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DESCRIPCION

Método para obtener cepas de levadura de baja produccién de etanol, cepas de levadura obtenidas a partir del mismo
Y SU uso

Campo tecnolégico

La presente divulgacién se refiere a un proceso para obtener cepas de levadura variantes no modificadas
genéticamente que tienen la capacidad de producir menos etanol que sus correspondientes cepas
ancestrales/progenitoras, asi como cepas de levadura variantes obtenidas o derivadas de este proceso. La presente
divulgacién también se refiere al uso de dicha cepa de levadura variante durante un proceso de fermentacién
alcohdlica, tal como la produccién de vino.

Antecedentes

Durante los pasados veinte afios, la graduacién alcohdlica del vino ha aumentado considerablemente, en
aproximadamente un 2 % (v/v), como resultado al alto contenido en azlcar de las uvas usadas actualmente. Esto se
debe principalmente a la evolucidn de las practicas enoldgicas, favoreciéndose la recolecciéon de uvas muy maduras
para adaptarse a la demanda de los consumidores de un vino rico en sabor a fruta madura. Esta tendencia plantea
graves problemas a la industria vitivinicola. El mercado se orienta actualmente hacia las bebidas con contenido
moderado de alcohol, en linea con las politicas publicas de prevencién, los problemas de salud y las preferencias de
los consumidores. Ademas, ya que algunos paises imponen tasas sobre el contenido de alcohol, esta tendencia
plantea problemas econdémicos. Los altos niveles de alcohol pueden alterar la calidad sensorial de los vinos,
aumentando la percepcién de calor y, en menor medida, disminuyendo la percepcién de dulzor, acidez y aroma.
También, los altos niveles de etanol generados durante la fermentacién pueden inhibir la actividad de la levadura y
provocar fermentaciones lentas o atascadas. En consecuencia, la reduccién del contenido de etanol del vino ha sido
uno de los principales focos de la investigacién vitivinicola, en las distintas fases del proceso de elaboracién del vino.
Se estan desarrollando varias estrategias vitivinicolas para disminuir la acumulacién de azucar en las uvas. Estos
enfoques incluyen la seleccién de variedades de uva adecuadas que acumulen menos azlcar y la modificacién de las
técnicas de cultivo para reducir la acumulacién de azlcar en las bayas, tales como riego, gestion del dosel o limitacion
de la fotosintesis. Las técnicas fisicas de desalcoholizacién, por ejemplo, 6smosis inversa, nanofiltracién o destilacién
también se han desarrollado y estan disponibles a corto plazo. Sin embargo, los tratamientos de desalcoholizacion
son costosos de aplicar y pueden tener efectos perjudiciales en la calidad organoléptica del vino.

Una opcién atractiva y econémica seria usar levaduras que produzcan menos alcohol a partir de la misma cantidad
de azlcar. De hecho, se han realizado muchos esfuerzos para desarrollar cepas de levadura vinica modificadas con
un rendimiento reducido de etanol. Uno de los enfoques mas eficaces consistié en desviar el metabolismo hacia una
mayor produccién de glicerol y, por lo tanto, lejos del etanol. En Saccharomyces cerevisiae, el glicerol desempefia un
papel importante en la homeostasis redox y en la resistencia al estrés osmético: es el principal soluto compatible de
la levadura. El glicerol se encuentra en los vinos en concentraciones en el intervalo de 5 a 9 g/l y contribuye
positivamente a la calidad del vino aportandole cuerpo y dulzor. También puede conferir viscosidad a concentraciones
muy elevadas (superiores a 25 g/l), como en los vinos Botrytis. El redireccionamiento del carbono hacia el glicerol
provoco una disminucion sustancial de la produccion de etanol y la acumulacion de diversos compuestos, incluyendo
acetato y acetoina, ambos no deseables para la calidad sensorial del vino. La ingenieria racional de las reacciones
clave en el punto de ramificaciéon del acetaldehido permitié limitar la acumulacién de estos compuestos no deseables.
De este modo, se obtuvieron cepas de bajo contenido alcohdlico en las cuales el flujo de carbono se reorienté hacia
el glicerol y el 2,3-butanodiol, un poliol sin impacto sensorial en los vinos. Estas levaduras del vino modificadas pueden
reducir el contenido de alcohol del vino en un 1 a un 3 % (v/v). Sin embargo, la escasa aceptacidn por parte de los
consumidores de la tecnologia recombinante del ADN en los alimentos es un obstaculo importante para su
comercializacién. En consecuencia, hay un gran interés por usar enfoques alternativos de organismos no modificados
genéticamente (OMG) para perfeccionar las propiedades de las cepas de levadura vinica.

Seria muy deseable disponer de cepas de levadura variantes no modificadas genéticamente capaces de producir
menos etanol que sus correspondientes cepas de levadura ancestrales. Preferentemente, la fermentacién alcohdlica
de estas cepas de levadura variantes no da lugar a la produccién de propiedades organolépticas no deseables en el
producto fermentado.

Petrovska et al., 1999 (Glycerol production by yeasts under osmotic and sulfite stress. Canadian journal of
microbiology, 45(8), pp.695-699) se refieren a la produccidn de glicerol por levaduras sometidas a estrés osmético y
por sulfitos.

Kutyna et at, 2010 (Microbiological approaches to lowering ethanol concentration in wine. Trends in Food Science &
Technology, 21(6), pp.293-302) revisa los enfoques de base bioldgica que influyen en el rendimiento de etanol durante
la fermentacion.

Kutyna, 2008 (Isolation of low ethanol producing yeast strains using adaptive evolution. Tesis doctoral, Victoria
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University) se refiere a la aplicacion de la evolucién adaptativa para generar variantes de Saccharomyces cerevisiae
que producen niveles reducidos de etanol en relacién con las cepas de las que derivaron.

Breve sumario

El alcance de la invencidn se define por las reivindicaciones. Cualquier aspecto y ejemplo de la presente divulgacion
que no esté dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas no forma parte de la invencién y se proporciona
meramente con fines ilustrativos.

La presente divulgacion proporciona un proceso para obtener una cepa de levadura Saccharomyces sp. variante capaz
de producir, en comparacién con la cepa de levadura ancestral, méas glicerol, menos etanol y menos acetato durante
un proceso de fermentacién alcohdélica de un mosto de uva natural. El proceso se basa en el uso de una sal capaz de
provocar un estrés hiperosmético a la cepa de levadura ancestral asi como en el cultivo de la cepa de levadura en una
alta concentracién de una fuente de carbono hasta el agotamiento de la fuente de carbono. Sorprendentemente, la
cepa de levadura variante obtenida produce mas glicerol, menos etanol y menos acetato que la cepa de levadura
ancestral de la que derivan, incluso en ausencia de la sal.

