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@ Resumen:

Uso de bacterias lacticas para conservar los flavanoles
de un producto alimenticio y prevenir el pardeamiento del
vino.

La presente invencién se refiere al uso de al menos una
bacteria lactica de grado GRAS (Generally Regarded As
Safe) para conservar mayor cantidad de flavanoles, prefe-
riblemente (+)-catequina y/o (-)-epicatequina, en al menos
un producto alimenticio asi como también para disminuir
el pardeamiento de al menos un tipo de vino, con respecto
a un control, donde preferiblemente dicho vino es blanco.
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DESCRIPCION

Uso de bacterias ldcticas para conservar los flavanoles de un producto alimenticio y prevenir el pardeamiento del
vino.

La presente invenci6n se encuadra dentro del campo del sector alimentario, en concreto, la presente invencion se
refiere al uso de al menos una bacteria lictica de grado GRAS (Generally Regarded As Safe) para conservar mayor
cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio asi como también para disminuir el pardeamiento de al
menos un vino, con respecto a un control.

Estado de la técnica anterior

Los flavanoles (también conocidos como flavan-3-o0l) son una clase de flavonoides que tienen la estructura 2-fenil-
3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol. Estos compuestos incluyen catequina y epicatequina. En la naturaleza se encuentran ma-
yoritariamente las formas (+) catequina y (-) epicatequina. Los flavanoles, al contrario que los flavonoles, no contienen
el grupo cetona. Los flavonoides que no contienen el grupo polifenol poli-hidroxi cetona se conocen mds especifica-
mente con el término de flavanoide o flavan-3-ol. Los flavanoles son precursores de proantocianidinas. Tienen dos
carbonos quirales, es decir, que hay 4 diastereoisdmeros para cada uno de ellos.

Los flavonoides (tanto los flavonoles como los flavanoles) son conocidos por su actividad antioxidante. Las ca-
tequinas han sido relacionadas con la prevencion de cdncer y dichos compuestos se han encontrado en fresas, té
verde y té negro. La epicatequina se ha relacionado con la inhibicion de la diarrea (Schuier er al., 2005. J. Nutr.,,
135(10): 2320-5). Ademds, la epicatequina mejora el flujo sanguineo y por tanto puede suponer la mejora de pa-
cientes con enfermedades del corazén. La epicatequina se ha encontrado en el cacao, alcanzando casi el doble de
concentracion que en el vino y mds de tres veces que en el té verde (Lee et al., 2003. J. Agric. Food Chem., 51 (25):
7292-5). Por tanto, en el estado de la técnica se muestra un interés claro en la generacién de productos alimenticios
con propiedades beneficiosas para la salud, especialmente para la prevencion de cdncer y enfermedades cardiovascu-
lares.

Por otra parte, es conocido que la degradacion oxidativa de catequina y epicatequina en vinos es responsable
del pardeamiento de los mismos. Los métodos utilizados para prevenir el oscurecimiento o pardeamiento del vino,
asi como de alimentos vegetales, se agrupan en métodos fisico-quimicos y biolégicos. El método mds importan-
te y ampliamente utilizado para prevenir el pardeamiento es el uso de sulfitos debido a su capacidad antioxidan-
te. Sin embargo, debido a las objeciones relacionadas con la salud derivadas del uso de sulfitos, la Organizacion
Mundial de la Salud (W.H.O) y la Organizacién Mundial de la Vifia y el Vino (O.1.V) han implementado restric-
ciones regulatorias sobre su uso. Ademds, los productores de vino han encontrado que el uso extensivo de sulfitos
compromete la calidad del vino al proporcionar cualidades organolépticas no deseables al producto. Como sustitu-
to de los sulfitos para prevenir el pardeamiento del vino se ha utilizado ampliamente el dcido ascérbico. No obs-
tante una vez que el dcido ascérbico se oxida a dcido dehidroascérbico, las quinonas se pueden acumular y suffrir
pardeamiento. Ademds estudios recientes estdn aportando evidencia de que el 4dcido ascérbico posee actividad pro-
oxidante y puede causar una aceleracion del pardeamiento en combinacién con los sulfitos. Aparte de estos mé-
todos ampliamente utilizados, para evitar el pardeamiento del vino se han descrito otras pricticas menos frecuen-
tes o caras, como someter el vino al contacto con resinas de intercambio idnico, el uso de carbdn activo, el uso
de quitosano (un subproducto de la industria pesquera) o el uso de escleroprotefnas bovinas. Otro método estd ba-
sado en la hiperoxidacion del mosto para oxidar sus compuestos fendlicos, sin embargo este método es dificil de
estandarizar y ademds destruye los compuestos fendlicos, por lo que el método disminuirfa el valor nutritivo del
vino.

Es conocida la capacidad de levaduras fermentativas para prevenir el pardeamiento de soluciones vinicas modelo
y del vino (Lopez-Toledano et al., 2002. J. Agric. Food Chem., 50: 1631-1635; Chamka et al., 2003. J. Agric. Food
Chem., 51: 3179-3184; Shinohara et al., 2000. J. Biosci. Bioeng., 90: 90-97; Fugelsang et al., 2007. Microbial Ecology
During Vinification. In Wine Microbiolgy. Practical Applications and Procedures. Second Edition: Fugelsang, K.,
Edwards, Ch., Eds. Springer US: New York, pp. 90). El uso de levaduras podria funcionar en vinos del tipo Sherry
en los cuales las levaduras estdn presentes después de la fermentacion alcohdlica. Esta propiedad ha sido atribuida
a la capacidad de las paredes celulares para adsorber polimeros de color marrén (Razmkhab ef al., 2002. J. Agric.
Food Chem., 50: 7432-7437; Morata et al., 2003. J. Agric. Food Chem., 51: 4084-4088) o disminuir su produccion
por adsorcion de intermediarios incoloros de la reaccion (Mazauric et al., 2005. J. Agric. Food Chem., 53: 5647-
5653; Mazauric et al., 2006. J. Agric. Food Chem., 54: 3876-3881). Basdndose en estas capacidades de las levaduras
varios autores han desarrollado estrategias (Bonilla ez al., 2001. J. Agric. Food Chem., 49: 1928-1933) para reducir el
pardeamiento del vino. Sin embargo el uso de levaduras para este fin podria alterar las cualidades organolépticas del
vino debido a su capacidad para la formacion de aromas indeseables.

Por tanto, hay un interés creciente en la biisqueda de productos alimenticios que tengan flavonoides, entre los
cuales se encuentran los flavanoles catequina y/o epicatequina para la mejora de la salud de los consumidores. As{
mismo, el pardeamiento del vino es un problema que debe ser solucionado con herramientas no perjudiciales para la
salud de los consumidores y que no alteren las caracteristicas organolépticas de los mismos.
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Explicacién de la invencién

La presente invencion provee el uso de al menos una bacteria lactica de grado GRAS (Generally Regarded As Safe)
para conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio, con respecto a un control. Ademds
también se refiere al uso de dicha bacteria ldctica para disminuir el pardeamiento de al menos un vino, con respecto a
un control.

