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capaz de inducir un alto nivel de terpenos volatiles ade-
mas del uso de los mismos para la elaboracion de vinos
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DESCRIPCION

Procedimiento para obtener vinos de la variedad de uva Albarifio (y otras) con alto contenido aromatico mediante
el uso de una levadura ecotipica.

Sector de la técnica

La invencion se encuadra dentro del Area Agroalimentaria, en el sector de la produccién de bebidas alcohdlicas,
mads concretamente en el enoldgico.

Estado de la técnica

El primer estudio cientifico de la microbiota de mostos de Galicia se llevé a cabo en el Departamento de Micro-
blologla del Instituto de Fermentaciones Industriales del CSIC [INIGO, B. Y BRAVO, F. (1977). Estudio de mostos
y vinos de Galicia. A.T.A. 17,2,268-276; QUECEDO, C.R., SOMAVILLA, J.E., ARROYO, V. Y INIGO, B. (1976).
Agentes de fermentacion de mosto de uva de la zona de Galicia. A.T.A 16, 123- 129]. Con un enfoque ecolégico, se
obtuvieron levaduras autdctonas de potencial interés para la vinificacién de las zonas estudiadas, zonas de albarifio
y de ribeiro. Ya entonces se observé la lentitud de la fermentacion de los mostos estudiados, y se relacioné con la
escasa incidencia de microbiota epifitica, originada por el uso indiscriminado de plaguicidas y las lluvias previas a la
vendimia. La escasa presencia de cepas de Saccharomyces cerevisiae en las fermentaciones espontdneas estudiadas
retrasaba en exceso el final de la fermentacion.

El vino elaborado con mosto de uva de la variedad Albarifio de Vitis vinifera es un vino blanco, joven, caracteri-
zado por su frescor y su estructura en boca, que lo hace diferente del resto de los vinos blancos jovenes de Espafia.
La variedad Albarifio de Vitis vinifera es el cultivar de mayor importancia econdmica en Galicia (noroeste de Espa-
fia), y se cultiva también en el norte de Portugal. Desde el punto de vista aromdtico se caracteriza por tener aromas
frutales y florales [CARBALLEIRA L.; CORTES, S.; GIL, M.L.; FERNANDEZ, E. (2001). Determination of aroma-
tic compounds, during ripening, in two white grape varietes, by SPE GC Chromatographia 53 (Suppl.): S350-S355;
DIEGUEZ, S.C.; LOIS, L.C.; GOMEZ, E.E.; DE LA PENA, M.L. (2003). Aromatic composition of the Vitis vinifera
grape Albarifio. LWT Food 801ence and Tecnology 36: 585-590]. El tipo de uva empleada en su elaboracion es la
albarifia, cultivada en la regién de “Rias Baixas”. Su drea de produccién fundamental en Espaiia es la Denominacién
de Origen Rias Baixas que engloba cinco comarcas de la provincia de Pontevedra (el Valle del Salnés, O Rosal, el
Condado del Tea, Soutomaior y el Val do Ulla), en cuyo reglamento la establece como variedad preferente.

La uva albarifia se caracteriza por ser una uva pequefla, concentrada y densa, que posee una gran capacidad de
produccién de azicares, pudiendo alcanzar hasta 13% vol. de alcohol en buenas cosechas. Una vez transformada la uva
en vino, mantiene una riqueza en acidos y en componentes aromadticos y sdpidos que muy pocas variedades consiguen
en todo el mundo, convirtiéndolo en un tipo de vino muy identificable siendo fundamentales para el reconocimiento
de los mismos.

Una de las desventajas que presentan los vinos elaborados para ser consumidos jévenes es que la concentracion
de los compuestos aromaticos estd sujeta a cambios de afio en afio. Ademds, pierden rapidamente y gradualmente el
frescor y su cardcter afrutado tan caracteristico, por lo que se tiene que tener un cuidado especial en las condiciones de
comercializacién de los mismos, ya que si éstas condiciones no son las adecuadas las pierden con mucha mas facilidad,
asi por ejemplo al aflo y medio de estar en el mercado en condiciones poco controladas, se atentian drasticamente todas
las virtudes del vino joven y a los dos afios de la vendimia manifiestan el llamado “gusto a especias”.