De acuerdo con un primer aspecto, la presente divulgacién proporciona un proceso para obtener una cepa de levadura
Saccharomyces sp. variante capaz de producir, en comparacioén con la cepa de levadura ancestral, mas glicerol,
menos etanol y menos acetato en un proceso de fermentacién alcohdlica de un mosto de uva natural. En términos
generales, el proceso comprende a) cultivar la cepa de levadura ancestral en un primer medio de cultivo que
comprende una sal capaz de provocar un estrés hiperosmoético a la cepa de levadura ancestral, en donde la cepa de
levadura ancestral se cultiva en concentraciones crecientes de sal y en condiciones para lograr el agotamiento de la
glucosa en el primer medio de cultivo, a fin de obtener una primera cepa de levadura cultivada, en donde la
concentracién de la sal en el primer medio de cultivo esté entre 1,25 M y menos de 2,4 M; y b) cultivar la primera cepa
de levadura cultivada en un segundo medio de cultivo que comprende la sal, en donde la primera cepa de levadura
cultivada se cultiva a una concentracion salina fija y en condiciones que permitan alcanzar el agotamiento de la glucosa
en el segundo medio de cultivo de tal manera que se obtenga la cepa de levadura variante, en donde la concentracién
de la sal en el segundo medio de cultivo es al menos 2,4 M. La sal usada en el proceso tiene un contracatién que es
diferente de un catidén sodio. La sal usada en el proceso tiene un catién que carece de toxicidad con respecto a la cepa
de levadura ancestral cuando se usa a una concentracién para proporcionar una osmolalidad inicial de al menos
1 500 mmol/kg. En una realizacién, la concentracién de la sal en el primer medio de cultivo esta entre 1,25 M y menos
de 1,9 M. En una realizacién, el proceso comprende ademas, en la etapa a), aumentar la concentracién de sal semanal
o mensualmente. En algunas realizaciones, la concentracidén de glucosa en el primer medio de cultivo antes del cultivo
puede estar entre el 14,0 % y el 8,0 % (p/v) o entre el 14,0 % y el 9,6 % (p/v) con respecto al volumen total del primer
medio de cultivo. En algunas realizaciones, la concentracién fija de glucosa del segundo medio de cultivo antes del
cultivo es del 8,0 % (p/v) con respecto al volumen total del segundo medio de cultivo. En una realizacién, el proceso
puede comprender ademas el cruzamiento de esporas haploides de la cepa de levadura Saccharomyces sp. variante
para obtener una cepa hibrida variante. En otra realizacién mas, la sal tiene un catién potasio, tal como, por ejemplo,
KCI. En otra realizacién mas, la cepa de levadura Saccharomyces sp. variante se selecciona del grupo que consiste
en Saccharomyces arboricolus, Saccharomyces eubayanus, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces kudriadzevii, Saccharomyces mikatae, Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces pastorianus,
Saccharomyces carsbergensis, Saccharomyces uvarum e hibridos interespecie.

De acuerdo con un segundo aspecto, la presente divulgacion proporciona una cepa de levadura Saccharomyces sp.
variante capaz de producir, en comparacién con una cepa de levadura ancestral, mas glicerol, menos etanol y menos
acetato en un proceso de fermentacién alcohélica de un mosto de uva natural, obteniéndose dicha variante de levadura
por el procedimiento descrito en el presente documento. La cepa de levadura variante obtenida puede usarse para
elaborar un producto fermentado, tal como vino (por ejemplo, vino tinto) o cerveza. En una realizacion, la cepa de
levadura variante es al menos una de las depositadas en el Instituto Pasteur, el 9 de enero de 2014, con el nimero de
registro de la Collection Nationale des Cultures des Microorganismes (CNCM) 1-4832, la depositada en el Instituto
Pasteur, el 18 de octubre de 2012 con el nimero de registro de la Collection Nationale des Cultures des
Microorganismes (CNCM) 1-4684 y la depositada en el Institut Pasteur, el 28 de enero de 2015 con el nimero de
registro de la Collection Nationale des Cultures des Microorganismes (CNCM) -4952, asi como cualquier combinacion
de las mismas.

De acuerdo con un tercer aspecto, la presente divulgacién proporciona un proceso para elaborar un producto
fermentado. En términos generales, el proceso comprende poner en contacto la cepa de levadura Saccharomyces sp.
variante descrita en el presente documento con un mosto de uva natural. En una realizacion, el producto fermentado
es vino (por ejemplo, vino tinto).

Breve descripcion de los dibujos

Habiendo descrito de esta manera generalmente la naturaleza de la invencion, a continuacién se hara referencia a los
dibujos adjuntos, en los cuales:
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La Figura 1 muestra la concentracién de glicerol (barras que proporcionan la concentracién minima y méxima) y el
rendimiento de etanol (pastillas negras con las barras de error que proporcionan los rendimientos minimo y maximo)
(A, B) y la concentracién de glicerol (barras) y la glucosa residual después de 15 (triangulos blancos con las barras de
error que proporcionan las concentraciones maxima y minima) y 30 (triangulos negros con las barras de error que
proporcionan las concentraciones méaxima y minima) dias de fermentacion (C, D) para la cepa ancestral (EC1118), las
poblaciones evolucionadas (gris oscuro, marcador que empieza por "PK") y los aislados (cepas evolucionadas) (gris
claro, marcador que empieza por "K") de los linajes independientes a (A, C) y b (B, D). Las fermentaciones se llevaron
a cabo en 300 ml de MS210, 260 g/l de glucosa, a 28 °C por triplicado. El nimero que aparece en los distintos
marcadores se refiere al nimero de generaciones que las poblaciones y cepas fueron sometidas a evolucidon
adaptativa.

La Figura 2 muestra la ventaja selectiva de las cepas evolucionadas. Viabilidad de EC1118 (¢, linea negra), K300.2(a)
(A, linea gris oscuro) y K300.1(b) (o, linea gris claro) durante el cultivo en YPD + 8 % de glucosay KCIl 2,4 M a 28 °C.
Los resultados se muestran como el nimero (x107) de células vivas/ml en funcién del tiempo (horas). El agotamiento
del azlcar se observa después de 100 horas. Cada punto incluye el valor medido asi como la desviacién tipica.