En la presente invencion se muestra el efecto técnico producido por la adicién de un tipo de bacteria lictica a
un producto alimentario como por ejemplo el vino. Dicho efecto técnico es la mayor conservacion de los flavanoles
presentes en dicho producto alimenticio, respecto de un control. Ademds, otro problema técnico asociado que se
soluciona mediante el procedimiento de la presente invencion es la disminucion del pardeamiento de los vinos a los
que se les afiade dicha bacteria l4ctica.

Las ventajas técnicas que presenta conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio,
con respecto a un control, como consecuencia de la adicién de una bacteria lictica a dicho producto alimenticio
son:

- La obtencion de productos alimenticios con capacidad antioxidante mayor. La ingestion de estos alimentos supone
el refuerzo de la salud del consumidor.

- Prevenir la formacion de pigmentos de xantilio ya que se impide la oxidacion de dichos flavanoles. Dicha pre-
vencion va asociada con la prevencion de la aparicion de pardeamiento en el vino.

- De esta manera se evita la adicién de compuestos téxicos para la salud como la adicién de sulfitos a productos
alimenticios como por ejemplo el vino. Esto permite el uso de dichas bacterias ldcticas en vinos ecolégicos.

- La adicién de bacterias lacticas al vino no produce alteraciones organolépticas del producto.

- Mejor aceptacion por el consumidor de los productos alimenticios obtenidos por el procedimiento que se describe
en la presente invencion frente a los obtenidos con los métodos basados en preservativos quimicos tradicionales.

Asf pues, un aspecto de la presente invencion se refiere al uso de al menos una bacteria lactica de grado GRAS
(Generally Regarded As Safe) para conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio, con
respecto a un control. As{ mismo, dicha bacteria puede usarse para aumentar la cantidad de proantocianidina, también
denominada como procianidina, proantocianidina oligomérica, leukocianidina o leucoantocianina. Las proantociani-
dinas son dimeros, trimeros, oligémeros o polimeros de flavanoles.

El término GRAS procede de las siglas de la expresion “Generally Recognized As Safe”. Esta designacion GRAS
es obra de la FDA (American Food and Drug Administration) y significa que la adicion del producto quimico o la
sustancia a la que se refiere, es considerada segura por los expertos de dicha organizacion.

La bacteria lactica pertenece al orden Lactobacillales. Las bacterias ldcticas conocidas pertenecen a este orden. La
bacteria ldctica tiene la siguiente clasificacion filogenética:

Dominio: Bacteria / Filo: Firmicutes / Clase: Bacilli / Orden: Lactobacillales.

La bacteria lactica del orden Lactobacillales produce 4dcido ldctico como metabolito mayoritario de la fermentacién
del azicar. Estas bacterias se usan de forma habitual en la produccién de productos ldcteos fermentados, como yogur,
queso, manteca, crema de leche, kéfir, koumiss, o vino (para llevar a cabo la fermentacién maloldctica).

Este orden estd formado por las familias Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae y Streptococcaceae.

La familia Lactobacillae estd formada por los géneros Lactobacillus, Paralactobacillus y Pediococcus. Se encuen-
tran regularmente en la mucosa del tracto intestinal de humanos y de otros animales, en alimentos y productos ldcteos,
asf como en zumos vegetales fermentados.

Varios trabajos previos han demostrado que tanto la catequina como la epicatequina interaccionan con distin-
tos tipos de bicapas lipidicas que se utilizaron como membranas celulares modelo (Nakayama et al., 2000. Biofac-
tors 13: 147-151; Caturla et al., 2003. Free Radical Biology & Medicine, 34: 648-662; Sirk et al., 2008. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 56: 7750-7758). En uno de estos trabajos (Caturla et al., 2003. Free Radical
Biology & Medicine, 34: 648-662), entre las diferentes bicapas lipidicas utilizadas, algunas se usaron como membra-
nas bacterianas modelo debido a su composicion en fosfolipidos. En todos los casos examinados, y a pesar de que
las membranas modelo tenfan diferente composicion lipidica, catequina y epicatequina se incorporan en la bicapa
lipidica. La absorcion de catequina y epicatequina en la bicapa lipidica es por tanto un mecanismo general de interac-
cién de estos flavanoles con las membranas celulares y consecuentemente puede ser extendido al grupo de bacterias
lacticas.
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Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de al menos una bacteria ldctica de grado GRAS
para conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio, con respecto a un control, donde
la bacteria lactica de grado GRAS es una bacteria del género Lactobacillus. La especie del género Lactobacillus
se selecciona de las lista que comprende, pero sin limitarse, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus lactis, Lactobacillus mali, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus o Lactobacillus salivarius. Segin una realizacién mds preferida, la
bacteria ldctica se selecciona de la lista que comprende Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis y Lactobacillus
mali.

La familia Leuconostocaceae estd formada por los géneros Leuconostoc, Oenococcus o Weissella.

Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de al menos una bacteria lactica de grado GRAS
para conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio, con respecto a un control, donde
la bacteria ldctica de grado GRAS es una bacteria del género Leuconostoc. La especie del género Leuconostoc se
selecciona de las lista que comprende, pero sin limitarse, Leuconostoc carnosum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc
durionis, Leuconostoc fallax, Leuconostoc ficulneum, Leuconostoc fructosum, Leuconostoc garlicum, Leuconostoc ga-
sicomitatum, Leuconostoc gelidum, Leuconostoc inhae, Leuconostoc kimchii, Leuconostoc lactis, Leuconostoc mesen-
teroides, Oenococcus oeni, Leuconostoc pseudoficulneum o Leuconostoc pseudomesenteroides. Segin una realizacion
mds preferida, la bacteria ldctica es Leuconostoc mesenteroides.

En cualquier producto alimenticio que contenga flavanoles se produce la oxidacién de los mismos, por tanto, como
consecuencia, dichos productos pierden flavanoles y, como ultima consecuencia, el producto alimenticio disminuye su
capacidad de actuar como antioxidante por medio de la accién de algunos de sus compuestos. Por tanto, la presente
invencion se refiere a la conservacion de mayor cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio, con
respecto a un control.

En la presente invencion, el término “control” se refiere a un producto alimenticio al que no se afiade la bacteria
lactica GRAS. El producto alimenticio control es una alicuota del producto alimenticio tratado.

