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DESCRIPCION
Método para la preparacion de una bebida fermentada
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a un método para inocular levadura en zumo de frutas o fruta. Esto es
importante para la industria de las bebidas en general, especialmente para la industria del vino.

ANTECEDENTES

[0002] Durante los ultimos 50 afos los productores de vino se han habituado a inocular su vino con cultivos
puros de levadura. Tales cultivos de inoculacion también se pueden denominar "cultivos iniciadores”. La levadura
se encuentra en una forma deshidratada llamada levadura seca activa (LSA), la cual se ha producido en
fermentadores, concentrado y luego secado en un tambor, un proceso llamado secado en lecho fluidizado. En el
presente documento también puede denominarse levadura liofilizada.

[0003] Como resultado del hecho de que la levadura esté deshidratada, esta necesita, por tanto, rehidratarse
para ser activa metabdlicamente, antes de aplicarse al sustrato, como el zumo de uva en el caso de la
vitivinicultura. Este es un proceso muy delicado para las células de levadura y requiere una cantidad significativa
de atencién y cuidado para cerciorarse de que la célula de levadura se hidrata de manera que la célula sea
viable.

[0004] Tal y como se argumenta en la pagina 124, columna de la izquierda del libro de texto de Roger Boulton et
al, 1996 - durante el proceso de secado de la produccién de levadura seca activa, las membranas celulares de
las células de levadura pierden su funciéon de barrera de permeabilidad. Por lo tanto, para restablecer esta
funcion, resulta importante rehidratar las membranas afiadiendo la levadura a agua a 40 °C durante 20 minutos.
Por lo tanto, el proceso de rehidratacion de la levadura implica tipicamente una rehidrataciéon de 20-30 minutos
en agua no clorada o en una mezcla de agua/zumo de uva (2:1) a una temperatura de 35-38 °C seguida de la
adiciéon de zumo de uva del mismo volumen (mezcla de zumo/agua 50:50), el cual se mantiene durante otros 20-
30 minutos antes de afiadirlo al vino. Es importante que el zumo de uva no contenga SO;, que podria matar las
células de levadura durante el proceso sensible de rehidratacion (O'Kennedy, 2008). Ademas, la mezcla de la
rehidratacion se debe enfriar con zumo después de estar 20 min en el agua, de 5 en 5 °C. No enfriar la mezcla
desde la temperatura de rehidrataciéon pasados 30 minutos también puede suponer una muerte celular
significativa (O'Kennedy, 2008). Ademas, se debe tener cuidado con usar zumo de uva sin contaminar para el
protocolo de rehidratacion, ya que la rehidratacién con zumo de uva contaminado dara lugar a la contaminacion
de toda la fermentacién del vino inoculada utilizando la mezcla de rehidratacion. Diferentes fabricantes proponen
variaciones en este protocolo, pero la etapa fundamental radica en que las células deshidratadas necesitan
exponerse al agua o a una mezcla de agua/zumo a temperaturas y condiciones especificas y durante tiempos
especificos para que se hidraten adecuadamente, y se evita asi la muerte celular y la consecuente inactividad.
No se recomienda afadir la levadura seca activa directamente al vino, dado que la alta concentracion de azucar,
SO, y otros compuestos en el zumo de uva no permiten una rehidratacion optima de la levadura. Por esta razoén,
ninguno de los fabricantes de levadura de vino propone la inoculacion directa de la levadura seca activa al mosto
de uva.

[0005] Como sabe la persona cualificada, en el presente contexto el término zumo de fruta y mosto de fruta se
consideran lo mismo y estos términos pueden usarse indistintamente en el presente documento.

[0006] Como se describe en Soubeyrand et al. 2006 - la levadura seca activa (liofilizada) pierde actividad cuando
no se rehidrata 6ptimamente. Una rehidratacién incorrecta de la levadura seca activa puede también llevar a una
parada de la fermentacion alcohdlica (O'Kennedy, 2008). Por lo tanto, la rehidratacién de la levadura seca activa
requiere una cantidad significativa de tiempo y concentraciéon y exige normalmente un gran ndmero de horas de
trabajo de personal cualificado en una bodega comercial durante el proceso de elaboracién del vino.