La Figura 3 ilustra los rendimientos de fermentacién (A) y la poblacién celular (B) de la cepa ancestral EC1118 (-,
linea negra) y las cepas evolucionadas K300.2(a) (A, linea gris oscuro) y K300.1(b) (o, linea gris claro) en medio
MS210, 260 g/l de glucosa, a 28 °C. Los resultados del panel A se presentan como dCOo/dt (g/l/H) en funcién del
tiempo (horas). Los resultados en el panel B se presentan como el nimero de células (x107)/ml en funcion del tiempo
(horas) e incluyen la desviacidn tipica.

La Figura 4 muestra los rendimientos de subproductos para las cepas EC1118 y K300.1(b). Los metabolitos se
midieron después de 30 dias de fermentacién en 300 ml de MS210, 260 g/l de glucosa a 16 °C, 20 °C, 24 °C, 28 °C,
32 °Cy 34 °C. Los resultados se muestran para etanol (A, proporcionado como g/g de glucosa consumida en funcién
del tiempo y de la cepa usada), glicerol (B, proporcionado como g/g de glucosa consumida en funcién del tiempo y la
cepa usada) y succinato (C, proporcionado como g/g de glucosa consumida en funcién del tiempo y la cepa usada).
Cada punto incluye el valor medido asi como la desviacién tipica.

La Figura 5 ilustra la cinética de la fermentacién del vino en garnacha para EC1118 (linea negra) y K300.1(b) (linea
gris oscura). Se afiadieron 72 mg/I de nitrégeno (15 g/hl de DAP y 30 g/hl de Fermaid®E) en el momento indicado con
una flecha. Los resultados se muestran como dCO2/dt(g/I/H) en funcién del tiempo (horas). Cada punto incluye el valor
medido asi como la desviacion tipica.

La Figura 6 ilustra la cinética del ensayo de fermentacién vinica N2 sobre mosto sintético que contiene 235 g/l de
azlcares para la cepa ancestral (EC1118) y un hibrido de la generacién H2. Los resultados se muestran como
dCO2/dt(g/l/H) en funcién del tiempo (horas).

La Figura 7 ilustra la cinética del ensayo de fermentacién vinica N3 sobre mosto sintético que contiene 260 g/l de
azlcares para la cepa ancestral (EC1118) y un hibrido de la generacién H2. Los resultados se muestran como
dCO2/dt(g/l/H) en funcién del tiempo (horas).

La Figura 8 ilustra la cinética del ensayo de fermentacién vinica N4 en un mosto de uva de la variedad Syrah para la
cepa ancestral (EC1118) y un hibrido de la generacién H2 (120-AS5). Los resultados se muestran como dCO2/dt(g/I/H)
en funcién del tiempo (horas). Las flechas indican cuando se afiadi6é oxigeno a la fermentacién.

Descripcion detallada

Una opcién atractiva y barata para obtener un vino con menor graduacién alcohdlica seria usar levaduras que
produzcan menos alcohol a partir de la misma cantidad de azlcar. De hecho, se han realizado muchos esfuerzos para
desarrollar cepas de levadura vinica modificadas con un rendimiento reducido de etanol. Uno de los enfoques mas
eficaces consistié en desviar el metabolismo hacia una mayor produccién de glicerol y, por lo tanto, lejos del etanol.
En Saccharomyces cerevisiae, el glicerol desempefia un papel importante en la homeostasis redox y en la resistencia
al estrés osmético: es el principal soluto compatible de la levadura. El glicerol se encuentra en los vinos en
concentraciones en el intervalo de 5 a 9 g/l y contribuye positivamente a la calidad del vino aportandole cuerpo y
dulzor. También puede conferir viscosidad a concentraciones muy elevadas (superiores a 25 g/l), como en los vinos
Botrytis. Habitualmente, el redireccionamiento del carbono hacia el glicerol provocd una disminucién sustancial de la
produccién de etanol y la acumulacién de diversos compuestos, incluyendo acetato y acetoina, ambos no deseables
para la calidad sensorial del vino. La ingenieria genética racional de las reacciones clave en el punto de ramificacion
del acetaldehido permitié limitar la acumulacién de estos compuestos no deseables. De este modo, se obtuvieron
cepas de bajo contenido alcohdlico en las cuales el flujo de carbono se reorienté hacia el glicerol y el 2,3-butanodiol,
un poliol sin impacto sensorial en los vinos. Estas levaduras del vino modificadas pueden reducir el contenido de
alcohol del vino en un 1 a un 3 % (v/v). Sin embargo, la escasa aceptacién por parte de los consumidores de la
tecnologia recombinante del ADN en los alimentos es un obstaculo importante para su comercializacién. En
consecuencia, hay un gran interés por usar enfoques alternativos de no OMG para perfeccionar las propiedades de
las cepas de levadura vinica.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3007 622 T3

Proceso de obtencion de cepas de levadura variantes de baja produccion de etanol

Los experimentos de evolucién adaptativa en laboratorio (ALE), basada en la adaptacién a largo plazo de las levaduras
a las limitaciones medioambientales o metabdlicas, se ha usado para perfeccionar cepas de levadura para
aplicaciones biotecnolédgicas, incluyendo la vinificacién. Las evoluciones experimentales que usan cloruro sédico para
generar estrés osmético se han usado para estudiar los procesos evolutivos y, en trabajos méas aplicados, para
aumentar la tolerancia de las cepas panificadoras a la congelacién. Se obtuvieron cepas industriales evolucionadas
resistentes al NaCl, pero la produccién de glicerol y etanol por las cepas evolucionadas no se vio afectada.

