the ferment, unlike what Is called semi-direct
seeading.

When these ferments are used in dry or Iyophilized form, they are in the form of a
powder, which has certain drawbacks. In particular, a powder of microorganisms,
because of its low density, is Incapable of passing through the foam which may form
when a liquid is transferred Into an Industrial tank, possibly for example the foam above a
tank of milk. :

In order to meet the requirements of industry, it has become necessary to find another
means for direct seeding which avoids the drawbacks of powders.
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Thus the problem which the invention proposes to resolve is that of providing a new
maans suitable for direct seeding.

Unexpectedly, the inventors have demonstrated that it is possible to use microorganisms
in the form of tablets for direct or semi-direct seeding.

In a first aspect the present invention provides a method of seeding a medium, said
method comprising: contacting microorganisms with a medium, characterized in that said
microorganisms are in the form of a tablet.

In a second aspect the present invention provides a method of producing a fermented
product, sald method comprising: seeding a medium according to any one of the
preceding claims, and fermenting said medium.

In a third aspect the present Invention provides use of micrcorganisms for seeding a
medium, wherein the microcorganisms are in the form of a tablet.

The invention offers decisive advantages, In particular when the microorganisms are
ferments; these advantages are the immadiate availability of less bulky ferments, the
stability of the microorganisms in the form of tablets at temperatures comprised betwean
0°C and 40°C depending on the type of microorganisms, the possibility of producing
complex mixtures of specles or different strains in determined and constant proportions,
the increased regularity of the performances in comparison with standard ferments
prepared where they are used, the strictly defined quality of the ferments.

Another advantage offered by the advantage is that the tablets of microorganisms can be
used equally effectively for direct or semi-direct seeding.

Another advantage of the present invention is that the microorganisms in the form of
tablets remain viable and are active when they are re-suspended. They can multiply
anew In a medium propitious to thelr development, after having been compressed
according to the invention.

Moreover, the microorganisms in the form of tablets have the advantage that no dust is
generated when the tablet is handled, which means no loss of product.
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Advantageously, the microorganisms in the form of tablets have a mechanical resistance
aliowing their handling.

The invention also has the advantage of being able to be put into practice in all
industries, in particular the agri-food, pharmaceutical, cosmetic, food and farming
industries, as well as In the fields of animal nutrition, animal feed, detergents, effluent
treatment, pollution control and hygiene in the broad sense, In particular everyday
hygiene, personal hygiene (for example toothpastes) or industrial hygiene.

In preferred aspects, the tablets according to the invention advantagsously have a
density higher than or equal to 0.8, preferably higher than or equal to 1. This advantage
allows easier utilization in particular for seeding media found in industrial tanks.

Other advantages and characteristics of the invention will bacome clear on reading the
following description and the examples which are given purely as lllustrations and are
non-limitative.

The invention relates to the use of microorganisms for seeding a medium characterized
in that the microorganisms are in the form of tablets.

By the expression “in the form of tablets® is meant that a powder containing
microorganisms has undergone compression or any other means of densification.

The tablets of microorganisms according to the invention can be obtained by
compression, In a standard manner for a person skillad in the art, using any standard
compression apparatus. It is possible to use a press, in particular a press having a
cooling device. Among the types of press sultable according to the invention, the unlaxial
Zwick® 1478 press can be mentioned. The compression pressure applied is at mast 400
MPa, preferably at most 200 MPa. Preferably, the compresslon pressure applied is
comprised between 20 MPa and 100 MPa, still more preferably comprised betwesn 40
MPa and 80 MPa.

After compression, the tablets are preferably stored under a non-humid or only slightly
humid atmosphere so as to prevent the microorganisms from becoming moist. Thus it Is
possible to store the tablets In for example a plastic bag, a contalner, a pillbox, an
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oxygen- and damp-proof aluminized pouch. Preferably, the tablets are kept at
temperatures above 0°C, for example 4°C.

The microorganisms utilized according to the invention are preferably in the form of dry
or lyophilized powder. They can contain different additives added during their drying or
during their lyophilization. They can also contain activators of their biological activity,
which are called activators, such as those described In patent application W0O02/24870.

The microorganisms utilized according to the invention can be bacteria, for example
lactic bacteria or probiotic bacteria, yeasts, fungi, moulds, algae, or spores of
microorganisms.

Lactic bacteria likely to be suitable according to the inventlon include all the lactic
bacteria customarily utilized in the agri-food, pharmaceutical, cosmetic, food and farming
industries, as well as in the flelds of animal nutrition, animal feed, detergents, seffluent
treatment, pollution control and hyglene in the broad sense, in particular everyday
hygiene, personal hyglene (for example toothpastes) or industrial hygiens.

For guidance, the most-used lactic bacteria which are present in the ferments are those
belonging to the genera Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Bifidobacterium, Brevibacterium, Camobacterilum, Enierococcus,
Micrococeus, Vagococcus, Staphylococcus, Bacillus, Kocuria, Arthrobacter,
Proprionibacterium and Corynebacterium. These lactic bacteria are used alone or in
mixtures. This list is not exhaustive.

What are called probiotic bacteria can also be mentioned infer alia as suitable for the
invention. By probiotic bacterlum or strain is meant a strain which, ingested live, has a
beneficial effect on the host, acting on the equillbrium of the intestinal flora. These
probiotic strains have the ability to survive passage through the upper part of the
digestive tube. They are non-pathogenlc, non-toxic and have a beneficial effect on
health, on the one hand via ecological interactions with the resident flora of the digestive
tube and on the other hand via their ability to Influence the immune tissue associated
with the intestine In & positive manner. According to the definition of probiotics, these
bacteria, when present In sufficient number, have the abllity to pass through the whole
intestine alive. They then form part of the resident flora during the period of
administration. This colonization (or temporary colonization) allows the problotic bacteria
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to have a beneficial effect, such as the repression of potentlally pathogenic
microorganisms present in the flora and interactions with the immune system of the
intestine.

The microorganisms according to the invention can be mixed before being shaped into
tablets with ingredients suitable for compresslon.

Among the ingredients suitable for compression, there can be mentioned:

e soluble compressible compounds, in particular polysaccharides, oligosaccharides
such as for example Inulin, sugars such as for example sucrose, fruciose or lactose,
polyols such as for example sorbitol or mannitol, soluble salts such as for example
carbonates or soluble phosphate salts including dibasic calcium phosphate,

¢ insoluble compressible compounds, in particular microcrystalline cellulose, calcium
sliicates or Insoluble phosphate salts such as for example tricalcium phosphate;

¢ disintegrants, which facllitate the disintegration of the tablet when it is iImmersed in a
liquid and allow the release of the microorganisms, in particular croscarmeliose
sodium, branched sodium carboxymethylcallulose, crospovidone, N-vinyl-2-
pyrrolidone, starch or pregelatinized starch, carrageenans, guar gums, alginates.

