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DESCRIPCION
Método para producir una bebida fermentada con una levadura comprimida congelada
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para producir una bebida fermentada que comprende las siguientes
etapas: a) proporcionar un sustrato de fruta o vegetal para la produccion de la bebida; b) afiadir levadura comprimida
congelada con un contenido de materia seca de entre el 35% y el 90% (p/p) al sustrato de fruta o vegetal sin ninguna
etapa de rehidratacion o reactivacion; y ¢) fermentar el sustrato con la levadura comprimida para obtener la bebida
fermentada.

Antecedentes de la invencion

El documento US 3.615.685 se titula “Preparacién de levadura seca activa” y divulga la produccién de levadura de
panaderia incluyendo levadura seca activa (columna 1, lineas 1-2). El documento US 3.615.685 no proporciona
ninguna divulgacion de un método para producir una bebida fermentada. El Unico ejemplo de uso proporcionado es la
mezcla con harina (columna 2, lineas 43-50), es decir, una matriz completamente diferente,

"Technique: Fresh Yeast", 12 Mazo 2011, XP0055227553, describe que “la congelacidn [de levadura fresca] es un
método perfectamente aceptable” y también se refiere claramente al uso de levadura para hornear pan. Es evidente
del documento que la congelacion tenia algun impacto negativo sobre la supervivencia y/o rendimiento de la levadura.

Como sabe bien el experto en la materia en las técnicas del horneado, no son necesarias etapas de rehidrataciéon o
reactivacion.

En la industria del vino la levadura usada es normalmente levadura seca activa (ADY por sus siglas en inglés) con un
contenido de materia seca de mas del 90% (p/p) lo cual necesita rehidratacién y reactivacién que consume tiempo a
temperatura especifica antes de inoculacion en el vino.

La produccion de ADY implica varias etapas donde la levadura primero se produce en un fermentador, se concentra,
filtra y por ultimo incluye el secado en lecho fluido de la levadura comprimida. Sin embargo, este proceso significa que
el producto necesita pasar a través de varias etapas (rehidratacién, reactivacion y aclimatacién) antes de que pueda
usarse para la inoculacion.

Debido al secado del producto, las células de levadura se deshidratan y por lo tanto necesitan ser rehidratadas y
después reactivadas en medio adecuado con el fin de ser metabdlicamente activas antes de aplicacion al sustrato (por
ejemplo, zumo de uva como es el caso de fabricacidén de vino). Esto es un proceso muy delicado para las células de
levadura y requiere una cantidad significativa de tiempo y atencion ya que factores tales como temperatura,
sincronizaciéon y medios de activacion son importantes para asegurar la supervivencia de las células. De esta forma,
la rehidratacion de ADY habitualmente demanda un gran numero de horas hombre experto en una cava comercial
durante el proceso de fabricacién de vino.

Durante el proceso de secado de la produccion de levadura seca activa, las membranas celulares de las células de
levadura pierden su funcion de barrera de permeabilidad (Roger Boulton et al, 1996, pagina 124). Por lo tanto, para
reestablecer esta funcion, es importante rehidratar las membranas afiadiendo la levadura en agua a 40°C durante 20
minutos. Por lo tanto, el proceso de rehidratacidon de levadura implica tipicamente una rehidratacién de 20-30 minutos
en agua no clorada o una mezcla de agua/zumo de uva (2:1) a una temperatura de entre 35-38°C, seguido por la
adicién de zumo de uva del mismo volumen (mezcla de zumo/agua 50:50) que se mantiene durante otros 20-30
minutos antes de agregarla al vino. Es importante que el zumo de uva no contenga nada de SO,, que podria matar
las células de levadura durante el proceso sensible de rehidratacion (O’Kennedy, 2008). Ademas, la mezcla de
rehidratacion debe enfriarse con zumo después de 20 minutos en agua, 5°C cada vez. El fracaso de enfriar desde la
temperatura de rehidratacion después de 30 minutos puede producir muerte celular significativa (O’Kennedy, 2008).
Ademas, debe tenerse cuidado para usar zumo de uva no contaminado para el protocolo de rehidratacion ya que la
rehidratacion con zumo de uva contaminado producira contaminacion de toda la fermentaciéon de vino inoculada
usando la mezcla de rehidratacion. Diferentes fabricantes proponen variaciones en este protocolo, pero la etapa critica
es que las células deshidratadas necesitan ser expuestas a agua o una mezcla de agua/zumo a temperaturas
especificas, en condiciones sanitarias y durante tiempos especificos con el fin de hidratar apropiadamente, por lo
mismo evitando muerte celular y consecuente inactividad. No se recomienda agregar la levadura seca activa
directamente al zumo ya que la concentracién alta de azucar, SO, y otros compuestos en el zumo de uva no permite
la rehidratacion optima de la levadura. Por esta razon, ninguno de los fabricantes de levadura de vino propone la
inoculacién directa de levadura seca activa a mosto de uva.