La presente divulgacién proporciona un proceso para obtener una cepa de levadura variante. En el contexto de la
presente divulgacién, una "cepa de levadura variante" es una cepa de levadura mutante natural (es decir, no
modificada genéticamente usando tecnologia de ADN/ARN recombinante) que se ha seleccionado a partir de una
cepa de levadura "ancestral" usando ALE (basado en la sal descrita en el presente documento) para redirigir el flujo
de carbono hacia el glicerol y, en Ultima instancia, reducir la produccién de etanol durante la fermentacién alcohélica.
La cepa de levadura ancestral y la cepa de levadura variante son organismos no modificados genéticamente, por
ejemplo, su contenido gendémico no se ha alterado por la introduccién de moléculas de acido nucleico exdgeno o la
eliminacién de moléculas de acido nucleico endégeno mediante técnicas de ingenieria genética. El grado alcohdélico
volumétrico (% v/v) de un producto fermentado (por ejemplo, vino) obtenido con la cepa de levadura variante puede
reducirse en comparacidn con el grado alcohdlico volumétrico de un producto fermentado (por ejemplo, vino) obtenido
con la cepa de levadura ancestral, entre aproximadamente el 0,40 % y el 2,00 % o al menos el 0,40 %, el 0,45 %, el
0,50 %, el 0,60 %, el 0,70 %, el 0,80 %, el 0,90 %, el 1,00 %, el 1,10 %, el 1,20 %, el 1,30 %, el 1,40 %, el 1,50 %, el
1,60 %, el 1,70 %, el 1,80 %, el 1,90 % o el 2,00 %. La relacién entre el contenido de glicerol de un producto fermentado
(por ejemplo, vino) obtenido con la cepa de levadura variante y el contenido de glicerol de un producto fermentado
(por ejemplo, vino) obtenido con la cepa de levadura ancestral, puede estar entre 1,25 y 2,40 o al menos 1,25, 1,30,
1,35, 1,40, 1,45, 1,50, 1,55, 1,60, 1,70, 1,75, 1,80, 1,85, 1,90, 1,95, 2,00, 2,10, 2,15, 2,20, 2,25, 2,30, 2,35 0 2,40.

En el contexto de la presente divulgacion, durante un proceso de fermentaciéon alcohélica, la cepa de levadura
"variante" no produce una cantidad de acetato, acetaldehido y acetoina que pueden alterar las propiedades
organolépticas del producto fermentado. El contenido de acetato en el producto fermentado de un mosto de uva natural
obtenido usando la cepa de levadura variante es inferior al correspondiente contenido de acetato en el producto
fermentado de un mosto de uva natural obtenido usando la cepa de levadura ancestral. El contenido de acetato,
acetaldehido o acetoina en el producto fermentado obtenido usando la cepa de levadura variante puede serigual a o
menos que el contenido correspondiente de acetato, acetaldehido o acetoina en el producto fermentado obtenido
usando la cepa de levadura ancestral. El contenido de acetato, acetaldehido o acetoina en el producto fermentado
obtenido usando la cepa de levadura variante puede aumentar en comparaciéon con el producto fermentado
correspondiente obtenido usando la cepa de levadura ancestral, este aumento es igual a 0 menos que el 70 %. La
cepa de levadura variante puede producir una mayor cantidad de uno o mas compuestos (tal como 2,3-butanodiol),
en comparacién con la cepa de levadura ancestral, que no influye en las propiedades organolépticas del producto
fermentado. En algunos casos, las cepas de levadura variantes no son mas resistentes a un choque hiperosmético
provocado por la sal que la cepa de levadura ancestral, pero las cepas de levadura variantes muestran una mejor
viabilidad y una ganancia de aptitud (en comparacién con la cepa de levadura ancestral) en condiciones de estrés
hiperosmético e inanicién de carbono.

Para obtener la cepa de levadura variante, una cepa ancestral de levadura se somete a ALE y se cultiva en
concentraciones crecientes de sal. La sal usada durante la ALE es capaz de provocar un estrés hiperosmético a la
cepa de levadura ancestral. En el contexto de la presente divulgacién, la expresion estrés hiperosmoético (también
denominado choque hiperosmético) es un aumento de la concentracién de solutos (por ejemplo, idnicos) alrededor de
una célula de levadura que provoca un cambio rapido en el movimiento del agua a través de su membrana celular. En
tales condiciones, puede producirse una inhibicién del transporte de sustratos y cofactores al interior de la célula
provocando de esta manera un choque. La sal en la ALE puede ser de un solo tipo de sal o una combinacién de sales
capaces de provocar un choque hiperosmético. La sal o la combinacién de sales usadas en la ALE descrita en el
presente documento deben ser capaces de proporcionar una osmolalidad especifica al medio de cultivo sin inducir
toxicidad hacia la cepa progenitora. En el contexto de la presente divulgacion, el catién de la sal (o combinacién de
sales) usado en la ALE carece de toxicidad con respecto a la cepa de levadura ancestral cuando se usa a una
concentracién para proporcionar una osmolalidad inicial de al menos 1 500 mmol/kg, al menos 1 600 mmol/kg, al
menos 1 700 mmol/kg, al menos 1 800 mmol/kg, al menos 1900 mmol/kg, al menos 2 000 mmol/kg, al menos
2 100 mmol/kg o al menos 2 200 mmol/kg. La sal usada en los procesos descritos en el presente documento tiene una
contraccién diferente a la del sodio. Por ejemplo, la sal puede tener una contraccién de potasio. Tales sales incluyen,
pero no se limitan a KCI. Tales sales excluyen el NaCl cuyo catién ha demostrado provocar toxicidad a la cepa de
levadura ancestral. Tales sales también excluyen sulfitos, tales como sulfito sédico (Na2S0Os3), que generan cationes
sodio y proporcionan cepas de levaduras solo modestamente capaces de disminuir el contenido de alcohol por
volumen de los productos fermentados.