» lubricants, which facilitate the flow of the powders, the ejection of the tablet from the
press after compression or which aiso make it possible to attenuate the anisotropy of
the stresses within the pressed mass. By way of example, there will be mentioned
stearic acid, magnesium, calcium, sodium or ammonium metallic stearates, silica,
amino acids such as leucine, sodium benzoate, palyethylene glycols, or talc.

It is also possible to use commercially available pre-formulated compressible
compounds.

Practice of the invention is possible by introducing the microorganisms In the form of
tablets directly into the medium to be seeded (direct seeding) or by preparing a pre-
culture to which the microorganisms in the form of tablets are added, before adding the
pra-culture to the medium to be seeded.

The medium In which the microorganisms in the form of tablets can be used is preferably
a food medium such as for example a dairy, meat, fruit-juice-based medium or an
aqueous medium. It Is preferably an aqueous medium.
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By dalry medium Is meant a medium comprising milk of animal and/or vegetable origin.
As milk of animal origin there can be mentioned cow’s, ewe's, goat's or buffalo’s milk. As
milk of vegetable origin there can be mentioned any fermentable substance of vegetable
origin which can be used according to the invention In particular originating from soya

seeds, rice or malt.

The medium to be seeded according to the invention can optionally be a liquid, gelated,
gelatable or foamy medium.

The medium to be seeded according to the invention can optionally be a fermentable
medium or a non-fermentable medium.

Generally, the microorganisms in the form of tablets can be used in the same manner as
when they are in dry or lyophilizate form.

Among the uses/methods/processes according to the invention thera can be mentioned
the seeding of a tank of milk with microorganisms in the foorm of tablets, in order to
produce for example a fermented milk, a yoghurt, a matured cream, a cheese, a fromage
frais, a milk beverage, a milk product retentate, a processed cheese, a cream dessert, a
cottage chease or a milk for infants.

The present invention allows for seeding a medium continuous or discontinuous,
automatable and aseptic in-line seeding. '

By seeding according to the invention is meant adding microorganisms to a medium. The
term inoculation of a medium is also used. This medium is preferably an industrial
medium, i.e. produced by an industry.

The present invention can comprise a stage of incubation of the medium seeded with
microorganisms in the form of tablets, under conditions favourable to the matabolic
activity of the microorganisms. This stage can make It possible to obtain, depending on
the case, a medium rich in microorganisms or a fermented product depending on the
type of microorganisms used.

The prasent invention can be implemented in the agri-food, pharmaceutical, cosmetic,
food and farming industries, as weil as in the fislds of animal nutrition, animal feed,
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detergents, effluent treatment, pollution control and hygiene in the broad sense, in
particular everyday hygisne, personal hyglene (for example toothpastes) or industrial
hygiene.

The present invention may be utilised in the seeding of a medium with microorganisms in
the form of tablets to produce a fermented product. Preferably the fermented product is a
home fermented product. Microorganisms In the form of a tablet are particularly useful In
the production of a home fermented product. Such a tablet negates the need for the
consumer to carefully measure out and/or resuspend the microorganisms to be used
whilst ensuring consistency with regard to the amount and combination of
microorganisms used in batches. Furthemmore, such a tablet is easier to handle and
store at home.

Preferably the present invention may be utilised in the seeding of a medium with
microorganisms In the form of tablets to produce a fermented milk product. Examples of
fermented milks are, but are not limited to, Kefir, Koumiss, Dahi, Skyr, Irgo, Itito, Mala
and Acidophilus milk.

The present invention may be utilised in the seeding of milk with microorganisms in the
form of tablets to produce Kefir. Kefir Is producable by incubating heat-treated milik with
microorganisms in the form of a tablet for approximately 24 hours at 20°C or by
incubating for 20 hours at 21-22°C. In one embodiment, the microorganisms comnprise
80% lactococei, 5% lactobacili and 5% vyeast. In another embodiment, the
microorganisms comprise up to 80% lactococcl, up o 10% lactobacilli and up to 1%
yeast. Preferably the microorganisms comprise 99% lactic acid bacteria and 1% yeast.
More preferably, the microorganisms comprise 89% lactic acid bacterla and 0.02% yeast.

Figure 1 shows the comparative acidification results obtained for bacterla In the form of
tablets and for the same lyophilized bacteria.

Figure 2 shows the comparative acldification results for the kefir culture and the tablet
{produced according to the method described) after inoculation of UHT milk incubated at
24°C

Figure 3 shows comparative acidification results at different temperatures

The following examples lllustrate the Invention without limiting its scope.
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EXAMPLE 1;
1-1 Production of lactic bacteria tablets:

Before the compression stage, the lactic bacteria are mixed with the compression
additives using, for example, a Turbula® planetary-type mixer.

The compression additives used are the following:

0.5% stearic acid

2% croscarmellose sodium

48.75% microcrystalline celiulose

48.75% lyophilized lactic bactaria (EZAL MYE 95 ferment).

The percentages are by mass relative to the total mass of powder.

This mixture is then directly compressed using a Zwick® 1478 uniaxial press
(Compreasion pressure: 60 MPa, tablet mass 1 g, tablet diameter: 1.3 cm).

A non-powdery tablet able to be handled is then obtained (hardness of approximately 7
kP) which will disintegrate very rapidly upon contact with an aqueous medium, in less
than 5 minutes. Moreover, the ferment in tablet form retains its functionalities
(acidification, texture, flavouring etc.).

By “very rapid disintegration” is meant that the tablet disintegrates completely (visual
absence of aggregates) over a period of less than 5 minutes, under the conditions of a
standardized test. This standardized test conslists of displaying the disintegration of the
tablet when the latter is placed in water at ambient temperature (use of a 2-litre beaker
filled with 1.8 litres of water, at a temperature comprised between 18°C and 25°C) under
gentle stirring (use of a stirring grid measuring 55 x 40 mm placed 3 cm from the bottom
of the beaker, and the rotational speed of which is 120 rpm).