Los flavanoles son compuestos que pertenecen al grupo de los flavonoides, que son compuestos polifenélicos, y

que comparten un niicleo comin. Dentro de los flavanoles se encuentran los flavan-3-oles, cuya estructura quimica
basica es,

OH

Y dentro de los compuestos flavan-3-oles se encuentran las catequinas, que tienen dos centros quirales pudiendo
formar los siguientes cuatro diasteroisomeros:

La (+)-catequina, que tiene la siguiente estructura,

OH

H R\
© Oy OH

OH
OH



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2370839 Al

La (-)-catequina, que tiene la siguiente estructura,

Por “catequina” se denomina e a partir de ahora a (+)-catequina 6 (-)-catequina.

La (-)-epicatequina, que tiene la siguiente estructura,

OH

OH

Y la (+)-epicatequina, que tiene la siguiente estructura,

OH

HO O
OH

OH
OH

Por “epicatequina” se denomina a partir de ahora a (+)-epicatequina 6 (-)-epicatequina.

Otra realizacion preferida se refiere al uso de al menos una bacteria lactica de grado GRAS para conservar mayor
cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio, con respecto a un control, donde los flavanoles son
catequina y/o epicatequina. Seguin una realizacion mds preferida, los flavanoles son (+)-catequina y/o (-)-epicatequina.
Estos flavanoles son los que se encuentran de forma mayoritaria en la naturaleza.

El término “producto alimenticio” tal como se emplea en la presente invencion se refiere a un alimento como
articulo de consumo humano o animal. Preferiblemente el producto alimenticio es para consumo humano. En este
sentido conviene diferenciar este término del término “producto alimentario” que se refiere a cualquier materia no
nociva, en sentido absoluto o relativo, que, sin valor nutritivo, puedan ser utilizadas en la alimentacién, tanto humana
como animal, incluyendo por tanto, aditivos, desinfectantes, envases, embalajes o Utiles alimentarios.
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El producto alimenticio se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, productos alimenticios manu-
facturados industrialmente por fermentacion de bacterias lacticas (por ejemplo, pero sin limitarse, productos derivados
de la leche, zumos, vino o cerveza), productos de origen vegetal no fermentados como por ejemplo, pero sin limitarse,
zumos o frutas (como por ejemplo, pero sin limitarse, manzana, pera, pldtano, berenjena, aguacate o lichi).

Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de al menos una bacteria lactica de grado GRAS
para conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio, con respecto a un control, donde el
producto alimenticio comprende al menos un producto de origen vegetal. Es decir, el producto alimenticio contiene un
producto de origen vegetal s6lo o junto con otros productos de origen vegetal o con otros productos de distinto origen
(como por ejemplo, pero sin limitarse, de origen animal) o con otros compuestos. Los compuestos que acompafian al
producto de origen vegetal pueden ser de origen natural o artificial y pueden mejorar las condiciones de conservacién
del producto de origen vegetal.

Una realizacion mds preferida se refiere al uso de al menos una bacteria lactica de grado GRAS para conservar
mayor cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio, con respecto a un control, donde el producto
alimenticio es vino. Segiin una realizacion atin mds preferida, el vino es tinto o blanco. Segtin otra realizacion atin mas
preferida, el vino es ecoldgico.

El vino tinto puede proceder de un vino elaborado con el fruto de cualquiera de las variedades tintas de vitis vinifera
conocidas por el experto en la materia o de cualquiera de sus combinaciones.

El vino ecoldgico es aquel vino que procede de uva ecoldgica. Las uvas ecoldgicas provienen de vifias manejadas
con el método de la agricultura ecoldgica, como se define también a nivel Europeo, por el Reglamento CE 2092/91.
Los vinos elaborados a partir de uva ecoldgica son aquellos contenidos en el Reglamento CE 1493/1999 (anexos 4 y
5) y 1622/2000, que define las précticas enoldgicas y los tratamientos permitidos para vinos en Europa.

Otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de al menos una bacteria lactica de grado GRAS
para conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos un vino, con respecto a un control, donde la bacteria ldctica
se afiade al vino en cualquier momento de la elaboracion del mismo. Segtin una realizacion mds preferida, la bacteria
l4ctica del género Lactobacillus se afade cuando el vino tiene al menos un 9% de contenido alcoh6lico. Tal como se
ha demostrado en el estado de la técnica (Sieiro ez al., 1990. Appl. Environ. Microb., 56: 2936-2938), las bacterias de
este género se encuentran presentes de forma natural en los vinos, después de la fermentacién alcohélica, y en dichas
condiciones dichas bacterias no son capaces de proliferar, por tanto no se producen cambios en las caracteristicas orga-
nolépticas de los vinos. El fin de la fermentacién alcohdlica puede ser debido al agotamiento de la fuente de aziicares
que la levadura utiliza, o como consecuencia de la adicién de inhibidores o supresores de la actividad fermentativa de
las levaduras o la lisis de las mismas. Por otra parte, dependiendo del contenido de azicares, medido generalmente
como grados Baumé o grados Brix, se pueden alcanzar diferentes contenidos de alcohol. El porcentaje establecido en
esta realizacion preferida pretende cubrir vinos blancos o tintos con poco contenido alcohdlico, como consecuencia,
por ejemplo, de proceder de uvas con grados Baumé o Brix bajos por haber sido recolectadas de forma temprana o
por la ubicacién geogréfica del cultivo de las vides, o por otras consecuencias no descritas en la presente invencion.
Mis preferiblemente la bacteria ldctica del género Lactobacillus se afade cuando el vino tiene al menos un 10%, 11%,
12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19% 6 20% de contenido alcohdlico respecto del volumen del vino. El por-
centaje se mide en volumen/volumen, es decir, por ejemplo, un 9% de contenido alcohélico significa que de cada 100
ml de vino, 9 ml son de alcohol (cualquiera de las combinaciones de alcoholes) y 81 ml son agua y otros componentes.
Generalmente, un vino con al menos un 16% de contenido alcohdlico suele ser un vino al que se ha afiadido alcohol
de forma artificial, es decir, que dicho alcohol afiadido no procede de la actividad fermentativa de las levaduras.