En una primera etapa, el proceso de obtencion de la cepa de levadura variante incluye el cultivo de cepas de levadura
en concentraciones crecientes de sal. La cepa de levadura ancestral se usa para inocular (en una cantidad
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predeterminada) un medio de cultivo que contiene la sal a una concentracién especifica. A continuacién la cepa de
levadura ancestral se cultiva en condiciones que permitan alcanzar el agotamiento de carbono o glucosa (por ejemplo,
también se denomina inanicién de carbono). A continuacién, se usa una cantidad predeterminada de las levaduras
cultivadas para inocular un medio fresco que contenga la misma concentracién de sal 0 una concentracién de sal mas
elevada. Este ciclo se repite hasta que las levaduras cultivadas alcanzan un fenotipo relativamente estable con
respecto a la produccién de glicerol y etanol en la fermentacién alcohélica. Este ciclo puede repetirse durante al menos
(aproximadamente) 200, 250, 300, 250, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700 o 750 generaciones de levadura. Durante
el proceso, la osmolalidad del medio usado para cultivar las levaduras aumenta progresivamente de aproximadamente
1 500 a aproximadamente 5 000 mmol/kg. Por ejemplo, la osmolalidad durante la fase inicial del proceso puede ser
(aproximadamente) de al menos 1500 mmol/kg, al menos 1600 mmol/kg, al menos 1 700 mmol/kg, al menos
1 800 mmol/kg, al menos 1 840 mmol/kg, al menos 1 900 mmol/kg, al menos 2 000 mmol/kg, al menos 2 100 mmol/kg,
al menos 2 105 mmol/kg o al menos 2 200 mmol/kg. Como alternativa o en combinacién, la osmolalidad durante la
fase final de la primera etapa del proceso puede ser (aproximadamente) como maximo 4 800 mmol/kg, como méaximo
4 740 mmol/kg, como méximo 4 700 mmol/kg, como maximo 4 600 mmol/kg, como maximo 4 500 mmol/kg, como
méaximo 4 400 mmol/kg, como méaximo 4 300 mmol/kg, como maximo 4 200 mmol/kg, como maximo 4 100 mmol/kg,
como méximo 4 000 mmol/kg, como méaximo 3900 mmol/kg, como méaximo 3 800 mmol/kg, como maximo
3 730 mmol/kg, como maximo 3 700 mmol/kg, como méaximo 3 600 mmol/kg o como maximo 3 500 mmol/kg. La
osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1500 mmol/kg a
(aproximadamente) 4 800 mmol/kg, 4 740 mmol/kg, 4 700 mmol/kg, 4 600 mmol/kg, 4 500 mmol/kg, 4 400 mmol/kg,
4 300 mmol/kg, 4 200 mmol/kg, 4 100 mmol/kg, 4 000 mmol/kg, 3 900 mmol/kg, 3 800 mmol/kg, 3 730 mmol/kg,
3 700 mmol/kg, 3 600 mmol/kg o 3500 mmol/kg. La osmolalidad durante el proceso puede aumentar de
(aproximadamente) 1600 mmol/kg a (aproximadamente) 4 800 mmol/kg, 4 740 mmol/kg, 4 700 mmol/kg,
4 600 mmol/kg, 4 500 mmol/kg, 4 400 mmol/kg, 4 300 mmol/kg, 4 200 mmol/kg, 4 100 mmol/kg, 4 000 mmol/kg,
3 900 mmol/kg, 3 800 mmol/kg, 3 730 mmol/kg, 3 700 mmol/kg, 3 600 mmol/kg o 3 500 mmol/kg. La osmolalidad
durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1 700 mmol/kg a (aproximadamente)
4 800 mmol/kg, 4 740 mmol/kg, 4 700 mmol/kg, 4 600 mmol/kg, 4 500 mmol/kg, 4 400 mmol/kg, 4 300 mmol/kg,
4 200 mmol/kg, 4 100 mmol/kg, 4 000 mmol/kg, 3 900 mmol/kg, 3 800 mmol/kg, 3 730 mmol/kg, 3 700 mmol/kg,
3600 mmol/kg o 3500 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de
(aproximadamente) 1800 mmol/kg a (aproximadamente) 4 800 mmol/kg, 4 740 mmol/kg, 4 700 mmol/kg,
4 600 mmol/kg, 4 500 mmol/kg, 4 400 mmol/kg, 4 300 mmol/kg, 4 200 mmol/kg, 4 100 mmol/kg, 4 000 mmol/kg,
3 900 mmol/kg, 3 800 mmol/kg, 3 730 mmol/kg, 3 700 mmol/kg, 3 600 mmol/kg o 3 500 mmol/kg. La osmolalidad
durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1 840 mmol/kg a (aproximadamente)
4 800 mmol/kg, 4 740 mmol/kg, 4 700 mmol/kg, 4 600 mmol/kg, 4 500 mmol/kg, 4 400 mmol/kg, 4 300 mmol/kg,
4 200 mmol/kg, 4 100 mmol/kg, 4 000 mmol/kg, 3 900 mmol/kg, 3 800 mmol/kg, 3 730 mmol/kg, 3 700 mmol/kg,
3 600 mmol/kg o 3500 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de
(aproximadamente) 1900 mmol/kg a (aproximadamente) 4 800 mmol/kg, 4 740 mmol/kg, 4 700 mmol/kg,
4 600 mmol/kg, 4 500 mmol/kg, 4 400 mmol/kg, 4 300 mmol/kg, 4 200 mmol/kg, 4 100 mmol/kg, 4 000 mmol/kg,
3 900 mmol/kg, 3 800 mmol/kg, 3 730 mmol/kg, 3 700 mmol/kg, 3 600 mmol/kg o 3 500 mmol/kg. La osmolalidad
durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 2 000 mmol/kg a (aproximadamente)
4 800 mmol/kg, 4 740 mmol/kg, 4 700 mmol/kg, 4 600 mmol/kg, 4 500 mmol/kg, 4 400 mmol/kg, 4 300 mmol/kg,
4 200 mmol/kg, 4 100 mmol/kg, 4 000 mmol/kg, 3 900 mmol/kg, 3 800 mmol/kg, 3 730 mmol/kg, 3 700 mmol/kg,
3600 mmol/kg o 3500 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de
(aproximadamente) 2100 mmol/kg a (aproximadamente) 4 800 mmol/kg, 4 740 mmol/kg, 4 700 mmol/kg,
4 600 mmol/kg, 4 500 mmol/kg, 4 400 mmol/kg, 4 300 mmol/kg, 4 200 mmol/kg, 4 100 mmol/kg, 4 000 mmol/kg,
3 900 mmol/kg, 3 800 mmol/kg, 3 730 mmol/kg, 3 700 mmol/kg, 3 600 mmol/kg o 3 500 mmol/kg. La osmolalidad
durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 2 105 mmol/kg a (aproximadamente)
4 800 mmol/kg, 4 740 mmol/kg, 4 700 mmol/kg, 4 600 mmol/kg, 4 500 mmol/kg, 4 400 mmol/kg, 4 300 mmol/kg,
4 200 mmol/kg, 4 100 mmol/kg, 4 000 mmol/kg, 3 900 mmol/kg, 3 800 mmol/kg, 3 730 mmol/kg, 3 700 mmol/kg,
3600 mmol/kg o 3500 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de
(aproximadamente) 2200 mmol/kg a (aproximadamente) 4 800 mmol/kg, 4 740 mmol/kg, 4 700 mmol/kg,
4 600 mmol/kg, 4 500 mmol/kg, 4 400 mmol/kg, 4 300 mmol/kg, 4 200 mmol/kg, 4 100 mmol/kg, 4 000 mmol/kg,
3 900 mmol/kg, 3 800 mmol/kg, 3 730 mmol/kg, 3 700 mmol/kg, 3 600 mmol/kg o 3 500 mmol/kg. La osmolalidad
durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg,
1 700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o
2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 4 800 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede
aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg, 1 700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg,
1 900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 4 740 mmol/kg.
La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg,
1600 mmol/kg, 1700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1 900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg,
2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 4 700 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del
proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg, 1 700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg,
1 840 mmol/kg, 1 900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o0 2 200 mmol/kg a (aproximadamente)
4 600 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente)
1 500 mmol/kg, 1600 mmol/kg, 1700 mmol/kg, 1800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg,
2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 4 500 mmol/kg. La osmolalidad durante la
primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg, 1 700 mmol/kg,
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1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1 900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a
(aproximadamente) 4 400 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de
(aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg, 1 700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1 900 mmol/kg,
2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 4 300 mmol/kg. La osmolalidad
durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg,
1 700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o
2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 4 200 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede
aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg, 1 700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg,
1 900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 4 100 mmol/kg.
La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1500 mmol/kg,
1600 mmol/kg, 1700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1 900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg,
2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 4 000 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del
proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg, 1 700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg,
1 840 mmol/kg, 1 900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o0 2 200 mmol/kg a (aproximadamente)
3 900 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente)
1 500 mmol/kg, 1600 mmol/kg, 1700 mmol/kg, 1800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg,
2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 3 800 mmol/kg. La osmolalidad durante la
primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg, 1 700 mmol/kg,
1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1 900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a
(aproximadamente) 3 730 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede aumentar de
(aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg, 1 700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1 900 mmol/kg,
2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 3 700 mmol/kg. La osmolalidad
durante la primera etapa del proceso puede aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg,
1 700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg, 1900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o
2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 3 600 mmol/kg. La osmolalidad durante la primera etapa del proceso puede
aumentar de (aproximadamente) 1 500 mmol/kg, 1 600 mmol/kg, 1 700 mmol/kg, 1 800 mmol/kg, 1 840 mmol/kg,
1 900 mmol/kg, 2 000 mmol/kg, 2 100 mmol/kg, 2 105 mmol/kg o 2 200 mmol/kg a (aproximadamente) 3 500 mmol/kg.