Si estos vinos se comercializaran en condiciones refrigeradas (5-10°C), el periodo de vida til se prolongaria unos
seis meses y conservarian aceptablemente sus atributos de vino joven unos dos afios, dependiendo de la variedad.

Los compuestos responsables del aroma varietal o primario que aportan connotaciones florales o afrutadas a los
vinos blancos, como el Albarifio, son los terpenos, aunque existen otros que contribuyen en menor medida como los
norisoprenoides, los alcoholes lineales y arométicos, siempre que se encuentren en forma libre, es decir no unida a
ninguna molécula de azicar.

Los terpenos son originados por la actividad glicosiddsica de las levaduras vinicas como Saccharomyces cerevisiae
y son caracteristicos del tipo de uva empleada en cada variedad aunque pueden modificarse segtin las caracteristicas
del terrufio, del manejo del vifiedo pudiendo cambiar incluso de afio en afio. Ademds se pueden encontrar presentes
en la uva en dos fracciones distintas: una libre que es la que contribuye al aroma, y otra ligada, formando diglic6sidos
no aromadticos, fundamentalmente 6-O-a-L-arabinofuranosil-5-D-glucopirandsidos y 6-O-a-L-ramnopiranosil-g-D-
glucopirandsidos. Esta segunda fraccion es cuantitativamente superior a la primera y apenas sufre cambios durante el
proceso de fermentacion llevado a cabo por Saccharomyces cerevisae.

Como se ha comentado anteriormente la concentracion de terpenos depende de muchos factores externos como
las caracteristicas del terreno y manejo del vifiedo, o la climatologia, por esa razén hasta la fecha las estrategias
empleadas para aumentar para conseguir vinos con un cardcter afrutado mds intenso han sido la maceracién del mosto
con los hollejos de la uva, o el tratamiento de los vinos cuando estdn a medio fermentar con preparados comerciales
no especificos o cécteles enzimdticos perfectamente definidos que hidrolizan los glicésidos disacaridicos unidos a los

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2330710 Al

terpenos. Esta dltima practica no siempre es posible legalmente o incluso es escasamente recomendable, ya que puede
afectar a la calidad del vino.

La liberacién de la parte de la fraccion ligada de los terpenos supone una fuente potencialmente aprovechable para
paliar los problemas ocasionados por la falta de compuestos que contribuyen al aroma de los vinos.

La alternativa idonea es disponer de cepas de Saccharomyces cerevisae silvestres y autdctonas, también denomi-
nadas ecotipicas, como la cepa de la presente invencidn Saccharomyces cerevisae DSM 21378, capaces de liberar
terpenos conjugados y convertirlos en terpenos libres y voldtiles no dependiendo de la suerte o de la climatologia de
la vendimia y asegurando una buena calidad sensorial de los vinos de Albarifio.

Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion

Un objeto de la presente invencioén corresponde a un microorganismo de la especie Saccharomyces cerevisae Titil
para la elaboracién de vinos que induce un alto nivel terpenos voldtiles y porque es el microorganismo depositado en
la coleccién alemana de microoorganismos y cultivos celulares de referencia DSM 21378.

Otro objeto de la invencion es el empleo de la cepa de DSM 21378 en la elaboracién de vinos a partir de mosto de
uva o de cualquier fuente vegetal rica en aziicares, con el objeto de producir vino o soluciones hidroalcohdlicas que se
utilicen como materia prima para obtencion de alcohol de grado alimentario por destilacién.

Una realizacién particular de la invencion es el empleo de una mezcla que contenga la cepa de la invencion para
elaboracién de vinos o soluciones hidroalcohdlicas utilizables p.ej.- para obtener alcohol de destilacién.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién consiste en la identificacion por parte de los inventores de una cepa Saccharomyces cerevi-
siae, mds concretamente la cepa Saccharomyces cerevisiae DSM 21378 aislada del mosto obtenido a partir de uvas
Vitis vinifera para la elaboracion de vinos a partir de uva de la variedad Albarifio, y la idoneidad de la misma para la
obtencién de vinos con alta concentracién en compuestos volatiles terpenos, mejorando de esa manera el aroma de los
mismos y por tanto su calidad sensorial.