1-2 Productiop of a ferms edium:

According to the invention, the medium to be fermented is inoculated with the tablet,
produced In 1-1, using the seeding dose recommended for these lactic bacteria. For
example, for a milk matrix, the recommended usage dose for the ferment MYE 95 is 4
units (U) for 100 litres of milk,

\'1-
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Figure 1 below shows the comparative acidification results obtained for the lyophilizate
(dotted line) and the tablet (produced according to the method described previously -
solid line) after inoculation at 4U/100 fitres of a UHT milk medlum incubated at 43°C.

As the curves showing the acidification of the lyophilizate and the tablet are virtually
superimposed, it can therefore be concluded that compression does not alter the
functionalities of the lactic bacteria.

EXAMPLE 2:

2-1 Production of 1ablets for home made kefir — “Tybet kefir”

Composition of kefir culture:

kefir grains

BT001 ( Lactic acld bacteria — mesophilic bacteria — Lactococcus)
Lactobacillus acldophilus NCFM

All components are in freeze-dried form.

Before the compression stage, kefir culture is mixed with the compression additives
using, for example, a Turbula® planetary-type mixer.

The compression additives used are the following:
1% magnssium stearate

2% croscarmellose sodium

4% sodlum glycollate

53% microcrystalline cellulose

40% freeze-dried kefir culture (Tybet kefir).

The percentages are by mass relative to the total mass of powder.
This mixture is then directly compressed using a Tablet Press Machine Greatide (Taivan)

with a capacity of 450 tablets per minute (compression pressure: 60 MPa, tablet mass:
0,5 g, tablet diameter: 0,8 cm).

NO
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A non-powder tablet is then obtained (hardness of tablet: 5,5 kP) which disintegrates
very rapidly upon contact with an aqueous medium, in less then 4 minutes, and is
completely dissolved in less than 9 minutes. Moreover, the culture in tablet form retains
its functionalities (acidification, texture, flavouring etc.).

By “completely dissolving” it is meant that the tablet disintegrates completely (visual
absence of aggregates) under the conditions of a standardized test. This standardized
test consists of displaying of tablet dissolving when the tablet is placed in water at
ambient temperature (use of a 250 ml of water, at a temperature between 22°C and
24°C) under stirring at 750-800 rpm.

Microbial composition of kefir culture before and after compression (tablet) is shown In
table 1. Figure 2 shows the comparative acidification results for the kefir culture and the
tablet (produced according to the method described) after inoculation of UHT milk
incubated at 24°C.

2-2 Production of kefir “Tybet kefir” at home

According to the invention, the milk to be fermented is inoculated with the tablet.
Recommended usage dose for the kefir culture Is one tablet (0,5g) for one litre of milk.
Any milk, starting from non-fat to whole milk may be applied. For example, cow, goat,
sheep and soya milk may be used for kefir production. UHT or pasteurized trade
avallable milk Is recommended. However, for raw milk it should be heated up to around
80°C and immediately cooled down in tap water to room temperature before the.tablet is
added. The recommended Incubation temperature is room temperature — the best range
Is 20 - 25°C.

Depending on temperature, the fermentation time fluctuates from 16 to 24 hours. The
higher the temperature, the shorter the fermentation time needed.

Figure 3 below shows comparative acidification results for different temperatures. End of
fermentation can be recognized by visible curd and some whey release.

Prolonged fermentation has no negative impact (up o 24 h) due to the fact that the post-
acidification effect Is very limited (Figure 2).
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Add one tablet directly to an opened 1-liter carton of room-temperature UHT milk, 2% of
fat, close it, shake twice for a few seconds (the second shaking after 15 minutes of

Incubation).

Leave it at room temperature {24°C). The time of fermentation to reach pH 4,65 - 4,6 is

about 16 hours.

Refrigerate the kefir to stop the fermentation process.
Microbial kefir composition onae day after prodtiction is listed in Table 2.

Table 1. Microbial composition of kefir culture before and after compression

Sample Total mesophilic lactic | Lactobacilius Yoeast
acid bacteria acidophilus
cfu/g
Kefir culture (powder
5,4E+10 1,0E+08 8,0E+04
form)
Kefir culture (tablst form) | 2,0E+10 1,3E+07 4,2E+04
Table 2. Microbial kefir composition one day after production
Sample Total lactic| Totel aroma | Lactobacillus | Yeast Leuconostoc
acid forming acidophilus or/and mesophilic
bacterla heterofermentative
Lactobacillus
cfu/ml
Kefir  culture
3,0E+09 1,8E+09 1,6E+07 1,2E+02 |3,0E+086
(powder form)
Kefir  culture
2,2E+09 1,2E+09 1,4E407 7,0E+01 |2,5E+06
(tablet form)
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Figure 2. shows milk acidification curves (UHT, 2% of fat) by kefir culture type before
compression (powder form) and after compression (tablet form) at temperature 24°C

Figure 3 shows mlik acidiflcation curves (UHT, 2% of fat) by kefir culture in tablet form at
different temperatures.

Some embodiments of the present invention will now be illustrated by way of numbered
paragraphs:

1. Use of microorganisms for seeding a madium characterized In that the
microorganisms are in the form of tablets.

2. Use according to paragraph 1 characterized in that the microorganisms have been
subjected to a compression pressure of at most 400 MPa, preferably at most 200 MPa.

3. Use according to one of the preceding paragraphs characterized in that the medium to
be seeded is a liquid, gelated, gelatable, foamy, fermentable or non-fermentable

medium.

4, Use according to one of the preceding paragraphs characterized in that the medium to
be seeded Is a food medium such as for example a dairy, milk, fruit-Juice-based or
aqueous medium.

5. Use according to one of the preceding paragraphs characterized in that the
microorganisms are bacteria, for example lactic bacteria or probiotic bacteria, yeasts,
fungi, moulds, algae, or spores of microorganisms.

6. Use according to one of the preceding paragraphs charactenzed In that it is
implemented in the agrl-food, pharmmaceutical, cosmetic, food and farming industries, as
well as in the flelds of animal nutrition, animal feed, detergents, effluent treatment,
pollution control and hygiene in the broad sense, in particular everyday hyglene,
personal hyglene (for example toothpastes) or industrial hyglene.

7. Use according to any one of the preceding paragraphs characterized in that the micro-
organisms are lyophilised.

o
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8. Use according to any one of the preceding paragraphs characterized In that the
seeding is direct seeding.

All publications mentioned In the present specification are herein incorporated by
reference. Various modifications and variations of the described methods and system of
the invention will be apparent to those skilled in the art without departing from the scope
and spirit of the invention. Although the invention has been described in connection with
specific preferred embodiments, it should be understood that the invention as claimed
should not be unduly limited to such specific embodiments. Indeed, various
modifications of the described modes for camrying out the invention which are chvious to
those skilled In chemistry or related flelds are intended to be within the scope of the

following claims.