En términos generales, el proceso comprende al menos dos fases. En una primera fase, las levaduras se cultivan con
una concentracion de sal relativamente baja que se aumenta durante el cultivo. En una segunda fase, las levaduras
se cultivan a una concentracién de sal mayor y fija. Durante el proceso, la concentracién inicial de fuente de carbono
en el medio de cultivo (por ejemplo, antes del cultivo) es alta (al menos un 8 % (p/v) con respecto al volumen total del
medio de cultivo) en el medio de cultivo para mantener los rendimientos fermentativos de la levadura cultivada en
presencia de, inicialmente, una concentracion relativamente alta de carbono. En el contexto de la presente divulgacion,
en ambas fases, las levaduras se cultivan hasta que se agota la fuente de carbono (por ejemplo, hasta que se alcanza
un estado de inaniciéon de carbono) del medio de cultivo antes de proceder a una nueva inoculacién en un medio
fresco.

Durante la primera fase del proceso, las levaduras se cultivan en un primer medio de cultivo que contiene la sal y la
fuente de carbono. En el contexto de la presente divulgacion, el "primer medio de cultivo" se refiere a un medio de
cultivo que se usa durante la primera fase del proceso. El primer medio de cultivo puede ser cualquier tipo de medio
adecuado para el crecimiento de levaduras. Aunque el primer medio de cultivo puede ser un medio sélido, el primer
medio de cultivo es preferentemente un medio liquido. El medio adaptado a la levadura incluye, pero no se limitan a,
el medio Peptona Dextrosa de Levadura (YPD) o un medio SD definido/sintético basado en un medio basado en
nitrégeno de levadura. Opcionalmente, el primer medio de cultivo puede suplementarse con extracto de bactolevadura
y bactopeptona.

Inicialmente, la concentracion de la sal en el primer medio de cultivo se selecciona para aumentar la osmolalidad del
primer medio de cultivo (es decir, para alcanzar al menos 1 500 mmol/kg, al menos 1 600 mmol/kg, al menos
1 700 mmol/kg, al menos 1 800 mmol/kg, al menos 1 840 mmol/kg, al menos 1 900 mmol/kg, al menos 2 000 mmol/kg,
al menos 2 100 mmol/kg, al menos 2 105 mmol/kg o al menos 2200 mmol/kg) y provocar una reduccién del
crecimiento (en comparacién con una levadura en el mismo medio sin la sal) de la cepa ancestral (que no ha sido
cultivada previamente en presencia de una concentracién de sal tan elevada). Esta reduccion del crecimiento puede
ser, por ejemplo, de al menos de aproximadamente 1,5, 2,0, 3,0, 4,0 veces o incluso mas, en comparacidn con la cepa
de levadura ancestral cultivada en condiciones similares pero en ausencia de la sal. Esta concentracién de sal puede
corresponder a 1,25 M cuando se usa KCI| como sal para suplementar un medio YPD y proporciona una osmolalidad
de aproximadamente 2 105 mmol/kg. En lo sucesivo, las levaduras se cultivan en concentraciones crecientes de sal.
Durante la primera fase, la concentracién de sal esta entre aproximadamente 1,25 M y menos de aproximadamente
2,4 M. La concentracién de sal puede ser de al menos aproximadamente 1,30 M, 1,40 M, 1,50 M, 1,60 M, 1,70 M,
1,80 M, 1,90 M, 2,0 M, 2,1 M, 2,2 M 0 2,3 M. La concentracién de sal en el primer medio de cultivo puede aumentarse
en serie de aproximadamente 1,25 M a aproximadamente 1,30 M, de aproximadamente 1,30 M a aproximadamente
1,40 M, de aproximadamente 1,40 M a aproximadamente 1,50 M, de aproximadamente 1,50 M a aproximadamente
1,60 M, de aproximadamente 1,60 M a aproximadamente 1,70 M, de aproximadamente 1,70 M a aproximadamente
1,80 M, de aproximadamente 1,80 M a aproximadamente 1,90 M, de aproximadamente 1,9 M a aproximadamente
2,0 M, de aproximadamente 2,0 M a aproximadamente 2,1 M, de aproximadamente 2,1 M a aproximadamente 2,2 M,
de aproximadamente 2,2 M a aproximadamente 2,3 M y de aproximadamente 2,3 M a aproximadamente 2,4 M. Este
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aumento en serie puede realizarse a intervalos predeterminados, por ejemplo, a intervalos semanales o a intervalos
mensuales. La primera fase puede comprender dos subfases: una primera subfase en la cual la concentracion de sal
se aumenta semanalmente (por ejemplo, aumentando la concentracién de sal de aproximadamente 1,25M a
aproximadamente 1,9 M) y una segunda subfase en la cual la concentracién de sal se aumenta mensualmente (por
ejemplo, aumentando la concentracién de sal de aproximadamente 1,9 M a aproximadamente 2,4 M).

