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CEPA DE PICHIA KLUYVERI'Y SUS APLICACIONES

CAMPO DE LA INVENCION
La invencion se relaciona con una cepa de Pichia kluyveri, con capacidad para
fermentar de forma natural el zumo de naranja, y con su empleo en la produccion de una

bebida de baja graduacion alcoholica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La fermentacion alcohodlica es quizés el primer proceso biotecnologico llevado a
cabo por el hombre. Aunque en un primer momento se utilizd6 como método de
conservacidn de frutas, con el paso de los afios se fue consolidando como un método
para obtener bebidas alcohdlicas tales como los vinos. En general cuando se habla de
bebidas producidas por fermentacidon de zumos de fruta se hace referencia al vino
obtenido a partir de zumo de uva.

La mayor parte del vino se clabora a partir de uvas y, a menos que se especifique
otra fuente, la palabra vino se refiere al producto que resulta de la fermentacion del jugo
de uva (Brown et al., 1989. 1st ed. Blackwell Scientific Publications, Oxford, England).
La manufactura de vinos de otras frutas distintas de la uva es muy popular en muchos
paises del norte europeo, donde las condiciones climaticas impiden el desarrollo de la
vitivinicultura, especialmente en Polonia, Rusia y Alemania. En Gran Bretafia s6lo una
pequena cantidad de vinos de otras frutas es producida a escala comercial, pero es muy
comun la elaboracion casera artesanal.

Tradicionalmente para la fermentacion de mostos de diferentes frutas se utilizan
las poblaciones de levaduras existentes en el ecosistema del que se obtienen los frutos.
Durante ¢l proceso de fermentacion se produce una evolucion de las poblaciones
microbianas en la que unas sustituyen a otras, a medida que la composicion quimica del
medio fermentado va cambiando. En el caso concreto de la fermentacion de la naranja,
el proceso presenta una diferencia fundamental y un problema adicional, con respecto a
otros mostos de otras frutas. La diferencia estriba en que durante las primeras fases de la
fermentacion, Lactobacillus desplaza al resto de microorganismos, dando lugar a una
fuerte acumulacion de acido lactico, lo cual proporciona al producto un olor y sabor

desagradable. La fermentacidén espontanea de zumo de naranja, por tanto, no da lugar a
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un producto con las propiedades organolépticas de los obtenidos a partir de otros mostos
como uva, manzana, cebada, etc.

Las especies de levadura mas abundantes presentes en el zumo de naranja son,
por este orden, las siguientes Hanseniaspora uvarum (27%), Hanseniaspora
occidentalis (15%), Pichia kluyveri (9%), Candida intermedia (7%) y Candida
parapsilosis (6%) (Arias et al. Applied and Environmental Microbiology, 2002,
68:1955-1961).

En concreto, Pichia es un género de la familia Saccharomycetaceae con células
esféricas, elipticas u oblongas. Existen 91 especies del género Pichia y en concreto
dentro de la especie P. kluyveri existen tres variedades, eremophila, cephalocereana y
kluyveri (Phaff, Starmer y Tredick-Kline, 1987, Studies Mycol 30:412). Los miembros
del género Pichia no son capaces de fermentar ni asimilar lactosa. En cuanto a la
fermentacidn de otros carbohidratos, es variable segln la especie. En concreto, Pichia
kluyveri es capaz de fermentar glucosa, pero no galactosa, sacarosa, maltosa, rafinosa y
trehalosa. Especies del género Pichia, tal como P. kluyveri y P. fermentans causan el
deterioro de algunas frutas, como peras, tomates, naranjas, etc.

Hay antecedentes bibliograficos de produccidén de zumos de citricos
fermentados, que datan de hace muchos afios, tales como los de Hendrickson y
Kesterson (1965) (Agric. Exp. Sta. Bull. 698: 64-66) citando un trabajo de von
Loesecke de 1936, que describen diversos productos derivados de la manufactura de los
citricos, entre ellos vinos de pomelo y naranja. En este ultimo caso, se describe que, si
bien el jugo de estos citricos puede ser convertido en vino de sabor y aroma agradables,
se requiere la adicion de azucar y condiciones de elaboracidn cuidadosamente
controladas. Braverman (Composicion y tecnologia quimica. Madrid: Aguilar. 1952)
menciona y describe los pasos para obtener los «vinos de agrios», a los cuales define
como productos obtenidos por fermentacion con levaduras vinicas, de zumos
procedentes de frutas maduras de las variedades menos 4cidas, adicionadas de azucar,
con ¢l fin de obtener vinos de més cuerpo y menos acidos. Los conocimientos
cientificos mds actualizados que se tienen sobre la elaboracidén de vinos citricos
provienen de Turquia y de otros paises asiaticos (China, Japon, Corea). Entre ellos, se
pueden citar los estudios sobre la produccion de vino de naranja realizados por Arici-Oe

et al. (1994) (Gida 19, 2:113-117) en China, el aislamiento ¢ identificacion de levaduras
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para la produccion de vino de naranja de Young-Hwan et al. (1997) (Korean J. Food
Sci. Technol. 29, 3: 588-594) en Corea y estudios basicos de las técnicas de produccion
de vino de naranja de You-Young y Guo-Qing (2000) (J. Zhejiang Univ. Agric. Life
Sci. 26, 5: 513-515) en China.

Asimismo, se ha descrito un procedimiento para la obtencién de un producto
derivado del zumo de naranja que implica un proceso de fermentacion mediante el
empleo de levaduras alcohdlicas (ES 2164565). En particular, las levaduras utilizadas
pertenecen a los géneros Hanseniospora y Saccharomyces. Ademas, también se ha
descrito un procedimiento de fermentacidén del zumo de naranja natural en el que se
utilizan dos cepas de levaduras, que se afiaden al zumo de naranja de manera secuencial.
En concreto, dichas levaduras son Pichia fermentans CECT 11773 y Saccharomyces
cerevisiae.

Por tanto, a pesar de que se han descrito algunos microorganismos con
capacidad de fermentar el zumo de naranja, existe la necesidad de desarrollar un
procedimiento a partir del cual se obtenga una bebida con mejores propiedades

organolépticas y menor graduacion alcohdlica.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Los inventores han identificado una cepa de levadura de la especie Pichia
kluyveri que posee la capacidad de llevar a cabo la fermentacion del zumo de naranja,
dando lugar a una bebida derivada de zumo de naranja, con unas propicdades
organolépticas muy buenas para su consumo, asi como una baja graduacién alcoholica,
entre 0,1% y 3,4% (v/v), tipicamente de alrededor de un 2,5%. Un cultivo de dicho
aislado de P. kluyveri fue depositado el dia 12 de mayo de 2010 en la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con el nimero de acceso CECT 13055.

La presencia de una concentracion adecuada de pulpa en el zumo de naranja de
origen representa una ventaja ya que constituye un reservorio de oxigeno para la
levadura, necesario en las primeras etapas de la fermentacion, y, ademas, aporta una
gran cantidad de nutrientes. Por otro lado, la capacidad de la cepa de levadura de la
invencion de fermentar unicamente los azlcares reductores presentes en el zumo, da
lugar a un producto final que contiene azucares no reductores, por ejemplo, sacarosa, lo

que hace que su sabor sea muy agradable.
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Por tanto, en un aspecto, la invencidn se relaciona con un microorganismo de la
especie Pichia kluyveri, depositado en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT)
con numero de acceso 13055, con capacidad de fermentar glucosa y/o fructosa o un
mutante de dicho microorganismo que mantiene dicha capacidad. Un cultivo y un
medio de cultivo de dicho microorganismo constituyen aspectos adicionales de esta
invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso de dicho microorganismo o
de dicho cultivo para llevar a cabo una fermentacion alcohdlica.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método de crecimiento de
dicho microorganismo que comprende inocular dicho microorganismo en un medio que
comprende zumo de naranja.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para la obtencidén de un
producto derivado del zumo de naranja que comprende la inoculacion de dicho
microorganismo o de un cultivo del mismo en un medio de cultivo que comprende
zumo de naranja, bajo condiciones que permitan la fermentacién de los azucares
reductores del zumo de naranja.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un producto derivado del zumo de
naranja que contiene una concentracion de etanol comprendida entre 0,1% y 3,4% (v/v),
obtenible mediante un método que comprende inocular dicho microorganismo en un
medio de cultivo que comprende zumo de naranja, bajo condiciones que permitan la

fermentacion de los azucares reductores presentes en el zumo de naranja.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra la evolucidn del crecimiento de la cepa de levadura 4N187
(CECT 13055) en diferentes medios, representando el tiempo de crecimiento en horas
frente a la densidad optica medida a 660 nm. YPD: medio rico con glucosa; YPE:
medio rico con etanol; YPG: medio rico con glicerol; 25% zumo: medio que comprende
25% de zumo de naranja en agua; zumo: 100% de zumo de naranja.

La Figura 2 representa la evolucidn de la concentracion de los azlicares totales
consumidos (g/l) durante la fermentacion para la cepa de levadura 4N187 (CECT

13055).
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La Figura 3 representa la evolucion de la concentracidn de los azicares
reductores (g/1) disponibles en el medio de cultivo durante la fermentacion para la cepa
de levadura 4N187 (CECT 13055).

La Figura 4 representa la evolucion de la concentracion de etanol (% v/v) a lo
largo del tiempo de fermentacidn para la cepa de levadura 4N187 (CECT 13055).

La Figura 5 representa la evolucién de los grados Brix (°Bx) a lo largo del
tiempo de fermentacion para la cepa de levadura 4N187 (CECT 13055).

La Figura 6 representa la evolucion de la concentracidn de los azicares
reductores (g/1) disponibles en el medio de cultivo durante los primeros cinco dias de
fermentacion para las diferentes cepas de levaduras: P. kluyveri 4N187 (CECT 13055),
P. kluyveri 4N179, P. fermentans, S. cerevisiae, S. carlbengensis y S. cerevisiae var.
bayanus.

La Figura 7 representa la evolucion de la concentracion de los azlicares no
reductores (g/l), en concreto sacarosa, disponibles en el medio de cultivo durante la
fermentacidn para diferentes levaduras del género Pichia: P. kluyveri 4N187 (CECT
13055), P. kluyveri AN179 y P. fermentans.

La Figura 8 representa la evolucion de la concentracion de los azucares no
reductores (g/1), en concreto sacarosa, disponibles en el medio de cultivo durante la
fermentacion para diferentes levaduras del género Saccharomyces: S. cerevisiae, S.
carlbengensis y S. cerevisiae var. bayanus.

La Figura 9 representa la evolucidon de la concentracion de los azlicares no
reductores (g/l1) disponibles en el medio de cultivo durante la fermentacidn para las
diferentes cepas de levaduras: P. kluyveri 4N187 (CECT 13055), P. kluyveri 4N179, P.
fermentans, S. cerevisiae, S. carlbengensis y S. cerevisiae var. bayanus.

La Figura 10 representa la evolucidn de la concentracidn de etanol (% v/v)
generado durante la fermentacion para las diferentes cepas de levaduras: P. kluyveri
4AN187 (CECT 13055), P. kluyveri 4N179, P. fermentans, S. cerevisiae, S. carlbengensis
y S. cerevisiae var. bayanus.