La levadura seca activa (ADY) pierde actividad cuando no se rehidrata 6ptimamente (Soubeyrand et al. 2006). La

rehidratacion incorrecta de ADY puede también llevar a atascar la fermentacién alcohdlica (O’Kennedy, 2008), es decir
la levadura no fermenta todo el azlcar presente en el sustrato lo que produce una bebida que es demasiado dulce.
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Otra forma de agregar levadura a un sustrato es usar levadura congelada que se puede afadir directamente al sustrato
(documento WO02011/134952). En este método el producto es levadura en crema congelada con un contenido de
materia seca por debajo del 28% (p/p) que permite la inoculacion directa y supervivencia alta durante la inoculacion
directa. El concentrado se congela a -50°C. La desventaja de este método es que es crucial que el producto se congele
a -50°C, se distribuya por cadena fria, y almacene a -50°C. Ademas, las condiciones de congelacion severas del
concentrado son dafinas para las células de levadura afectando su viabilidad. Como resultado, con frecuencia se
afaden aditivos, que estabilizan las células de levadura durante y después de la congelacién y/o secado, al
concentrado liquido antes de la congelacion.

Dziezak J D: "Yeasts and yeast derivatives: Definition characteristics and processing," Food technology, Institute of
Food Technologists, Chicago, IL, US, vol. 41, no. 2, 1 febrero 1987, p. 104-121, XP008178060, divulga ADY. La figura
6 de la presente solicitud divulga a la izquierda ADY, es decir, el concepto divulgado en Dziezak, 1987, y a la derecha
los resultados usando levadura comprimida congelada segun la presente invencidn. De los resultados es evidente que
no es necesaria la rehidratacion para este concepto al contrario que el formato divulgado en Dziezak, 1987. En
resumen, ni el documento WO2011/134952 ni Dziezak, 1987, que se refieren ambos al mismo campo que la presente
invencién, proporciona ninguna sugerencia o pista a la presente invencion.

Hay una demanda creciente de los consumidores para los asi llamados productos alimenticios “de etiqueta limpia”,
donde el numero de aditivos agregados a los productos es limitado. La industria alimentaria se esfuerza en seguir las
regulaciones especificas del pais y las recomendaciones de las autoridades alimentarias y organizaciones
intergubernamentales, tal como OIV (International Organisation of Vine and Wine (Organizacion Internacional del
Vino). http://www.oiv.int), EBC (European Brewery Convention (Convencion cervecera europea) y ASBC (American
Society for Brewing Chemists (Sociedad Americana para Quimicos Cerveceros)). Ademas, el uso de aditivos diluye el
concentrado produciendo una concentracidn menor de células de levadura (unidades formadoras de colonia (UFC)
por volumen de concentrado) en la formulacion de levadura comprimida final.

Compendio de la invencion

La formulacion mejorada de levadura para la fermentacion de bebidas por inoculacién directa de una fruta o vegetal
permite una viabilidad mayor de la levadura en la ausencia de aditivos agregados, tal como emulsionantes, aceite,
agentes modificadores de actividad de agua y agentes agregados para mejorar la estabilidad de las células de levadura
durante la congelacion, secado y/o almacenamiento en frio. Ademas del uso en la fermentacion de bebidas, se
contempla que la formulacién de levadura es adecuada para la fermentacion de etanol por inoculacion directa de un
sustrato liquido rico en hidratos de carbono.

Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que levadura comprimida, tal como levadura de vino y
de cerveza, con un contenido de materia seca de entre el 35% al 90% (p/p) muestra alta supervivencia cuando se
congela a pesar del contenido de humedad relativamente alto y en la ausencia de agentes agregados para mejorar la
estabilidad de las células de levadura durante la congelacion, secado y/o almacenamiento en frio. Ademas, la levadura
comprimida es ideal para inoculacion directa de sustratos de fruta o vegetales produciendo cerca del 100% de
capacidad de supervivencia y la levadura comprimida puede almacenarse a 4°C durante varios meses en condiciones
sanitarias, por ejemplo, embalada al vacio para evitar contaminacion, o almacenada durante periodos prolongados de
tiempo congelada.

Descripcién detallada de la invencién

La figura 1 muestra las diferentes etapas para procesos posteriores para la produccion de ADY e inoculacién de un
sustrato con ADY (superior) asi como la produccién de levadura comprimida (inferior). Como se puede ver en la figura
1 (inferior) tanto la produccion de levadura comprimida, asi como la inoculacion con levadura comprimida se acorta
significativamente produciendo costes reducidos de produccion.

La levadura comprimida para inoculacion directa de un sustrato de fruta o vegetal tiene un contenido de materia seca
de entre el 35% y el 90% (p/p).

En una forma de realizacion preferida, el contenido de materia seca de la levadura comprimida esta entre el 45% vy el
75% (p/p).

El contenido de materia seca de la muestra se mide calentando a 105°C +/- 5°C con el fin de evaporar contenido de
agua. La muestra se mide antes y después de secar y los cdlculos posteriores se llevan a cabo para obtener el
contenido de materia seca expresado como % (p/p):

El contenido de materia seca (Wym) como un porcentaje de masa o gramos por kilogramo se calcula usando las
siguientes ecuaciones:
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donde:

Wam €S la materia seca de la muestra, en porcentajes 0 gramos por kilogramo;

m, es la masa de la placa o crisol vacio en gramos;

myp €S la masa de la placa o crisol que contiene la muestra en gramos;

f es un factor de conversion, =100 para la expresidn de resultados como un porcentaje y factor=1000 para la expresion
en gramos por kilogramo.

Los valores deben redondearse al 0,1% mas cercano (p/p) o alternativamente al 1 g/kg mas cercano.
En una forma de realizacion preferida la levadura comprimida no comprende ningun aditivo agregado.

En una forma de realizacién preferida, la viabilidad de la levadura comprimida es al menos el 20% después de congelar
calculado en base a la concentracion de UFC (unidades formadoras de colonia) de la levadura comprimida antes de
congelar y la concentracion de UFC de la levadura comprimida después de congelar. Preferentemente, la viabilidad
de la levadura es al menos el 25%, al menos el 30%, tal como al menos el 35%, tal como al menos el 40%, tal como
al menos el 45%, tal como al menos el 50%, tal como al menos el 55%, tal como al menos el 60%, al menos el 65%,
tal como al menos el 70%, tal como al menos el 75%, tal como al menos el 80%, tal como al menos el 85%, tal como
al menos el 90%, tal como al menos el 91%, tal como al menos el 92%, tal como al menos el 93%, tal como al menos
el 94%, tal como al menos el 95%, tal como al menos el 96%, tal como al menos el 97%, tal como al menos el 98%,
tal como al menos el 99%.

En una forma de realizacion preferida la viabilidad de la levadura comprimida es al menos el 60% después de la
inoculacién directa de un sustrato de fruta o vegetal calculado en base a la concentracion de UFC (unidades
formadoras de colonia) de la levadura comprimida y la concentracién de UFC del material inoculado. Preferentemente,
la viabilidad de la levadura es al menos el 65%, tal como al menos el 70%, tal como al menos el 75%, tal como al
menos el 80%, tal como al menos el 85%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 95%.

