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DESCRIPCION

Asociacion microbiana de nuevas cepas de Saccharomyces cerevisiae y su aplicacién en procesos de vinificacién
de mostos.

Una asociacién microbiana altamente competitiva de nuevas cepas de Saccharomyces cerevisiae VS1/BA2, VS3/
BA17 y VS4/BAS y su aplicacién en procesos de vinificacién de mostos.

Campo técnico de la invenciéon

La presente invencion se refiere a 3 cepas de levaduras vinicas que pertenecen a la especie Saccharomyces cerevi-
siae, seleccionadas por investigadores de la Universidad de Ledn y del Instituto de Biotecnologia de Leén (INBIOTEC)
a partir de fermentaciones espontdneas realizadas con mosto procedente de uvas de la variedad Tempranillo. Se trata
de levaduras vinicas aut6ctonas de la microbiota de la zona acogida a la Denominacién de Origen Ribera de Duero,
y mds concretamente de microbiota autéctona de Bodegas Vega Sicilia y Bodegas Alién, ya que su patrén genético
elaborado en base a la técnica del RFLP de ADN mitocondrial no ha sido detectado ni en levaduras existentes en el
mercado ni en levaduras aisladas en otros estudios.

Estas cepas forman una asociacién o consorcio microbiano novedoso, altamente efectivo en el control de fermenta-
ciones espontdneas, puesto que se han mostrado como dominantes a lo largo de 4 vendimias consecutivas. De hecho la
asociacion de cepas aqui descrita desplaza de manera absoluta a decenas de otras cepas de Saccharomyces cerevisiae
detectadas en mosto y fase temprana de fermentacién alcohdlica, y que sin embargo nunca se detectan en la fase tardia
del proceso fermentativo, que esta asociacion de cepas domina totalmente.

Aunque estas cepas podrian ser usadas individualmente, o en distintas combinaciones, es especialmente recomen-
dable su uso conjunto como agentes de vinificacion para la fermentacion de mostos para la obtencién de vinos con
excelente calidad y caracteristicas organolépticas y fisico-quimicas reproducibles.

Antecedentes de la invencion

Existen dos grandes estrategias de vinificacién para fermentar mosto de uva: la realizacién de fermentaciones
espontdneas o el empleo de levaduras comerciales [Pretorius, 2000; Yeast 16, 675-729).

Tradicionalmente el vino se ha venido produciendo por fermentacién espontdnea del mosto realizada por la micro-
biota indigena de levaduras autéctona presentes en cada bodega y/o regién geografica. Esta estrategia de vinificacién
puede producir problemas de reproducibilidad en la calidad de los vinos, ya que la microbiota de levaduras presentes
en una bodega, o en el hollejo de la uva, puede variar de afio a afio dependiendo sobre todo de factores climéaticos y
ambientales. Sin embargo, esta estrategia genera vinos con un mayor tipismo organoléptico.

Para corregir estos problemas de reproducibilidad en la calidad de los vinos en los dltimos afios se ha desarrolla-
do una mayoritaria tendencia a emplear levaduras comerciales seleccionadas o levaduras secas activas (LSAs). Esta
metodologia, aunque permite desarrollar fermentaciones mas rapidas y reproducibles, y por tanto permite obtener vi-
nos con unas propiedades finales mds facilmente predecibles tiene sus inconvenientes. En primer lugar el empleo de
levaduras comerciales seleccionadas de otras dreas geograficas o de otras variedades de uva puede plantear proble-
mas de implantacién, por su pobre adaptacion a las caracteristicas del mosto, tecnologia de vinificacion, etc., siendo
desplazadas por las levaduras aut6ctonas. Por otro lado, por tratarse de levaduras ajenas pueden generar aromas y sa-
bores distintos de los tipicos y tradicionales de un determinado tipo de vino. Ademds su empleo masivo y continuado
afio tras afio puede acabar desplazando a las levaduras locales autéctonas, con la consiguiente pérdida de poblaciones
microbianas y caracteristicas genéticas de interés. Por ultimo, y dado que el nimero de levaduras comerciales en el
mercado es limitado su empleo sistematico genera vinos organolépticamente mds parecidos, con menores diferencias
y mas dificiles de distinguir por el consumidor.

Una alternativa al empleo de levaduras comerciales es la seleccién y empleo de levaduras autdctonas, que en
muchos casos son tipicas de una bodega. Su utilizacién como herramienta fermentativa permitiria por un lado evitar
los problemas de reproducibilidad y por otro dotar al vino de una serie de caracteristicas organolépticas propias mas
acordes con los vinos de una determinada region, y que ademds permitirian acentuar el cardcter distinto de un vino
frente a otros vinos competidores [Querol et al., (1992). J. Food Sci. 57,183-185. Ciani et al., (2006). Int. J. Food
Microbiol. 108, 239-245. Romano et al., (2003). Int. J. Food Microbiol. 86, 169-180].

La seleccion de levaduras vinicas se realiza generalmente entre cepas de la especie Saccharomyces cerevisiae que
poseen una serie de caracteristicas enoldgicas bdsicas (elevada capacidad fermentativa, elevado rendimiento alcohé-
lico, produccién de toxina killer, resistencia al anhidrido sulfuroso, o baja produccién de acidez volatil entre otras y
suele realizarse empleando la metodologia descrita por distintos autores [Caridi y Tini, (1991). Vignevini. 12, 62-66;
Delteil y Lozano, (1995). Rev. Fr. Oenol. 153, 79-82].