La Figura 11 representa la evolucion de la concentracion de etanol (% v/v)
generado durante la fermentacion en agitacion para las diferentes cepas del género

Pichia: P. kKluyveri 4N187 (CECT 13055), P. kluyveri 4N179 y P. fermentans.
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La Figura 12 representa la evolucion de la concentracion de etanol (% v/v)
generado durante la fermentacion para las diferentes cepas del género Saccharomyces:
S. cerevisiae, S. carlbengensis y S. cerevisiae var. bayanus.

La Figura 13 representa la evolucion de la concentracion de etanol (% v/v)
generado durante la fermentacidon sin agitacion para las diferentes cepas del género

Pichia: P. kKluyveri 4N187 (CECT 13055), P. kluyveri 4N179 y P. fermentans.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion se relaciona, en general, con un microorganismo con capacidad de
fermentar azlicares reductores, en concreto, glucosa y/o fructosa, tal como se pone de
manifiesto en el Ejemplo 3, en donde se puede observar que, tras la fermentacion, la

concentracion de azucares reductores es practicamente cero.

Microorganismo de la invenciéon

En un aspecto, la invencidn se relaciona con un microorganismo, en adelante

“microorganismo de la invencidén”, de la especie Pichia kluyveri depositado en la

Coleccion Espafola de Cultivos Tipo (CECT) con niimero de acceso 13055, con
capacidad de fermentar glucosa y/o fructosa o un mutante de dicho microorganismo que
mantiene dicha capacidad.

Tal como aqui se utiliza, la expresidon “capacidad de fermentar glucosa y/o

fructosa” significa que el microorganismo de la invencidn es capaz de llevar a cabo un
proceso de fermentacion de dichos azicares reductores. Por “fermentacion” se entiende
un proceso catabolico de oxidacidén incompleta, totalmente anaerdbico, en el que el
producto final es un compuesto orgdnico. En concreto, ¢l microorganismo de la
invencion presenta la capacidad de fermentar azucares reductores, tales como glucosa
y/o fructosa, mediante el proceso de fermentacion alcohdlica, en el que el
microorganismo de la invencion procesa dichos hidratos de carbono para obtener como
productos finales etanol, didxido de carbono (CO,) en forma de gas y moléculas de
adenosin trifosfato (ATP) que consume el propios microorganismo en su metabolismo
celular energético anaerobico.

Tal como se utiliza en la presente invencidn, el término “azticares (o hidratos de

carbono) reductores” se refiere a aquellos azucares que poseen su grupo carbonilo
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(grupo funcional) intacto, y que, a través del mismo, pueden reaccionar con otras
moléculas. Dichos azucares reductores provocan la alteracion de las proteinas mediante
una reaccion de glucosilacion no enziméatica también denominada “reaccion de
Maillard” o glicacién. Ejemplos ilustrativos, aunque no limitativos, de azlcares
reductores, incluyen tanto monosacaridos como polisacaridos, tales como la glucosa,
fructosa, gliceraldehido, galactosa, lactosa y maltosa. En concreto, ¢l microorganismo
de la invencidn es capaz de fermentar glucosa y/o fructosa.

En una realizacidn particular, el microorganismo de la invencidn, ademas de ser
capaz de fermentar azucares reductores, no tiene (carece de) la capacidad de fermentar
azucares no reductores. Tal como se observa en el Ejemplo 3, la cepa 4N187 de P.
kluyveri (CECT 13055) es incapaz de fermentar azicares no reductores, por ejemplo,
sacarosa, obteniéndose un producto final al que no es necesario afiadir edulcorantes,
debido a la concentracidn de sacarosa presente.

En una realizacion particular, el microorganismo de la invencidn es un mutante
de dicha cepa Pichia kluyveri (CECT 13055), que mantiene la capacidad de fermentar
glucosa y/o fructosa. Tal como se utiliza en la presente invencidn, el término “mutante”
incluye cualquier individuo u organismo resultante de una mutacién o modificacion
genética en el genoma de dicho organismo. Dicho organismo conserva la capacidad de
fermentar azlicares reductores, en concreto de fermentar glucosa y/o fructosa.

La capacidad de un microorganismo o de un mutante de dicho microorganismo
de fermentar azucares reductores, en concreto glucosa y/o fructosa, se puede determinar
por métodos convencionales, por ejemplo, haciendo crecer dicho microorganismo en un
medio que comprende dichos azlicares reductores (glucosa y/o fructosa) y comprobando
al final de la fermentacidn si dichos azticares reductores han desaparecido del medio o
si la cantidad inicial de los mismos ha disminuido. Métodos adecuados para la
determinacidn de azicares reductores incluyen el método calorimétrico del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, G. L. 1959. Anal. Chem, 31; 426-428), la utilizacion del
reactivo de Fehling, métodos cromatograficos, etc. En una realizacion preferida, la
determinacién de azucares reductores se realiza mediante el método calorimétrico del
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

El microorganismo de la invencion se puede cultivar en cualquier medio

adecuado para levaduras. Como entenderd el experto en la materia, dicho medio de
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cultivo comprende los nutrientes necesarios para permitir, bajo condiciones apropiadas
(e.g., temperatura, etc.), el crecimiento de dicho microorganismo de la invencion; el
medio de cultivo puede encontrarse en estado solido, semisélido y liquido. En una
realizacion particular, dicho medio de cultivo es un medio rico con glucosa (YPD), un
medio rico con etanol (YPE), un medio rico con glicerol (YPG), o cualquier otro medio
de cultivo adecuado conocido por los técnicos en la materia. EI microorganismo de la
invencion puede ser cultivado en cualquier medio de cultivo apropiado para el
crecimiento de dicho microorganismo bajo condiciones apropiadas, por e¢jemplo, a una
temperatura comprendida, preferentemente, entre 15°C y 35°C, ventajosamente, en
agitacion, por ¢jemplo, entre 10 y 300 revoluciones por minuto (rpm).

Con ¢l fin de obtener un cultivo bioldégicamente puro de un microorganismo de
la invencidn, en una realizacion particular, dicho microorganismo se puede cultivar en
un medio de cultivo apropiado para levaduras, por ejemplo, un medio rico con glucosa
(YPD) [20 g de peptona, 10 g de extracto de levadura 'y 20 g de glucosal].

Por tanto, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con un cultivo
biologicamente puro del microorganismo de la invencidn, en adelante “cultivo de la
invencion”. Dicho cultivo bioldgicamente puro de dicho microorganismo de la
invencion puede obtenerse por métodos convencionales tal como se ha mencionado
previamente.

En otro aspecto, la invenciéon se relaciona con un medio de cultivo del
microorganismo de la invencion que comprende zumo de naranja, en adelante “medio

de cultivo que comprende zumo de naranja”. El zumo (o jugo) de naranja es un zumo de

frutas en forma de liquido obtenido al exprimir ¢l interior de la naranjas (Citrus
sinensis). El zumo natural de naranja se obtiene por rotura de las bolsas mesocéarpicas
del fruto y extraccion del jugo en un proceso que industrialmente se desarrolla
rompiendo suavemente la cdscara para que los aceites esenciales no se mezclen con el
zumo; este producto tiene entre 0,1% y 20% en volumen (v/v) de pulpa, dependiendo de
la maquinaria utilizada para su extraccion. El pH del zumo de naranja estd comprendido
entre 3 y 4, tipicamente alrededor de 3,5, siendo este pardmetro muy dependiente de la
zona ecoldgica de origen de la fruta y de su estado de maduracion.

La composicidon del medio de cultivo que comprende zumo de naranja puede

variar dentro de un amplio intervalo; no obstante, en una realizacion particular, la
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composicion aproximada de dicho medio de cultivo que comprende zumo de naranja

(de partida) comprende, preferentemente:

Sélidos solubles y 4cidos organicos | 11 £1 °Bx
pH 3,5+0,5
% pulpa Entre 0,1 y 20 % v/v
Azucares Totales 40 -120 g/1
Reductores 30-60 g/l
Glucosa 15-30g/1
Fructosa 15-30g/1
No reductores 30-60 g/l
Acidez total 0,8 £ 0,2 g A4cido citrico
anhidro/100 ml

El experto en la materia entendera que la composicion concreta del zumo de
naranja variard, entre otros factores, en funcidén de la localizacion geografica del cultivo
de naranjas, la época del ano y la variedad de naranja, etc., ya que todos son
dependientes del grado de madurez de la fruta. A modo ilustrativo, no limitativo, la
variedad de citrico que se puede utilizar para producir el zumo de naranja utilizado
como medio de cultivo incluye las variedades navelina, navelate, salustiana, pomelo,
naranja amarga, etc.

El zumo de naranja a utilizar en ¢l medio de cultivo que comprende zumo de
naranja para ¢l cultivo de un microorganismo de la invencion puede tener un origen
variado. A modo ilustrativo, no limitativo, dicho zumo de naranja a utilizar en el medio
de cultivo que comprende zumo de naranja puede proceder de zumo de naranja fresco,
zumo de naranja pasteurizado, zumo de naranja congelado, zumo de naranja
concentrado, etc. En caso de que el zumo de naranja proceda de un zumo de naranja
concentrado, se¢ puede diluir mediante la adicion de agua hasta alcanzar los valores
deseados de los distintos pardmetros considerados, y, si es necesario, s¢ puede proceder
a su rectificacion para enmarcarlo en los pardmetros deseados para la fermentacion
indicados en la tabla anterior, principalmente la concentracidon de azlicares reductores.
En una realizacién particular, el zumo de naranja es microbiologicamente estable; para

ello, dicho medio de cultivo que comprende zumo de naranja puede ser sometido a un
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proceso térmico para reducir los agentes patogenos que pudiera contener, por ¢jemplo, a
un proceso de pasteurizacion. En otra realizacidn particular, si es necesario, se procede a
la rectificacion del medio de cultivo que comprende zumo de naranja, afiadiendo
azucares y/o modificando el pH.

En una realizacidn particular, dicho medio de cultivo que comprende zumo de
naranja estd compuesto total, o sustancialmente, por zumo de naranja. En otra
realizacidn particular, dicho medio de cultivo que comprende zumo de naranja
comprende zumo de naranja en combinacion con agua. En este ultimo caso, la
proporcion agua:zumo de naranja, en volumen, puede variar dentro de un amplio
intervalo; a modo ilustrativo, no limitativo, dicha proporcion agua:zumo de naranja es
de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1.5 16, 1.7, 1:8, 1.9, 1:10 (viv) e incluso mayor.
Alternativamente, puede suceder que el agua se encuentre en mayor proporcion que el
zumo de naranja, por ejemplo, en una proporcidén agua:zumo de naranja de 2:1, 3:1, 4:1,
5:1, 6:1,7:1, 8:1, 9:1, 10:1 (v:v) ¢ incluso mayor. En caso de que el medio de cultivo
que comprende zumo de naranja no sea un zumo de naranja puro o sustancialmente
puro, puede ser necesaria la adicidon de azucares reductores, tales como glucosa y/o
fructosa, de manera que la fuente de carbono no resulte limitante. La cantidad de
azucares reductores a afiadir, en ese caso, puede variar dentro de un amplio intervalo; en
general, se puede afiadir uno o més de dichos azucares reductores hasta alcanzar una
concentracién final comprendida entre 0,2% y 5% (p/v); en una realizacion particular,
se aflade glucosa y/o fructosa hasta alcanzar una concentracidn final de un 1% (p/v)
aproximadamente.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso del microorganismo de la
invencion, o del cultivo de la invencidn, para llevar a cabo una fermentacion alcoholica.