La bacteria ldctica puede afiadirse al vino durante el proceso de crianza. El proceso de crianza tiene una duracién
de tiempo variable, pero normalmente comporta meses, y depende de la composicion inicial de componentes del vino
(principalmente antioxidantes), de la cantidad de oxigeno que difunde en dicho vino (depende del tamaiio de poro de
la madera con las que estdn construidas las barricas) as{ como de otros factores. A modo de sintesis, en dicho proceso
de crianza convencional se pueden destacar dos fases: a) la fase oxidativa: en la que tiene lugar la microoxigenacién
del vino y b) la fase reductora, en la que se evita que el oxigeno esté en contacto con el vino. Lo mds comtin es que
la fase oxidativa tenga lugar en barricas de madera, generalmente de madera de roble de uno o de distintos tipos.
Dependiendo del tamafio medio de poro de dicha madera este proceso se puede alargar mds o menos as{ como también
el aporte de componentes de la madera puede variar dependiendo del tipo de madera empleado. La fase reductora del
vino suele llevarse a cabo en botellas, tapadas para evitar la entrada de oxigeno. La adicién de bacterias ldcticas al vino
durante el proceso de crianza puede producir ademds un producto enolégico de interés ya que, ademds de llevar a cabo
la fermentacion maloldctica (siempre que no se haya producido antes), estos microorganismos favorecen la presencia
de flavanoles (antioxidantes) que actiian tamponando la oxidacién, por tanto, los vinos mantenerse por mds tiempo
en las barricas o en el recipiente empleado para la fase oxidativa de la crianza, sin producirse picado o pardeamiento
indeseado. Por tanto, esto permitiria llevar a cabo la fase oxidativa de la crianza en vinos con poco contenido de
compuestos antioxidantes como son los vinos blancos y no limitarse exclusivamente a la fase anaerobia.

Tal como se ha mencionado en pérrafos precedentes, el propdsito del uso de la bacteria ldctica de grado GRAS es,
tanto conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos un producto alimenticio, con respecto a un control, como
para disminuir el pardeamiento de dicho vino, con respecto a un control. Tal como se demuestra en los ejemplos
de la presente invencion, la adicién de bacterias ldcticas de grado GRAS como por ejemplo, pero sin limitarse, del
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género Lactobacillus o Leuconostoc, disminuyen el pardeamiento de vinos modelo con respecto a los vinos control a
los que no se adiciona el microorganismo correspondiente. Los inventores han demostrado el mecanismo por el cual
se disminuye dicho pardeamiento del vino, que consiste esencialmente en la prevencion de la formacién de sales de
xantilio por la prevencion de la oxidacion de flavanoles como catequina y/o epicatequina.

Por tanto, otra realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de la bacteria ldctica de grado GRAS
para conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos un vino, con respecto a un control, donde ademds dicha
bacteria ldctica se usa para disminuir el pardeamiento de dicho vino, con respecto a un control. Dicho vino puede ser
blanco, tinto, ecoldgico o la bacteria se puede afiadir al vino en cualquier momento de la elaboracion del mismo, o la
bacteria del género Lactobacillus se aiade cuando el vino tiene al menos un 9% de contenido alcohdlico (o cualquiera
de los porcentajes descritos anteriormente). Una realizacion preferida se refiere al uso de la bacteria lctica de grado
GRAS para conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos un vino, con respecto a un control, donde ademds
dicha bacteria ldctica se usa para disminuir el pardeamiento de dicho vino, con respecto a un control, donde dicho vino
es blanco.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencidn se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la préctica de la invencion.
Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Fig. 1. Muestra el efecto inhibidor de Lactobacillus plantarum RM71 sobre el pardeamiento de vinos modelo que
contienen (+)-catequina (A) y (-)-epicatequina (B).

Las muestras de vino modelo fueron incubadas durante 42 dias a 25°C, en un periodo de 42 dias. (&) Vinos
modelo control libres de células, (m) Vinos modelo suplementados con Lactobacillus plantarum RM71. Los valores
representan la media de triplicados que no presentan diferencias significativas al usar test no-paramétricos (P<0.05).

Fig. 2. Muestra cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD registrados a 440 nm.

Dichos cromatogramas corresponden a vinos modelo control que contienen (+)-catequina (A) o (-)-epicatequina
(B) y que fueron incubados durante 42 dias a 25°C.

Fig. 3. Muestra los espectros UV-visible de los productos de degradacion de (+)-catequina y (- )-epicatequina.

Enla figura se muestran los productos de degradacion de la (+)-catequina (picos 1, 3 y 4)(A) y de la (-)-epicatequina
(picos a-f) (B) en vinos modelo control libres de células después de la incubacion durante 42 dias a 25°C.

Fig. 4. Muestra los espectros de masa del pico 1 de degradacion de la (+)-catequina (A) y del pico b de degradacion
de la (-)-epicatequina (B).

Dichos espectros se obtienen después de la incubacion de los vinos modelo control libres de células durante 42
dias a 25°C.

Fig. 5. Muestra el efecto inhibidor de Lactobacillus plantarum RM71 sobre la formacion de pigmentos de xantilio
derivados de la (+)-catequina (A) y de la (-)-epicatequina (B) en vinos modelo.

(©) Vinos modelo libres de células, (m) Vinos modelo suplementados con Lactobacillus plantarum RM71. Cada
punto indica las dreas combinadas (obtenidas por HPLC-DAD 440 nm) de los picos que representan los pigmentos
de xantilio formados en los respectivos vinos modelo (picos 1-4 en vinos con (+)-catequina o picos a-f en vinos con
(-)-epicatequina) a los tiempos indicados. Se representan las medias y las desviaciones estdndar de triplicados que no
presentan diferencias significativas al usar test no-paramétricos (P<0.05).

Fig. 6. Muestra el efecto preventivo de Lactobacillus plantarum RM71 sobre la degradacion oxidativa de (+)-
catequina (A) y (-)-epicatequina (B) en vinos modelo.

Se muestran las variaciones durante 42 dias en las concentraciones de ambos flavanoles en vinos control libres
de células (¢) y vinos modelo suplementados con Lactobacillus plantarum RM71. Se representan las medias y las
desviaciones estdndar de triplicados que no presentan diferencias significativas al usar test no-paramétricos (P<0.05).

Fig. 7. Muestra la comparacion del efecto inhibidor de varias bacterias ldcticas (BAL) sobre el pardeamiento de
vinos modelo que contienen (+)-catequina (A) y (-)-epicatequina (B).

Las muestras de vono modelo fueron incubadas durante 20 dias a 30°C en presencia de 20 mg/L de sulfato ferroso.
(®) Vinos modelo control libres de células. Vinos modelo suplementados con: Lactobacillus brevis (0); Lactobacillus
mali (X); Leuconostoc mesenteroides (+).
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Ejemplos

A continuacion se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores. Los siguientes ejem-
plos especificos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente
invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como limitaciones
a la invencion que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos no pretenden limitar el campo de aplicacién de
la misma.