Se han descrito numerosas levaduras locales seleccionadas de distintas regiones productoras de vinos espafioles,
como por ejemplo, Alicante [Querol et al., (1992). J. Food Sci. 57, 183-185], Bajo Mifio [Angulo et al., (1993). Vi-
ticultura/Enologia Profesional, 27, 28-36], Castilla-La Mancha [patente espafiola ES 2180397, Pérez-Coello et al.,
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(1999). Food Microbiol. 16, 563-573], El Penedés [Esteve-Zarzoso, B., et al., (2000), Food Microbiol. 17, 553-562],
Extremadura [patente espafiola ES 2089982. Regoddn, J.A., et al., (1996). Alimentaria, 269, 73-77], La Rioja [Gu-
tiérrez et al., (1997). Viticultura/Enologia Profesional, 51, 36-43], Navarra [De Leén, M.A., et al., (1994). Navarra
Agraria, 86, 50-58], Valdepeias [patente espafiola ES 2091723], etc.

Si embargo, algunos estudios indican que existe una gran variabilidad de cepas de Saccharomyces cerevisiae,
incluso entre bodegas muy cercanas pertenecientes a una misma Denominacién de Origen o regién geogréfica, o lo
que es lo mismo, que la mayor parte de las bodegas pueden poseer levaduras vinicas autdctonas tipicas o exclusivas
(especialmente en aquellas bodegas mds antiguas y que serian consecuencia de largos procesos evolutivos de las
poblaciones microbianas asentadas en esas bodegas) que podrian ser seleccionadas y empleadas industrialmente para
obtener vinos con caracteristicas organolépticas distintivas de otras bodegas cercanas [Versavaud et al., (1995). Appl.
Environ. Microbiol., 61, 3521-3529; Le Jeune et al., (2006). Food Microbiol, 23, 709-716)].

Este hecho ha sido investigado por el solicitante, a fin de poder desarrollar esta asociacién de levaduras selecciona-
das autéctonas de estas bodegas, con el objetivo de elaborar vinos con caracteristicas organolépticas mds acusadas y
tipicas. Ademads, no se han descrito previamente levaduras locales seleccionadas de la Denominacién de Origen Ribera
de Duero.

Descripcion detallada de la invencion

A).- Cepas Saccharomyces cerevisiae VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS

En un aspecto la invencidn se relaciona con 3 cepas de Saccharomyces cerevisiae seleccionadas a partir de la
microbiota de levaduras presente en Bodegas Vega Sicilia y Bodegas Alién, autoctonas de dichas bodegas y de la
Denominacién de Origen Ribera de Duero y que forman un consorcio o asociacién altamente efectiva para el control
de fermentaciones alcohélicas de mostos.

Los cultivos respectivos de las cepas de Saccharomyces cerevisiae denominadas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS
estan conservadas y depositadas de forma permanente en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), ubicada
en Universidad de Valencia; Edificio de investigacién; Campus de Burjassot; 46100-Burjassot (Valencia), con los
nimeros de acceso respectivos CECT 13020; CECT 13021 y CECT 13022.

Las mencionadas cepas han sido aisladas y seleccionadas de entre un total de 980 clones de Sacharomyces ce-
revisiae analizados. Dichos clones se aislaron a partir de muestras correspondientes a uvas y muestras de las fases
temprana, media y tardia de la fermentacién alcohdlica de mostos de Bodegas Vega Sicilia y Bodegas Alién corres-
pondientes a las cosechas 2004, 2005, 2006 y 2007. Para su aislamiento se recurri6 a la realizacién de diluciones
sucesivas y plaqueo en medio selectivo WL. Todas ellas han sido caracterizadas por su perfil genético mediante el ana-
lisis RFLP de ADN mitocondrial con las endonucleasas de restriccién Alul, Hinfl y Rsal de acuerdo a la metodologia
descrita por Guillamén et al. [Int. J. Syst. Bacteriol., (1994), 44: 708-714.] y por sus propiedades enoldgicas. Todas
ellas exhiben una muy eficaz tasa de implantacion en mostos frente al resto de la microbiota indigena.

Las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS han sido identificadas a nivel de género y especie mediante pruebas
fisioldgicas y bioquimicas, de acuerdo a los criterios establecidos por Kurtzmann y Fell [The yeast. A taxonomic study.
4th Edition. Elsevier Science, Amsterdam (1998)] y pruebas de Biologia Molecular (secuenciacién de los dominios
D1-D2 del ADN ribosomal 268S), de acuerdo a la metodologia descrita por Villa-Carbajal ef al. [FEMS Yeast Research,
(2004), 4: 745-750].

Las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS presentan, entre otras, las caracteristicas que se indican a continua-
cion:

Al).- Morfologia

a).-  En medio liquido YPD (extracto de levadura-peptona-glucosa) presentan una morfologia eliptica-
globosa y multiplicacion vegetativa por gemacion multilateral.

b).-  Enmedio sélido WL colonias redondeadas, ligeramente abombadas, de textura cremosa, inicialmente
blancas que van pasando a coloraciones verdosas con el centro mas oscuro.

c).- Lacapacidad de esporulacién se determiné en un medio pobre en glucosa que contenia acetato pota-
sico, extracto de levadura y agar, formando ascosporas redondeadas en un nimero de 1-4 por asca.

d).-  En caldo extracto de malta dan lugar a sedimento
e).- No crecen en medio selectivo agar lisina.
f).-  En medio agar-glucosa patata formacién de un pseudomicelio (+) rudimentario.
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A2).- Metabolismo de distintos compuestos y otros rasgos fisiologicos

A2a).- Fermentacién de carbohidratos. En condiciones anaerobias todas las cepas son galactosa (+); glu-
cosa (+); lactosa (-); maltosa (+); melibiosa (-); rafinosa (+) y sacarosa (+).