Tal como aqui se utiliza, el término “fermentacién alcoholica” (también denominada

fermentacidn del etanol o incluso fermentacion etilica) se refiere, en general, a un
proceso bioldgico de fermentacion en ausencia de aire, originado por la actividad de
algunos microorganismos (en particular, en este caso, microorganismos de la invencidn)
que procesan hidratos de carbono (e.g., glucosa y/o fructosa) para obtener como
productos finales etanol, CO, y ATP que, en general, consumen los propios
microorganismos en su metabolismo celular energético anaerdbico. En una realizacion

particular, el microorganismo de la invencidn, o un cultivo de la invencion, se utiliza
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para procesar, en ausencia de aire, uno o mas azucares reductores, por ¢jemplo, glucosa

y/o fructosa.

Método de crecimiento del microorganismo de la invencion

Los inventores han puesto de manifiesto que el microorganismo de la invencion
es capaz de crecer en un medio de cultivo que comprende zumo de naranja, de una
manera similar a como lo hace en un medio rico, como por ejemplo, YPD, tal como se
muestra en el Ejemplo 2 y en la Figura 1.

Por tanto, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con un método de
crecimiento de un microorganismo de la invencién, o de un cultivo de la invencidn, en

adelante “primer método de la invencién”, que comprende inocular dicho

microorganismo o cultivo en un medio de cultivo que comprende zumo de naranja.

El experto en la materia conoce ampliamente las técnicas de inoculacion de una
levadura (microorganismo de la invencién) en un medio de cultivo.

Una vez inoculado el microorganismo de la invencion en un medio de cultivo
que comprende zumo de naranja, el primer método de la invencion incluye, ademas, su
cultivo para que tenga lugar el crecimiento del microorganismo de la invencion. Las
condiciones necesarias para el cultivo del microorganismo de la invencion (Pichia
kluyveri) son ampliamente conocidas y/o pueden ser determinadas facilmente por un
experto en la materia. Ventajosamente, el microorganismo de la invencion se cultiva a
una temperatura comprendida entre 15°C y 35°C, preferentemente a unos 30°C
aproximadamente. Asimismo, ventajosamente, ¢l microorganismo de la invencion se
cultiva en agitacidn; aunque la agitacidon puede variar dentro de un amplio intervalo, en
una realizacion particular, dicho microorganismo de la invencion se cultiva con una
agitacién comprendida entre 10 y 300 rpm, preferentemente, entre 100 y 250 rpm,
tipicamente alrededor de 220 rpm aproximadamente.

En una realizacion particular, el primer método de la invencién comprende una
etapa previa de inocular el microorganismo de la invencion, en primer lugar, a un medio
de cultivo apropiado, a pequeia escala y en pequefio volumen (preindculo), y, una vez
alcanzada suficiente biomasa, transferir dicho microorganismo de la invencién a un
medio de cultivo que comprende zumo de naranja a mayor escala. Para ello, en general,

se parte de un preindculo puro del microorganismo de la invencidn que se cultiva en las
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condiciones apropiadas, por e¢jemplo, a una temperatura comprendida entre 15°C y
35°C, preferentemente, a 30°C aproximadamente, en agitacion, con una agitacion
comprendida entre 10 y 300 rpm, preferentemente entre 100 y 250 rpm, ventajosamente
alrededor de 220 rpm. Aunque practicamente cualquier medio de cultivo adecuado para
el crecimiento de la invencidén puede ser utilizado como medio de cultivo para el
preinoculo, en una realizacion particular, dicho medio de cultivo utilizado para el
preinoculo es YPD (2% de peptona, 2% de glucosa y 1% de extracto de levadura) o
YPG (2% de peptona, 2% de glicerol y 1% de extracto de levadura). Alternativamente,
en otra realizacion particular, dicho preindculo se puede inocular y cultivar directamente
en un medio de cultivo que comprende zumo de naranja, de manera que se reduzca la
fase de adaptacién al medio de cultivo final. Asimismo, en otra realizacion particular,
dicho preinoculo se puede inocular y cultivar en un medio de cultivo que comprende
zumo de naranja diluido al 25% en agua. En una realizacion particular y preferida, el
preindculo se cultiva en un medio de cultivo que comprende aproximadamente 25%
(v/v) de zumo de naranja, aproximadamente 75% (v/v) de agua, y aproximadamente 1%
(p/v) de una fuente de carbono (glucosa y/o fructosa).

Posteriormente, tras haber conseguido suficiente biomasa en el preindculo y que
dicho preindculo se encuentre en fase exponencial, se transfiere al medio de cultivo que
comprende zumo de naranja definitivo para su cultivo a mayor escala. El preinoculo se
puede afiadir directamente al medio de cultivo que comprende zumo de naranja
definitivo o, alternativamente, en ocasiones, puede ser necesario someter previamente
dicho preindculo a una centrifugacion, tal como sucede, por ejemplo cuando ¢l
preindculo se ha crecido en un medio de cultivo diferente al medio de cultivo que
comprende zumo de naranja, tal como YPD, YPE o YPG; en este caso, resulta
conveniente someter el producto a centrifugacion y a diferentes lavados, con el fin de
eliminar la mayor parte de dicho medio de cultivo (YPD, YPE o YPG).

En una realizacidon particular, la carga de inoculaciéon del cultivo esta
comprendida entre 0,05 y 0,2 unidades de absorbancia por mililitro (UA/ml) medido por
espectrofotometria a una longitud de onda de 660 nm. En una realizacion preferida,
dicho valor de absorbancia es de 0,1 UA/ml, que corresponde a 1x10° células/ml
aproximadamente. Esta relacidn se hace efectiva si el preindculo se encuentra en fase

exponencial de crecimiento.
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Las condiciones concretas de cultivo de un microorganismo de la invencion (P.
kluyveri) en un medio de cultivo que comprende zumo de naranja son conocidas o las
puede determinar facilmente un experto en la materia. Preferiblemente, el
microorganismo de la invencidn se cultiva a una temperatura comprendida entre 15°C y
35°C, preferentemente, a 30°C aproximadamente, en agitacion, con una agitacion
comprendida entre 10 y 300 rpm, preferentemente entre 100 y 250 rpm, ventajosamente
alrededor de 220 rpm.

M¢todos para determinar si el microorganismo de la invencion estéd creciendo
adecuadamente en el medio de cultivo que comprende zumo de naranja incluyen
aquellos métodos en los que se determina la biomasa celular antes del crecimiento y
después de un tiempo adecuado de crecimiento y se compara dicha biomasa celular
antes y después. Para determinar la biomasa, y, por tanto, conocer si el método de
crecimiento ha funcionado, el experto en la materia conoce diferentes métodos
pertenecientes al estado de la técnica, tales como la determinacion de la densidad dptica

a 660 nm del cultivo en el que estd creciendo el microorganismo de la invencion.

Método para la obtencidén de un producto derivado del zumo de naranja

En otro aspecto la invencidn se relaciona con un método para la obtenciéon de un

producto derivado del zumo de naranja, en adelante “segundo método de la invencién”,

que comprende la inoculacion de un microorganismo de la invencion, o de un cultivo de
la invencién, en un medio de cultivo que comprende zumo de naranja, bajo condiciones
que permiten la fermentacion de los azucares reductores presentes en el zumo de
naranja. La puesta en practica de dicho segundo método de la invencion comprende la
realizacion de varias etapas, las cuales se iran describiendo a continuacion.

En una primera etapa [etapa (i)] el segundo método de la invencion comprende
la inoculaciéon de un microorganismo de la invencién, o de un cultivo de la invencién,
en un medio de cultivo que comprende zumo de naranja. Dicha etapa (i) es comun al
primer método de la invencion, por lo que sus caracteristicas relativas al
microorganismo (o cultivo), medio de cultivo que comprende zumo de naranja ¢
inoculacidén se incorporan aqui por referencia en todo lo que sea aplicable al segundo
método de la invencion. Brevemente, en una realizacion particular, se crece, en primer

lugar, un preindculo de un microorganismo de la invenciéon en un medio de cultivo
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apropiado, a una temperatura comprendida entre 15°C y 35°C, preferiblemente a 30°C
aproximadamente, opcionalmente en agitacion, en un volumen pequefio para obtener
biomasa suficiente, y, posteriormente, se transfiere a un volumen mayor de medio de
cultivo. En una realizacidn particular, dicho medio de cultivo es un medio de cultivo
que comprende zumo de naranja. En otra realizacion particular, dicho preindculo se
cultiva en un medio de cultivo que comprende aproximadamente 25% (v/v) de zumo de
naranja, aproximadamente 75% (v/v) de agua y 1% (p/v) de una fuente de carbono
(glucosa y/o fructosa).

Una vez que se¢ ha obtenido biomasa suficiente a partir del crecimiento del
preindculo, el cultivo del preindculo se transfiere a un medio de cultivo que comprende
zumo de naranja, en un recipiente adecuado para que se lleve a cabo la fermentacion
alcoholica [etapa (i1)]. El preindculo se puede afiadir directamente al medio de cultivo
que comprende zumo de naranja definitivo o bien, en ocasiones, puede ser necesario
someterlo previamente a un tratamiento previo, por e¢jemplo, centrifugacién. En general,
cuando el preindculo se ha crecido en un medio de cultivo diferente a un medio de
cultivo que comprende zumo de naranja, tal como YPD, YPE o YPG, es conveniente
someter el preindculo a un tratamiento que normalmente comprende una centrifugacion
y diferentes lavados, con ¢l fin de eliminar la mayor parte de dicho medio. En una
realizacidn particular, la carga de inoculacion del cultivo estd comprendida entre 0,05 y
0,2 UA/ml, determinado por espectrofotometria a una longitud de onda de 660 nm. En
una realizacion preferida, dicho valor de absorbancia es de 0,1 UA/ml, que corresponde
a aproximadamente 1x10° células/ml. Esta relacion se hace efectiva si el preindculo se
encuentra en fase exponencial de crecimiento.