En otra forma de realizaciéon preferida la viabilidad de la levadura comprimida es al menos el 80% después del
almacenamiento durante cinco meses a una temperatura de -20°C seguido por inoculacion directa de un sustrato de
fruta o vegetal calculado en la concentracion de UFC (unidades formadoras de colonia) de la levadura comprimida
antes de almacenamiento y la concentracion de UFC del material inoculado. Preferentemente, la viabilidad de la
levadura es al menos el 85%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 95%.

En una forma de realizacion preferida, la levadura comprimida se congela a una temperatura por debajo de 0°C.
Preferentemente, la levadura comprimida se congela a una temperatura significativamente menor de 0°C, tal como a
-5°C, tal como a -20°C, tal como a -50°C.

En una forma de realizacion preferida, la levadura comprimida congelada se congela en ausencia de cualquier aditivo
agregado al concentrado de levadura liquida con el fin de estabilizar las células de levadura durante y después de la
congelacion.

En una forma de realizacién preferida, la viabilidad de la levadura comprimida congelada es al menos el 20% después
de congelar calculado en base a la concentracion de UFC (unidades formadoras de colonias) de la levadura
comprimida antes de congelar y la concentracion de UFC de la levadura comprimida después de la congelacién.
Preferentemente, la viabilidad de la levadura es al menos el 25%, al menos el 30%, tal como al menos el 35%, tal
como al menos el 40%, tal como al menos el 45%, tal como al menos el 50%, tal como al menos el 55%, tal como al
menos el 60%, al menos el 65%, tal como al menos el 70%, tal como al menos el 75%, tal como al menos el 80%, tal
como al menos el 85%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 91%, tal como al menos el 92%, tal como por
al menos el 93%, tal como al menos el 94%, tal como al menos el 95%, tal como al menos el 96%, tal como al menos
el 97%, tal como al menos el 98%, tal como al menos el 99%.

La determinacion de la viabilidad de levadura se puede llevar a cabo por cualquier método adecuado conocido para
el experto en la materia. En una forma de realizacion preferida la determinacion de cuentas celulares en UFC/g y
UFC/ml se realiza como se indica por OIV en el capitulo Il del Codigo Enoldgico Internacional, edicién 2013.

En una forma de realizacion preferida la viabilidad de la levadura comprimida congelada es al menos el 60% después
de la inoculacién directa de un sustrato de fruta o vegetal calculado en base a la concentracion de UFC (unidades
formadoras de colonia) de la levadura comprimida y la concentracién de UFC del material inoculado. Preferentemente,
la viabilidad de la levadura es al menos el 65%, tal como al menos el 70%, tal como al menos el 75%, tal como al
menos el 80%, tal como al menos el 85%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 95%.
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En otra forma de realizacion preferida la viabilidad de la levadura comprimida congelada es al menos el 80% después
del almacenamiento durante cinco meses a una temperatura de -20°C seguido por inoculacion directa de un sustrato
de fruta o vegetal calculado en base a la concentracién de UFC (unidades formadoras de colonia) de la levadura
comprimida antes de congelar y almacenar y la concentracion de UFC del material inoculado. Preferentemente, la
viabilidad de la levadura es al menos el 85%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 95%.

La levadura comprimida esta presente preferentemente en una forma concentrada. En una forma de realizacion
preferida la levadura comprimida contiene al menos 10° UFC/g de levadura, tal como al menos 5x10° UFC/g de
levadura, tal como al menos 10"® UFC/g de levadura, tal como al menos 5x10'° UFC/g de levadura, tal como al menos
10" UFC/g de levadura, tal como al menos 5x10™" UFC/g de levadura, tal como al menos 10'2 UFC/g de levadura.

En una forma de realizacién preferida la levadura comprimida se selecciona de los géneros del grupo que consiste en
Saccharomyces, Kluyveromyces, Lachancea, Torulaspora, Breffanomyces, Pichia, Metschnikowia, Candida,
Hanseniaspora, Saccharomycodes, Zygosaccharomyces, Cryptococcus, Issafchenkia, Schizosaccharomyces,
Wickerhamomyces y Debaryomices.