Ejemplo 1
1.1. Efecto de L plantarum RM 71 en el desarrollo del color de vinos modelo

Para mimetizar el proceso de oxidacion del vino se utilizaron los vinos modelo, descritos en el apartado de Material
y Métodos. Estos vinos fueron suplementados con sulfato ferroso debido a su efectividad para acelerar la oxidacion de
flavanoles (Oszmianski, et al., 1996. J. Agric. Food Chem., 44: 1712-1715). El pardeamiento de las bebidas habitual-
mente se examina siguiendo las variaciones de absorbancia a 420 nm (A »m) debido a que los pigmentos marrones
que se producen como resultado de la oxidacién de los fenoles presentes en las bebidas, incrementan el color en
la regién amarillo-marrén del espectro visible (Iland ez al., 2000. White wine spectral measures. In Techniques for
Chemical Analysis and Quality Monitoring during Winemaking; Patrick Iland Wine Promotions: Campbelltown, Aus-
tralia, p 100). Por ello, para examinar la influencia de L. plantarum RM71 en el pardeamiento, las variaciones en los
valores de Ay nm mostrados por los vinos modelo que contenian (+)-catequina o (-)-epicatequina fueron examinadas
en funcion de la presencia o ausencia de este microorganismo.

La Fig. 1 muestra cémo se pardean los vinos modelo que contienen bien (+)-catequina o (-)-epicatequina durante
la incubacién en presencia de sulfato ferroso a 10 mg/l. El valor de Ay i €n los vinos control, libres de L. plantarum
RM71 se increment6 notablemente en el tiempo, revelando la formacion de pigmentos coloreados en la region visible
del espectro. La incubacion de los vinos modelo que contenian bien (+)-catequina o (-)-epicatequina en presencia de
L. plantarum RMT71, produjo una inhibicién parcial del proceso de pardeamiento como se puede observar al examinar
los valores finales de A4 . ¥ la velocidad de formacién de pigmentos marrones (Fig. 1A y 1B). El porcentaje de
inhibicion del pardeamiento proporcionado por L. plantarum RM71 respecto de los controles libres de células es
del 21.5% en los vinos modelo que contienen (+)-catequina y del 29.2% en los vinos modelo que contienen (-)-
epicatequina. La velocidad de pardeamiento de los vinos modelo fue calculada hasta los 23 dfas de incubacién debido
a que posteriormente el pardeamiento de todos los vinos modelo perdia linearidad. La presencia de L. plantarum RM71
en los vinos modelo que contenian catequina mostraron una velocidad de pardeamiento mds lenta (AAU/dfa =0.036;
7 de 0.9816) que sus controles (AAU/d{a=0.045; * de 0.9927). Una tendencia similar se observé en los vinos modelo
que contenfan (-)-epicatequina los cuales mostraron una velocidad de pardeamiento de 0.044 AU/d{a (r* de 0.9881) en
presencia de bacteria respecto a una velocidad de 0.060 AU/d{a (* de 0.9957) de los controles sin bacteria. Una de las
rutas de formacion de pigmentos coloreados es la oxidacion de flavanoles catalizada por trazas de cobre y/o hierro y la
subsiguiente polimerizacion de los productos oxidados. Sin embargo cuando el 4cido tartdrico estd en el medio, como
ocurre en nuestros vinos modelo y en vinos no modelo, la oxidacién no ocurre directamente en los flavanoles sino en el
dcido tartdrico el cual se convierte en dcido glioxilico. El dcido glioxilico reacciona con dos unidades de flavanol para
dar lugar a dimeros incoloros que sufren posteriormente deshidratacién y oxidacién para formar pigmentos marrones
(Fulcrand et al., 1997. Phytochemistry, 46: 223-227).

1.2. Identificacion de productos de reaccion de pardeamiento en vinos modelo que contienen (+)-catequina

Para tener mas informacién acerca de los cambios de color observados, se registraron a 280 nm y 440 nm croma-
togramas obtenidos por HPLC-DAD de vinos modelo que contenfan (+)-catequina o (-)-epicatequina. Después de 42
dias de incubacion los cromatogramas registrados a 280 nm revelaron la presencia de (+)-catequina y de productos
resultantes de su degradacion. L. plantarum RM71 no determind el patrén de degradacién de la catequina, ya que los
picos observados eran los mismos (aunque con diferente intensidad) que los observados en los controles libres de cé-
lulas. La Fig. 2A muestra los cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD de vinos modelo control libres de células que
contienen (+)-catequina. Estos cromatogramas se registraron a 440 nm después de 42 dias de incubacién. Se observan
4 picos (1 -4) que revelan la formacién de compuestos de degradacion de la (+)-catequina y que no se observaron
al comienzo de la incubacion. La presencia de L. plantarum RM71 en los vinos modelo no afect6 al perfil de los
cromatogramas pero si a la intensidad de los picos.

El pardeamiento de los vinos comienza normalmente con la formacién de dimeros incoloros compuestos por
dos unidades de flavanol. La condensacién de estos dimeros puede estar catalizada por acetaldehido o por 4cido
glioxilico. Asumimos que el dcido glioxilico es el catalizador de la condensacién de los dimeros de catequina ya que
a pesar de las diferentes condiciones cromatograficas utilizadas, el patrén de elucion de los picos 1-4 es pricticamente
idéntico al observado en otros trabajos para productos de degradacion de la catequina formados en sistemas modelo que
utilizan el 4cido glioxilico como catalizador. Ha sido previamente establecido que los pigmentos marrones formados
en soluciones modelo de (+)-catequina/dcido glioxilico son sales de xantilio (Clark et al., 2003. J. Agric. Food Chem,.
51: 6204-6210; Es-Safi et al., 1999. J. Agric. Food Chem., 47: 5211-5217; Es-Safi et al., 1999. Tetrahedron Lett., 40:
5869-5872; Es-Safi et al., 2000. J. Agric. Food Chem., 48: 4233-4240). Estas sales son pigmentos que muestran un
espectro UV-visible caracterfstico con un maximo de absorbancia a 440 nm, un “hombro” a 310 nm y un pico a 278
nm (Es-Safi et al., 1999. J. Agric. Food Chem., 47: 5211-5217). Para comprobar si los pigmentos formados en los
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vinos modelo que contienen catequina son sales de xantilio, se realizaron barridos de cada pico de degradacion de la
(+)-catequina en el espectro UV-vis. En la Fig. 3A se muestran las caracteristicas espectrales en el rango UV-visible
de los picos 1 y 3 extraidos del cromatograma obtenido por HPLC-DAD y coinciden con las caracteristicas de las sales
de xantilio, esto es, mdximo de absorbancia a 440 nm, un “hombro” a 310 nm y un pico a 278 nm. Respecto al pico
4, éste muestra las caracteristicas espectrales de sales de xantilio esterificadas, mdximo de absorbancia a 460 nm en
lugar de a 440 nm y un “hombro” a 310 nm, caracteristicas previamente descritas (Es-Safi et al., 1999. Tetrahedron
Lett, 40: 5869-5872). Las caracteristicas espectrales de los productos de degradacion de la catequina son una primera
evidencia de que son pigmentos de xantilio.