A2b).- Asimilacién de compuestos de carbono. En condiciones aerobias todas las cepas son glucosa (+),
2-cetogluconato (-), arabinosa (-), xilosa (-), adonitol (-), xilitol (-), galactosa (+), inositol (-), sor-
bitol (-), metilglucopiranosa (-), N-acetil-glucosamina (-), celobiosa (-), lactosa (-), trehalosa (-) y
melezitosa (-). La cepa VS3/BA17 es glicerol (+), mientras que las cepas VS1/BA2 y VS4/BAS
son glicerol (-). Las cepas VS1/BA2 y VS3/BA17 son maltosa (+) y la cepa VS4/BAS es malto-
sa (-). La cepa VS3/BA17 es rafinosa (+), mientras que las cepas VS1/BA2 y VS4/BA5 son rafi-
nosa (-).

A2c).- Asimilacién de compuestos nitrogenados. Todas las cepas son amonio (+), nitrato (-) y lisina (-).
A2d).- Resistencia a cicloheximida. Ninguna de las cepas crece en presencia de cicloheximida (100 ug/ml).

A2e).- Crecimiento a distintas temperaturas. El crecimiento de todas las cepas es: 15°C (+), 20°C (+), 25°C
(+), 30°C (+), 35°C (+/-) y 40°C ().

A2f).- Requerimientos de oxigeno. Todas las cepas son anaerobias facultativas.

A3).- Perfil genético de las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y V§S4/BAS5

Los perfiles genéticos de estas cepas se obtuvieron mediante el andlisis RFLP de su ADN mitocondrial empleando
las endonucleasas de restriccion Alul, Hinfl y Rsal, aplicando la metodologia descrita por Guillamén et al. [Int. J.
Syst. Bacteriol., (1994), 44: 708-714.]. Los patrones de bandas de ADN mitocondrial obtenidos analizados en geles de
agarosa al 0.7% (figuras 1, 2 y 3) se recogen en las Tablas 1, 2 y 3. Ademas de los fragmentos de ADN de los tamafios
indicados (con una variacion natural del + 5% debido a la variabilidad experimental normal del protocolo empleado)
cada cepa puede presentar o no, dependiendo del lote de ADN extraido, una banda adicional de tamafio comprendido
entre 4850-5070 pares de bases (sefialada en la tabla con un asterisco) y que se puede detectar ocasionalmente en la
digestion con cada una de las enzimas empleadas.

Tabla 1).- RFLP de ADN mitocondrial con la endonucleasas de restriccion Alul
para bandas de un tamario superior a 2200 pares de bases. Los tamafios (x 5%)

se expresan en pares de bases

Cepa VS/BAZ | Cepa VSI/BA17 | Cepa VS4/BAS
Tiie00 | 11800 | 11800
7800 7330 7720
6280 6000 8010
5900 5290 5810
4990° 5010° 5000°
4200 4300 4310
3412 3451 3433
2540 2448 2419
2350 323 2245
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{ Tabla 2).- RFLP de ADN mitocondrial con la endonucleasas de restriccion Hinfl
para bandas de un tamafio superior a 1900 pares de bases. Los tamafios (x 5%)

se expresan en pares de bases

Copa VS1/BAZ | Cepa VS3/BA17 | Cepa VSA/BA5 |
“Bo70- | 5000 6500

4450 4460 5070°
3845 3690 4530
3531 3607 4300
2830 3080 3530
3707 2792 3993
2521 2608 2843
2380 2425 2696
2977 2392 2515
1945 1946 2400

1951

Tabla 3).- RFLP de ADN mitocondrial con la endonucleasas de restriccion Rsal para
bandas de un tamano superior a 1900 pares de bases. Los tamafios (x 5%) se

expresan en pares de bases

CepaVS1/BAZ | Cepa VS3/BA17 | Cepa VS4/BAS

100 | 11000 | 10s00
8770 8390 8370
8630 6680 6990
7120 8010 6240
6240 5640 5740
5720 5380 5620
5360 3673 4960°
5030% 5214 3517
3577 3035
2239 2239
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A4).- Obtencion de los aislados. El aislamiento de la cepas seleccionadas se describe de manera mas detallada
en el ejemplo 1.1. Brevemente, las cepas se aislaron a partir de fermentaciones industriales correspondientes a las
cosechas 2004, 2005, 2006 y 2007 realizadas en Bodegas Vega Sicilia y Bodegas Alién a partir de uva de la variedad
Tempranillo. Para ello se tomaron muestras diarias de 50 ml durante todos los dias que dur6 el proceso de la fermenta-
cién alcohdlica, hasta darlo por finalizado en base a la determinacién de niveles residuales de azicares y estabilizacion
de la densidad del proceso fermentativo.

AS).- Caracteristicas enologicas. Como puede apreciarse en el ejemplo 1.2. las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y
VS4/BAS presentan, entre otras, las siguientes caracteristicas enoldgicas de interés industrial: buena cinética fermen-
tativa, con una velocidad de fermentacién rapida y regular; alta capacidad fermentativa; muy buena capacidad para
degradacion de azicares; adecuada velocidad de sedimentacion una vez completada la fermentacién alcohdlica; cul-
tivo disperso en medio liquido sin mostrar tendencia a la floculacién; elevada resistencia al SO,; buena tolerancia al
etanol; presencia de cardcter killer resistente (fenotipo killer y neutro); baja produccién de acidez volatil y escasos
requerimientos nutricionales.

A6).- Grado de implantacion en el medio fermentativo. Las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS, se selec-
cionaron inicialmente en base a su capacidad para dominar las fases media y tardia de fermentaciones industriales
realizadas en los afios 2004, 2005, 2006 y 2007. A lo largo de la fermentacién alcohdlica estas cepas compitieron con
otras muchas cepas a las que acabaron imponiéndose, lo que indica su gran adaptacién a las condiciones del mosto,
a las instalaciones de bodega y a las practicas enoldgicas realizadas. Ademds y como se indica en el ejemplo 1.3,
cuando se emplearon como cultivos iniciadores, todas las cepas mostraron una alta tasa de implantacion en el medio
fermentativo, debido a su alto grado de competitividad frente a la microbiota indigena. El empleo conjunto de las 3
cepas como un consorcio microbiano, incluso aunque la cantidad de células vivas sembradas sea baja (1500 células
por ml de mosto a razén de 500 células por ml de cada cepa de la asociacidn) evita la implantacién en fase tardia de
cualquier otra cepa de levadura.