En una forma de realizacién preferida la levadura comprimida es una levadura de Saccharomyces, preferentemente
una levadura de Saccharomyces cerevisiae.

En otra forma de realizacion preferida la levadura es una levadura de vino o una levadura de cerveza, preferentemente
la levadura de vino o levadura de cerveza es una levadura seleccionada del grupo que consiste de levadura de
Saccharomyces, Kluyveromyces, Lachancea, Torulaspora, Breftanomyces, Pichia y Metschnikowia.

La presente invencion se refiere un método para producir una bebida fermentada que comprende las siguientes
etapas:

a) proporcionar un sustrato de fruta o vegetal para produccién de la bebida;

b) afadir levadura comprimida congelada con un contenido de materia de entre el 35% y el 90% (p/p) al sustrato
de fruta o vegetal sin ninguna etapa de rehidratacién o reactivacion; y

C) fermentar el sustrato con la levadura comprimida para obtener la bebida fermentada.

La fermentacidén se puede llevar a cabo en condiciones aerobias o anaerobias o se puede llevar a cabo en una
secuencia de condiciones aerobias y anaerobias.

En una forma de realizacion preferida la bebida fermentada se selecciona del grupo que consiste en vino, cerveza,
sidra, sake y refrescos. Preferentemente, la bebida fermentada es vino.

En otra forma de realizacion preferida la fruta o vegetal para la produccion de la bebida es un zumo de fruta.
Preferentemente, el zumo de fruta es zumo de uva y la bebida fermentada es vino.

Se contempla que la levadura comprimida invencion sera igualmente adecuada para uso en un método similar de
inoculacion directa de un sustrato de fruta o vegetal acuoso para la fermentacién de etanol en condiciones anaerobias.
Los sustratos de fruta o vegetales adecuados son sustratos ricos en hidratos que carbono que incluyen, pero no se
limitan a soluciones acuosas a base de jarabe de maiz, azlcar de cafia/melaza.

Definiciones

El término “levadura en crema” en el presente documento se refiere a levadura liquida con un contenido de materia
seca por debajo del 28% (p/p) producida convencionalmente por propagacion de levadura en un fermentador seguido
por concentracién por centrifugacion.

El término “levadura comprimida” se refiere en el presente documento a una levadura con un contenido de materia
seca de entre el 35% y el 90% (p/p) producida convencionalmente por propagacion de levadura en un fermentador
seguido por concentracion, filtracion, extrusion y opcionalmente secado parcial en un secador, tal como un secador de
lecho fluido. Por tanto, el término “levadura comprimida parcialmente seca” se refiere en el presente documento a una
levadura con un contenido de materia seca de entre el 45% al 90% (p/p) producida por propagacion de levadura en
un fermentador seguido por concentracion, filtracion, extrusion y secado parcial en un secador, tal como un secador
de lecho fluido.

El término “levadura seca activa” o “ADY” se refiere en el presente documento a levadura con un contenido de materia
seca de mas de 90% (p/p) producida convencionalmente por propagacion de levadura en un fermentador seguido por
concentracion, filtracién, extrusion y secado en un secador de lecho fluido.

El término “vegetal” se refiere en el presente documento a cualquier planta. Preferentemente, el término “vegetal” en
el presente documento se refiere a plantas comestibles o partes de plantas comestibles.
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El término “fruta” se refiere en el presente documento a la parte comestible de una planta desarrollada de una flor.
Fruta puede incluir cualquier tejido accesorio de la parte comestible, como la piel, cadscara o vaina.

El término “potenciador de levadura” se refiere en el presente documento a nutrientes complementarios, tal como
vitaminas, nitrogeno, fosfato o minerales, agregados antes de o durante la propagacion de la levadura.