El primer medio de cultivo comprende también una fuente de carbono disponible, tal como glucosa. La concentracién
inicial de la fuente de carbono en el primer medio de cultivo se selecciona para permitir el mantenimiento de buenos
rendimientos fermentativos de las levaduras. Por ejemplo, antes del cultivo con las levaduras, la concentracién de la
fuente de carbono en el primer medio de cultivo es al menos el 8 %(p/v), entre aproximadamente el 8% y
aproximadamente el 14 % (p/v) o entre aproximadamente el 9,6 % (p/v) y aproximadamente el 14 %(p/v) con respecto
al volumen total del medio de cultivo. Durante la primera fase, la concentracion inicial de la fuente de carbono puede
ser al menos aproximadamente el 8,0 %, el 8,4 %, el 8,8 %, el 9,2 %, el 9,6 %, el 10,0 %, el 10,4 %, el 10,8 %, el
11,2 %, el 11,6 %, el 12,0%, el 12,4 %, el 12,8 %, el 13,2 %, el 13,6 % o el 14 %, preferentemente al menos
aproximadamente el 9,6 %, el 10,0 %, el 10,4 %, el 10,8 %, el 11,2 %, el 11,6 %, el 12,0 %, el 12,4 %, el 12,8 %, el
13,2 %, el 13,6 % o el 14,0 % (p/v con respecto al volumen total del medio de cultivo). La concentracién de fuente de
carbono en el primer medio de cultivo puede disminuirse en serie de aproximadamente el 14,0 % a aproximadamente
el 13,6 %, de aproximadamente el 13,6 % a aproximadamente el 13,2 %, de aproximadamente el 13,2% a
aproximadamente el 12,8 %, de aproximadamente el 12,8 % a aproximadamente el 12,4 %, de aproximadamente el
12,4 % a aproximadamente el 12,0 %, de aproximadamente el 12,0 % a aproximadamente el 11,6 %, de
aproximadamente el 11,6 % a aproximadamente el 11,2 %, de aproximadamente el 11,2 % a aproximadamente el
10,8 %, de aproximadamente el 10,8 % a aproximadamente el 10,4 %, de aproximadamente el 104 % a
aproximadamente el 10,0 %, de aproximadamente el 10,0 % a aproximadamente el 9,6 %, de aproximadamente el
9,6 % a aproximadamente el 9,2 %, de aproximadamente el 9,2 % a aproximadamente el 8,8 %, de aproximadamente
el 8,8 % a aproximadamente el 8,4 % y de aproximadamente el 8,4 % a aproximadamente el 8,0 %. Esta disminucién
en serie puede realizarse a intervalos predeterminados, por ejemplo, a intervalos semanales o a intervalos mensuales.
La primera fase puede comprender dos subfases: una primera subfase en la cual la concentracién de la fuente de
carbono disminuye semanalmente (por ejemplo, disminuyendo la concentracién de carbono de aproximadamente el
14 % a aproximadamente el 9,6 %) y una segunda subfase en la cual la concentracién de la fuente de carbono
aumenta mensualmente (por ejemplo, disminuyendo la concentracién de la fuente de carbono de aproximadamente
el 9,6 % a aproximadamente el 8,0 %).

En la etapa inicial de la primera fase, la cepa de levadura ancestral puede inocularse primero a una concentracién
predeterminada (por ejemplo, una DOsoo de 1,0, por ejemplo) en el primer medio de cultivo. La cepa ancestral se
cultiva en condiciones que permitan el crecimiento de la levadura (por ejemplo, 28 °C con agitacién). Las levaduras se
cultivan en el primer medio de cultivo hasta que la fuente de carbono (habitualmente glucosa) se haya metabolizado
(por ejemplo, agotado). El tiempo necesario para alcanzar el agotamiento del carbono dependera del tipo de medio de
cultivo usado, la cantidad de levaduras usadas para inocular el medio de cultivo, las condiciones de incubacién, asi
como la cantidad inicial de la fuente de carbono. Sin embargo, después de aproximadamente 4 a 7 generaciones (es
decir, aproximadamente una semana), se considera agotada la fuente de carbono en un medio YPD suplementado
con un 8 % (p/p) de glucosa e inoculado a una DOsoo de 1,0 con levaduras cultivadas. En otro ejemplo, después de
aproximadamente 8 a 14 generaciones (es decir, aproximadamente dos semanas), se considera agotada la fuente de
carbono en un medio YPD suplementado con un 14 % (p/p) de glucosa e inoculado a una DOsoo de 1,0 con levaduras
cultivadas.

Durante la primera fase, una vez agotada la fuente de carbono del medio de cultivo, las levaduras cultivadas pueden
mantenerse en una fase de inanicién de carbono o pueden inocularse en un medio huevo que contenga una mayor
concentracién de sal y una fuente adicional de carbono disponible. Durante la primera fase, el aumento de la
concentracién de sal entre dos medios de cultivo puede ser, por ejemplo, 0,05 M (inicialmente) y 0,1 M (después).
Puede hacerse un aumento més o menos importante de la concentracién de sal para conseguir resultados similares.
La primera fase se mantiene durante al menos aproximadamente 175 dias, al menos aproximadamente 25 semanas
o al menos aproximadamente 100 generaciones. La primera fase puede mantenerse hasta que la tasa de crecimiento
de las levaduras cultivadas aumente en al menos aproximadamente el 5 %, el 6 %, el 7 %, el 8 %, el 9 % o0 el 10 % en
comparacion con la tasa de crecimiento de las levaduras cultivadas al inicio de la primera fase (cuando se observa
una reduccién de la tasa de crecimiento debido a la presencia de la sal).