A7).- Capacidad de floculacion. La capacidad de floculacién se determiné segtin el método de Caillet (1991) como
se describe en el ejemplo 1.2. Todas las cepas tienen baja capacidad floculante.

AB).- Pruebas de congelacion y liofilizacion. Las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS mostraron una alta tasa
de viabilidad después de ser sometidas a procesos de congelacién (ejemplo 1.4) y liofilizacién y posterior rehidratacién
(ejemplo 1.4).

B).- Produccion de biomasa de las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS

En otro aspecto la invencién proporciona un procedimiento para obtencion de biomasa que permite cultivar las
cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS bajo diferentes condiciones de crecimiento que se indican en el ejemplo 2.
Tales condiciones caen dentro del dmbito del conocimiento propio de un experto en la materia. El empleo de estas
cepas en la produccién de biomasa constituye un aspecto adicional de esta invencion.

C).- Aplicaciones de las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y V§S4/BAS5

La asociacion de cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS pueden ser empleadas en la elaboracién de vinos blancos,
tintos o rosados, por fermentacion de mostos de uva de cualquier variedad de Vitis vinifera, aunque su empleo esta
especialmente indicada en la elaboracion de vinos tintos cuya base principal sea uva de la variedad tempranillo.

Estas cepas pueden ser empleadas en diferentes combinaciones, aunque su mayor efectividad se pone de manifiesto
cuando son empleadas conjuntamente como una asociacion. En este caso los vinos obtenidos mediante el empleo de
estas levaduras son de una calidad superior que los elaborados por procesos de fermentacion espontdnea. Su empleo
ademds permite homogeneizar el desarrollo del proceso de la fermentacién alcohdlica, para producir vinos que poseen
caracteristicas fisico-quimicas y organolépticas reproducibles.

El empleo de la asociacién de las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS en la elaboracién de vinos proporciona
numerosas ventajas. En particular, su empleo en bodegas acogidas a la D.O. Ribera de Duero permite: (I).- elaborar
vinos con précticas ecoldgicas; (II).- elaborar vinos con caracteristicas fisico-quimicas y organolépticas que potencian
las caracteristicas varietales propias de la variedad de uva tempranillo, por tratarse de levaduras perfectamente adap-
tadas a la composicién quimica del mosto obtenido a partir de esta variedad de uva, obteniéndose asi vinos de mayor
tipicidad; (III).- disponer de una gama de levaduras autéctonas y locales seleccionadas tipicas de la D.O. Ribera de
Duero para llevar a cabo fermentaciones alcohélicas dirigidas durante el proceso de vinificacién; (IV).- controlar el
proceso fermentativo del mosto, evitando la aleatoriedad del proceso intrinseca a las fermentaciones espontineas, ya
que no va a depender de variaciones anuales en la composicién de la poblacion de levaduras presentes en el hollejo de
la uva o las instalaciones de bodega, debida a factores ambientales o de otro tipo; (V).- evitar o limitar el desarrollo de
otras especies de levaduras que pueden provocar desviaciones organolépticas; (VI).- potenciar la calidad de los vinos;
(VII).- asegurarse de que el proceso fermentativo es dirigido realmente por la levadura o levaduras inoculadas debido
a su gran capacidad competitiva frente a otras levaduras autoctonas, hecho que determina que tengan una muy alta tasa
de implantacién. Ello permite que actien como agentes bioldgicos responsables del proceso fermentativo de mostos

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2344 095 B1

de uva no estériles, hecho de gran relevancia en regiones calidas, donde la implantacién de levaduras seleccionadas
durante la fermentacion es un problema, al no estar garantizada su dominancia, debido al mayor contenido microbiano
de los mostos.

Las descripciones y figuras siguientes ilustran la invencion, aunque no deber ser consideradas limitativas del
alcance de la misma.

Figura 1: Perfil genético de las cepas obtenido mediante RFLP de ADN mitocondrial con el enzima de restriccion
Alul. Carril 1).- Marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA ladder plus (Fermentans Life Sciences). Se indican
a la izquierda los tamafios de las bandas en pares de bases (pb); carril 2).- cepa VS1/BA2 (CECT 13020); carril 3).-
cepa VS3/BA17 (CECT 13021); carril 4).- cepa VS4/BAS (CECT 13022).

Figura 2: Perfil genético de las cepas obtenido mediante RFLP de ADN mitocondrial con el enzima de restriccién
Hinfl. Carril 1).- Marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA ladder plus (Fermentans Life Sciences). Se indican
a la izquierda los tamafios de las bandas en pares de bases (pb); carril 2).- cepa VS1/BA2 (CECT 13020); carril 3).-
cepa VS3/BA17 (CECT 13021); carril 4).- cepa VS4/BAS (CECT 13022).

Figura 3: Perfil genético de las cepas obtenido mediante RFLP de ADN mitocondrial con el enzima de restriccién
Rsal. Carril 1).- Marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA ladder plus (Fermentans Life Sciences). Se indican
a la izquierda los tamafios de las bandas en pares de bases (pb); carril 2).- cepa VS1/BA2 (CECT 13020); carril 3).-
cepa VS3/BA17 (CECT 13021); carril 4).- cepa VS4/BAS (CECT 13022).

Obtencion y caracterizacion de las cepas VS1/BA2. VS3/BA17 y V§4/BAS
1.1).- Aislamiento y caracterizacion de las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS

Para el aislamiento y caracterizacion de estas cepas se rastrearon un total de 980 clones de cepas de la especie
Saccharomyces cerevisiae aisladas a partir de fermentaciones industriales realizadas con mosto procedente de uva
de la variedad Tempranillo. Las uvas procedian de parcelas pertenecientes a las subzonas de Valbuena de Duero,
Quintanilla de Arriba, Padilla de Duero y Pesquera de Duero, que estan incluidas dentro de la Denominacion de
Origen Ribera de Duero.