El término “aditivos” se refiere en el presente documento a agentes de calidad alimentaria que se afaden al
concentrado de levadura en cualquier punto de tiempo durante la produccién de la formulacidén de levadura después
de la propagacion de la levadura, por ejemplo, para ayudar en la extrusion y corte del concentrado de levadura, por
ejemplo, emulsionantes, que incluyen, pero no se limitan a, glicerol, glucosa, sacarosa y trehalosa y aceite, para
mejorar la estabilidad de las células de levadura durante la congelacion y/o el almacenamiento en frio, para cambiar
el punto de fusion de la formulacion de levadura congelada, por ejemplo, agentes de modificacion de actividad de
agua, etc.

El término “afiadido” cuando se refiere a aditivos en el presente documento se refiere a los aditivos que se introducen
en el concentrado de levadura durante produccion de la levadura comprimida en una cantidad eficaz para dar el efecto
deseado.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 representa el protocolo para preparar ADY y para la inoculacion de ADY (superior) asi como el protocolo
para preparar levadura comprimida para la inoculacion directa para la preparacion de bebidas fermentadas (inferior).

La figura 2 muestra la supervivencia de levadura de Saccharomyces cerevisiae ya sea después de mantener el
concentrado en 4°C o congelar el concentrado a -20°C, a -50°C en el congelador o en nitrégeno liquido y almacenar
la levadura durante 1 mes a la temperatura indicada.

La figura 3 muestra la supervivencia de levadura de Saccharomyces cerevisiae ya sea después de mantener el
concentrado a 4°C o congelar el concentrado a -20°C, a -50°C en el congelador o en nitrégeno liquido y almacenar la
levadura durante 1 mes a la temperatura indicada seguido por inoculacion directa en mosto de uva.

La figura 4 muestra supervivencia total de levadura de Saccharomyces cerevisiae que incluye tanto la supervivencia
después del tratamiento (Figura 3) como la supervivencia en inoculacion directa (Figura 2).

La figura 5 muestra la supervivencia de levadura de Saccharomyces cerevisiae formulada como levadura comprimida
0 como ADY antes del tratamiento y después del almacenamiento durante diferentes periodos de tiempo a las
temperaturas indicadas.

La figura 6 muestra una comparacion entre la supervivencia de células de levadura de la levadura ADY de
Saccharomyces cerevisiae y la levadura comprimida congelada de Saccharomyces cerevisiae después de la
inoculacién directa e inoculacion estandar por levadura ADY (“reactivacion” de levadura), respectivamente.

Ejemplos

Ejemplo 1

Durante la produccion de una cepa convencional de Saccharomyces cerevisiae, se tomaron muestras en tres etapas
diferentes durante la produccion; 1) como levadura liquida (crema) después de la centrifugacion; 2) como levadura
comprimida (levadura fresca) con un contenido de materia seca del 40% después de la extrusion; y 3) como levadura
seca activa (ADY) con un contenido de materia seca del 92% después del secado por lecho fluido:

Estas muestras se analizaron segun el recuento celular, supervivencia después de mantener el concentrado a 4°C o
congelar el concentrado a -20°C, a -50°C en el congelador o en nitrogeno liquido y almacenar durante 1 mes a la
temperatura indicada (Figura 2), supervivencia después de ya sea mantener el concentrado a 4°C o congelar el
concentrado a -20°C, a -50°C en el congelador o en nitrdgeno liquido y almacenar durante un mes a la temperatura
indicada seguido por inoculacion directa en mosto de uva (Figura 3), y supervivencia total en inoculacion directa en
mosto de uva después de ya sea mantener el concentrado a 4°C o congelar el concentrado a -20°C, a -50°C en el
congelador o en nitrégeno liquido y almacenar durante 1 mes a la temperatura indicada (Figura 4).

Supervivencia del tratamiento y a lo largo del tiempo

Se congeld la levadura liquida con 200 ml de muestra en un congelador de -20°C como no tratada o con trehalosa al
20%. Se midieron las cuentas celulares antes y después otra vez de un mes después de congelary se siguié a lo largo
del tiempo.
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La levadura comprimida se congeld en diferentes tamafos y a diferentes temperaturas con el fin de verificar el efecto
de la velocidad de congelacion en la supervivencia de células de levadura. Los tamafos de las muestras fueron
botellas de 200 ml (grandes) y tubos falcon de 50 ml (pequefas). Las temperaturas de los congeladores fueron -20°C
y -50°C, respectivamente.