[0007] EP1645198A1 (Minaki Advance Co Ltd, Japon); EP2090647A1 (Chr. Hansen); y WO2009/095137A1 (Chr.
Hansen) se pueden considerar como estado de la técnica previo relevante en el presente documento. Sin
embargo, ninguno de esos documentos previos del estado de la técnica describe un método donde la levadura
se afiada en forma congelada a un zumo de frutas antes de la fermentacion.

[0008] La presente invencion se refiere a un método innovador para inocular levadura en zumo de frutas o fruta,
por la cual los inconvenientes anteriormente mencionados se pueden evitar. Los inventores descubrieron que,
sorprendentemente, un cultivo congelado (cultivo iniciador congelado) de levadura se puede afiadir directamente
al zumo de uva y al mismo tiempo mantener un alto indice de supervivencia de las células de levadura.
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RESUMEN DE LA INVENCION

[0009] La presente invencion proporciona un nuevo producto de levadura de vino en forma congelada. El
producto se produce en un fermentador, se concentra y se afiaden crioprotectores. Entonces esta mezcla se
congela a -50 °C en recipientes adecuados. Lo que hace que este producto sea Unico es, ademas del hecho de
que esta congelado, que se puede anadir directamente al zumo de uva, ya que no se necesita rehidratacion
debido a que la levadura no se deshidraté en el proceso de produccién. El producto se encuentra actualmente en
forma de bolsa isotérmica (bolsa térmica de plastico) que contiene 1 kg de cultivo celular de levadura congelada.

[0010] Tal y como se muestra en el ejemplo 1 del presente documento, cuando se inocula directamente levadura
congelada, para sorpresa de los presentes inventores, se observé solo una reduccion relativamente pequena en
la cantidad de células en comparacién con la levadura seca activa, donde se observé una reduccion mucho
mayor en la cantidad de células cuando se inocula directamente en comparacion con la correcta rehidratacion.
Por lo tanto, esta caracteristica hace que la levadura congelada sea adecuada para la inoculacion directa, un
proceso simple donde una persona inexperta puede abrir el recipiente y directamente afiadir el contenido al
zumo de uva, sin arriesgarse a una muerte celular significativa y a la consecuente pérdida de actividad, como es
el caso de la levadura seca activa. Ademas, la inoculacién directa de levadura previene el potencial deterioro de
las fermentaciones del vino por mezclas de rehidratacion contaminadas.

[0011] Por consiguiente, basandonos en este hallazgo sorprendente, se puede por tanto entender que el uso de
levadura congelada puede ser altamente ventajoso para la produccion de vino segun la presente invencion.

[0012] Otra ventaja es que la inoculacién directa se traduce en un ahorro significativo de tiempo y mano de obra
para los productores de vino, ya que la rehidratacion de la levadura seca activa puede llevar hasta una hora y
necesita una persona cualificada que prepare sustratos altamente especificos de rehidratacion y la inoculacién
directa de levadura congelada toma unos pocos minutos y no requiere habilidades o preparacion especial,
sencillamente anadir el producto al zumo de uva o uvas trituradas.

[0013] Los resultados proporcionados aqui han sido obtenidos usando la levadura de vino Pichia kluyveri. La
persona cualificada puede facilmente transferir la tecnologia a otros tipos de levadura, tales como
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces bayanus, o Torulaspora delbreuckii,
Kluyveromyces thermotolerans, etc.

[0014] EI producto también se podria aplicar para producir otras bebidas que no sean vino, tales como cerveza,
sidra, sake, kéfir, refrescos y bebidas en las que la accién de la levadura concreta se requiere y se aplica en
forma de inoculacion directa conveniente. El cultivo iniciador se puede utilizar para fermentar cualquier tipo de
medio basado en azucar, como el zumo de uva, o zumo de manzana, o alternativamente, frutas enteras.