El aislamiento de las cepas se realiz6 como sigue: muestras de 50 ml de cultivo se tomaron cada 24 horas, co-
menzando inmediatamente después del encubado y hasta completar la fermentacion alcohdlica de los mostos, segtin
se determind en funcién de los niveles residuales de aziicares y la estabilizacion de la densidad del mosto fermenta-
do. Las muestras se tomaron a partir de depdsitos de fermentacién industriales correspondientes a las cosechas 2004,
2005, 2006 y 2007 en Bodegas Vega Sicilia y Bodegas Alién. De cada muestra realizamos diluciones decimales su-
cesivas en solucién salina estéril (cloruro sédico al 0.9%). De cada dilucién (por duplicado) se tomaron muestras
de 0.1 ml que se sembraron en placas petri conteniendo medio WL nutrient agar suplementado con cloranfenicol
para inhibir el crecimiento bacteriano. Las placas se incubaron a 25°C durante 72 horas y seguidamente se seleccio-
naron aquellas que contenfan un nimero representativo de colonias (comprendido entre 30-300). De cada placa se
eligieron aquellas colonias que presentaron caracteristicas morfoldgicas diferenciables macroscépicamente (tamafio,
color y forma de la colonia, tipo de borde) y un nimero variable de colonias de idéntica morfologia selecciona-
das al azar. Los distintos clones fueron purificados mediante resiembra por agotamiento en placas de petri de medio
WL. Una vez aislados los distintos clones purificados se conservaron congelados a -20°C en solucién de glicerol
al 20%.

Para cada clon aislado se procedid a aislar su ADN total y seguidamente cada clon fue sometido a un anélisis
genético doble: (i). Por un lado se realizé un andlisis de tipo RFLP de la regién ITS-5.8S que contiene los genes
ribosomales de acuerdo con la metodologia descrita por Guillamoén et al. [Arch. Microbiol., (1998), 169: 387-392.] y
Villa-Carbajal et al. [FEMS Yeast Res., (2004), 4:745-750] entre otros, a fin de confirmar que los clones analizados
pertenecian a la especie Saccharomyces cerevisiae; y (ii), seguidamente se procedié a realizar un andlisis de tipo RFLP
de ADN mitocondrial de acuerdo a la metodologia descrita por Guillamén et al. [Int. J. Syst. Bacteriol., (1994), 44:
708-714.] a fin de diferenciar entre cepas diferentes de la especie Saccharomyces cerevisiae y determinar a que cepa
pertenecia cada clon analizado. De esta manera se identificaron un total de 32 cepas diferentes en funcién de los
perfiles de RFLP de ADN mitocondrial con las enzimas de restriccién Alul, Hinfl y Rsal.

Del total de 32 cepas diferentes se seleccionaron aquellas que destacaban por su capacidad para imponerse a otras
levaduras autdctonas en fermentaciones espontdneas, incluso durante varias afiadas sucesivas, demostrando una gran
capacidad competitiva, buenas cualidades fermentativas y gran adaptacion a las condiciones fisico-quimicas del mosto
y a las précticas enoldgicas realizadas en la bodega.

Estas cepas se sometieron a pruebas enoldgicas excluyentes entre las que se encuentran la determinacion de capaci-
dad fermentativa, formacion de espuma, capacidad de floculacidn, resistencia al SO,, etc. Finalmente se seleccionaron
las cepas identificadas como VS1/BA2, VS3/BA17y VS4/BAS, depositadas en la CECT con los niimeros de acceso
CECT 13020; CECT 13021 y CECT 13022, respectivamente. Dichas cepas presentan las caracteristicas morfolégicas,
metabdlicas, fisioldgicas y genéticas (perfil genético) mencionadas en la descripcion [subapartados Al, A2 y A3 del
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apartado A de la “Descripcién detallada de la invencién™]. Las caracteristicas enoldgicas de dichas cepas se describen
a continuacion.

1.2).- Caracteristicas enoldgicas de las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 'y VS4/BAS5

El poder fermentativo, energia fermentativa, capacidad de degradacién de azicares, cinética de fermentacion, ve-
locidad de sedimentacién, formacion de espuma y tipo de cultivo se determinaron realizando microvinificaciones en
botellas de vidrio con mosto estéril. Los frascos con mosto fueron inoculados por duplicado con cada cepa de levadura
e incubados a 25°C hasta finalizacion de fermentacion alcohdlica (media de unos 20 dias) en condiciones de semia-
naerobiosis. La cinética de fermentacion se determiné mediante pesada diaria de las botellas hasta valor constante,
efectudndose las correcciones de peso con una botella control que contenia mosto sin inocular, determindndose los
gramos de CO, desprendidos/dia. Una vez finalizada la fermentacion alcohdlica a los vinos se les determind el grado
alcohdlico y el nivel de azicares reductores residuales (Andlisis realizados segun la normativa aplicable al sector del
vino. Reglamento CEE 2676/90).

Todas las cepas presentan un poder fermentativo superior a 13,8% vol. de etanol. La energia fermentativa de todas
las cepas fue muy similar y oscil6 entre 2.498 y 2.549, expresada en g de CO, desprendidos en 48 horas. Su capacidad
de degradacién de azicares de mosto es muy elevada, dejando los vinos secos con las siguientes cantidades de azticares
residuales: VS1-BA2 (1.75 g/L), VS3-BA17 (1.88 g/L), VS4/BAS (2.00 g/L). La cinética de fermentacidn es correcta:
aplicando una cantidad suficiente de inoculo permiten un rapido inicio de la fermentacién alcohdlica, atin en el caso
de bajas temperaturas. La velocidad de fermentacién es rapida y regular con formacién de poca espuma. La velocidad
de sedimentacién, expresada en dias transcurridos desde la inoculacién del mosto, en la que se aprecia una patente
sedimentacién de los cultivos se estim6 entre 7 y 11 dias. El tipo de cultivo es, segtin estimacién visual, disperso y no
muestran tendencia a la floculacién.