Se selecciono la cepa Saccharomyces cerevisiae DSM 21378 y se observo el predominio de la misma en el trans-
curso de las fermentaciones, frente a la microbiota indigena del mosto de la albarifia ya que, al no ser esterilizado, se
encuentra microbiolégicamente contaminado.

El presente estudio pretende en el fondo paliar en alguna medida las limitaciones del planteamiento de la fer-
mentacién espontdnea, que ya entonces se apuntaban, que son el retraso en la realizacién de la fermentacién y la no
reproducibilidad de una vendimia a otra del aseguramiento de los caracteres que dependen de la actividad microbiana.

Por tanto, un aspecto de la presente invencidn es un microorganismo de la especie Saccharomyces cerevisae 1til
para la elaboracion de vinos con un alto nivel terpenos volatiles, en adelante microorganismo de la invencién, consti-
tuido por el microorganismo depositado en la coleccidon de microorganismos y células de cultivo alemana de referencia
DSM 21378, que es capaz de inducir la produccién de terpenos en el mosto del vino.

Otro aspecto de la invencién lo constituye la utilizacién del microorganismo de la invencién, DSM 21378, para la
elaboracién de vinos, ya sean vinos blancos, rosados, tintos o achampanados.

Ejemplo de realizacion de la invencion
Ejemplo 1

Aislamiento, mantenimiento y conservacion de Saccharomyces cerevisiae DSM 21378

Para llevar a cabo el aislamiento de la cepa se seleccionaron vifias de la variedad Albarifio que a partir de las
uvas procedentes de dichas vifias se obtuvieron mostos monovarietales que fueron sometidos a una fermentacién
espontdnea, durante la cual se llevaron a cabo por métodos convencionales de microbiologia los aislamientos en medio
sélido, fundamentalmente agar YPD, incubando a 30°C durante 48-72 h.

Una vez aislada, la cepa Saccharomyces cerevisiae DSM 21378 debe ser mantenida y conservada, para garantizar
su empleo afio tras aflo. Han de mantenerse cultivos stock y de trabajo. Para ello la cepa Saccharomyces cerevisiae
DSM 21378 se creci6 de la manera correcta en placas de YPD para obtener un césped de levaduras tras 48 horas
de incubacion a 30°C y se conservé a -70°C en una soluciéon de YPD con glicerol al 10%. Adicionalmente puede
procederse a la obtencién de levaduras secas activas mediante liofilizacién de la biomasa disuelta en un medio de leche
desnatada al 10%. Para ello las muestras se congelaron a -70°C durante 48 horas antes de proceder a su liofilizacion,
posteriormente se liofilizaron de manera convencional utilizada en microorganismos.
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Ejemplo 2

Obtencion de vinos a partir de la variedad de uva albariiia con alto contenido en terpenos mediante el uso de la cepa
Saccharomyces cerevisiae DSM 21378 de la invencion.

2.1.- Inoculacion de Saccharomyces cerevisiae DSM 21378

Las colonias aisladas de la cepa Saccharomyces cerevisiae DSM 21378 se inocularon en tubos de ensayo conte-
niendo 5 ml de YPD. Tras 12 h de incubacién a 30°C y 200 rpm, matraces con 1 1 de YPD, se inocularon con la cepa
Saccharomyces cerevisiae DSM 21378 a una densidad inicial de 10 cel/ml. Tras 36 horas de incubacién a 30°C con
agitacion, las células de los cultivos se sedimentaron por centrifugaron a 3000 X g durante 5 min a 4°C, realizdndose
dos lavados con NaCl 0.9% estéril para eliminar los restos de YPD. Finalmente, aproximadamente 3X10'° células de
la cepa se disolvieron en 100 ml de NaCl 0.9% estéril y se conservaron a 4°C hasta el momento de su inoculacién en el
mosto de la variedad de uva albarifia. Este indculo es el idéneo para un volumen entre 1 y 99 de mosto. Los escalados
se hicieron en proporcién de entre un 1 y 99% hasta alcanzar el volumen final deseado.