DIBUJOS

[0015] Figuras 1 y 2: estas figuras muestran resultados experimentales relevantes en el presente documento
como se argumenta en detalle en el ejemplo practico 1 del presente documento.

DESCRIPCION DETALLADA

[0016] La presente invencion se refiere a:
Un método para la produccién de una bebida que comprende las fases siguientes:

a) proveer una fruta o material vegetal,
b) afiadir levadura para fermentar dicha fruta o material vegetal,

donde la levadura se afiade en forma congelada o donde la levadura congelada se descongela para
obtener levadura en forma liquida antes de afiadirla a la fruta o material vegetal.

[0017] Estos son algunos de los aspectos particulares de la invencién:

En un aspecto, la presente invencién se refiere a un método para inocular una levadura en un zumo de
frutas o en una fruta. Dicha levadura provocara una fermentacion, y el producto de esta fermentacion se
puede utilizar en la industria alimentaria, o mas especificamente en la industria de bebidas. Las bebidas
que se contemplan son, por ejemplo, el vino, la cerveza, la sidra u otras bebidas que se producen
fermentando una fruta o material vegetal, como el zumo de frutas, verduras, plantas o fruta. Ejemplos
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de fruta o material vegetal son las uvas, el zumo de uva, las manzanas o el zumo de manzana, o la
cebada.

[0018] La levadura que se usa puede ser cualquier tipo de levadura que se use en la industria alimentaria o de
bebidas. Algunos ejemplos son, por ejemplo, Pichia kluyveri, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
pastorianus, Saccharomyces bayanus, Torulaspora delbreuckii, o Kluyveromyces thermotolerans etc.

[0019] Es comun usar levaduras en la industria del vino. Las levaduras tipicas que se usan en la produccién de
vino son de la familia de levaduras Saccharomycetaceae (levaduras de tipo Ascomycota). Las levaduras del
género Saccharomyces [por ejemplo la especie Saccharomyces cerevisiae (SC)] se usan comunmente. Otras
levaduras usadas son de la misma familia Saccharomycetaceae, pero de otros géneros como Kluyveromyces
[por ejemplo la especie Kluyveromyces thermotolerans (KT)] y el género Torulaspora [por ejemplo la especie
Torulaspora delbrueckii (TD)].

[0020] Para la inoculacion para fermentar una fruta o material vegetal, se puede utilizar un cultivo de levadura
pura (es decir un cultivo que contiene solo un tipo de levadura), pero también se puede usar como inoculante un
cultivo mixto de dos o mas tipos de levadura.

[0021] Para un cultivo iniciador mixto puede ser importante conocer la cantidad/proporcion especifica de cada
especie de levadura en el cultivo iniciador final disponible comercialmente. Esto es particularmente cierto en un
cultivo iniciador de vino que comprende Saccharomyces, ssp. Kluyveromyces ssp. y/o Torulaspora ssp.

[0022] EI cultivo iniciador se puede producir fermentando levadura y a continuacion cosechando la levadura
mediante centrifugacion. Esto produce una biomasa de levadura liquida. Tipicamente, un fermentador de 1000 |
produce aproximadamente 100 kg de "levadura en peso humedo" en forma de una pasta liquida. Basado en el
peso en humedo, esta pasta contiene tipicamente aproximadamente 10" UFC (unidades formadoras de
colonias) por gramo. Después de la congelacion, aproximadamente quedan 10°UFC por gramo.

[0023] Para proteger las células de las severas condiciones de congelacion, se puede afadir un crioprotector
después o antes de la centrifugaciéon. Algunos ejemplos de crioprotectores son la glucosa, la sacarosa o la
trehalosa.

[0024] Dichos crioprotectores se afiaden tipicamente en una cantidad de aproximadamente 5 %-20 %. La
cantidad deberia ser suficiente para mantener el nimero de UFC en aproximadamente 10° 0 més.