La capacidad de floculacion se determind segin el método de Caillet, 1991, que consiste en medir la densidad
optica a 620 de una suspensién de células preparada en tampdén de Helm, a los 10 minutos de haberla agitado. En
cada caso se calcul6 el % de células que permanecen en suspension determindndose que mds del 96% de las células
permanecen en suspension transcurridos 10 minutos, lo que indica que se trata de cepas poco floculantes (valor 0 en
el indice de Caillet).

Laresistencia al SO, se realiz6 en tubos que contenfan 8 ml de medio YPD (extracto de levadura-peptona-dextrosa)
ajustado a pH 3.8 y suplementado con 50, 75, 100, 125, 150, 175 y 200 mg de SO, total/L. La concentracién de SO,
en cada caso se alcanz6 por la adicion de la cantidad correspondiente de una solucidn estéril de metabisulfito potédsico
(30 g/L). En paralelo se prepararon tubos control conteniendo YPD a los que no se adicioné metabisulfito potasico.
Los distintos tubos se prepararon por duplicado y se inocularon con cantidades idénticas de cada levadura para a con-
tinuacién incubarse a 25°C durante 15 dias. Tras el periodo de incubacion la resistencia al SO, se determind utilizando
como indicativo de crecimiento el aumento de la turbidez del medio en los tubos inoculados, por comparacién con los
tubos testigo, mediante espectrofotometria. Todas las cepas resisten 200 mg/de SO, total/L.

La tolerancia al etanol se determiné en tubos conteniendo 8 ml de medio YPD ajustado a pH 3.8. Al medio
se le afiadieron cantidades crecientes de etanol absoluto hasta alcanzar concentraciones finales de 10, 11, 12, 13
y 14% (vol/vol). En paralelo se prepararon tubos control conteniendo YPD pero sin etanol. Los distintos tubos, por
duplicado, se inocularon con idéntico nimero de células de cada levadura y seguidamente se incubaron durante 15 dias
a 25°C. Tras la incubacién se determind el grado de tolerancia al etanol, utilizindose como indicativo de crecimiento el
aumento de la turbidez de los tubos inoculados, frente a los tubos testigo, mediante espectrofotometria visible. Todas
las cepas seleccionadas toleran el etanol ya que son capaces de crecer a 13% de etanol.

El fenotipo killer se determiné segtin la técnica de Somers y Bevan [Somers J.M. y Bevan E.A. (1969). Genet.
Res. Camb. 13, 71-83] con ligeras modificaciones. Para ello se utilizaron dos placas de medio YPD sélido y azul
de metileno a pH 4.2 por cepa analizada. Una de las placas se sembré por inundacién con una cepa killer resistente
(K>+R,+) y la otra con una cepa killer sensible (K"R™). Cada cepa a analizar se sembré por estria en el centro de cada
placa y a continuacién se incubaron a 25°C durante 48 horas.

1.3).- Grado de implantacion en el medio fermentativo de las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS

El grado de implantacién de cada cepa en el medio fermentativo se determind en muestras tomadas al final de la
fermentacién alcohdlica (densidad 993-998 g/L) correspondiente a distintas microvinificaciones realizadas con mosto
de uva de la variedad Tempranillo. A partir de cada muestra se realizaron diluciones seriadas que se sembraron en
placas de Petri conteniendo medio WL. Las placas se incubaron a 25°C durante 72 horas y se eligieron aquellas placas
que contenian un niimero de colonias comprendido entre 30 y 300. De cada placa se eligieron al azar 30 colonias,
para las que se determind su perfil genético. La determinacidn del perfil genético se determiné mediante la técnica del
RFLP de ADN mitocondrial ya descrita en el ejemplo 1.1. En este caso cada cepa se analizé empleando tinicamente el
enzima de restricciéon Alul. En concreto se realizaron microvinificaciones tanto espontaneas (para reflejar la variedad
normal de la microbiota del proceso fermentativo y que por no ser inoculadas nos sirven como testigo), como inocu-
ladas con cada cepa seleccionada (se realizé para cada cepa una inoculacién con 1500 células de levadura por ml de
mosto). En este caso el grado final de implantacién de cada cepa oscil6 entre el 55-80% dependiendo de la cepa y la
cosecha analizada. Ademas se realizaron microvinificaciones inoculadas con la asociacién formada por las 3 levaduras
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seleccionadas. Para ello se emple6 una mezcla en la que las 3 cepas estaban en la misma proporcidn, que se afiadié al
mosto a razén de 1500 células de levadura por ml de mosto. En este caso el grado de implantacién de la asociacion de
levaduras fue siempre del 100% en todas las fermentaciones analizadas.

1.4).- Pruebas de congelacion y liofilizacion de las cepas VS1/BA2, VS3/BA17 y V§4/BAS5

Las cepas seleccionadas fueron sometidas a pruebas de resistencia a la congelacién para su conservacion. Para ello
se congelaron cultivos crecidos en medio YPD liquido de una densidad 6ptica de 10 determinada espectrofotométrica-
mente a 600 nm. Los cultivos se congelaron en presencia de glicerol al 40% y se conservaron a -20°C y -80°C por un
periodo minimo de un afio. Transcurrido este tiempo se descongelaron los cultivos y se realizé un recuento de células
viables por la realizacion de diluciones seriadas y siembra en medio WL sélido. Todas las cepas mostraron una alta
viabilidad a la congelacién/descongelacién (superior al 88%).