NY
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Claims
1. A method of seeding a medium, said method comprising:

contacting microorganisms with a medium
wherein said microorganisms are in the form of a tablet.

2. A method according to claim 1, characterized In that said medium is a food
medium.
3 A method according to claim 1 or claim 2, characterized in that sald food medium

is a dairy, milk, fruit-juice-based or aqueous medium.

4 A method according to any one of the preceding claims, characterized in that the
microorganisms have been subjected to a compression pressure of at most 400 Mpa.

5. A method according any of the preceding claims characterized in that the
microorganisms have been subjected to a compression pressure of at most 200 Mpa.

6. A method according to one of the preceding claims characterized in that the
medium to be seeded is a liquid, gelated, gelatable, foamy, fermentable or non-
fermentable medium.

7. A method according to one of the preceding claims characterized in that the
microorganisms are bacteria, yeast, fungl, moulds, algae, or spores of microorganisms.

8. A method according to claim 7 characterized in that eaid bacteria are lactic
bacteria and/or problotic bacteria.

9. A method according to one of the preceding claims characterized in that It is
implemented In the agri-food, pharmaceutical, cosmetic, food and farming Industries, as
well as In the fields of animal nutrition, animal feed, detergents, effluent treatment,
pollution control and hyglene in the broad senss, in particular everyday hygiene,
personal hygiene (for example toothpastes) or industrial hygiene.

10. A method according to any one of the preceding claims characterized in that the
microorganisms are lyophilised.

¢
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11. A method according to any one of the preceding claims characterized in that the
seeding is direct seeding.

12. A method of producing a fermented product, said method comprising:
seeding a medium in accordance with a process dafined in any one of the preceding

claims
and fermenting said medium,

13. A method according to clalm 12 characterised in that said fermented product is a
fermented milk product.

14. A method according to claim 12 or claim 13 characterized in that said fermented
product is a home fermented product.

15.  Use of microorganisms for seeding a medium, wherein the microorganisms are in
the form of a tablet.

16.  Use according to claim 15, for the preparation of a fermented product.

17.  Use according to claim 16 characterized in that said fermented product is a
fermented milk product.

18.  Use according to claim 17 characterized in that sald fermented milk product is
Kefir, Koumiss, Dahl, Skyr, Irgo, Itito, Mala or Acidophilus milk.

19. Use according to claim 18 characterized in that said fermented milk product is
Kefir.

20. Use according to any one of claims 16 to 19 characterized in that sald fermented
product is home fermented.

21. A method as substantially hereinbefore describad with reference to the
Examples.

A
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22, A use as substantially herainbefore described with reference to the
Examples.
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PROCESO PARA SEMBRAR UN MEDIO CON MICROORGANISMOS EN

FORMA DE TABLETA

Descripcion de la Invencidén

La presente invencidn se refiere a tabletas de microorganismos
que se pueden utilizar para la siembra directa o semidirecta.

Los microorganismos, en particular bacterias lacticas, se utilizan
en industrias numerosas, en particular en la industria agropecuaria de
alimentos.

En particular, las bacterias lacticas se usan, entre otros, para
fermentar, condimentar, refinar o texturizar el alimento, en particular
productos lacteos o productos curados. También se utilizan para
proteger el medio en el cual son incorporados contra la contaminacion
por otros microorganismos y también utilizados por sus efectos
probiéticos.

Dependiendo de los usos, las bacterias lacticas se hacen en la
forma de composiciones que comprenden, entre otras, mezclas de
bacterias lacticas, que se llaman fermentos o iniciadores.

Los fermentos estan generalmente en la forma de concentrados,
secos, liofilizados o congelados, o de una suspensidn y se utilizan mas
frecuentemente en forma de suspensidon. En la caso de bacterias
lacticas en la forma seca, liofilhzada o congelada, su uso puede hacer
necesario una suspensién anterior.

Estos tipos de formulaciones concentradas tienen la ventaja doble

de preservar la viabilidad de los cuitivos sobre un periodo largo de

ols
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tiempo y de ser muy particularmente convenientes para la siembra
directa, donde el fermento se introduce directamente en el medio que se
tratard& o sembrara. Ventajosamente en este ultimo caso, ninguna
cultivacién preliminar en un medio de cultivo prueba ser necesaria antes
del uso del fermento, diferente a la llamada siembra semidirecta.

Cuando estos fermentos se utilizan en forma seca o hofilizada,
estan en la forma de un polvo, lo que tiene ciertas desventajas. En
particular, un polvo de microorganismos, debido a su baja densidad, es
incapaz de pasar a través de la espuma que puede formar cuando un
llquido se transfiere en un tanque industnal, posiblemente por ejemplo
la espuma sobre un tanque de leche.

Para cumplir con los requisitos de la industria, ha llegado a ser
necesario encontrar otros medios para la siembra directa que eviten las
desventajas de los polvos.

Asi el problema que la invencién propone resolver es el de
proporcionar un nuevo medio conveniente a la siembra directa

Inesperadamente, los inventores han demostrado que es posible
utilizar microorganismos en la forma de tabletas para la siembra directa
o semidirecta.

En un primer aspecto la presente invencién proporciona un método
de sembrar un medio, el método comprende: poner en contacto
microorganismos con un medio, caracterizado en que los
microorganismos estan en la forma de una tableta.

En un segundo aspecto la presente invencion proporciona un

meétodo de producir un producto fermentado, el método comprende:
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sembrar un medio de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones
precedentes, y fermentar tal medio.

En un tercer aspecto la presente invencidén proporciona el uso de
microorganismos para sembrar un medio, en donde los microorganismos
estan en la forma de una tableta

La invencién ofrece ventajas decisivas, en particular cuando los
microorganismos son fermentos; estas ventajas son la disponibihdad
inmediata de fermentos menos abultados, la estabilidad de los
microorganmismos en la forma de tabletas a temperaturas comprendidas
entre 0°C y 40°C dependiendo del tipo de microorganismos, la
posibilidad de producir mezclas complejas de especies o de diversas
cepas en las proporciones determinadas y constantes, la regularidad
creciente de las funciones en comparacién con los fermentos estandares
preparados donde se utilizan, la calidad terminantemente definida de los
fermentos.

Otra ventaja ofrecida por la ventaja es que las tabletas de
microorganismos se pueden utihizar igualmente con eficacia para la
siembra directa o semidirecta.