El recipiente que comprende ¢l medio de cultivo que comprende zumo de
naranja al que se le ha transferido el cultivo del preindculo es un recipiente adecuado
para que se¢ lleve a cabo la fermentacion alcoholica. En una realizacion particular, dicho
recipiente en el que se lleva a cabo la fermentacidn alcohdlica es un tanque, una botella
0 un matraz, y el cultivo se mantiene en condiciones anaerobicas, o, alternativamente,
con aire, preferentemente estéril, en el cuello de cabeza. En una realizacién particular,
dicho recipiente estd configurado de manera que se permite la salida del gas producido,
pero no la entrada de aire, mientras que, en otra realizacion particular, dicho recipiente

esta configurado de manera que se permite la entrada de aire estéril. En una realizacion
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preferida, el cultivo se agita de manera puntual o bien de manera continua o bien se
permite la recirculacion de la parte inferior a la parte superior del caldo de fermentacion
(cultivo), o bien se incorpora una corriente de aire estéril, con el fin de homogeneizar el
cultivo, lo que posibilita, entre otras cosas, aumentar la biodisponibilidad de los
nutrientes. Debido a la presencia de pulpa, durante la sedimentacion se arrastran los
microorganismos de la invencidén y se experimenta un gradiente de concentracidn de
dichos microorganismos encontrandose la mayor concentracidon de €stos en la parte
inferior del recipiente (e.g., fermentador). Por tanto, la homogenizacién del caldo de
fermentacion (cultivo) por métodos convencionales, tales como métodos que limitan la
sedimentacion mediante, por ejemplo, técnicas que aporten movimiento al caldo de
fermentacion o cultivo (e.g., agitacion, recirculacion, incorporacion de una corriente de
aire estéril, etc.), permite que el microorganismo de la invencion fermente en las
regiones del recipiente (e.g., fermentador) en las que se encuentra la mayor cantidad de
pulpa, siendo en la fermentacion de zumos con mayor cantidad de pulpa donde se
aumenta el cardcter amargo, es decir, en general, cuanto mayor es el porcentaje de
pulpa, mayor es el amargor que se alcanza tras la fermentacion. En una realizacion
particular, dicho movimiento puede realizarse mediante agitacion, por ejemplo,
agitacion continua (e.g., mediante ¢l empleo de palas en el interior del fermentador,
agitacion orbital, etc.), o por recirculacidon de la fraccidn inferior del fermentador para
su deposicidn en la parte superior, o mediante incorporacidn de aire estéril, etc. En una
realizacion particular y preferida, la agitacidon, durante el proceso de fermentacion
alcoholica, se realiza de forma constante, dentro de un intervalo que puede varia
ampliamente, por ¢jemplo, a modo ilustrativo, no limitativo, entre 60 y 150 rpm,
preferentemente 100 rpm, para conseguir una correcta homogenizacion del contenido.
La agitacion a lo largo de la fermentacion alcoholica proporciona, entre otras ventajas,
la homogenizacién del contenido fisico-quimico y microbioldgico en el fermentador.
Ventajosamente, se debe realizar con la minima aireacidon posible del caldo de
fermentacion para minimizar los efectos del oxigeno sobre los antioxidantes o
metabolismo de las levaduras. El contacto de los antioxidantes contenidos en el
fermento con el oxigeno reduce el caracter nutricional del mismo. Los efectos que

produce el oxigeno en contacto con la levadura implican un cambio metabolico desde la
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fermentacion (metabolismo de interés) al metabolismo respiratorio (no interesa en este
procedimiento).

En una realizacidn particular, el microorganismo de la invencion se puede
combinar junto con otras levaduras que también participen o ayuden en la fermentacion;
dichas levaduras pueden ser inoculadas secuencialmente o bien al mismo tiempo que el
microorganismo de la invencidn. Dichas levaduras pueden ser levaduras conocidas en el
estado de la técnica capaces de fermentar cualquier azicar, tanto azicares reductores
como no reductores, y capaces de generar un producto final de baja graduacion
alcohélica y buenas propiedades organolépticas.

El tiempo que dura la fermentaciéon alcohdlica puede ser determinado por un
experto en la materia y es directamente proporcional a la concentracion de azlcares
fermentables por ¢l microorganismo de la invencidn presente en ¢l medio ¢
inversamente proporcional a la temperatura. En una realizacion particular, la
temperatura adecuada para llevar a cabo la fermentacién alcoholica mediante un
microorganismo de la invencion estd comprendido entre 15°C y 35°C, preferentemente
entre 20°C y 30°C. Bajo estas condiciones, se puede mantener la fermentacion
alcohélica durante un periodo de tiempo que puede variar dentro de un amplio intervalo,
generalmente del orden de horas a dias; a modo ilustrativo, no limitativo, en las
condiciones indicadas, se puede mantener la fermentacion alcohdlica durante un periodo
de tiempo comprendido entre 1 hora y 20 dias, tipicamente entre 12 horas y 10 dias,
habitualmente entre 1 dia y 5 dias, por ejemplo, durante 1, 2, 3, 4 6 5 dias. Una vez que
se produce el agotamiento parcial o total de los azlicares reductores presentes en el
medio de cultivo y se ha producido etanol y, opcionalmente, otros compuestos
aromatizantes, la fermentacién alcohodlica se da por terminada. La concentracion de
etanol presente en el producto final fermentado puede variar dentro de un amplio
intervalo, en funcidn, entre otros factores, de la concentracion de azicares reductores
presentes en el zumo de naranja de partida presente en el medio de cultivo; no obstante,
en una realizacidn particular, la concentracion de etanol presente en el producto final
fermentado estd comprendida entre 0,1% y 3,4% (v/v). Debido a que se sucle
experimentar una fermentacidn parcial de los azicares, en general, no resulta necesaria

la adicion de sacarosa u otros edulcorantes al producto final.
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Una vez terminado el proceso de fermentacidn alcoholica, el producto resultante
de la etapa (ii) [producto fermentado] se puede someter, opcionalmente, a un
tratamiento para retirar o eliminar, total o parcialmente, los sélidos en suspension
eventualmente presentes en dicho producto [etapa (iii)]. Ejemplos ilustrativos, no
limitativos, de solidos en suspension eventualmente presentes en el producto resultante
de la etapa (i1) incluyen microorganismos de la invencién (y, opcionalmente levaduras
coadyuvantes que hubieran podido ser anadidas), restos de pulpa [etapa (iii)]. La
retirada o eliminacidn, total o parcial, de dichos s6lidos en suspensidn puede llevarse a
cabo por cualquier técnica convencional conocida por los técnicos en la materia. En una
realizacidn particular, dicha retirada o eliminacion, parcial o total, de dichos sélidos en
suspension se puede llevar a cabo mediante la aplicacion, de forma individual o
combinada, de los siguientes tratamientos:

(a) Centrifugacidn, con el fin de provocar la sedimentacion de los sélidos o
de las particulas de mayor densidad y retener el sobrenadante; en una realizacion
particular, dicha centrifugacién es una centrifugacidn industrial cuyas condiciones
pueden ser seleccionadas por un experto en la materia para optimizar el resultado y
pueden variar dentro de un amplio intervalo, por ejemplo, entre 1.000 gy 10.000 g,
tipicamente alrededor de 5.000 g aproximadamente, durante un periodo de tiempo
comprendido entre 1 y 30 minutos; en otra realizacién particular, dicha
centrifugacién se lleva a cabo a 3.000 g durante 5 minutos aproximadamente.

(b) Decantacion y descarte del precipitado; la decantacion es un método
fisico de separacion de mezclas heterogéneas, en la cual se separan las particulas
mas densas de las menos densas. En caso de que se lleve a cabo este método, no es
necesaria una maduracion posterior. Ventajosamente, la decantacion se realiza en
frio, tipicamente a una temperatura comprendida entre 1°C y 8°C, preferiblemente a
4°C aproximadamente, durante un periodo de tiempo variable, normalmente del
orden de horas a dias, por ejemplo, comprendido entre 1 hora y 15 dias); no
obstante, en una realizacidn particular, dicha decantacion se realiza a 4°C
aproximadamente, durante un periodo de tiempo comprendido entre 12 horas y 10
dias.

(c) Clarificacion con una sustancia con propiedades clarificantes, tal como

bentonita, gelatina, o cualquier otro compuesto apropiado, tal como un compuesto
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floculante apropiado, y descarte del precipitado. Este método puede ser considerado
como una modificacién del método de decantacion en el que se adicionan
compuestos floculantes, capaces de unirse a los sélidos incrementando su densidad
y facilitando su sedimentacion.

(d) Filtracion tangencial con filtros de 0,2-0,45 um, con una presioén de
aspiracion a 2 bares (2x10° Pa) y presion de salida a 0,5 bares (0,5x10° Pa).
Mediante este proceso se recupera el efluente. La filtracion tangencial se caracteriza
por una circulacion rapida del liquido tangencialmente a una membrana o filtro. De
este modo, al tiempo que se efectiia la filtracion, se autolimpia la membrana, lo que
permite trabajar en continuo con caracteristicas de funcionamiento estables
(composicidn, caudal, etc.). El permeado retenido se puede pasteurizar, con lo que
se consigue, por un lado, eliminar los microorganismos, y, por otro, degradar
parcialmente los restos de pulpa y conseguir un producto més atractivo para su
consumo, ya que las fases liquida y sélida estdn menos diferenciadas. Finalmente,
se mezclan el efluente con el permeado, obteniéndose un producto estéril, que
contiene pectinas que estabilizan la espuma, asi como antioxidantes, aromas, sabor
y color agradables. Las pectinas presentes en la pulpa hacen que se necesite una
menor cantidad de CO; para la carbonatacion, debido a que las pectinas mejoran la
estabilidad.

Si se llevan a cabo los tratamientos (a), (b) y/o (c) arriba mencionados para la
retirada o eliminacidn, total o parcial, de sélidos en suspension, resulta ventajoso
someter el producto resultante a un tratamiento de pasteurizacion posterior para eliminar
la carga microbioldgica. Sin embargo, el tratamiento (d), filtracion tangencial con filtros
de 0,2-0,45 pm, también elimina microorganismos, por lo que el producto final ya
estaria esterilizado y no seria necesaria la etapa de pasteurizacidn posterior. En una
realizacion preferida, se realiza el tratamiento de decantacion (b) y, a continuacion, una
pasteurizacion. La pasteurizacion consiste en un proceso térmico realizado sobre
productos que comprenden una fase liquida, con el fin de reducir los agentes patogenos
que puedan contener. Las condiciones de la pasteurizacion pueden variar dentro de un
cierto intervalo; asi, en una realizacidon particular, dicha pasteurizacion se lleva a cabo
mediante un calentamiento rapido a una temperatura comprendida entre 70°C y 80°C,

durante un periodo de tiempo comprendido entre 15 segundos y 120 segundos, seguido
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de un enfriamiento “flash”; a modo ilustrativo, no limitativo, en una recalizacion
concreta, dicha pasteurizacion se lleva a cabo mediante un calentamiento rapido a una
temperatura comprendida entre 78°C y 80°C, durante aproximadamente 30 segundos,
seguido de un enfriamiento “flash”, o, alternativamente, mediante un calentamiento
rapido a 70°C-75°C durante un periodo de tiempo comprendido entre 15 segundos y 30
segundos, seguido de un enfriamiento “flash”.

Una vez retirados o eliminados, total o parcialmente, los sélidos, se puede
someter el producto obtenido en la etapa (iii) a un tratamiento de maduracién [etapa
(iv)], en el que se conserva el producto fermentado en frio, es decir, a una temperatura
comprendida entre 1°C y 8°C, tipicamente entre 2°C y 6°C, por ejemplo, alrededor de
4°C aproximadamente, durante un periodo de tiempo comprendido entre 1 y 10 dias,
con ¢l fin de eliminar determinados compuestos volatiles y solidos decantables a dicha
temperatura. Este tratamiento tiene como finalidad eliminar los s6lidos que formarian
precipitados a la temperatura de ingesta de la bebida. En caso de que se desee, se
pueden afiadir diferentes compuestos que aporten diferentes propiedades y/o
caracteristicas, tal como se menciona mas adelante.

El fermento o producto fermentado madurado obtenido tras el tratamiento de
maduracion previo [etapa (iv)], si se desea, puede ser sometido a un proceso de
aditivacion y homogeneizacion [etapa (v)] para conseguir la estabilidad fisica deseada
(suspension de particulas que tienden a precipitar) y evitar, reducir o minimizar los
cambios de color por oxidacién en el producto final durante su vida util, sin provocar
modificaciones importantes en las caracteristicas organolépticas (e.g., sabor, viscosidad,
etc.)