Ademads todas las cepas fueron sometidas a pruebas de liofilizacién utilizando un liofilizador Virtis (Modelo: Gene-
sis 12 LE), empleando como solucién protectora leche desnatada, glicerol y glucosa. Considerando que todas las cepas
sometidas a liofilizacién experimentan una pérdida de viabilidad, los resultados obtenidos para las 6 cepas ensayadas
son aceptables, conservando todas sus propiedades y consiguiéndose una buena viabilidad tras la rehidratacién, del
mismo rango que la levadura comercial empleada como control.

Produccion de biomasa de las cepas VSI/BA2, VS3/BA17 y VS4/BAS
Se utilizaron tres metodologias diferentes a fin de probar la versatilidad de cada cepa a la hora de producir biomasa.
2.1).- Produccion de biomasa por crecimiento en matraces en condiciones aerobicas

Para ello se utilizaron matraces de 2 L que contenian 0.5 L de medio YPD. Cada matraz se inoculo con 2.5 ml de
un cultivo desarrollado en YPD de D.O. 1 estimada espectrofotométricamente a 600 nm. Los matraces se incubaron a
25°C con agitacién constante de 200 r.p.m en un incubador orbital. El crecimiento se determiné cada 24 horas. Durante
el proceso se comprob6 la homogeneidad del cultivo mediante observacion directa al microscopio 6ptico. Una vez
finalizada la incubacién la viabilidad celular se cheque6 mediante recuento de unidades formadoras de colonias por
ml (UFC/ml). Todas las cepas crecieron con gran rapidez en estas condiciones obteniéndose una gran cantidad de
biomasa y una viabilidad igual o superior a la de la levadura comercial empleada como control.

2.2).- Produccion de biomasa en fermentador

El estudio se realiz6 en un fermentador de laboratorio Biostat-A de 2.5 L, controlando los distintos pardmetros
que afectan a las cepas tales como O, disuelto, pH, espuma, acidez y temperatura. Para el desarrollo de los cultivos
se empled 1.5 L de medio YPD liquido que fue inoculado con un precultivo de cada levadura hasta obtener una
suspensioén celular de D.O. = 0.1 (determinada a 600 nm). El pH del cultivo se mantuvo constante en un valor de 5.5
y la temperatura de incubacién fue de 30°C. Finalmente la concentracién de oxigeno disuelto se mantuvo contante
en el 30%. El crecimiento y la viabilidad celular se monitorizaron como se indica en el apartado anterior. En estas
condiciones todas las cepas mostraron una produccién de biomasa rdpida y homogénea con una elevada viabilidad
celular, del mismo orden de magnitud que la cepa comercial usada como testigo.

2.3).- Obtencion de biomasa por crecimiento en cultivo estdtico en mosto

En este caso se chequed la produccién de biomasa por inoculacién de 0.8 L de mosto de uva esterilizado por
filtracién en un matraz de 1 L. El cultivo se incub6 a 28°C hasta consumo casi total de azicares. El crecimiento y la
viabilidad celular se monitorizaron como se indica en los dos apartados anteriores. En este caso la biomasa producida
por todas las cepas fue considerablemente menor, pero se trata de células adaptadas a la fermentacién alcohdlica y con
una elevada tolerancia al etanol que se pueden usar como indculos directos para otros mostos sin fermentar.

Ejemplo

Caracteristicas quimicas y sensoriales de los vinos elaborados utilizando la asociacion de cepas VS1/BA2, VS3/BA17
y VS4/BAS

Las cepas indicadas han sido empleadas conjuntamente como iniciadores de la fermentacién alcohdlica para la
elaboracién de vinos a partir de mostos de uva de la variedad Tempranillo o Tintal del pais.

Las elaboraciones se han realizado en bodega experimental utilizando depdsitos de acero inoxidable de 1.500 L en
los que se encubaron 1.000 Kg de uva, prensada y despalillada.

Cuando se aplica una siembra suficiente (al menos de 1.500 células vivas por mi de mosto) los procesos fermentati-
vos se inician rdpidamente, siendo el periodo de latencia corto, aunque en relacién con el nimero de células empleadas
en el inoculo. El rendimiento azicar/etanol para todas las cepas ensayadas es 6ptimo.
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La capacidad de las cepas para imponerse a la microbiota de levaduras autéctona es absoluta, de modo que en las
fases media y tardia de la fermentacién alcohdlico el 100% de las cepas aisladas, e identificadas por la técnica RFLP
de ADN mitocondrial pertenecen en cada caso a la cepa utilizada como inoculo. Se evita asi el desarrollo de cualquier
cepa o especie de levadura que pudiera ser potencialmente nociva.

La cinética de la fermentacion, realizada a 22-28°C, es muy regular, finalizando el proceso fermentativo a los 7-10
dias, dependiendo de nuevo de la cantidad de células inoculadas. El andlisis microscépico de muestras tomadas a lo
largo del proceso fermentativo muestra células de levadura, de morfologia esférica, grandes y en ocasiones gemantes,
capaces de consumir totalmente el azicar del mosto y con muy poca produccién de espuma.

La acidez volatil de los vinos producidos es escasa, con ausencia de aromas y sabores desagradables y baja produc-
cion de acetaldehido y acetato de etilo. El andlisis sensorial de los vinos producidos es éptimo, con aromas varietales
caracteristicos de la variedad de uva empleada y aromas fermentativos que mejoran las caracteristicas organolépticas
de vinos elaborados por fermentaciones espontdneas.
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REIVINDICACIONES

1. Asociacion microbiana de nuevas Cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae, depositadas en la CECT con
los niimeros de acceso CECT13020; CECT13021 y CECT13022.