También se congel6 la levadura comprimida en nitrogeno liquido como pellas (1-2 ml de largo (pequefias) y como
grumos de 5 g (grande)).

Para la determinacidén de supervivencia de la levadura (en porcentajes), se midieron cuentas celulares antes de
congelary otra vez un mes después de la congelacion (Figura 2) y se siguid a lo largo del tiempo (Figura 5).

Supervivencia en inoculacion directa

Todas las muestras también se usaron para la inoculacion directa después de 1 mes de almacenamiento con el fin de
ver la supervivencia cuando se expusieron las células de levadura a agua y alta presion osmética en el zumo de uva.
Se afadieron 1,0 g de muestras a 200 ml de zumo Riesling (Tabla 1). Las muestras se disolvieron por agitacion suave
y después de aproximadamente 10-15 minutos, se realizé la dilucidén en serie y para la determinacion de supervivencia
de levadura (en porcentajes), se calculéd UFC/g después de la inoculacion directa (Figura 3).

Tabla 1: Pardmetros de zumo de uva usados para experimentos de inoculacion directa después de un mes

Zumo de uva Azucar (g/l) Acido malico (g/l) TSO, (mg/l)
Riesling (Alemania) 180 6,6 0

Comparacion de supervivencia por inoculacion directa y “reactivacion” de la levadura

Se comparo6 la supervivencia de la inoculacion mediante el uso de dos métodos diferentes. En ambos métodos el
volumen de inoculacion fue 0,2 g/l. Para la inoculacién directa, se afladio la muestra directamente al zumo Chardonnay
(Tabla 2). Para la inoculacion estandar, la muestra primero se rehidraté 1.10 en agua no clorada durante
aproximadamente media hora. Se afadié después zumo de uva sin azufre al agua en la proporcion (1:3) y la
suspension entonces se dejo activar durante aproximadamente otros 20 minutos. La suspensién activada final se
afadio después al zumo para alcanzar un nivel de inoculacién final de 0,2 g/I. Todas las inoculaciones se realizaron
por duplicado.

Se calcularon las UFC/g de los productos antes de la inoculacion y después de la inoculacién y después se calculé la
supervivencia como porcentajes (Figura 6).

Tabla 2: Parametros del zumo de uva usados para experimentos de inoculacion directa después de 8 meses

Zumo de uva

Azucar (g/l)

Acido malico (g/l)

TSO; (mg/l)

Chardonnay (Alemania)

180

6,7

0

Determinacion de las unidades formadoras de colonias (UFC)

Para la determinacion de cuentas celulares en UFC/g y UFC/mI de muestras tomadas de ya sea zumo de uva inoculado
o levadura disuelta en agua de peptona se realizaron por vertido en placa en medio YGC (preparado como se indica
por OlV en el apéndice VI del Cadigo Enoldgico internacional, Edicion 2013). Se afadio 1 ml de la muestra de la serie
de dilucidn (agua de peptona) a la placa y encima de eso el agar YGC liquido (45°C) se vacid sobre la muestra y se
mezcld. Después del endurecimiento, las placas se incubaron a 30°C durante 2-3 dias. Las determinaciones de las
UFC se realizaron en todos los casos en triplicados.

Conclusion:

Los resultados muestran que la supervivencia de la levadura en inoculacion directa (Figura 2) es muy alta para
levadura especialmente comprimida almacenada a 4°C y levadura comprimida congelada a -50°C o en nitrégeno
liquido.

La supervivencia de la levadura después de diferentes tratamientos y almacenamiento de las muestras durante 1 mes
a esta temperatura muestra altas variaciones (Figura 3). Sorprendentemente, la levadura comprimida con contenido
alto de agua muestra supervivencia cercana al 100% cuando se congela a -20°C y -50°C. Cuando se congela la
levadura comprimida en nitrégeno liquido la supervivencia (>60%) es también sorprendentemente alta. La levadura
liguida muestra muy baja supervivencia durante la congelacion y la ADY también pierde un alto porcentaje de UFC
cuando se almacena durante 1 mes a 4°C.