La estabilidad fisica del producto obtenido en la etapa (iv) puede conseguirse
mediante la adicién de un estabilizante fisico, apto para uso alimentario, que aporte
estabilidad fisica al producto final limitando la sedimentacidén de los sélidos
eventualmente presentes en dicho producto final; ejemplos ilustrativos, no limitativos,
de dichos estabilizantes fisicos, aptos para uso alimentario, incluyen gomas, por
ejemplo, goma gelana (E-418), pectinas (E-440), etc. En general, estos aditivos
persiguen que no se formen posos en el producto final por precipitacién de los sélidos
(e.g., restos de pulpa, etc.). La concentracion de estabilizante fisico en el producto

obtenido en la etapa (iv) o en el producto final, en caso de que se afiada, puede variar
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dentro de un amplio intervalo, generalmente entre 0,01% y 1% (p/v), tipicamente
alrededor de 0,4% (p/v).

Asimismo, el oscurecimiento o pardeamiento del producto obtenido en la etapa
(iv), o del producto opcionalmente estabilizado fisicamente como se ha mencionado
previamente, o del producto final puede ser evitado, reducido o minimizado, si se desea,
mediante la adicion de un antioxidante apropiado, tal como un antioxidante de uso
alimentario; practicamente cualquier antioxidante alimentario que permita evitar,
reducir o minimizar dicho oscurecimiento o pardeamiento puede ser utilizado en la
puesta en practica de esta invencidn; no obstante, en una realizacidn particular, dicho
antioxidante se selecciona entre acido ascorbico, 4cido citrico y sus sales, por ejemplo,
citrato sédico, citrato cdlcico, etc., acido tartrico, etc,, y sus mezclas. En una
realizacion concreta, dicho antioxidante es acido ascorbico ya que se encuentra de
forma natural en el zumo de naranja. La concentracion de antioxidante, en caso de que
se¢ aflada al menos un antioxidante de uso alimentario para evitar, reducir o minimizar el
oscurecimiento o pardeamiento del producto obtenido en la etapa (iv), o del producto
opcionalmente estabilizado fisicamente, o del producto final, presente en dicho(s)
producto(s), puede variar dentro de un amplio intervalo, generalmente entre 0,01% y
2% (p/v), tipicamente alrededor de 0,1% (p/v).

Opcionalmente, si se desea, el producto aditivado resultante puede ser sometido
a un proceso de agitacion para favorecer la homogeneizacion posterior. En una
realizacion particular, dicha homogeneizacion se lleva a cabo entre 100 bares (100 x 10
Pa) y 500 bares (250 x 10° Pa), preferentemente a 250 bares (250 x 10° Pa)
aproximadamente, para conseguir una correcta dispersion e hidratacion de los aditivos
incorporados.

El producto aditivado y homogeneizado obtenido en la etapa (v) se somete a un
tratamiento térmico [etapa (vi)] moderadamente suave, tipicamente a una temperatura
igual o inferior a 100°C, durante un corto periodo de tiempo, tipicamente del orden de
segundos, por ejemplo, entre 5y 120 segundos, normalmente entre 10 y 45 segundos,
preferentemente entre 15 y 30 segundos, con ¢l fin de reducir la poblacion microbiana
presente en la misma, y, con ello, conseguir la estabilidad microbiolégica en el producto
final para poder conservarlo a temperatura ambiente. En una realizacion particular, el

producto aditivado y homogeneizado obtenido en la etapa (v) se somete a un
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tratamiento térmico (e.g., pasteurizacidon), con una temperatura de mantenimiento
comprendida entre 70°C y 80°C, durante un periodo de tiempo comprendido entre 5y
120 segundos, y posterior enfriamiento rapido a temperatura ambiente, ventajosamente
a una temperatura comprendida entre 78°C y 80°C, durante aproximadamente 30
segundos, seguido de un enfriamiento rapido hasta alcanzar 20°C aproximadamente.
Tras este tratamiento, el valor de letalidad promedio calculado es de 16.

Finalmente, si se desea, ¢l producto aditivado y homogeneizado obtenido en la
etapa (v), antes o después del tratamiento térmico de la etapa (vi), puede ser sometido a
tratamiento de gasificacion o carbonatacion [etapa (vii)], que consiste en la adicidn de
anhidrido carbonico hasta alcanzar en equilibrio una presion comprendida entre 0,1 y
2,5 bares (0,1-2,5 x 10° Pa), preferentemente de 0,44 bares (0,44 x 10° Pa). En una
realizacidn particular, este tratamiento se realiza a una temperatura comprendida entre
1°C y 20°C, preferentemente entre 2°C y 8°C, habitualmente a 4°C aproximadamente, en
un recipiente especifico para la gasificacion. Con esta presidn se alcanza
preferentemente una relacion de 2 volimenes de CO;, por cada volumen de bebida. Se
espera a que se equilibre el intercambio gascoso entre las fases (liquido-gas), y, si es
necesario, se adiciona méas CO, hasta alcanzar la presion de alrededor de 0,44 bares
(0,44 x 10° Pa). El tiempo de carbonatacion dependera del tipo de recipiente sobre el
que se realice, ya que influye el area de intercambio liquido/gas y sera el tiempo
suficiente para que se alcance la presidn de equilibrio deseada. En una realizacion
preferida, para una carbonatacion mas eficiente, se deja carbonatando 24 horas a 4°C,
con ¢l mayor area de intercambio posible. Alternativamente, la carbonatacidn se puede
realizar mediante adicidn de hielo seco (dioxido de carbdnico solido), preferiblemente
en una concentracidon de 1 a 20, preferentemente de 2 a 10, més preferentemente de
aproximadamente 6 g de hiclo seco/litro de producto.

En el caso de que el producto final (que puede estar carbonatado o no
carbonatado) se esterilice, dicho producto se puede conservar a temperatura ambiente
durante un periodo de tiempo prolongado, del orden de meses, sin problemas de
contaminacion. La comercializacidn del producto sin dependencia de la cadena de frio
reduce los costes de explotacion incrementando la posibilidad de una mejor

comercializacion y distribucion.
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El segundo método de la invencion da lugar a un producto derivado del zumo de
naranja diferente a los descritos en ¢l estado de la técnica y con unas propiedades
organolépticas adecuadas y muy buenas para su consumo. Asi, en otro aspecto, la
invencion se relaciona con un producto derivado del zumo de naranja que presenta una
concentracion de etanol comprendida entre 0,1% y 3,4% (v/v), producido mediante el
segundo método de la invencidn. Preferiblemente la concentracion de etanol final en
dicho producto derivado del zumo de naranja proporcionado por la invencion es de
2,5%. En una realizacion particular, s¢ emplea un zumo de naranja con una
concentracidén de 7% a 15% (v/v) de pulpa, cuyas caracteristicas finales del producto
son adecuadas para su consumo, ya que no es demasiado amargo.

El término “producto derivado del zumo de naranja”, tal como aqui se utiliza, se

refiere a un producto generado a partir de la fermentacidn alcohdlica de zumo de
naranja por parte de un microorganismo de la invencion, que presenta una
concentracion de etanol comprendida entre 0,1% y 3,4% (v/v). En una realizaciéon
particular, dicho producto comprende azlicares no reductores, tales como sacarosa, a
una concentracion de 50 g/l aproximadamente, por lo que no es necesario afadir
edulcorantes.

Adicionalmente, se pueden afiadir a dicho producto compuestos adicionales,
tales como aromatizantes, acidulantes, colorantes, conservantes, antioxidantes,
emulsionantes, espesantes, estabilizantes de la pulpa, aditivos para mejorar las
propiedades del producto o cualquier otro compuesto de interés para la industria que
aumente ¢l valor de dicho producto, y cualquiera de sus combinaciones. Compuestos
adecuados para la adicion en el producto final incluyen, aunque no se limitan, a taurina,
cafeina, teofilina, pectina, gomas, carboximetilcelulosa (CMC), carragenanos, almidon
o derivados, celulosa, 4cido alginico, alginato sédico, alginato potésico, alginato
amoénico, alginato calcico, alginato de propilenglicol, 4cido sorbico, sorbato sodico,
sorbato potasico, sorbato célcico, 4cido benzoico o benzoatos, sulfitos, 4cido ascérbico
o ascorbatos, tocoferoles, acido lactico o lactatos, acido citrico o citratos, acido tartarico
o tartratos y acido fosforico o fosfatos o polifosfatos.

En una realizacion particular, las caracteristicas del producto final son las

siguientes:
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Sélidos solubles y acidos organicos | Inicial hasta 7 °Bx
pH 3,505
% pulpa Depende del tratamiento post-fermentativo
Azucares Totales 30-90 g/l
Reductores Hasta 30 g/l

Glucosa Hasta 15 g/l

Fructosa Hasta 15 g/l
No reductores 30-60 g/l
Acidez total 0,8 £0,2 g 4cido citrico anhidro/100ml
Etanol 0,1-3,4% v/v

Los compuestos volatiles mayoritarios presentes en ¢l producto derivado del

zumo de naranja son preferiblemente los siguientes:

Compuesto Concentracion media (mg/l)
Acetaldehido 5,65
Metil acetato 0,54
Acetato de etilo 501,95
Metanol 37,65
1-Propanol 27,23
Isobutanol 39,07
Isoamil acetato 9,04
2-Metil-1-butanol 11,15
3-Metil-1-butanol 30,75
5
A continuacion se describen algunos ejemplos ilustrativos que ponen de
manifiesto las caracteristicas y ventajas de la invencion; no obstante, no se deben
considerar como limitativos del objeto de la invencion.
10 EJEMPLO 1

Aislamiento v caracterizacion de Pichia kluyveri (CECT 13055)

15
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I. MATERIALES Y METODOS

Fruta

Para la busqueda de levaduras del entorno citrico, se tomaron muestras de
diferentes variedades de citricos: Navelina, Navelate, Salustiana, Pomelo y Naranja
amarga.

Todas las frutas se tomaron de la Vega del Guadalquivir (Sevilla), entorno con
mayor cantidad y variedad de citricos de la zona de experimentacion. Las regiones
sobre las que se tomaron las muestras estuvieron 30 dias sin tratamiento quimico alguno
que limitase el espontanco desarrollo de la microbiota del entorno.

Se tomaron tres tipos de muestras:

(1) Naranjas completas,

(2) Naranjas a las que 7 dias antes se les habian practicado escisiones en la piel,

y

(3) Naranjas en estadio de podredumbre espontanea depositadas en el suelo.

Medios de cultivo

Las muestras fueron cultivadas en placas con un medio que permite el
crecimiento de cualquier levadura que sobre ¢l se deposite. Se trata de un medio rico
que emplea como fuente de carbono la glucosa y cuya composicion es la siguiente:

Para un volumen total de 1.000 ml: 20 g de peptona, 10 g de extracto de
levadura, 20 g de agar y 20 g de fuente de carbono (glucosa). Posteriormente se sometid
a autoclavado para su esterilizacidon. Se dosificd en cada placa petri 20 ml del medio

anterior en condiciones de esterilidad.

Cultivo de las muestras en las placas

Sobre las muestras frutales recibidas en el laboratorio se procedié al cultivo de
diferentes regiones sobre placas con medio de cultivo. Asi, segln el tipo de muestra se
procedid de la siguiente manera:

- Naranjas completas: Se pasaron palillos de dientes estériles por la cdscara de la
naranja y se depositaron sobre la placa con el medio de cultivo. También se

abrieron las piezas de fruta y se frotd con nuevos palillos la region entre la corteza y
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la pulpa (regién comprendida entre el epicarpo y mesocarpo). Con una micropipeta
se tomaron pequefios volimenes de zumo, pinchados directamente del mesocarpo,
y se sembraron sobre las placas.