Para identificar més claramente los productos de degradacion de la catequina (picos 1 -4) como pigmentos de
xantilio derivados de la catequina, se determinaron sus masas correspondientes mediante experimentos de HPLC-
MS. Los espectros de masas de los picos 1, 2 y 3 en el modo de i6n negativo mostraron sefiales a valores de m/z
615. Esta sefial se fragmentdé en dos iones principales: uno con una sefial a un valor de m/z 571 (correspondiente
a la decarboxilacion del i6n principal. -44 amu [unidad de masa atémica]) y otro con una sefial a un valor de m/z
419 (correspondiente a una fision del tipo retro Diels-Alder. -152 amu). Estos datos revelan, de acuerdo a estudios
precedentes (Clark et al., 2003. J. Agric. Food Chem,. 51: 6204-6210; Es-Safi er al., 2000. J. Agric. Food Chem.,
48: 4233-4240; Labrouche et al., 2005. J. Agric. Food Chem., 53: 9993-9998), que los productos de degradacion de
la catequina representados en los picos 1, 2 y 3 de los cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD son pigmentos de
xantilio. En la Fig. 4A se muestra como ejemplo el espectro de masas del pico 1 de una muestra extraida de un vino
modelo que contiene (+)-catequina después de 42 dias de incubacién. El espectro de masas del pico 4 muestra las
caracteristicas tipicas descritas (Labrouche et al., 2005. J. Agric. Food Chem., 53: 9993-9998) de un éster de una sal
de xantilio con una sefial en el modo de i6n negativo a un valor de m/z 643 y un fragmento principal a un valor de
m/z 597.

1.3. Identificacion de productos de reaccion de pardeamiento en vinos modelo que contienen (+)-epicatequina

Para comprobar si los pigmentos formados en los vinos modelo que contienen epicatequina son sales de xantilio, se
procedi6 de igual modo que con los vinos modelo suplementados con catequina. La Fig. 2B muestra un cromatograma
obtenido por HPLC-DAD registrado a 440 nm de un vino modelo libre de células que contiene epicatequina después
de 42 dias de incubacién. Para obtener una primera evidencia de que los picos resultantes de la degradacién de la
epicatequina son pigmentos de xantilio se realizé un espectro de cada pico en el rango UV-visible. Los picos a-d
extraidos del cromatograma obtenido por HPLC-DAD presentaron propiedades espectrales caracteristicas de las sales
de xantilio, A, a 440 nm, un “hombro” a 310 nm y un pico a 278 nm. Los picos e-f muestran las caracteristicas
espectrales de sales de xantilio esterificadas, mdximo de absorbancia a 460 nm en lugar de a 440 nm y un “hombro” a
310 nm.

Para determinar que los picos a-f representan pigmentos de xantilio formados a partir de la epicatequina, se de-
terminaron las masas correspondientes mediante experimentos de HPLC-MS. Los pigmentos de xantilio en los vinos
modelo que contienen epicatequina representados en los picos a-d, son andlogos a los respresentados en los picos 1-
3 formados en los vinos modelo que contienen catequina, debido a que mostraron sefiales a un valor m/z 615. Los
pigmentos de xantilio derivados de la epicatequina exhibieron précticamente el mismo patrén de fragmentacion que
el mostrado por los pigmentos de xantilio derivados de la catequina con fragmentos principales a valores de m/z 571
y 419. Debido a que la (+)-catequina y la (-)- epicatequina son diastereoisomeros sus derivados de xantilio conservan
una relacion diastereoisomérica lo que explica que aunque son andlogos, ambos tipo de pigmentos muestran diferentes
tiempos de retencion en sus cromatogramas (Labrouche et al., 2005. J. Agric. Food Chem., 53: 9993-9998). Por otra
parte la observacién de seis picos correspondientes a productos de degradacion de la epicatequina en lugar de los
cuatro observados para la catequina puede ser el resultado de la coelucién de diferentes isémeros de pigmentos de
xantilio o la formacién preferente de los mismos. También se observa, por ejemplo, que en el pico b el isémero que
se forma preferentemente es el i6n decarboxilado (m/z 571) del catién de xantilio, mientras que en el pico ¢ se forma
preferentemente el correspondiente a una fisién del tipo retro Diels-Alder del cation decarboxilado (/7 419). A modo
de ejemplo se muestra el espectro de masas del pico ¢ de un vino modelo que contiene (+)-epicatequina después de
42 dias de incubacién (Fig. 4B). Los espectros de masas de los picos e y f mostraron sefiales de mi/z de 643 con iones
a m/z de 597 que como se menciona anteriormente para los vinos modelos que contienen catequina, correspondieron
a ésteres de pigmentos de xantilio. Estos resultados confirman que los pigmentos de xantilio formados a partir de
catequina y epicatequina en sus correspondientes vinos modelo, son andlogos.

1.4. Efecto inhibidor de Lactobacillus plantarum RM71 sobre la formacion de pigmentos marrones en los vinos modelo
que contienen (+)-catequina y (-)-epicatequina

Para determinar si la reduccién de la velocidad de pardeamiento que produce L. plantarum RM71 en los vinos
modelo que contienen (+)-catequina o (-)-epicatequina (Fig. 1A y B) es causada por inhibicién de las reacciones de
polimerizacién que dan lugar a los pigmentos de xantilio identificados, la generacion de estos pigmentos se estudié
comparativamente en el tiempo en vinos modelo suplementados o libres de L. plantarum. Para este objetivo se com-
probd la variacién de las dreas que representaban los pigmentos de xantilio durante los 42 dfas de incubacién en los
cromatogramas de HPLC-DAD registrados a 440 nm. Las dreas totales de los picos 1-4 se sumaron en una y este
valor se examind durante el periodo de incubacién para seguir la formacién de pigmentos de xantilio derivados de la
catequina (Fig. 5A). El mismo razonamiento se utilizé para seguir la formacion de pigmentos de xantilio derivados
de la epicatequina, esta vez examinando las dreas totales sumadas de los picos e-f (Fig. 5B). Como se puede observar
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al comparar la Fig. SA y 5B, las dreas totales de los pigmentos de xantilio formados a partir de la epicatequina son
aproximadamente el doble que la de los formados a partir de la catequina. Se comprobd, mediante el seguimiento en el
tiempo de las dreas de catequina y epicatequina, que la epicatequina (Fig. 6B) se perdia 1.26 veces mds rdpido que la
catequina (Fig. 6A), dato que no explica satisfactoriamente el aumento por un factor de 2 de los pigmentos de xantilio
derivados de la epicatequina respecto a los de la catequina. Esta discordancia se debe a que los pigmentos de xantilio
derivados de la epicatequina presentan un coeficiente de absorciéon mayor que los de la catequina (Labrouche ez al.,
2005. J. Agric. Food Chem., 53: 9993-9998).