[0025] Después de afiadir el crioprotector y recoger la biomasa de levadura liquida, la biomasa se transfiere a un
recipiente adecuado, por ejemplo bolsas de plastico. Entonces estos contenedores se congelan a una
temperatura de entre -10 °C y -60 °C. Se prefiere un intervalo de temperatura de entre -10 °C y -30 °C.

[0026] ElI método segun la invencién implica afiadir el cultivo iniciador congelado al medio basado en azucar en
una cantidad que sea suficiente para iniciar y mantener la fermentacién del material vegetal.

[0027] Por consiguiente, un aspecto de la invencién se refiere a un método para inocular levadura en zumo de
frutas que comprende las fases siguientes:

a) proveer un zumo de frutas en un recipiente; y
b) afiadir levadura en forma congelada en una cantidad que sea suficiente para iniciar y mantener la
fermentacion del zumo de frutas.

[0028] La persona cualificada en el presente contexto entenderia que, cuando se afiade levadura en forma
congelada al zumo de frutas segun la fase b) explicada anteriormente, no tiene lugar aqui una rehidratacion de la
levadura. Como sabe la persona cualificada, se puede llamar al método de la invencién descrito en el presente
documento método de inoculacién directa.

[0029] En el ejemplo practico 1 se explican experimentos acerca del uso de cultivos iniciadores de levadura
congelada para la inoculaciéon. Sorprendentemente, se ha observado que al descongelar el cultivo de levadura
congelada antes de afadirlo al zumo de uva, la supervivencia de las células (UFC/mI) en el zumo de uva fue aun
mayor que la que se consigui6é cuando se inoculé directamente el cultivo de levadura congelada en el zumo de
uva.

[0030] Por consiguiente, otro aspecto de la invencion se refiere a un método para inocular levadura en zumo de
frutas que comprende las fases siguientes:
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i) proveer un zumo de frutas en un recipiente;

ii) proveer levadura en forma congelada;

iii) descongelar la levadura congelada para obtener levadura en forma liquida; y

iv) afiadir la levadura en forma liquida en una cantidad que sea suficiente para iniciar y mantener la
fermentacién del zumo de frutas.

[0031] La persona cualificada en el presente contexto entenderia que, cuando se descongela la levadura
congelada para obtener levadura en forma liquida y luego se afiade levadura en forma liquida al zumo de frutas
segun la fase iii) explicada anteriormente, no tiene lugar aqui una rehidratacién de la levadura.

[0032] Como sabe la persona cualificada, la temperatura para la fermentaciéon del zumo de fruta en una bodega
se lleva a cabo tipicamente a entre 15 y 25 °C. Por consiguiente, cuando en una bodega se afiade levadura en
forma congelada al zumo de frutas [es decir, segun la etapa b) explicada anteriormente], a continuacion se
descongela la forma congelada de la levadura tipicamente a una temperatura de entre 15y 25 °C.

[0033] En el ejemplo practico 1 del presente documento la temperatura de descongelacion fue de 30 °C.

[0034] Sin limitarse a la teoria, se cree que se obtienen los mejores resultados si la temperatura de
descongelacion de la fase iii) explicada anteriormente es de entre 25y 35 °C.

[0035] Como sabe la persona cualificada - la descongelacion de la fase iii) explicada anteriormente se puede
llevar a cabo, por ejemplo, ahadiendo la levadura en forma congelada a, por ejemplo, agua o a una mezcla de
zumo y agua, donde el agua o la mezcla de zumo y agua tiene una temperatura adecuada. Como sabe la
persona cualificada, de este modo se obtendria levadura en forma liquida que se puede anadir al zumo de frutas
segun la fase iv) explicada anteriormente.