- Naranjas a las que 7 dias antes se les habian practicado escisiones en la piel: Se
pasaron palillos de dientes estériles por la cdscara de la naranja y por las escisiones
practicadas, y se depositaron sobre la placa con el medio de cultivo. También se
abrieron las piezas de fruta y se frotaron con nuevos palillos por la region entre la
corteza y la pulpa (region comprendida entre el epicarpo y mesocarpo). Con una
micropipeta se¢ tomaron pequefios volumenes de zumo, pinchados directamente del
mesocarpo, y se sembraron sobre las placas.

- Naranjas en estadio de podredumbre espontanea depositadas en el suelo: Se pasaron
palillos de dientes estériles por la céscara de la naranja y se depositaron sobre la
placa con el medio de cultivo. Con una micropipeta se tomaron pequefios
volimenes de zumo, pinchados directamente del mesocarpo, y se sembraron sobre

las placas.

II. RESULTADOS

Identificacion de las cepas de levaduras

Sobre todas las placas ensayadas, un total de 50, se realizdo una busqueda de
aquellas levaduras que fueron capaces de desarrollarse. Sobre las placas crecieron
ademads de levaduras, otros hongos y bacterias.

Se realizd un primer cribado visual sobre las placas en busca de colonias de
levaduras (m4s blancas y menos brillantes que las bacterianas). Una vez seleccionadas
aquellas colonias que visualmente se identificaron como levaduras o que surgian dudas,
se procedio a visualizar las colonias por microscopia para cerciorarse de que se trataban
realmente de microorganismos de interés. Las levaduras presentan mayor tamafio que
las bacterias, ademds de tener una morfologia més redondeada y ser capaces de
replicarse por gemacion.

Las cepas de levaduras que se identificaron se sembraron en nuevas placas para

su purificacion y mantenimiento para posteriores ensayos.
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Seleccién de la levadura de interés

Sobre la bateria total de levaduras obtenidas del proceso de aislado ¢
identificacion, se ensayaron fermentaciones de zumo de naranja en pequeiio volumen
(250 ml) a diferentes tiempos y se descartaron si presentaban un perfil organoléptico
desfavorable para un total de 8 catadores.

De todo el proceso de aislado e identificacion de cepas levaduriformes, se
obtuvieron un total de 9 colonias de microorganismos, sobre los que se ensayaron las
fermentaciones y catas.

Tras el cribado por cata se obtuvieron dos levaduras (cepa 4N179 y 4N187) que
ofrecian muy buen perfil organoléptico. Dichas cepas de levadura se enviaron a la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) para su identificacion molecular. El
informe indicé que ambas levaduras pertenecian a la misma especie (Pichia kluyveri).

Sobre estas dos cepas de levaduras se llevaron a cabo fermentaciones en paralelo
y en diferentes condiciones, siendo la cepa 4N187 de Pichia kluyveri (CECT 13055) la
que resultdé en un producto mas constante y homogéneo, y por ello, se selecciond como
la mejor levadura para llevar a cabo la fermentacion de zumo de naranja y los
posteriores estudios.

Por otro lado, para determinar las propiedades fisicoquimicas de la levadura se
ha estudiado su crecimiento en distintos medios, ya que es preciso conocer las
necesidades bioquimicas para el crecimiento de la levadura y partir de una materia
prima iddénea para el metabolismo de las levaduras. Algunos de los estudios incluyeron
el crecimiento en distintos medios conteniendo cada uno de ellos fuentes de nitrégeno o
carbono distintas, medios enriquecidos, medios con componentes para impedir el

crecimiento de otros microorganismos (metabisulfito potasico), etc.

Analisis taxondmico de Pichia kluyveri

Entre los principales andlisis que se realizaron de forma rutinaria para la
caracterizacion de levaduras estan los relacionados con la utilizacion de compuestos
hidrocarbonatados: fermentacion de azucares, asimilacion de azlicares y asimilacion de
alcoholes.

Los resultados de estos andlisis para Pichia kluyveri fueron los siguientes:
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Asimilacion
Glucosa + | N-acetil-D-glucosamina | N
Galactosa - | Metanol -
L-sorbosa - | Etanol +
Sacarosa - | Glicerol +
Maltosa - | Eritritol -
Celobiosa - | Ribitol -
Trehalosa - | Galactitol -
Lactosa - | D-manitol -
Melobiosa - | D-glucocitol -
Rafinosa - | a-metil-D-glucosido -
Melicitosa - | Salicina -
Insulina - | D-gluconato -
Almidoén soluble | - | DL-lactato +/w
D-xilosa v | Succinato +/w
L-arabinosa - | Citrato w/-
D-arabinosa - | Inositol -
D-ribosa - | Hexadecano -
L-ramnosa - | Nitrato -
D-glucosamina | n | Vitamina libre -

(+), positive;(-), negativo; w, débil; v, variable (+/-, w/-); n, sin datos

A continuacidén se muestran los resultados de otros analisis de asimilacion y
determinacion de otras caracteristicas, tales como su capacidad de crecimiento a

5 distintas temperaturas o el tipo de Co-Q.

FERMENTACION P. kKluyveri var. kluyveri

Glucosa +
Galactosa -
Sacarosa -
Maltosa -
Lactosa -
Rafinosa -
Trehalosa -
D-glucitol -
D-glucitol -
REACCIONES DE ASIMILACION | P. kluyveri var. Kluyveri
Y OTRAS CARACTERISTICAS
Glucosa +
Galactosa -
L-sorbosa -
Sacarosa -
Maltosa -
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Celobiosa -
Trehalosa -
Lactosa -
Melobiosa -
Rafinosa -
Melicitosa -
Inulina -
L-arabinosa -
D-arabinosa -
D-ribosa -
L-ramnosa -
D-glucosamina +
N-acetil-D-glucosamina +
Metanol -
Etanol +
Glicerol +
Eritritol -
Ribitol -
Galactiol -
D-manitol -
D-glucitol -
a-metil-D-glucosido -
Salicina -
D-gluconato -
Citrato A%
Inositol -
Hexadecano -
Nitrato -
Nitrito N
Vitamina libre -
2-Keto-D-gluconato -
5-Keto-D-gluconato -
Acido sacarico

Xilitol

L-arabinitol

Arbutina

1,2 diol-propano

2,3 diol-butano
Cadaverina

Creatina

L-lisina

Etilamina

50% glucosa

10% NaCl/5% glucosa
Formacion de almidon

+|Z|z|Z|Z|Zz|z|z|Zz|Z|Z]| "
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Urcasa

Crecimiento a 19°C
Crecimiento a 25°C
Crecimiento a 34°C
Crecimiento a 37°C
Crecimiento a 40°C
Componente principal del Co-Q Co-Q7

(+), positivo;(-), negativo; w, débil; v, variable (+/-, w/-); n, sin datos

Z|<|Zz|+|+|=Z

EJEMPLO 2

Fermentacion alcoholica de zumo de naranja por Pichia kluyveri (CECT

13055)

I. MATERIALES Y METODOS

Medio de cultivo

Las fermentaciones se realizaron en recipientes estériles. El procedimiento de
esterilizado se realizd por autoclavado por calor o bien empleando agentes quimicos
para tal fin. Los agentes quimicos empleados fueron lejia (hipoclorito sdédico) al 50% en
agua o ctanol al 70% en agua y previo a la fermentacidn se realizo un aclarado para la
eliminacion de estos agentes.

Como recipientes se emplearon botellines comerciales de 250 ml, barriles de
aluminio de 5 I, recipientes de polipropileno de diferentes volumenes y matraces de
laboratorio también de diferentes volimenes, segun la necesidad.

El zumo del que se partié contenia una cantidad minima de microorganismos
para descartar la proliferacion de organismos no deseados que modificaran el proceso
de fermentacion y por ende el producto final. En concreto, se partio de un zumo de
naranja sin microorganismos obtenido por un procedimiento de pasteurizacion.

En el zumo de naranja de origen, se midieron los siguientes parametros: solidos
solubles y acidos orgéanicos, pH, porcentaje de pulpa, azlicares reductores y no
reductores y acidez total. Dichos parametros, que tenian que estar dentro de unos
intervalos para considerar la materia prima adecuada para la fermentacion, se describen

a continuacion:
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Sélidos solubles y acidos organicos | 11 + 1 °Bx
pH 3,5+£0,5
% pulpa 7-15% v/v
Azucares Totales 40-120 g/
Reductores 30-60 g/1
Glucosa 15-30 g/1
Fructosa 15-30 g/1
No reductores 30-60 g/l
Acidez total 0,8 £0,2 g 4cido citrico anhidro/ 100 ml

Estos parametros varian segun la localizacioén geografica del cultivo, época del
afio y variedad del citrico, ya que todos son dependientes del grado de madurez de la
fruta. Por lo tanto, cuando fue necesario, se procedio a la rectificacion de la materia
prima hasta llegar los parametros deseados descritos en la tabla anterior.

Los grados Brix (°Bx) se midieron por refractometria empleando un
refractometro portatil, con una escala de 0 hasta 32 °Bx. El porcentaje de pulpa se
determiné afiadiendo 10 ml de zumo homogeneizado por agitacion en un tubo de 15 ml
graduado y centrifugando durante 10 minutos a 3000 rpm. El porcentaje de pulpa se
determino segun la cantidad de pulpa precipitada y se cuantificd por la graduacion del
tubo.

La determinacion de azlicares reductores se realizé mediante la utilizacion del
método calorimétrico del 4cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). La determinacidon de
azucares no reductores se llevo a cabo mediante una hidrolisis dcida de la sacarosa y
una vez hidrolizado, se cuantifico como un azicar reductor, tal como s¢ ha descrito
anteriormente.

La acidez se determind mediante una valoracion con hidroxido sédico (0,1 N)
empleando como indicador la fenolftaleina.

El cultivo se realizo en un medio rico en azucares reductores elaborado con
zumo de naranja, que contenia un 25% (v/v) de zumo de naranja centrifugado 5 minutos
a 3000 rpm, 1% (p/v) de una fuente de carbono (glucosa o fructosa) y 75% de agua. El
medio de cultivo contenia al menos 20 g/l de azucares reductores que son los
asimilables por la levadura. No fue necesario aportar ninguna fuente de nitrégeno, ya

que el zumo de naranja aportaba dichos nutrientes. El medio de cultivo fue esterilizado
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por calor en un autoclave, con una meseta de temperatura de 121°C durante 20 minutos
para evitar contaminacion y obtener un preindculo puro que solo contuviera la cepa de

interés.

Fermentacion

Se partio de un preindculo puro de la cepa de levadura CECT 13055, dicho
preinoculo se incubd en agitacion, a 220 rpm, a 30°C en el medio de cultivo descrito
anteriormente.

Asimismo, se ensayaron otros medios de cultivos para el desarrollo del cultivo
iniciador, tal como un medio rico con glucosa como fuente de carbono, un medio rico
con glicerol como fuente de carbono, un medio rico con etanol como fuente de carbono
y zumo de naranja sin diluir.