Las Fig. 6A y 6B, muestran que la presencia de L. plantarum RM71 inhibe la degradacion oxidativa de la (+)-
catequina y (-)-epicatequina. De acuerdo a ello la generacion de pigmentos de xantilio derivados de la catequina (Fig.
5A)y de la (-)-epicatequina (Fig. 5B) se inhibi6 en vinos modelo suplementados con esta bacteria respecto a los vinos
modelo control (libres de células). El incremento de las dreas totales de los picos que representan los pigmentos de
xantilio derivados de la catequina o de la epicatequina en los vinos modelo suplementados con L. plantarum RM71,
fue menor que el de sus respectivos controles y mostraron la misma tendencia que los incrementos en el valor de
Ay .m Observados en la Fig. 1A y 1B. Estos resultados confirman que los pigmentos de xantilio son los responsables
del pardeamiento de los vinos modelo y que L. plantarum RM71 inhibfa su formacién. El efecto inhibitorio de L.
plantarum fue mds pronunciado sobre la generacién de pigmentos de xantilio derivados de la (-)-epicatequina que
de la (+)-catequina. En la muestras extraidas en el dia 28, L. plantarum inhibié un 35.2% la formacion de pigmen-
tos de xantilio derivados de la (-)-epicatequina y un 14.1% los de la (+)-catequina comparado con sus respectivos
controles.

La capacidad de L. plantarum para prevenir la formacion de ambos tipos de pigmentos de xantilio podiia ser de
utilidad independientemente de la condiciones estacionales, tipo de uva y pricticas en la fabricacion del vino las cuales
se han demostrado que puede influenciar el contenido de catequina y de epicatequina en el vino (Simpson, 1982. Vitis,
21:233-239).

Las sales de xantilio derivadas de flavanoles son pigmentos que i) ocurren en vinos blancos y tintos (Es-Safi ez
al., 2000. J. Agric. Food Chem., 48: 4233-4240) y ii) pueden actuar como especies transitorias en la formacién de
compuestos quinoidales coloreados que contribuyen al cambio de color en alimentos derivados de la uva (Es-Safi
et al., 1999. Tetrahedron Lett., 40: 5869-5872. En vista de ello, la inhibicion preventiva de las rutas que dan lugar
a los pigmentos de xantilio contribuye a la inhibicién de los procesos de pardeamiento asociados a estos pigmen-
tos.

La capacidad de otras bacterias lacticas presentes en el vino como Lactobacillus brevis, Lactobacillus mali y
Leuconostoc mesenteroides fue examinada en los mismos vinos modelo que los usados para L. plantarum. Con el
objeto de acelerar atin m4s el pardeamiento los vinos se suplementaron con una cantidad m4s alta de sulfato ferroso
(20 mg/1 en lugar de 10 mg/l) y fueron incubadas a 30°C en lugar de a 25°C durante un periodo de 20 dias en lugar de
42 dfas. Los vinos se inocularon con una biomasa liofilizada de la bacteria lictica a examinar correspondiente a 2 x 108
células/ml. Los resultados se muestran en la Fig. 7. El porcentaje de inhibicion del pardeamiento proporcionado por
Lactobacillus brevis, Lactobacillus mali y Leuconostoc mesenteroides respecto de los vinos control libres de células
es, respectivamente, del 15.3, 10.7 y 16.8% en los vinos modelo que contienen (+)-catequina y del 5.2, 3.3 y 8.6% en
los vinos modelo que contienen (-)-epicatequina.

Materiales y métodos
1. Cepa y medio de cultivo

La cepa Lactobacillus plantarum RMT71 utilizada en este estudio fue aislada originalmente de vino en el Instituto
de Fermentaciones Industriales (CSIC) (Moreno-Arribas et al., 2003. Int. J. Food Microb, 84: 117-123). Lactobacillus
plantarum RM71 se creci6 rutinariamente en el medio MRS (19) a 30°C.

2. Preparacion de vinos modelo para la simulacion del pardeamiento

Dos vinos modelo conteniendo 400 mg/L de (+)-catequina o de (-)-epicatequina se prepararon en un medio similar
al vino que contenfa 5 g/l de 4cido tartdrico, 0.6 g/L de dcido acético, 1.75 g/l de dcido madlico en de etanol al 12%.
Los vinos modelo fueron ajustados a un pH de 3.5 con NaOH. Se afiadi6 sulfato ferroso a los vinos modelo como
catalizador de la reaccion de oxidacion hasta llegar a una concentracion final de 10 mg/1.

Colonias de Lactobacillus plantarum RMT71 crecidas en placas de medio MRS fueron inoculadas en caldo de
medio MRS e incubadas 24 horas a 30°C. Diez mililitros de células ya crecidas se centrifugaron y lavaron tres veces
con agua destilada para después ser almacenadas a -40°C. La biomasa fue liofilizada y almacenada bajo gas argén a
temperatura ambiente. Los vinos modelo fueron inoculados con una cantidad de biomasa liofilizada equivalente a 2 x
10° unidades formadoras de colonias (ufc)/ml. Los vinos modelo que contenfan bien (+)-catequina o (-)-epicatequina
y sus respectivos controles no inoculados fueron incubados sin agitacién y en oscuridad a 25°C en un incubador
BioRad. Durante 42 dfas se tomaron muestras periddicamente y se filtraron (filtros con tamafio de poro de 0.45 pm,
Millipore) para posteriores determinaciones analiticas y espectrofotométricas. Los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado.
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3. Métodos analiticos
3.1. Medidas espectrofotométricas

Las medidas de la absorbancia a 420 nm que mostraban las soluciones vinicas modelo se llevaron a cabo en un
espectrofotémetro modelo Shimadzu UV-Visible 1601 utilizando cubetas de 10 mm de paso.

3.2 Andlisis HPLC-DAD

Para el andlisis por HPLC-DAD, la (+)-catequina, la (-)-epicatequina y sus productos de degradacion fueron extrai-
dos dos veces a partir de alicuotas filtradas con un tercio del volumen de reaccion de etil acetato. El andlisis se llevo
a cabo como se ha descrito previamente (Rodriguez et al., 2008. Food Chem., 107: 1393-1398) en un sistema cro-
matogrifico Thermo (Thermo Electron Corporation, Waltham, Massachussets, USA) equipado con una bomba P400
SpectraSystem, un autosampler AS3000, y un detector UV6000LP. Un gradiente de solvente A (agua/dcido acético,
98:2, v/v) y solvente B (agua/acetonitrilo/dcido acético, 78:20:2, v/v/v) se aplicé a un cartucho de fase reversa Nova-
pack Cig (25 cm x 4.0 mm i.d.; 4.6 ym tamafio de particula) a temperatura ambiente. El programa de elucién fue el
siguiente: 0-55 min, 80% B lineal, 1.1 ml/min; 55-57 min, 90% B lineal; 1.2 ml/min; 57-70 min, 90% B isocritico, 1.2
ml/min; 70-80 min, 95% B lineal, 1.2 ml/min; 80-90 min, 100% lineal, 1.2 ml/min; 100-120 min, lavado a 1.0 ml/min.
La deteccion fue llevada a cabo por barrido desde 220 a 380 nm. Las muestras fueron inyectadas por duplicado en
el cartucho después de ser filtradas a través de un filtro de PVDF (0.45 ym). Los cromatogramas se generaron a 280
nm para la cuantificacion y a 440 nm para seguir la formacién de pigmentos resultantes de los flavanoles durante la
oxidacién de los vinos modelo.