2.2.- Seguimiento molecular de la vinificacion

El seguimiento molecular de la vinificacién es necesario para comprobar que la cepa inoculada, Saccharomyces
cerevisiae DSM 21378, es la que se ha impuesto y poder asi decidir sobre la marcha si afiadir o no mas indculo. Para
ello ha de procederse al aislamiento de colonias de levadura a partir del mosto en fermentacion. A lo largo de la fer-
mentacion de cada mosto se extrajeron muestras para proceder al aislamiento de las colonias de levadura provenientes
de las diferentes fases del proceso fermentativo. El objetivo del aislamiento era el de contar con ejemplares sobre los
cuales realizar el estudio de DNA-mitocondrial que permitiese comprobar la predominancia de la cepa inoculada. Para
ello se realizaron diluciones en NaCl 0.9% estéril de las muestras extraidas y 100 ul de cada una de ellas se extendieron
sobre placas de YPD. Tras dos dias de incubacién a 30°C se procedié al recuento de viables en placa asi como a la con-
servacién en YPD con 10% de glicerol de 30 de las colonias aisladas en cada toma de muestra. Finalmente, cada una
de estas colonias se caracterizé molecularmente mediante extraccién del DNA total y posterior digestién con Hinfl.

2.3.- Andlisis del DNA-mitocondrial

El objetivo de estos andlisis del DNA-mitocondrial es el de poder tener la certeza de que las cepas de levadura
seleccionada se imponian en las fermentaciones, frente a la microbiota indigena del mosto Albarifio suministrado
que, como no se esterilizd, se encontraba microbioldgicamente contaminado. Para la extraccién de DNA genémico
de levaduras se utiliz6 un método publicado con anterioridad [QUEROL, A., BARRIO, E., HUERTA, T. Y RAMON.
D (1992). Molecular monitoring of wine fermentations conducted by active dry yeasts. Appl. Environm. Microbiol.
58, 2948-2953]. Se realizaron inéculos de 5 ml de YPD con cada una de las 30 colonias de levaduras aisladas de los
mostos inoculados con la cepa y del mosto sin inocular (o mosto control) a lo largo de las diferentes fases del proceso
fermentativo. Tras 12 horas de incubacién a 30°C con agitacion, las células del cultivo se recogieron por centrifugacién
y se resuspendieron en 500 ul de solucién SE con zymoliasa 20T (10 mg/ml). Después de 2 horas de incubacién a 37°C,
cada muestra se centrifugé 1 min para sedimentar los esferoplastos y posteriormente se resuspendieron en 500 ul de 50
mM Tris-HCI-20 mM EDTA, pH 7.4. Para favorecer la tisis celular se afiadieron 25 ul de dodecil sulfato sédico (SDS)
al 20% y la muestra se incub6 a 65°C durante 30 min. Posteriormente, se anadieron 200 ul de acetato potdsico 5 M, se
incub6 la muestra durante 30 min en hielo y se centrifugé durante 5 min. Un volumen de isopropanol se afiadi6 sobre
la fraccion del sobrenadante y la mezcla se incubéd a temperatura ambiente durante 5 min antes de una centrifugacién
de 10 min para favorecer la precipitacién del DNA. Para eliminar restos de sales se hizo un lavado con etanol al 70%
y finalmente se resuspendié el DNA en 20 ul de TE. Para determinar la eficiencia del proceso de extraccion 3 ul
de las muestras de DNA se cargaron en un gel de agarosa para su posterior visualizacién. Una vez determinadas las
concentraciones relativas de DNA mediante su visualizacion por medio de geles de agarosa, se digirieron cantidades
similares de DNA empleando diferentes volimenes de cada muestra (entre 3 y 8 ul). Las digestiones del DNA total
se llevaron a cabo en un volumen final de 10 ul, durante 12 horas a 37°C empleando la enzima de restriccién Hinfl
(U/ug) y el tampdn recomendado por el proveedor (H). La separacién y visualizacion de fragmentos de DNA se realizo
mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 0.7% sumergidos en tampén TAE (Tris-HCI 40 mM pH
7.5, 4cido acético 4 M, EDTA 1 mM pH 8). Para la migracién del DNA se aplicé un voltaje de 5 V/cm y el patrén de
DNA utilizado fue el de A H + E (DNA de fago lambda digerido con las enzimas de restriccién HindIIl y EcoRI). Para
visualizar el DNA, los geles previamente incubados durante 15-20 minutos en una solucién de bromuro de etidio (5
pug/ml) se irradiaron con luz ultravioleta (4=312 nm) en un transiluminador.