2. Asociacién microbiana de Cepas segtn la reivindicacion 1 en forma liofilizada o deshidratada.

3. El uso de la asociacién microbiana de cepas de Saccharomyces cerevisiae CECT13020; CECT13021 y CECT
13022 de la reivindicacion 1 para la elaboracion de bebidas alcohélicas obtenidas por fermentacién alcohdlica.

4. El empleo de la asociacién microbiana de cepas de Saccharomyces cerevisiae CECT13020; CECT13021 y
CECT13022, segtn la reivindicacién 3, en el que dicha bebida alcohdlica se selecciona entre vino, cerveza y sidra.

5. El uso de la asociacién microbiana de cepas de Saccharomyces cerevisiae CECT13020; CECT13021 y CECT
13022 de la reivindicacion 1, para la elaboracion de vinos blancos, rosados o tintos a partir de mostos de uva de
cualquier variedad de Vitis vinifera espafiola o extranjera, sometidos a cualquier modificacién.

6. El empleo de la asociacién microbiana cepas de Saccharomyces cerevisiae CECT13020; CECT13021 y CECT
13022 de la reivindicacién 1, para la produccién de biomasa.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200900436

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
DO1 MORATA, tesis 2004
D02 ES 222088 16-01-2005
D03 ES 2180397 01-02-2003
Do4 ES 2089982 01-10-1996
D05 MAS, et al. 2002

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

La invencion se refiere a una asociacién de 3 cepas de Saccharomyces cerevisiae (con n° de acceso CECT 13020, 13021 y
13022). En la descripcion (pagina 12, linea 22-pagina 17, linea 24), se detalla que cada una de estas cepas ha sido aislada de
mosto procedente de uvas de la variedad tempranillo cultivadas en parcelas incluidas en la Denominacién de Origen Ribera del
Duero y seleccionada en base a sus propiedades enoldgicas y a su tasa de implantaciéon. Concretamente las caracteristicas
enoldgicas son las siguientes: un poder fermentativo superior a 13,8% vol. de etanol, una energia fermentativa de aproximada-
mente 2,5 g de CO2 desprendidos en 48 horas, una capacidad de degradar azUcares de alta (1,75 a 2 g. de azlcar residual/l),
velocidad de sedimentacidon de 7 a 11 dias, poca capacidad de floculacidn, alta resistencia al SO2 (200 mg/l), y tolerancia a un
13% de etanol. Las cepas se pueden ademas congelar a -80°C durante un ano vy liofilizar con una viabilidad aceptable.

Las reivindicaciones 1 a 2 se refieren a la asociacién de las 3 cepas y las 4 a 6 al uso de la misma para la elaboracién de
bebidas alcohdlicas o la produccion de biomasa.

Novedad

La asociacién de las cepas concretas que se mencionan en la reivindicacién 1 no se ha encontrado descrita en ningin docu-
mento del estado de la técnica. Por lo tanto, se considera que las reivindicaciones que se refieren a dicha asociacion (1y 2) y
a su utilizacion (reivindicaciones 3-6) cumplen el requisito de novedad.

Actividad inventiva
Sin embargo, se considera que dicha asociacién no cumple el requisito de actividad inventiva por lo siguiente:

En el documento D1 (paginas 99-114, tabla 3) se aislan varias cepas en la fase final de la fermentacion de uvas de la variedad
tempranillo en bodegas de la denominacion de origen Ribera del Duero, seleccionandose una de ellas (3VA) en base a criterios
enologicos semejantes a los utilizados en la invencién: alto poder fermentativo (hasta del 15,0%), resistencia al SO2 (hasta
200 mg/l), baja produccion de SH2, baja acidez volatil (0,2 a 0,27 g de acido acético/l), etc. En principio, las cepas de la
invencidn no presentan ninguna caracteristica técnica que las diferencie de la ya obtenida en el documento D1. Se trata de una
alternativa a la cepa ya existente con las mismas caracteristicas enolégicas y el mismo origen que la cepa de D1. En ausencia
de alguna ventaja técnica respecto a la cepa seleccionada en D1, se considera que las reivindicaciones 1 a 5 carecen de
actividad inventiva.

Por otra parte, existen en el estado de la técnica diversos documentos que describen cepas aisladas y seleccionadas de
diferentes denominaciones de origen, lo que se conoce como levaduras locales seleccionadas (documentos D2-D4). Estas
levaduras tienen la ventaja, frente a las levaduras comerciales, de estar adaptadas a las condiciones climaticas de la zona
y son las responsables de las caracteristicas Unicas de los vinos obtenidos (tipicidad). Las cepas se seleccionan por sus
caracteristicas enolégicas apropiadas y por su capacidad para imponerse a las demas a lo largo de la fermentacién (documento
D5).
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Hoja adicional

Por ejemplo, el documento D2 describe unas cepas aisladas y seleccionadas de unos mostos de la Comunidad de Madrid. Las
cepas tienen unas caracteristicas enolégicas semejantes a las de la invencion y una alta tasa de implantacién. La diferencia de
estas cepas con las de solicitud es el origen geografico de las cepas. El problema que soluciona la invencién es obtener una
cepa mas apropiada para la vinificacién en la denominacién de origen Ribera del Duero, siguiendo e un protocolo de seleccion
semejante al descrito en D3, pero tomando como origen un mosto de la Ribera del Duero. De esta manera, se obtiene unas
cepas con caracteristicas enolégicas muy semejantes a las de D3, pero mas adaptada a la vinificacion de este tipo de vino.
Esta solucion la llevaria a cabo un experto en la materia a la vista del documento D3, sin ejercer actividad inventiva, y con
razonables probabilidades de éxito. Las cepas que se obtendrian serian cada vez distintas, es decir nuevas (dependiendo
de la bodega e incluso del afio de vinificacién), pero que, en principio, no presentan ninguna caracteristica técnica ventajosa
respecto a las demas. Teniendo en cuenta D3, las reivindicaciones 1 a 6 carecen de actividad inventiva.
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