Otra ventaja de la presente invencidn es que los microorganismos
en la forma de tabletas siguen siendo viables y son activos cuando se
suspenden de nuevo. Pueden multiplicarse de nuevo en un medio
propicio a su desarrollo, después de haberse comprimido de acuerdo
con la invencidn.

Por otra parte, los microorganismos en la forma de tabletas tienen

la ventaja que no se genera ningdn pelvo cuando se maneja la tableta,
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lo que significa ninguna pérdida de producto

Ventajosamente, los microorganismos en la forma de tabletas
tienen una resistencia mecanica que permite su manipulacion.

La invencion también tiene la ventaja de poder ponerse en
practica en todas las industrias, en particular industrias de alimentos
agricolas, farmacéutica, cosmética, alimentos y de cultivo, asi como en
los campos de nutricibn animal, piensos para animales, detergentes,
tratamiento efluente, control de contaminacién e higiene en el amplio
sentido, en particular higiene diaria, higiene perscnal (por ejemplo
cremas dentales) o higiene industrial.

En aspectos preferidos, las tabletas de acuerdo con la invencion
tienen ventajosamente una densidad mas alta que o igual a 0.8,
preferiblemente mas alta que o igual a 1 Esta ventaja permite una
utilizacion mas facil en particular para los medios de sembrado
encontrados en tanques industriales.

Otras ventajas y caracteristicas de la invencién llegaran a ser
claras en la lectura de la descripcibn siguiente y los ejemplos que se
dan puramente como ilustraciones y no son limitativos

La invencion se relaciona al uso de microorganismos para sembrar
un medio caracterizado en que los microorganismos estan en la forma
de tabletas.

Por la expresién "en la forma de tabletas” se entiende que un
polvo que contiene microorganismos ha experimentado la compresién o
cualquier otro medio de densificacion.

Las tabletas de microorganismos de acuerdo con la invencién se
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pueden obtener por compresion, de una manera estandar para un
experto en la técnica, usando cualquier aparato estandar de compresion.
Es posible utihzar una prensa, en particular una prensa con un
dispositivo de enfriamiento Entre los tipos de prensa convenientes de
acuerdo con la invencidn, puede mencionarse |la prensa uniaxial Zwick®

1478. La presion de la compresidn aplicada es a lo sumo de 400 MPa,

'preferlblemente a lo sumo 200 MPa Preferiblemente, la presion de

compresion aplicada estad comprendida entre 20 MPa y 100 MPa, adn
mas preferiblemente comprendida entre 40 MPa y 80 MPa.

Después de la compresidn, las tabletas se almacenan
preferiblemente bajo atmasfera sélo ligeramente himeda o no-himeda
para evitar que los microorganismos lleguen a humedecerse. Asi es
posible almacenar las tabletas en por ejemplo una bolsa de plastico, un
envase, caja de pildoras, una bolsa con oxigeno y aluminizada contra
humedad. Preferiblemente, las tabletas sé mantienen a temperaturas de
alrededor de 0°C, por ejemplo 4°C.

Los microorganismos utilizados de acuerdo con la invencién estan
preferiblemente en |a forma de polvo seco o [ofilizado Pueden
contener diversos aditivos agregados durante su sequedad o durante su
liofilizaci6n Pueden también contener activadores de su actividad
biolégica, que se llaman activadores, tales como los descritos en la
Solicitud de Patente W0O02/24870.

Los microorganismos utiizados de acuerdo con la invencién
pueden ser bactenas, por ejemplo bacterias lacticas o bacterias

probioticas, levaduras, hongos, moho, algas, o esporas de
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microorganismos

Las bacternias lacticas convenientes de acuerdo can la invencidn
incluyen todas las bacterias lacticas utilizadas por lo general en las
industrias de alimentos agricolas, farmacéuticas, cosméticas, alimentos
y de cultivo, asl como en los campos de la nutricibn animal, piensos
para animales, detergentes, tratamiento efluente, control de
contaminacidén e higiene en amplio sentido, en particular higiene diaria,
higiene personal (por ejemplo cremas dentales) o higiene industrial

Para el manejo, las bacterias lacticas mas usadas que estan
presentes en los fermentos son las que pertenecen a los géneros
Lactococcus, Estreptococo, Lactobacilo, Leuconostoc, Pediococcus,
Bifidcbacterium, Brevibacterium, Carnobacterium, Enterococa,
Micrococo, Vagococcus, Estafilococo, Bacilo, Kocuria, Arthrobacter,
Proprionibacterium y Corynebacterium. Estas bacterias lacticas se
utilizan solas o en mezclas Esta lista no es exhaustiva

Las también llamadas bacternias probidticas pueden también, entre
otros, mencionarse como convenientes para la invencién Por bacteria
probidtica o cepa se entiende una cepa que, vivo injerida, tiene un
efecto beneficioso en el hospedadar, actuando en equilibrio de la flora
intestinal Estas cepas probiéticas tienen la capacidad de sobrevivir al
paso a través de la parte superior del tubo digestivo. No son patégenas,
no téxicas y tienen un efecto beneficioso en salud, por un lado via
interacciones ecolbgicas con la flora residente del tubo digestivo y por
otro lado via su capacidad de influenciar el tejido inmune asociado al

intestino de una manera positiva. De acuerdo con la definicibn de
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probibticos, estas bactenas, cuando estan presentes en suficiente
cantidad, tienen la capacidad de pasar a través del intestino entero en
actividad. Entonces forman parte de la flora residente durante el periodo
de administracién. Esta colonizacidon (o colonizacién temporal) permite
que las bacterias probiéticas tengan un efecto beneficioso, tal como la
represién de microorganismos potencialmente patdégenos presentes en la
flora e interacciones con el sistema inmune del intestino.

Los microorganismos de acuerdo con la invencidon pueden ser
mezclados antes de formarse en las tabletas con los ingredientes
convenientes para la compresion.