Todas estas operaciones generaron un determinado patrén de restriccién del mit-DNA especifico de cada cepa que
permitié comprobar la predominancia de la cepa inoculada en las fermentaciones (Figura 1).

2.4.- Estudio y determinacion de los terpenos libres en el mosto

En cuanto al necesario estudio de terpenos libres a llevar a cabo para comprobar la efectividad de la invencidn, se
procedié del siguiente modo. En principio los compuestos a determinar pueden ser los siguientes: Limoneno, Linalool,
Terpin-4-ol, Terpineol, Citronerol, Nerol, Geraniol, S-Damascenona, a-lonona, 8-lonona, Eugenol y 2-Feniletanol.
Los terpenos libres y conjugados se fraccionaron por retencion selectiva en columnas SepPak Vac C-18 (1 g) (Waters,
Milford, Massachussets, Ireland).
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Para llevar a cabo la preparacién de las muestras, se mezclaron 100 mL de vino diluidos con 100 mL de agua
destilada y se le adicionaron 1 mL de patrén interno (10 ppm de 3-Octanol preparado en una solucién de etanol al
100%). Se pasaron a través de la columna, lavando el residuo con 25 mL de agua destilada. La fraccién libre fue eluida
con 10 mL de pentano-diclorometano (2:1), la solucién fue desecada con sulfato de sodio anhidrido y concentrada
hasta 0,5 mL en un rota-vapor Biichi (Biichi Labortechnik AG, Fawil, Suiza) para su posterior andlisis en GC.

La fraccién conjugada fue disuelta en 5 mL de un buffer citrato-fosfato pH 5,0 y con 200 uL de la enzima de accién
a-glicosidasa (AR-2000 Gist Brocades, France) (0,5 g de en 5 mL de citrato-fosfato pH 5,0) e incubada a 40°C por 18
horas. Posteriormente se eluyé con 10 mL de metanol y concentrd hasta llegar a sequedad por rota-evaporacion.

El aglicén se extrajo en la columna de SePack Vac C-18 (1 g). Las operaciones de determinacién se realizaron en
un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard M-5890 serie II, equipado con un detector de ionizacién de llama (FID)
y con inyector split/splitless. La separacion se realiz6 en una columna capilar Carbowax 20 M de 50 m de longitud y
0,25 um de espesor de pelicula de fase. En el control del equipo, la adquisicién y el procesado de datos, se empled el
programa HP-Chem. La separacion se llevd a cabo con una temperatura inicial del horno de entre 50 y 150°C durante
entre 2 y 19 minutos, aumentando entre 1 y 7°C/min hasta entre 10 y 500°C y 3°C/min hasta entre 150 y 250°C, durante
entre 1 y 30 minutos. El gas portador utilizado fue el helio, con una presién de 14,5 psi. La temperatura del inyector
utilizada comprendié los 250 y 500°C y la del detector lo mismo.

La identificacién de los distintos compuestos se basé en la comparacion de los tiempos de retencion, relativos a
patrones internos y la cuantificacién por comparacién del drea de cada compuesto, relativa al patrén interno, con la
obtenida en la recta de calibrado correspondiente a cada sustancia patrén, en las mismas condiciones que la muestra
problema. Trabajando en estas condiciones, un total de al menos 12 compuestos incluyendo 10 terpenos y 2 noriso-
prenoides pudieron ser identificados.

Los resultados obtenidos en vinos Albarifios elaborados a partir de Saccharomyces cerevisiae DSM 21378 estan
reflejados en las siguientes tablas 1 y 2. En ellos se observa la presencia de un alto contenido de terpenos libres (p.ej.-
1240,4 ug/L), mas del doble de los vinos control no inoculados (p.ej.- 420 ug/L), perceptible en la fase olfativa y
gustativa de la cata. El limoneno es el monoterpeno mds abundante, presentando una concentracién de p. ej.-489 ug/L
y el linalool p.ej.- 283 ug/L.