10

15

20

25

ES 2 965 880 T3

La supervivencia total muestra que la levadura comprimida, incluso cuando se congela, muestra la supervivencia mas
alta (Figura 4). La supervivencia de la levadura comprimida congelada a -50°C y usada en inoculacién directa es
cercana al 100%.

La estabilidad de los diferentes formatos se mide durante 5 meses y los resultados se muestran en la (Figura 5). Las
cuentas celulares de las muestras de levadura comprimida son muy estables incluso aunque la temperatura no ha
sido constante ya que las muestras se han sacado varias veces.

La levadura comprimida almacenada a 4°C solamente se siguid durante 4 meses ya que la muestra no estaba
embalada en una forma sanitaria apropiada para mantenerse durante un periodo mas largo de tiempo.

Los productos de levadura seca activa (ADY) muestran supervivencia mas baja cuando se inocularon directamente
comparados a cuando se inocularon después de rehidratacion y reactivacion (Figura 6). Cuando se usa para
inoculacién directa la ADY muestra una supervivencia promedio del 53% y cuando se inocula después de rehidratacion
y reactivacion la supervivencia es del 81% en promedio. Para la levadura comprimida congelada la supervivencia en
inoculacién directa es el 93% y supervivencia cuando se inocula segun el procedimiento “estandar” es el 86% que es
también superior al promedio de los productos ADY.
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REIVINDICACIONES
Un método para producir una bebida fermentada que comprende las etapas:

a) proporcionar un sustrato de fruta o vegetal para la produccion de la bebida;

b) inocular directamente el sustrato con una levadura comprimida, en donde la levadura comprimida es una
levadura comprimida congelada con un contenido de materia seca de entre el 35% y el 90% (p/p); y

¢) fermentar el sustrato con la levadura comprimida para obtener |la bebida fermentada.

El método segun la reivindicacion 1, en donde la levadura comprimida es una levadura comprimida congelada,
en donde el contenido en materia seca es entre el 45% y el 75% (p/p).

El método segun la reivindicacién 1 0 2, en donde la levadura comprimida no comprende ningun aditivo afiadido.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la levadura comprimida se congela
en ausencia de cualquier aditivo afiadido adicionado al concentrado de levadura liquida con el fin de estabilizar
las células de levadura durante y después de la congelacion.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la viabilidad de la levadura es al
menos el 20% después de la congelacion calculado en base a la concentracién de UFC (unidades formadoras
de colonia) de la levadura comprimida antes de la congelaciéon y la concentracion de UFC de la levadura
comprimida después de la congelacion.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la viabilidad de la levadura es al
menos el 60% después de la inoculacion directa de un sustrato de fruta o vegetal calculado en base a la
concentracion de UFC (unidades formadoras de colonia) de la levadura comprimida y la concentracion de UFC
del material inoculado.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la viabilidad de la levadura es al
menos el 80% después del almacenamiento durante cinco meses a una temperatura de -20°C seguido por
inoculacién directa de un sustrato de fruta o vegetal calculado en base a la concentracién de UFC (unidades
formadoras de colonia) de la levadura comprimida antes de la congelacién y la concentracién de UFC del
material inoculado.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la levadura se selecciona de los
géneros del grupo que consiste en Saccharomyces, Kluyveromyces, Lachancea, Torulaspora, Brettanomyces,
Pichia, Metschnikowia, Candida, Hanseniaspora, Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Cryptococcus,
Issafchenkia, Schizosaccharomyces, Wickerhamomyces y Debaryomyces.

El método segun la reivindicacion 8, en donde la levadura es una levadura Saccharomyces.

El método seguin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la bebida fermentada es
seleccionada del grupo que consiste en vino, cerveza, sidra, sake y refrescos.

El método segun la reivindicacion 10, en donde el sustrato es un zumo de fruta.

El método segun la reivindicacion 11, en donde el zumo de fruta es zumo de uva y la bebida fermentada es
vino.
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