Entre los ingredientes convenientes para la compresién, pueden
mencionarse:

« compuestos compresibles solubles, en particular polisacaridos,
oligosacaridos como por ejemplo inulina, azucares tal como por e)jemplo
sucrosa, fructosa o lactosa, polioles tal como por ejemplo sorbitol o
manitol, sales solubles tal como por ejemplo carbonatos o sales solubles
de fosfato incluyendo fosfato de calcio dibasico;

*» compuestos compresibles solubles, en particular celulosa
microcristalina, silicatos de calcio o sales de fosfato insolubles tal como
por ejemplo fosfato tricalcico;

» desintegrantes, que facilitan la desintegraciobn de la tableta
cuando se sumergen en un liquido y permiten la lhberacién de los
microorganismos, en particular sodio de croscarmelosa,
carboximetilcelulosa de sodio ramificada, crospovidona, N-vinil-2-

pirrolidona, almidén o almidoén pregelatinizado, carragenanos, gomas de
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guar, alginatos

« lubricantes, que facilitan el flujo de los polvos, la eyeccidn de la
tableta de |la prensa después de la compresién o también permiten
atenuar la anisotropia de las cepas dentro de la masa presionada. A
modo de ejemplo, se mencionard acido esteérico, magnesio, calgio,
estearatos metélicos de sodio ¢ amonio, silicio, aminoacidos tales como
leucina, benzoato de sodio, polietilenglicoles, o talco.

También es posible utihzar compuestos compresibles pre-
formulados comercialmente disponibles

Es posible practicar fa invencidn introduciendo  los
microorganismos en la forma de tabletas directamente en el medio que
se sembrarad (siembra directa) o preparando un pre-cultivo al cual se
agregan los microorganismos en la forma de tabletas, antes de agregar
el precultivo al medio que se sembrara

El medio en el cual los microorganismos en la forma de tabletas
pueden utilizarse es preferiblemente un medio alimenticio tal como por
ejemplo productos lacteos, carnes, un medio basado en jugo de frutas o
un medio acuoso. Preferibilemente es un medio acuoso.

Por medio lacteo se entiende un medio que comprende leche de
origen animal y/o vegetal. Como leche de origen animal puede
mencionase leche de vaca, de oveja, de cabra o bufalo Como leche de
origen vegetal se puede mencionar cualquier sustancia fermentable de
origen vegetal que se pueda utilizar de acuerdo con la invencién en
particular originada de semillas de arroz, malta o soya.

El medio que se sembrara de acuerdo con la invencién puede
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opcionalmente ser un medio liquido, gelado, gelatable o espumoso.

El medio que se sembrard de acuerdo con la invencién puede
opcionalmente ser un medio fermentable o un medio no-fermentable

Generalmente, los microorganismos en la forma de tabletas se
pueden utilizar de manera similar como cuando estan en forma seca o
hofilizada.

Entre los usos/métodos/procesos de acuerdo con la invencién se
pueden mencionar la siembra de un tanque de leche con
microorganismos en la forma de tabletas, para producir por ejemplo una
leche fermentada, yogur, crema madurada, quesos, quesos frescos,
bebida de leche, concentrados de producto lacteo, queso procesado,
postre de crema, requesdn o leche para infantes.

La presente Invencién permite sembrar un medio continuo o
discontinuo, una siembra en linea, automatizada y aséptica.

Por sembrar de acuerdo con la invencion se entiende agregar
microorganismos a un medio E! término Inoculacién de un medio
también se utiliza. Este medio es preferiblemente un medio industrial, es
decir producido por una industria.

La presente invencion puede comprender una etapa de incubacién
del medio sembrado con microorganismos en la forma de tabletas, bajo
condiciones favorables a |a actividad metabdlica de |los
microorganismos. Esta etapa puede permitir obtener, dependiendo del
caso, un medio rico de microorganismos o un producto fermentado
dependiendo del tipo de microorganismos usados

La presente invencidon se puede implementar en industrias de

~P
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alimentos agricolas, farmacéutica, cosmética, alimentos y de cultivo, asi
como en los campos de nutricion animal, piensos para animales,
detergentes, tratamiento efluente, control de contaminacién e higiene en
amplio sentido, en particular higiene diaria, higiene personal (por
ejemplo cremas dentales) o higiene industrial

La presente invencion se puede utilizar en la siembra de un medio
con microorganismos en la forma de tabletas para producir un producto
fermentado. Preferiblemente, el producto fermentado es un producto
fermentado casero. Los microorganismos en la forma de una tableta son
particularmente datiles en la produccién de un producto fermentado
casero. Tal tableta niega la necesidad del consumidor de medir
cuidadosamente y/o de resuspender los microorganismos que se
utilizaran mientras que asegura la consistencia con respecto a la
cantidad y combinacion de los microorganismos usados en lotes.
Ademas, tal tableta es mas facil de manipular y de almacenar en casa.

Preferiblemente, la presente invencién se puede utilizar en la
siembra de un medio con microorganismos en la forma de tabletas para
producir un producto lacteo fermentado. Los ejemplos de leches
fermentadas son, pero no se limitan a, Kefir, Koumiss, Dahi, Skyr, Irgo,
Itito, Mala y leche acidéfila.

La presente invencion se puede utilizar en la siembra de leche con
microorganismos en la forma de tabletas para producir Kefir. Kefir se
produce Incubando la leche sometida a un tratamiento térmico con
microorganismos en {a forma de una tableta por aproximadamente 24

horas a 20°C o incubando por 20 horas a 21-22°C En una modalidad,

0



10

15

20

25

11

los microorganismos comprenden 80% de lactococci, 5% de lactobacilos
y 5% de levadura. En otra modalidad, los microorganismos comprenden
hasta 80% de lactococct, hasta 10% de lactobacilos y hasta 1% de
levadura. Preferiblemente, los microorganismos comprenden 99% de
bacterias de acido lactico y 1% de levadura. Mas preferiblemente, los
microorganismos comprenden 99% de bacternias del acido lactico y
0.02% de levaduras.

La figura 1 muestra los resultados de la acidificacion comparativos
obtenidos para las bacterias en forma de tabletas y para las mismas
bacterias liofilizadas

La figura 2 muestra los resultados de la acidificacion comparativos
para el cultivo de Kefir y la tableta (producida de acuerdo con el método
descrito) después de la inoculacién de la leche de UHT incubada a 24°C.

La figura 3 muestra resultados de ia acidificacidn comparativos a
diversas temperaturas.

Los ejemplos siguientes 1ilustran la invenciébn sin hmitar su
alcance
EJEMPLO 1:

1-1  Produccidén de tabletas de bactenas lacticas*

Antes de la etapa de compresibn, las bacterias lacticas se
mezclan con aditivos de compresién usando, por ejemplo, un mezclador
tipo planetario Turbula®

Los aditivos de compresién usados son los siguientes:

0.5% de acido estearico

2% de sodio de croscarmelosa
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48 75% de celulosa microcristalina
48.75% de bacterias lacticas liofilizadas (fermento EZAL MYE 935).
Los porcentajes son por masa con relacién a {a masa total del polvo.