TABLA 1

Concentracion de terpenos libres Y NORISOPRENOIDES en los vinos obtenidos mediante fermentacion
controlada con la levadura ecotipica Saccharomyces cerevisiae DSM 21378

Concentracion 2feniletanol+g-
Nerol Geraniol B-Damascenona |a-ionona

mg/L ionona

CEPA A

DSM 21378

Fermentacion 10.010+0.00110.054+0.001 10.146+0.021 0.076+0.018 16.106+1.065

Vino nd 0.169x0.000 0.576+0.000 0.212+0.000 }16.146+0.000

CONTROL

Fermentacién 13.170+1.368

DSM 21378 nd 0.047+0.000 nd 0.1074£0.004

Vino 0.031£0.007{0.117+0.012 {0.033+0.004 0.066+0.001 10.683+0.000
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TABLA 2

Concentracion de terpenos libres en los vinos obtenidos mediante fermentacion controlada con la
levadura ecotipica Saccharomyces cerevisiae DSM 21378.

Concentracion mg/L  a-pineno f- Plneno Limoneno Linalool a -Terpineol
CEPA A
DSM 21378
.. 0.043 £ nd
JFermentacion 0.057+ 0.000 0.006 0.268 +0.018 0.131£0.026
Vino 0.124£0.000 nd nd 0.283+0.000 nd
CONTROL
{DSM 21378 nd nd nd nd 0.041x 0.000
Vino nd nd nd 0.006 £0.000  0.014+ 0.001
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REIVINDICACIONES

1. Microorganismo de la especie Saccharomyces cerevisae 1til para la elaboracién de vinos caracterizado por-
que induce un alto nivel terpenos volatiles y porque es el microorganismo depositado en la coleccién alemana de
microoorganismos y cultivos celulares de referencia y de referencia DSM 21378.

2. Utilizacién del microorganismo segun la reivindicacion 1 para la elaboracion de vinos a partir de mosto de uva,
de cualquier fruta o de cualquier solucién hidroazucarada.

3. Utilizacién del microorganismo segun las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado porque puede estar contenido
en una mezcla de levaduras para la elaboracién de vinos a partir de mosto de uva, de cualquier fruta o de cualquier
solucién hidroazucarada.
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pagina 746, columna 1y tabla 3.

A FALQUE et al. Volatile Profile and Differentiation Between 1-3
Albarifio Wines from Different Regions. International Journal of
Food Science and Technology. Marzo 2008. Vol. 43.

Paginas 464-475. En particular, pagina 466, columna 1y tabla 1.

A VILANOVA et al. Characterization of Yeast Strains from Rias 1-3
Baixas (NW Spain) and their Contribution to the Fermentation of
Albarifnio Wine. Annals of Microbiology. 2005. Vol 55, No. 1,
paginas 23-26.

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
misma categoria de la solicitud

A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones |:| para las reivindicaciones n®:

Fecha de realizacion del informe Examinador Pagina
27.11.2009 N. Urquia Fernandez 1/5




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N2 de solicitud: 200801500

CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

C12N 1/18 (2006.01)
C12G 1/02 (2006.01)
C12R 1/865 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

C12N, C12G, C12R

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, XPESP, XPAIP, XPOAC, BIOSIS, COMPDX, EMBASE, INSPEC, PUBCHEM, GOOGLE SCHOLAR,
PAPI,
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OPINION ESCRITA

Ne de solicitud: 200801500

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 27.11.2009

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

1-3

1-3

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita)
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1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 VILANOVA, M. ET AL. Determination of Free and Bound Terpene 2006
Compounds in Albarifio Wine. J. Food Comp. Anal. 2006, Vol. 19.
Péaginas 694-697.
D02 ZAMUZ, S. ET AL. Volatile Compounds after Spontaneous Fer- 2006
mentation of Musts from Vitis Vinifera cv. Albarifio Grapes Cultiva-
ted in Different Origins from Rias Baixas AOC, Spain. Flavour Fra-
gr. J. 2006. Vol. 21. Paginas 743-748. En particular pagina 746,
columna 1y tabla 3.
D03 FALQUE ET AL. Volatile Profile and Differentiation Between Alba- Marzo 2008
rino Wines from Different Regions. International Journal of Food
Science and Technology. Marzo 2008. Vol. 43. Paginas 464-475.
En particular, pagina 466, columna 1y tabla 1.
Do4 VILANOVA ET AL. Characterization of Yeast Strains from Rias 2005
Baixas (NW Spain) and their Contribution to the Fermentation of
Albarifio Wine. Annals of Microbiology. 2005. Vol 55, No.1, pagi-
nas 23-26.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