Tras probar las diferentes cargas de inoculacion, la carga de inoculacion 6ptima
en el cultivo correspondié al rango de absorbancia medida a 660 nm de 0,05 a 0,2. 0,1
unidades de absorbancia por mililitro corresponden aproximadamente al orden de 1-10°
c¢lulas viables por mililitro. Esta relacion se hace efectiva si en el momento de la
transferencia del preindculo éste se encuentra en fase exponencial de crecimiento. Por
encima de 0,2 ¢l resultado era similar al obtenido con una absorbancia de 0,1. Sin
embargo, por debajo de 0,05 el proceso de fermentacidn era casi inexistente y se
prolongaba mucho en el tiempo.

El zumo junto a la levadura se introdujo en un fermentador en condiciones
anaerobias o con aire en ¢l cuello de cabeza, en proporcidn variable, que puede ir desde
el 60 hasta el 95% de volumen de zumo/volumen del fermentador. En este tipo de
recipientes se permitia la salida de gas pero no la entrada, y en caso de entrar algo de
aire, éste es estéril para impedir la contaminacidén con otros microorganismos, para lo
que se empled una valvula u otro dispositivo tipo airlock.

La fermentacion se llevo a cabo en condiciones no estaticas, con movimiento de
la matriz. El movimiento se realizé de dos maneras: por agitacién continua (palas en el
interior del fermentador o con agitacion orbital) y por recirculacidn de la fraccidén
inferior del fermentador para su deposicidn en la parte superior. La agitacion durante el
proceso de fermentacion se realizo de forma constante a 100 rpm. Para la recirculacion,

se tomd la muestra de la zona inferior del fermentador y con una bomba de fluidos se
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remontd a la parte superior del fermentador donde se depositd. De este modo, se
consiguié homogeneizar el contenido. La tasa de recirculacidn fue variable segun el tipo
de fermentador ya que se buscaba la correcta homogeneizacion del contenido.

El tiempo de fermentacion es directamente proporcional a la concentracion de
azucares fermentables por la levadura en el medio, ¢ inversamente proporcional a la
temperatura. Asi, la temperatura 6ptima para la fermentacion fue de 20°C y con una
duracidén de 3 dias. En este tiempo tuvo lugar el agotamiento parcial de los azlicares
fermentables presentes y la produccion de etanol y otros compuestos aromatizantes que
supusieron un producto totalmente diferenciado del zumo de naranja de partida. La
concentracion de etanol presente en el fermento fue variable segln la concentracion de
azucares reductores presentes en el zumo de partida, pero la cantidad de etanol oscilaba
entre 0,1-3,4% v/v. Para la determinacion de la concentracidon de etanol se utilizo el kit
enzimatico (Alcohol deshidrogenasa) producido por ROCHE y comercializado por R-
Biopharm, Cat. No. 10 176 290 035. El etanol se puede oxidar a acetaldehido por el
NAD en presencia de la enzima alcohol dehidrogenasa (ADH) para producir NADH. El
NADH producido se determiné espectrofotométricamente a 334, 340 6 360 nm.
Mediante la determinacién del NADH se determind de manera indirecta la
concentracién de etanol. Para la identificacion de los demas alcoholes volatiles se
empled cromatografia de gases.

Sobre el producto final se realizé6 un perfil de compuestos volatiles (aromas)
mediante cromatografia de gases/masas con un inyector especial capaz de tomar la

fraccion gaseosa que contenia los aromas.

Tratamiento post-fermentativo

Para el tratamiento post-fermentativo se probaron las siguientes operaciones de
forma individual o en combinacion:
(1) Centrifugacion de 5 minutos a 3.000 g y eliminacion del precipitado.
(2) Decantacion a 4°C durante 1 a 10 dias y eliminacion del precipitado para
eliminar los sélidos sedimentados.
(3) Clarificacion con bentonita para incrementar la densidad de los solidos en

suspension y facilitar su sedimentacidn y eliminacion del precipitado.
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(4) Filtracidn tangencial de 0,2-0,45 um, con una presion de aspiracidn a 2 bares (2
x 10° Pa) y presion de salida a 0,5 bares (0,5 x 10° Pa) y reteniendo el efluente.

(5) Pasteurizacidn mediante tratamiento térmico a una temperatura comprendida
entre 78°C y 80°C, durante diferentes tiempos, entre 10 segundos y 5 minutos.

(6) Aditivacion mediante adicion de goma gelana (E-418) y/o pectinas (E-440), a
diferentes concentraciones, entre 0,1% y 1% (p/v), para mejorar la estabilidad fisica
del producto final, limitando la separacidn de fases y/o la oxidacion.

Se observd que solo los tratamientos de filtracion tangencial (4) y pasteurizacion
(5), aportaban estabilidad microbiologica. El resto de tratamientos post-fermentativos
no pueden utilizarse como tratamientos Unicos aunque si pueden utilizarse en
combinacion con otros tratamientos.

Como tratamientos post-fermentativos més idoneos, se concluyd que la
decantacion seguida de la aditivacion y una pasteurizacidén eran los tratamientos mas
optimos, debido a que aportaban estabilidad fisica y microbiologica al producto final sin
modificar sus propiedades organolépticas.

Con la decantacidon se consiguieron eliminar la mayor parte de los solidos
(pulpa) y levaduras. Se realizé en frio para limitar que se siguiera produciendo la
fermentacidn, ademads de precipitar la mayoria de los sélidos decantables a esta
temperatura.

Con la aditivacidn se consiguio la estabilidad fisica del producto.

Con la pasteurizacidn se consiguio la estabilidad microbiolégica y se
interrumpid el proceso fermentativo, incluso a temperatura ambiente. Esto permite
comercializar el producto sin necesidad de mantener una cadena de frio. La
pasteurizacidon necesaria para aportar estabilidad consistio en un calentamiento rapido y
en mantener una meseta de 30 segundos a una temperatura comprendida entre 78°C y

80°C seguido de un enfriamiento “flash”.

Carbonatacion

El proceso se llevd a cabo a 4°C y en un recipiente especifico para la
gasificacidon. Consistio en la adicion de anhidrido carbonico hasta alcanzar en equilibrio
una presion especifica de 0,44 bares (0,44 x 10° Pa). Con esta presion se alcanzo una

relacion de 2 volimenes de CO;, por cada volumen de bebida. El procedimiento
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consistio en afiadir el CO, y esperar a que se equilibrara el intercambio gaseoso entre las
fases (liquido-gas) y si era necesario, se¢ afiadia mas CO, hasta alcanzar la presion de
0,44 bares (0,44 x 10° Pa). Para una carbonatacion més eficiente, se dejé carbonatando
24 horas a 4°C, con el mayor area de intercambio posible.

El procedimiento de carbonatacion favorecio las propiedades organolépticas del
producto final al aportar un fuerte caracter refrescante, ademas de hacer mas atractivo el

producto por la formacién de una capa de espuma superior.

II. RESULTADOS

Las curvas de crecimiento para la cepa de levadura CECT 13055 en los
diferentes medios de cultivo en la fase exponencial se muestran en la Figura 1.

Los medios en los que el cultivo tarda mas en alcanzar la fase exponencial son el
zumo de naranja y el medio que tiene como medio de cultivo glicerol (YPG). El medio
que emplea como fuente de carbono ctanol (YPE) tiene una fase exponencial muy
pronunciada, pero ligeramente mas retrasada en el tiempo que YPD y el medio con un
25% de zumo. Hay que tener en cuenta que el medio de cultivo que usa como fuente de
carbono etanol es el mas caro de todos, por lo que no es conveniente utilizarlo en el
proceso de fermentacion.

Aquellos medios en los que se experimenta antes la fase exponencial son el
medio con un 25% de zumo de naranja y aquel que tiene como fuente de carbono
glucosa (YPD). Tal como se puede observar en la Figura 1, la curva de crecimiento para
estos dos medios es similar.

Tras esta comparacidn de crecimiento en los diferentes medios, se considerd
como medio mas optimo para el cultivo del preinoculo aquel que contenia un 25% de
zumo de naranja y ligeramente enriquecido con azlicares reductores (25% (v/v) de zumo
de naranja, 1% (p/v) de una fuente de carbono (glucosa o fructosa) y 75% de agua). Las
razones por las que se considera este medio como el mas adecuado son que es el més
econdmico, se¢ alcanza la fase estacionaria en menor tiempo, la densidad optica méxima
alcanzada es aceptable, y ademas, reduce el tiempo de adaptacion del microorganismo
al medio de fermentacion y no es necesario realizar lavados del cultivo al cambiar de
preindculo al cultivo. Debido a que se produce ¢l preindculo en un medio similar al

zumo de naranja, no es necesaria la adaptacion del microorganismo desde el
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crecimiento en el preindculo hasta el crecimiento en zumo de naranja para llevar a cabo

la fermentacion.

El producto final tras la fermentacion presenta las siguientes caracteristicas:

Sélidos solubles y acidos organicos | 7 °Bx
pH 3,5+0,5
% pulpa Depende del tratamiento post-fermentativo
Azucares Totales 30-90 g/l
Reductores 30 g/1
Glucosa 15 g/l
Fructosa 15 g/l
No reductores 30-60 g/1
Acidez total 0,8 + 0,2 g 4cido citrico anhidro/100 ml
Etanol 3,5% viv
5
En cuanto a los compuestos volatiles mayoritarios presentes en el producto
derivado del zumo de naranja son preferiblemente los siguientes:
Compuesto Concentracion media (mg/l)
Acetaldehido 5,65
Metil acetato 0,54
Acetato etilo 501,95
Metanol 37,65
1-Propanol 27,23
Isobutanol 39,07
Isoamil acetato 9,04
2-Metil-1-butanol 11,15
3-Metil-1-butanol 30,75
10 Entre los compuestos mencionados, los de mayor interés organoléptico para

constituir aromas frutales son: acetaldehido (aroma a manzana madura), acetato de etilo
(aroma a pifa), isobutanol, acetato de isoamilo (aroma a platano), metanol (aroma

frutal) y 1-propanol (acético).
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En las Figuras 2, 3, 4 y 5 se muestra graficamente la evolucion durante el
proceso fermentativo de los azlicares, de la concentracion de etanol y de los grados Brix
(°Bx) al utilizar en la fermentacion la cepa de levadura de la invencion.

Se puede observar en la Figura 2 que a partir del tercer dia de fermentacion, se
han consumido aproximadamente el 60% de los azucares presentes en el medio de
cultivo, cantidad que no aumenta a mayor tiempo de fermentaciéon. En concreto, la
concentracidon de azlicares no reductores presentes en el medio a fermentar (sacarosa),
permanece invariable durante el procedimiento fermentativo, ya que la cepa de levadura
no es capaz de consumir dichos azticares, siendo la concentracion inicial y final para la
sacarosa de 48 g/l. Sin embargo, tal como se puede observar en la Figura 3, la
concentracion de azucares reductores disponibles disminuye drésticamente al cabo de
los 4 dias de comenzar la fermentacion, hasta agotarse practicamente. En cuanto a la
concentracion de etanol, en la Figura 4 se puede observar cdmo a partir de los 4 dias la
concentracidon de etanol se mantiene invariable, es decir, se mantiene aproximadamente
a 3,5%. Por ultimo, los grados Brix (°Bx), que miden el cociente total de sacarosa
disuelta en un liquido disminuyen con el tiempo de fermentacion, de manera que en
origen ¢l zumo de naranja a fermentar presentaba 11 °Bx y tras cuatro dias de
fermentacion dicho valor estaba alrededor de 7 °Bx.