Esta mezcla entonces se comprime directamente usando una
prensa uniaxial Zwick® 1478 (Presiébn de compresiéon: 60 MPa, masa de
tableta 1 g, diametro de tableta: 1.3 centimetros)

Una tableta no-polvorienta capaz de manipularse entonces se
obtiene (dureza de aproximadamente 7 kP) que se desintegrara muy
rapidamente durante el contacto con un medio acuoso, en menor de 5
minutos. Por otra parte, el fermento en forma de tableta conserva sus
funcionalidades (acidificacién, textura, aroma, etc ).

Por "desintegracion muy rapida" se entiende que la tableta se
desintegra totalmente (ausencia visual de agregados) durante un
periodo de menos de 5 minutos, bajo condiciones de una prueba
estandardizada. Esta prueba estandardizada consiste en desplegar la
desintegracién de la tableta cuando la dltima se pone en agua a
temperatura ambiente {(uso de un recipiente de 2-htros lleno de 1.8 litros
de agua, a una temperatura comprendida entre 180°C y 25°C) bajo
agitacion moderada (uso de una rejlla de agitacion que mide 55 x 40
mm ubicada 3 centimetros de! fondo del recipiente, y cuya velocidad
giratoria es 120 rpm)

1-2 Produccién de un medio fermentado:

De acuerdo con la invencidon, el medio que se fermentard se
inocula con la tableta, producida en 1-1, usando la dosis sembradora

recomendada para estas bacterias lacticas. Por ejemplo, para una matriz
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de leche, fa dosis de uso recomendada para el fermento MYE 95 es 4
unidades (U) para 100 litros de leche

La figura 1 abajo muestra los resultados de la acidificacion
comparativos obtenidos para el lhofilizado (linea punteada) y la tableta
(producida de acuerdo con el método previamente descrito — linea
continda) después de la inoculacién en 4U/100 litros de un medio de
leche de UHT incubado a 43°C.

Debido a que las curvas que muestran la acidificacién del
liofihzado y de la tableta, estan superpuestas virtualmente, puede por lo
tanto concluirse que la compresion no altera las funcionalidades de las

bacterias lacticas.

EJEMPLO 2:

2-1 Produccion _de tabletas para el hogar hechas de kefir - "Tybet

kefir"

Composicion del cultivo de kefir

granos de kefir

BT001 (Bacterias del acido lactico - bacterias mesofilicas - Lactococcus)
Lactobacilo acidéfilo NCFM

Todos los componentes estan en forma liofilizada.

Antes de la etapa de compresion, el cultivo de kefir se mezcla con
los aditivos de compresidon usando, por ejemplo, un mezclador tipo
planetario Turbula®

Los aditivos de compresion usados son los siguientes®

1% de estearato de magnesio
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2% de sodio de croscarmelosa

4% de glicolato de sodio

53% de celulosa microcristalina

40% de cultivo de kefir hofilizade (Tybet kefir).

Los porcentajes estan por masa con relacién a la masa total del
polvo.

Esta mezcla entonces se comprime directamente usando una
Tablet Press Machina Greatide (Taivan) con una capacidad de 450
tabletas por minuto {presién de compresiéon 60 MPa, masa de tableta
0 5 g, didametro de tableta: 0 8 centimetros).

Una tableta sin polvo entonces se obtiene (dureza de tableta 5.5
kP)} que se desintegra muy rapidamente durante el contacto con un
medic acuoso, por consiguiente en menos de 4 minutos; y se disuelve
totalmente en menos de 9 minutos Por otra parte, el cultivo en forma de
tableta conserva sus funcionalidades {acidificaciéon, textura, aroma,
etc.)

Por "disolver completamente” se entiende que la tableta se
desintegra completamente (ausencia visual de agregados) bajo
condiciones de una prueba estandardizada. Esta prueba estandardizada
consiste en el despliegue de la tableta que se disuelve cuando la tableta
se pone en agua a temperatura ambiente (uso de 250 ml de agua, a una
temperatura de entre 22°C y 24°C) bajo agitacién a 750-800 rpm.

La composicién microbiana del cultivo de kefir antes y después de
la compresion (tableta) se muestra en la tabla 1 La figura 2 muestra los

resultados de la acidificacién comparativos para el cultivo de kefir y la
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tableta (producida de acuerdo con el método descrito) después de la

inoculacién de la leche de UHT incubada a 24°C

2-2 Produccidn de kefir "Tybet kefir" en casa

De acuerdo con [a invenciéon, la leche que se fermentara se
inocula con la tableta. La dosis de uso recomendada para el cultivo de
kefir es una tableta (0.5g) para un litro de leche Cualquier leche,
comenzando con leche sin grasa a leche entera puede aplicarse Por
ejemplo, leche de vaca, cabra, oveja y soya pueden utihizarse para la
produccién de kefir. Se recomienda la leche de UHT o pasterizada
disponible comercial. Sin embargo, la leche cruda debe calentarse hasta
alrededor de 80°C y enfriarse inmediatamente en agua corriente a
temperatura ambiente antes de que se agregue la tableta. La
temperatura de incubacidon recomendada es |la temperatura ambiente — el
mejor intervalo es 20 - 25°C.

Dependiendo de la temperatura, el tiempo de fermentacidon fluctia
de 16 a 24 horas. Cuanto mas alta es la temperatura, mas-corto es el
tiempo de fermentacidn necesario.

La figura 3 abajo muestra los resultados de la acidificacidn
comparativos para diversas temperaturas El final de ia fermentacion se
puede reconocer por el cuajado visible y cierta liberacion de suero.

La fermentacion prolongada no tiene ningun tmpacto negativo
(hasta 24 h) debido al hecho de que el efecto de acidificacion posterior
es muy limitado (figura 2),

El kefir se refrigera para detener el proceso de fermentacion.
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Preparacién.

Agregar una tableta directamente a un cartén de 1 litro abierto -
de leche de UHT a temperatura ambiente, 2% de grasa, cerrarlo,

sacudirlo dos veces por algunos segundos (la segunda sacudida

16

después de 15 minutos de incubacion)

Dejarlo a temperatura ambiente (24°C) EI tiempo de fermentacién

para alcanzar un pH 4 55 - 4.6 es de aproximadamente 16 horas.