1. Novedad y Actividad inventiva segln articulos 6 y 8 de la Ley de Patentes

1.1 La presente invencion se refiere a una nueva cepa de Saccharomyces cerevisiae capaz de producir altos niveles de terpenos
volatiles y norisoprenoides que contribuyen al aroma del vino de Albarifio. El problema que va a resolver la presente invencion
es identificar una cepa de levadura que aumente las concentraciones de terpenos libres y norisoprenoides en el vino con el fin
de potenciar su aroma. En la invencién no se describen las condiciones de fermentacion por lo que se asumen condiciones de
fermentacion similares a cualquiera de los documentos del estado de la técnica mas préximo.

El estado de la técnica méas cercano viene definido por los documentos D01 y D02, que describen las concentraciones de
terpenos y norisoprenoides en vinos de Albarifio fermentados espontaneamente en diferentes regiones de las Rias Baixas
gallegas.

En D01 se indica que los compuestos terpénicos que mas impacto tienen en el aroma final del vino son el linalool y el eugenol,
mientras que el alfa-pineno es detectado por encima del umbral de percepcion en solo uno de los vinos analizados (D01 pag.
697, col. 1).

En D02 se indica ademés que la beta-damascenona y la alfa-ionona contribuyen de forma importante al aroma final del vino
puesto que la concentracién detectada se encuentra por encima del umbral de percepcion (D02 pag. 746, col. 1, tabla 3).

En D03 se analizan los compuestos volatiles libres de vinos albarifio de la zona "O rosal" y se indica que los compuestos
de mayor contribucién al aroma final del vino albarifio son linalool y geraniol, con concentraciones entre 94 y 145 microgra-
mos/litro y entre 16 y 69 microgramos/litro respectivamente (D03 pagina 466, columna 1, parrafo 6), ambos muy inferiores a
los determinados en la presente invencion.

Comparando las concentraciones de los terpenos linalool, geraniol y alfa-pineno (el eugeniol no esta determinado en la pre-
sente invencion) y de los norisoprenoides alfa-ionona y beta-damascenona con los descritos en el estado de la técnica més
cercano (D01 tabla 2, D02 tabla 3, D03 tabla 1), se comprueba que los niveles de linalool, alfa-ionona y de beta-damascenona
producidos por la cepa descrita en la presente invencidn son superiores a los niveles descritos en el estado de la técnica mas
cercano, mientras que la concentracion de geraniol es similar a la descrita en D02 y la concentracion de alfa pineno es similar
a la descrita en DO1.
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Hoja adicional

En D04 se analiza la contribuciéon de la cepa al sabor y aroma final del vino Albarifio. Se describe que se aislan cepas
locales aisladas de mostos de la regién que pertenecen a Saccharomyces cerevisiae, siendo esta cepa mayoritaria en las
fermentaciones espontaneas. En D04 se indica igualmente que en condiciones de fermentacién similares, el sabor del vino es
caracteristico de la variedad mientras que el aroma final del vino depende esencialmente de la cepa de levadura utilizada. El
linalool, el geraniol, la alfa-ionona y la beta-damascenona son componentes importantes en el aroma final del vino, tal y como
se ha indicado. Por tanto la cepa de levadura utilizada esté directamente relacionada con los niveles de monoterpenos volatiles
y norisoprenoides detectados en el vino. En la presente invencion los valores de estos compuestos son muy superiores a
los descritos en el estado de la técnica, por tanto se considera que la cepa descrita en la reivindicacion 1 es nueva y posee
actividad inventiva.

El uso de la cepa para la elaboracion de vinos segun la reivindicaciones 2 y 3 es por consiguiente nuevo y tiene actividad
inventiva.

1.2 Las reivindicaciones 1 a 3 cumplen con los requisitos de novedad y actividad inventiva conforme a los Articulos 6 y 8 de la
ley de Patentes.
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