3.3. Andlisis HPLC DAD/ESI-MS

Las medidas de masa (MS) se llevaron a cabo en un sistema cromatografico Hewlett-Packard series 1100 (Palo
Alto, CA) equipado con un detector (DAD) y un espectrometro de masas cuddruple (Hewlett-Packard series 1100
MSD) con un interfaz electrospray. Las separaciones cromatogrificas se llevaron a cabo con la misma columna y
condiciones de solvente usadas en los experimentos de LC-DAD. La deteccion con DAD se llevé a cabo desde 210
a 500 nm, con un flujo de 0.7 ml/min. Para la masa (MS) se utilizé nitrégeno como gas secante y nebulizante, y los
pardmetros io6nicos fueron: presion de nebulizacion, 55 psi; gas secante, 11 I/min; y temperatura de secado, 350°C. El
voltaje capilar fue de - 4 k'V. Se usé un orificio de voltaje a -90 V en los experimentos de investigacion de los productos
de fragmentacion. Los espectros fueron adquiridos en el modo de i6n negativo en un rango de 100 a 1,500 m/z.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de al menos una bacteria ldctica de grado GRAS para conservar mayor cantidad de flavanoles en al menos
un producto alimenticio, con respecto a un control.

2. Uso segun la reivindicacion 1, donde la bacteria ldctica es una bacteria del género Lactobacillus.

3. Uso segun la reivindicacién 2, donde la bacteria ldctica se selecciona de la lista que comprende Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis y Lactobacillus mali.

4. Uso segtin la reivindicacion 1, donde la bacteria ldctica es una bacteria del género Leuconostoc.

5. Uso segun la reivindicacion 4, donde la bacteria ldctica es Leuconostoc mesenteroides.

6. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde los flavanoles son catequina y/o epicatequina.
7. Uso segtin la reivindicacién 6, donde los flavanoles son (+)-catequina y/o (-)-epicatequina.

8. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el producto alimenticio comprende al menos un
producto de origen vegetal.

9. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el producto alimenticio es vino.
10. Uso segtin la reivindicaciéon 9, donde el vino es tinto o blanco.
11. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 ¢ 10, donde el vino es ecolégico.

12. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, donde la bacteria ldctica se afiade al vino en cualquier
momento de la elaboracién del mismo.

13. Uso segtin la reivindicacion 12, donde la bacteria lactica del género Lactobacillus se afiade cuando el vino tiene
al menos un 9% de contenido alcohdlico.

14. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, donde ademds dicha bacteria ldctica se usa para disminuir
el pardeamiento de dicho vino, con respecto a un control.

15. Uso segtin la reivindicacién 14, donde dicho vino es blanco.

12
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)
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Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

S|
NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 201030846

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

DO1 LOPEZ-TOLEDANO A. et al. Yeas-Induced Inhibition of (+) 2002
Catechin and (-) Epicatechin degradation in model solutions.
JOURNAL OF AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY

D02 ES 2157155 B1 (CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES 01.08.1999
CIENTIFICAS)
D03 FLANZY, C. Enologia: Fundamentos cientificos y tecnologicos. 2003

2 Edicién. Madrid. Ediciones AMV y Mundi-prensa.

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

El objeto de la invencion es el uso de una bacteria lactica, Lactobaillus o Leuconostoc, para la conservacion de flavanoles,
catequina y/o epicatequina, en un producto alimenticio (reivindicacionesi-8). En el caso de que se trate de vino se usar
Lactobacillus en cualquier momento de la elaboracion del mismo para disminuir el pardeamiento de dicho vino con respecto
a un control (reivindicaciones 8-15).

El documento D01 publica la inhibicion de la degradacién de flavanoles, catequina y/o epicatequina, en los productos
alimenticios vegetales, en concreto en vino blanco, para evitar el pardeamiento del vino usando Saccharomyces cerevisiae.
(Ver resumen, introduccion, materiales y métodos).

El documento D02 divulga el uso de un microorganismo de la especie Lactobacillus en productos alimenticios como
fermento lactico o en vinos como fermento malolactico (ver resumen y columnas 6-10)

El documento D03 publica los efectos de Lactobacillus y de Leuconostoc en el proceso de preparacion del vino (ver pag.
323-345).

1. NOVEDAD (ART. 6.1 Ley 11/1986) Y ACTIVIDAD INVENTIVA (ART. 8.1 Ley 11/1986)

El documento D01 se considera el mas proximo del estado de la técnica y divulga la inhibicién de la degradacién de
flavanoles, catequina y/o epicatequina, en los productos alimenticios vegetales, en concreto en vino blanco, para evitar el
pardeamiento del vino usando Saccharomyces cerevisiae. (Ver resumen, introduccién, materiales y métodos).

El objeto de la invencion es el uso de una bacteria lactica, Lactobaillus o Leuconostoc, para la conservacion de flavanoles,
catequina y/o epicatequina, en un producto alimenticio (reivindicacionesi-8). En el caso de que se trate de vino se usar
Lactobacillus en cualquier momento de la elaboracion del mismo para disminuir el pardeamiento de dicho vino con respecto
a un control (reivindicaciones 8-15).

El objeto de la reivindicaciéon 1, del que dependen las reivindicaciones 2-15, difiere por lo tanto de este conocido en el
documento D01 en que usa levaduras para la conservacion de flavanoles en los productos alimenticios y para evitar el
pardeamiento del vino, en lugar de bacterias como indica la solicitud de la invencién.

Ninguno de los documentos citados en el informe de blsqueda, o cualquier combinacién relevante de ellos revela el uso de
bacterias lacticas en producto alimenticios para la conservacion de flavanoles ni para disminuir el pardeamiento del vino.

Por lo tanto, los documentos citados en el informe de busqueda reflejan Unicamente el estado de la técnica. En
consecuencia la invencion es nueva y se considera que implica actividad inventiva.

En consecuencia se considera que el objeto de la invencion descrito en las reivindicaciones 1-15 cumplen el requisito de
novedad en el sentido del articulo 6.1 de la Ley 11/1986 y el de actividad inventiva segun el articulo 8.1 de la Ley 11/1986.
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