Refrigerar el kefir para detener el proceso de fermentacion

La composicibn microbiana de kefir un dia después de

produccion se lista en la tabla 2

Tabla 1

de la compresion

Composicién microbiana del cultivo de kefir antes y después

Muestra Lactobacilo acidéfilo Levadura
cfulg

Cultivo de kefir | 5 4E+10 1 0OE+06 8 OE+D4

{forma en polvo)

Cultivo de kefir | 2 OE+10 1 3E+07 4 2E+04

(forma en tableta)

Tabla 2.

preducciéon

Composicion microbiana de kefir un dia después de la

Muestra Bactenas del | Fomacénde | Lactobacilo | Levadura Leuconostoc y/o
dcido ldctico | aroma total acidéhlo Lactobacilo
mesoflhico heterofermentado
totales mesofilico

Cultivo de kefir | 3 0E+09 1 8E+09 1 6E+07 1 2E+02 3 0E+06

{forma en polvo)

[Cultivo de Kkefir | 2 2E+09 12E+09 1 4E+07 7 OE+01 2 5E+06

{forma en

tableta)

ﬁék



10

15

20

25

17

La figura 2 muestra las curvas de acidificacién de la leche (UHT,
2% de grasa) por el tipo de cultivo de kefir antes de la compresion
(forma en polvo) y después de la compresion (forma de tableta) a
temperatura 24°C

La figura 3 muestra curvas de acidificacidon de leche (UHT, 2% de
grasa) por el cultivo de kefir en forma de tableta a diversas
temperaturas

Algunas modalidades de la presente invencidn ahora seran
ilustradas por parrafos numerados:

1 Uso de microorganismos para sembrar un medio
caracterizado en que los microorganismos estan en la forma de tabletas.

2, Uso de acuerdo con el parrafo 1 caracterizado en que los
microorganismos se han sometido a una presion de compresion de a lo
sumo 400 MPa, preferiblemente a lo sumo 200 MPa.

3. Uso de acuerdo a uno de los parrafos precedentes,
caracterizado en que el medio que se sembrard es un medio liquido,
gelado, gelatable, espumoso, fermentable o no-fermentable,

4 Uso de acuerdo con uno de los parrafos precedentes,
caracterizado en que el medio que se sembrara es un medio alimenticio
tal como por ejemplo un medio lacteo, leche, medio basado en jugo de
fruta o acuoso.

5. Uso de acuerdo con uno de los parrafos precedentes,
caracterizado en que los microorganismos son bacterias, por ejemplo
bacterias lacticas o bacterias probi6ticas, levaduras, hongos, moho,

algas, o esporas de microorganismos.

{(D
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6. Uso de acuerdo con uno de los parrafos precedentes,
caracterizado en que se implementa en las industrias de alimentos
agricolas, farmacéutica, cosmética, alimentos y de cultivo, asi como en
los campos de nutricidbn animal, piensos para animales, detergentes,
tratamiento efluente, control de contaminacién e higiene en el amplio
sentido, en particular higiene diaria, higiene personal (por ejemplo
cremas dentales) o higiene industrial.

7 Uso de acuerdo con uno de los parrafos precedentes,
caracterizado en que los microorganismos estan liofiizados.

8 Uso de acuerdo con uno de los parrafos precedentes,
caracterizado en que la siembra es una siembra directa.

Todas las publicaciones mencionadas en la presente
especificacion son incorporadas adjunto por referencia. Varias
modificaciones y variaciones de los métodos y sistema descritos de la
invencidn seran evidentes a los expertos en la técnica sin apartarse del
alcance y espintu de la invencidon. Aunque la invencién se ha descrito en
relacién con las modalidades preferidas especificas, debe entenderse
que la invencion como se relvindicd no se debe limitar indebidamente a
tales modalidades especificas De hecho, varias modificaciones de los
modos descritos para realizar la invencidon que son obvias a [os expertos
en quimica o campos relacionados, se desea que estén dentro del

alcance de las reivindicaciones siguientes.



10

15

20

25

19

REIVINDICACIONES

1 Un método de sembrar un medio, el método comprende

poner en contacto microorganismos con un medio en donde los
microorganismos estan en la forma de una tableta

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado
en que el medio es un medio alimenticio.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 o la
reivindicacidn 2, caracterizado en que el medio alimenticio es un medio
lacteo, leche, basado en jugo de frutas ¢ acuoso

4. Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado en que los microorganismos se han sometido
a una presion de compresion de a lo sumo 400 Mpa

5. Un método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado en que los microorganismos
se han sometido a una presidn de compresién de a lo sumo 200 Mpa

6. Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado en que el medio que se sembrara es un
medio liquido, gelado, gelatable, espumoso, fermentable o no
fermentable.

7. Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado en que los microorganismos son bacteras,
levadura, hongos, moho, algas, o esporas de microorganismos.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado

en que las bacterias son bactenas lacticas y/o bacterias probiéticas.

AD
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9 Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado en que se implementa en las industrias de
alimentos agricolas, farmacéutica, cosmética, alimentos y de cultivo, asi
como en los campos de nutricidn animal, piensos para animales,
detergentes, tratamiento efluente, control de contaminacidn e higiene en
el amplio sentido, en particular higiene diaria, higiene personal {por
ejemplo cremas dentales) o higiene industrial

10. Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado en que los microorganismos se hofilizan.

11 Un método de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado en que la siembra es una siembra directa.

12 Un método de producir un producto fermentado, el método
comprende:

sembrar un medio de acuerdo con un proceso definido en
cualquiera de las reivindicaciones precedentes y fermentar el medio.

13. Un método de acuerdo con I[a reivindicacién 12,
caracterizado en que el producto fermentado es un producto lacteo
fermentado.

14. Un método de acuerdo con la reivindicacién 12 o la
reivindicacién 13, caracterizado en que el producto fermentado es un
producto fermentado casero

15. Uso de microorganismos para sembrar un medio, en donde
los microorganismos estan en la forma de una tableta,

16. Uso de acuerdo con la reivindicacién 15, para la preparacion

de un producto fermentado.
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17. Uso de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde el
producto fermentado es un producto lacteo fermentado.

18 Uso de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde el
producto lacteo fermentado es Kefir, Koumiss, Dahi, Skyr, Irgo, Itito,
Mala o leche acidéfila.

19 Uso de acuerdo con la reivindicacion 18 en donde el
producto lacteo fermentado es Kefir

20 Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 16 a 19 en
donde el producto fermentado, se fermenta en casa.

21. Un método de acuerdo con lo sustancialmente descrito
anteriormente con referencia a los ejemplos.

22 Un uso de acuerdo con Ilo sustancialmente descrito

anteriormente con referencia a los ejemplos.
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RESUMEN

La presente invencién proporciona un método de sembrar un

medio, el método comprende: poner en contacto microorganismos con un

medio, en donde los microorganismos estan en la forma de tableta
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