EJEMPLOS

Materiales y métodos

[0036] La levadura seca activa usada en este ejemplo fue Saccharomyces bayanus B52 (Lesaffre). La levadura
congelada usada en este ejemplo fue Pichia kluyveri (Chr. Hansen). Todas las inoculaciones se llevaron a cabo
por triplicado, con el error tipico indicado en los graficos de barras en las figuras 1 y 2 mas adelante. Después de
la inoculaciéon con levadura, la mezcla se agité integramente para disolver el contenido antes de hacer las
diluciones estandar para la distribucion en placas. Para determinar el recuento de células de estos productos, se
hicieron diluciones en el agua de peptona y se vertid 1 ml en placas de Petri, después de lo cual se vertié un
agar con un medio de cultivo de levadura y glucosa (YGM) en forma liquida a 40 °C. Las placas se incubaron
durante 3 dias a 30 °C, después de lo cual se hizo el recuento de colonias. Las UFC/g tal y como se indica en las
figuras 1 y 2 mas adelante se calcularon basandose en la adicién de LSA y levadura congelada al peso original.

[0037] Para determinar el recuento de células de levadura después de la inoculacion en el medio de zumo de
uva sintético, se siguid el mismo protocolo. Una cantidad de 50 g/l de levadura Pichia kluyveri congelada o
descongelada se inocul6 en 200 ml de medio de zumo de uva sintético a temperatura ambiente (21 °C). La
levadura seca activa fue o rehidratada (20 min 37 °C, 1 g en 10 ml de agua no clorada), o pesada para llevar a
cabo una inoculacién directa con 0,3 g/L, que corresponden a 2*10° UFC/ml. Para conseguir la inoculacion
directa y la LSA rehidratada, la temperatura del mosto de uva sintético se ajusté a 30 °C para facilitar una mayor
supervivencia debido a la diferencia de temperatura del inéculo y los medios.

[0038] EI mosto de uva sintético se preparé segun Costello et al. 2003 con una concentraciéon de azucar de
250g/L y un pH de 3,5. Después de la inoculacion, se llevaron a cabo diluciones en agua de peptona y se vertio
1 ml en placas de Petri, después de lo cual se vertié un agar con un medio de cultivo de levadura y glucosa
(YGM) en forma liquida a 40 °C. Las placas se incubaron durante 3 dias a 30 °C, después de lo cual se hizo el
recuento de colonias. Usando la cantidad de masa de levadura afiadida al mosto de uva sintético y el valor
UFC/ml obtenido del recuento de las placas, se pudo calcular un valor en UFC/gramo.

Ejemplo 1: Uso de levadura congelada - comparacion con levadura liofilizada

[0039] La Figura 1 muestra los resultados del efecto perjudicial de la inoculacion directa de la levadura seca
activa (LSA) cuando se inocula directamente en el zumo de uva sintético (lineas horizontales) en comparacion
con la rehidratacion en primer lugar de la levadura de LSA en el agua a 37°C durante 20 minutos y a
continuacioén su inoculacion en el mosto de uva sintético (lineas verticales). Después de la inoculacion, se llevo a
cabo el recuento de células mediante la distribucion en placas y se usaron los datos para calcular un valor medio
de UFC/g. Se calculd que la media de UFC/g de la levadura seca activa original fue de 2,40E + 10 (punteado). La
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inoculacion directa de la levadura seca activa resulté en un valor UFC/g medio de 4,49E + 9, lo cual significa que
un 81,3 % de las células murieron debido a la inoculacion directa. Sin embargo, cuando se rehidratdé en primer
lugar en agua a 37°C durante 20 min y a continuacion se inoculé en zumo de uva sintético, la media de UFC/g
fue de 2,35E + 10, lo cual significa que solo aproximadamente un 2,1 % de las células murieron después de la
rehidratacion y la inoculacién.