Tanto la acidez como el pH permanecieron invariables durante el proceso
fermentativo. La acidez se mantiene en torno a 0,8 g de 4cido citrico anhidro/ 100ml y
el pH alrededor de 3,5. Aunque se experimentan ligeras fluctuaciones, no sigue ninguna
tendencia. Probablemente se deba a que el zumo que se fermenta ya presenta un pH

acido, y no es necesario que la levadura lo modifique para adecuarse a él.

EJEMPLO 3

Comparacion de la fermentacion llevada a cabo por diferentes levaduras

Se realizé un estudio comparativo de fermentacion en agitacién de zumo de
naranja con diferentes cepas de levaduras. En concreto, dichas cepas de levadura fueron
las siguientes:

- 4NI187: Cepa de levadura de Pichia kluyveri aislada del entorno natural de

los citricos, depositada con el nimero de CECT 13055.
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- 4N179: Cepa de levadura de Pichia kluyveri aislada del entorno natural de
los citricos.
- Pichia fermentans
- Sacchromyces cerevisiae: levadura tradicionalmente empleada para
fermentacion alcohdlica en enologia, cerveceria y panificacion.
- Saccharomyces cerevisiae var. bayanus: levadura tradicionalmente empleada
para fermentacidn alcohdlica en enologia y cerveceria.
- Saccharomyces carlsbergensis: levadura tradicionalmente empleada para
fermentacién alcohdlica en cerveceria.
Se muestran datos de comparacion de estas cepas en fermentacion con agitacion
(100 rpm). Las fermentaciones se realizaron a 20°C y se ensayaron durante 15 dias. Los
pardmetros evaluados a lo largo de las fermentaciones fueron azlcares totales

(reductores y no reductores), etanol y acidez.

Azucares reductores

La concentracion de azucares reductores, tales como glucosa y fructosa,
disminuyen a lo largo del tiempo de fermentacion en todas las cepas. Debido a que a
partir del dia 5 ya se han consumido la totalidad de azticares reductores, en la Figura 6
se muestra un grafico s6lo con los 6 primeros dias de fermentacidén. A dia 2 tras la
fermentacidn, las cepas con una mayor capacidad de metabolizacién de azucares
reductores son S. carlsbergensis y S. cereviseae, manteniendo las demés cepas valores
similares. A dia 3, los valores de azicares reductores estan comprendidos entre 0 y 10
g/l para todas las cepas excepto para P. fermentans y S. cerevisiae var. bayanus. A dia 4

la concentracion de azicares reductores para todas las cepas es practicamente 0.

Acidez
Se analizé la acidez del fermento a lo largo del procedimiento, que permanecid
invariable durante la fermentacion e independiente de si el procedimiento transcurrié en

agitacion o estatico.
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Azuicares no reductores

En las Figuras 7, 8 y 9 se muestra la evolucion durante la fermentacidén de un
azlcar no reductor, tal como la sacarosa. La sacarosa es un azucar no fermentable por
las cepas del género Pichia, pero sipor el resto de las cepas.

Tal como se puede observar en la Figura 7, las dos cepas de P. kluyveri (4N187
y 4N179) presentan un perfil de consumo de azticares no reductores muy similar. La
concentracion de sacarosa permanece practicamente invariable durante el procedimiento
fermentativo para estas cepas, las pequefias fluctuaciones derivan posiblemente del
muestreo y el procedimiento de cuantificacién. En caso de influir en el metabolismo de
la cepa, se observaria una clara tendencia durante la fermentacion. De este ensayo se
extrae la incapacidad de la cepa de levadura de P. kluyveri de metabolizar la sacarosa en
agitacion.

En cuanto a la evolucion de la concentracidn de sacarosa en las cepas de
Saccharomyces, tal como se observa en la Figura 8, la concentracion de sacarosa para
estas tres cepas a dia 6 es practicamente 0. Es decir, a partir del dia 6 no quedan
azucares fermentables en el caldo de fermentacion, al tener la capacidad de metabolizar
la sacarosa.

En la Figura 9 se muestra una comparacion de la evolucion de la concentracion
de sacarosa en todas las cepas de levadura ensayadas. Se observa la diferencia entre las
cepas del género Pichia (4N187,4N179 y P. fermentans) que no metabolizan la
sacarosa, frente a las del género Saccharomyces (S. cereviseae, S. carlsbergensis y S.
cerevisiae var. bayanus) que si son capaces de degradarla. Dentro del género
Saccharomyces, la mas retardada es S. cerevisiae var. bayanus y la que presenta una

mayor actividad es S. cereviseae.

Etanol

La evolucion para la produccion de etanol, al igual que el consumo de azlcares
no reductores (sacarosa) sigue dos patrones diferenciados segun el género de la cepa de
levadura empelada, ya sean para las cepas del género Pichia como para las cepas del
género Saccharomyces. En el caso de las levaduras del género Saccharomyces se
obtienen mayores niveles de produccion de etanol, algo razonable ya que se metaboliza

la sacarosa (Figura 10 y Figura 12).
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Tanto la cepa 4N187 como la cepa 4N179 siguen el mismo patrén de
comportamiento en cuanto a la produccion de etanol (Figura 11). Se observa diferencia
respecto a P. fermentans en cuanto a la produccion de alcohol, ya que ésta, a partir del
dia 8 es capaz de producir un grado alcoholico mas que P. kluyveri. P. fermentans
también es la mas retardada de las tres en cuanto a la produccion de etanol, este dato
valida que también sea la mas lenta metabolizando los azticares reductores. No se
observa una tendencia de metabolizar etanol por parte de las cepas, aunque si pequefias
fluctuaciones. La menor produccion de etanol de las cepas 4N187 y 4N179 de P.
kluyveri con respecto a la cepa de P. fermentans se ve mas acentuada cuando se cultivan
las levaduras sin agitacion (Figura 13), en donde a 7 dias de fermentacion mediante las
cepas de P. kluyveri se obtiene una concentracion de etanol muy baja, de 1%, mientras
que con la cepa de P. fermentans la concentracion de etanol es de 2,2%.

En cuanto a las cepas de Saccharomyces, para todas las cepas, se define el dia 4
como aquel en el que se alcanzan los mayores niveles de etanol. Pasado este dia, para
las cepas carilsbergensis y S. cerevisiae var. bayanus se¢ observa una ligera tendencia de
disminucién de estos valores, posiblemente debido a la metabolizaciéon de etanol por
parte de la levadura al agotarse los azucares como fuente de carbono o por volatilidad
del etanol, ya que el proceso se realiza en agitacion. Sin embargo, se descarta la
volatilidad, ya que para S. cereviseae, que se encuentra en las mismas condiciones, no
se observa. Para S. cereviseae, se alcanza un mayor grado alcoholico, y pasado el dia 4,
no se observa ninguna tendencia de degradacion, aunque si pequenas fluctuaciones

posiblemente debidas al procedimiento de determinacién y muestreo.

CONCLUSIONES

Las cepas del género Pichia no son capaces de degradar la sacarosa presente en
el zumo de naranja, en contraposicion con las cepas del género Sacharomyces que si son
capaces de metabolizarlo.

En cuanto a la metabolizacion de los azlicares reductores (glucosa + fructosa),
las seis cepas siguen un mismo patron, observandose que a 3 dias las concentraciones
estan comprendidas entre 0y 10 g/l y para los 4 dias de fermentacion ya se han agotado.

Al agotarse los azucares asimilables por las cepas del género S. cerevisiae var.

bayanus 'y S. carlsbergensis, los niveles de etanol van disminuyendo.
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Las cepas del género Pichia son capaces de alcanzar en tres dias 2,5% de etanol
y mantener azucares residuales, siendo la mayor parte sacarosa (no metabolizable) y
algunos residuos de azicares reductores. Los niveles de azucares son suficientes como
para no tener que adicionar edulcorantes.

Las cepas 4N187 y 4N179 de P. kluyveri son las cepas que mejores propiedades
organolépticas aportan al producto final, ademas de presentar menor concentraciéon de
ctanol. Para el caso de P. fermentans, a pesar de comportarse de manera similar que las
cepas 4N187 y 4N179 de P. kluyveri, el producto final es parecido al obtenido por
fermentacidén con Saccharomyces, y no presenta propiedades organolépticas optimas
para su consumo. Asimismo, en el producto final obtenido a partir de P. fermentans es
necesario afiadir sacarosa, ya que dicha levadura es capaz de consumir sacarosa y el

contenido en etanol es mayor que para las cepas 4N187 y 4N179.
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REIVINDICACIONES

Un microorganismo de la especie Pichia kluyveri depositado en la Coleccion
Espanola de Cultivos Tipo (CECT) con nimero de acceso 13055, con
capacidad de fermentar glucosa y/o fructosa o un mutante de dicho
microorganismo que mantiene dicha capacidad.

Un cultivo biologicamente puro de un microorganismo segun la
reivindicacioén 1.

Un medio de cultivo que comprende zumo de naranja.

Medio de cultivo segun la reivindicacidn 3, que comprende 25% (v/v) de
zumo de naranja 'y 1% (p/v) de una fuente de carbono.

Medio de cultivo segun la reivindicacién 4, en el que la fuente de carbono se
selecciona entre glucosa, fructosa y sus mezclas.

Uso de un microorganismo segun la reivindicaciéon 1, o de un cultivo segun
la reivindicacién 2, para llevar a cabo una fermentacion alcohdlica.

Un método de crecimiento de un microorganismo segun la reivindicacion 1,
o de un cultivo segun la reivindicacidén 2, que comprende inocular dicho
microorganismo en un medio de cultivo que comprende zumo de naranja.

Un método para la obtencidon de un producto derivado del zumo de naranja
que comprende la inoculaciéon de un microorganismo segun la reivindicacion
1 o de un cultivo segln la reivindicacidén 2, en un medio de cultivo que
comprende zumo de naranja, bajo condiciones que permitan la fermentacion
de los azlicares reductores presentes en el zumo de naranja.

M¢todo seglin la reivindicacion 8, en el que la fermentacion se realiza a una
temperatura comprendida entre 15°C y 35°C.

M¢étodo segun cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9, en el que la
fermentacion se realiza durante un periodo de tiempo comprendido entre 1

hora y 20 dias.

. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en ¢l que la

fermentacion se realiza a una temperatura comprendida entre 20°C y 30°C,

durante un periodo de tiempo comprendido entre 1y 5 dias.
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M¢étodo segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que la
fermentacion se realiza con agitacidn, recirculacion o incorporacion de aire
estéril.

M¢étodo segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que tras la
fermentacion se lleva a cabo una decantacion de solidos y pasteurizacion.
M¢todo segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, que comprende,
ademas, la realizacion de una etapa de carbonatacion.

Producto derivado del zumo de naranja que tiene una concentracion de
etanol comprendida entre 0,1% y 3,4% (v/v), obtenible mediante un método
segun cualquiera de las reivindicaciones 8§ a 14.

Producto segun la reivindicaciéon 15, en el que la concentracidn de etanol es
de 2,5% (v/v).

Producto segun la reivindicaciéon 15, que comprende, ademés, un compuesto
seleccionado del grupo formado por aromatizantes, acidulantes, colorantes,
conservantes, antioxidantes, emulsionantes, espesantes, estabilizantes,
compuestos para mejorar las propiedades del producto de interés para la
industria, y cualquiera de sus combinaciones.

Producto segun la reivindicacién 15, que comprende al menos un azucar no
reductor.

Producto segtn la reivindicacion 18, en el que dicho aucar no reductor es

sacarosa.
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