[0040] La figura 2 muestra el efecto de la inoculacion directa de la levadura congelada en mosto de uva sintético
con y sin descongelacion previa. El recuento de células del producto de levadura congelada original fue de 8,0E
+ 8 (punteado). Después de la inoculacién directa de la levadura congelada (sin descongelarla) en zumo de uva,
el recuento de células fue de una media de 5,1E + 8 (lineas horizontales) y después de descongelar y a
continuacion inocular en zumo de uva, el recuento de células fue de una media de 7,1E + 8 (lineas verticales), lo
cual significa que en la inoculacién directa congelada (sin descongelarla) solo murieron un 36,3 % de células y
en la inoculacién directa congelada (después de la descongelacion) solo murieron un 11,3 % de las células. Esto
resulta muy favorable en comparacioén con la levadura seca activa, donde murieron un 81,3 % de las células, lo
cual indica que la levadura congelada se puede usar para la inoculacion directa sin que haya una pérdida
significativa en el recuento de células y en la actividad consecuente.

Conclusiones:

[0041] Los resultados del ejemplo 1 indican que la levadura seca activa (liofilizada) pierde una cantidad
significativa de células viables cuando se inocula directamente (sin rehidratarla) en comparacién con la
inoculacion después de rehidratarla en el agua (a una temperatura especifica) y en la dilucién de zumo - es decir,
estos resultados concordaron con los conocimientos previos del estado de la técnica que se han mencionado
anteriormente.

[0042] Sin embargo, cuando se usa levadura congelada directamente inoculada, para sorpresa de los presentes
inventores, solo se observé una reduccion relativamente pequefia en la cantidad de células como en el caso
anterior.

[0043] Por consiguiente, basandonos en este hallazgo sorprendente, se entiende que usar levadura congelada
puede ser altamente ventajoso para la produccién de vino segun la presente invencion.

[0044] Otra ventaja es que la inoculacion directa conlleva un ahorro de tiempo significativo para los productores
de vino ya que la rehidratacién de la levadura seca activa puede tomar mas de una hora y la inoculaciéon directa
de levadura congelada toma unos pocos minutos.

[0045] Como se indica en el ejemplo anterior, sorprendentemente, se ha descubierto que al descongelar en
primer lugar el cultivo congelado y a continuacién inocular directamente el zumo de uva, la supervivencia de las
células (UFC/ml) fue aun mayor que lo que se consigue cuando se inocula directamente el cultivo de levadura
congelada en el zumo de uva sin descongelarla primero.
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REIVINDICACIONES

Método para la produccion de una bebida que comprende las fases siguientes:

a) proveer una fruta o material vegetal,
b) afiadir levadura para fermentar dicha fruta o material vegetal,

donde la levadura se afiade en forma congelada o donde la levadura congelada se descongela para obtener
levadura en forma liquida antes de afadirla a la fruta o material vegetal.

2. Meétodo segun la reivindicacion 1, donde la bebida es vino, cerveza, sidra, sake, kéfir o refrescos.

3. Método segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde la fruta o material vegetal es zumo de

frutas.

4. Método segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde la fruta o material vegetal es zumo de
uva, y donde la bebida es vino.

5. Método segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde la fruta o material vegetal es cebada, y
donde la bebida es cerveza.

6. Método segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde la levadura es seleccionada de entre los
géneros Saccharomycetaceae, Klyveromyces'y Torulaspora.

7. Método segun la reivindicacién 5 o 6, donde la levadura es seleccionada de entre Pichia kluyveri,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces bayanus, Torulaspora delbreuckii,
o Klyveromyces thermotolerans.

8. Método segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde la levadura en la forma congelada
contiene un crioprotector.

9. Método segun la reivindicacion 8, donde el crioprotector esta presente en una cantidad entre un 5 y un 20 por

ciento.

10. Método segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde la levadura congelada contiene al menos
10° UFC por gramo.

11. Método segun una o mas de las reivindicaciones anteriores, donde la levadura se puede obtener

fermentando levadura, cosechando la levadura por centrifugacién para proporcionar una biomasa de levadura
liquida y congelando la biomasa de levadura liquida.
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Figura 1.
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Figura 2:
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