Cuando se aumenta la concentracién de sal en el primer medio de cultivo, puede disminuirse una concentracién de
glucosa correspondiente en el primer medio de cultivo. Por ejemplo, cuando se aumenta la concentraciéon de sal en
0,1 M en el primer medio de cultivo, la concentracién de glucosa puede disminuirse (antes del cultivo) en un 0,4 %
(p/v) con respecto al volumen total del primer medio de cultivo. Cuando se aumenta la concentracién de sal en
aproximadamente 0,05 M en el primer medio de cultivo, la concentracién de glucosa (antes del cultivo) puede
disminuirse en aproximadamente un 0,2 % (p/v) con respecto al volumen total del primer medio de cultivo.

Una vez se ha completado la primera fase del proceso, en una segunda fase, las levaduras se cultivan en un segundo
medio de cultivo que contiene la sal y la fuente de carbono. En el contexto de la presente divulgacién, el "segundo
medio de cultivo" se refiere a un medio de cultivo que se usa durante la segunda fase del proceso. El segundo medio
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de cultivo puede ser cualquier tipo de medio adecuado para el crecimiento de levaduras. Aunque el segundo medio
de cultivo puede ser un medio sélido, el segundo medio de cultivo es preferentemente un medio liquido. El medio
adaptado a la levadura incluye, pero no se limitan a, el medio Peptona Dextrosa de Levadura (YPD) o un medio SD
definido/sintético basado en un medio basado en nitrégeno de levadura. Opcionalmente, el segundo medio de cultivo
puede suplementarse con extracto de bactolevadura y bactopeptona.

Durante la segunda fase, el segundo medio de cultivo tiene una concentracidén de sal que es la misma o més alta que
la del primer medio de cultivo al final de la primera fase. Sin embargo, durante la segunda fase, la concentracién de
sal permanece igual y no aumenta. La concentracién de sal del segundo medio de cultivo es de al menos 2,4 M. La
concentracién de sal del segundo medio de cultivo puede ser de 2,4 M. El segundo medio de cultivo puede tener una
osmolalidad de como méximo aproximadamente 4 800 mmol/kg, como méximo aproximadamente 4 740 mmol/kg,
como méaximo aproximadamente 4 700 mmol/kg, como méximo aproximadamente 4 600 mmol/kg, como maximo
aproximadamente 4 500 mmol/kg, como maximo aproximadamente 4 400 mmol/kg, como maximo aproximadamente
4 300 mmol/kg, como maximo aproximadamente 4 200 mmol/kg, como méximo aproximadamente 4 100 mmol/kg,
como méaximo aproximadamente 4 000 mmol/kg, como méximo aproximadamente 3 900 mmol/kg, como maximo
aproximadamente 3 800 mmol/kg, como maximo aproximadamente 3 730 mmol/kg, como maximo aproximadamente
3 700 mmol/kg, como méximo aproximadamente 3 600 mmol/kg 0 como méximo aproximadamente 3 500 mmol/kg.

Como se ha indicado anteriormente, el segundo medio de cultivo también comprende una fuente de carbono, tal como
glucosa. La concentracién inicial de la fuente de carbono en el segundo medio de cultivo se selecciona para permitir
el mantenimiento de buenos rendimientos fermentativos de las levaduras. La concentracién inicial de la fuente de
carbono en el segundo medio de cultivo puede ser igual a 0 menos que la concentracion inicial de la fuente de carbono
en el primer medio de cultivo al final de la primera fase del proceso. Ademas, la concentracién inicial de glucosa (antes
del cultivo) en el segundo medio de cultivo sigue siendo la misma durante la segunda fase. Antes del cultivo con las
levaduras, la concentracién de glucosa en el segundo medio de cultivo puede estar entre aproximadamente el 8 % y
aproximadamente el 14 % (p/v), preferentemente entre aproximadamente el 8 % y aproximadamente el 10 % (p/v) y
aln més preferentemente alrededor del 8 % (p/v con respecto al volumen total del segundo medio de cultivo). La
concentracién de sal del segundo medio de cultivo puede ser de 2,4 M. Cuando se usa KCI a tal concentracién para
suplementar un medio YPD, esto corresponde a una osmolalidad de aproximadamente 3 730 mmol/kg.

Durante la segunda fase, la primera cepa de levadura cultivada (por ejemplo, una cepa de levadura que ha sido
sometida y completado la primera fase del proceso) se inocula primero a una concentraciéon predeterminada (por
ejemplo, una DOsoo de 1,0) en el segundo medio de cultivo que contiene la sal asi como la fuente de carbono. La cepa
de levadura se cultiva en condiciones que permitan el crecimiento de la levadura (por ejemplo, 28 °C con agitacion).
Las levaduras se cultivan en el segundo medio de cultivo hasta que la fuente de carbono (habitualmente glucosa) se
haya metabolizado (por ejemplo, agotado). El tiempo necesario para alcanzar el agotamiento del carbono dependera
del tipo de medio de cultivo usado, la cantidad de levaduras usadas para inocular el medio de cultivo, las condiciones
de incubacién, asi como la cantidad inicial de la fuente de carbono. Sin embargo, después de aproximadamente 4 a
7 generaciones (es decir, aproximadamente una semana), se considera agotada la fuente de carbono en un medio
YPD suplementado con aproximadamente un 8 % (p/p) de glucosa e inoculado a una DOsoo de 1,0 con levaduras
cultivadas.

Durante la segunda fase, una vez agotada la fuente de carbono del medio de cultivo, las levaduras cultivadas se
mantienen en un estado de inanicién de glucosa o se inoculan en un medio nuevo que contiene la misma concentracion
de sal y la misma concentracién de fuente de carbono que el medio anterior. Durante la segunda fase, la concentracién
de sal puede ser de aproximadamente 2,4 M y la concentracién de glucosa puede ser de aproximadamente el 8,0 %
(p/p). La segunda fase puede mantenerse durante al menos aproximadamente 553 dias, al menos aproximadamente
79 semanas y/o al menos aproximadamente 200 generaciones. La segunda fase puede durar hasta que la cepa de
levadura cultivada presenta un fenotipo estable con respecto a la produccién de glicerol y etanol en ausencia del estrés
salino.

El primer y el segundo medios de cultivo pueden tener el mismo medio de base y diferenciarse Unicamente con
respecto a la sal, la concentracidén de sal, la fuente de carbono y/o la concentracidén de la fuente de carbono. Como
alternativa, el primero y el segundo pueden tener un medio de base diferente.

Al final de la segunda fase del proceso, se espera que las cepas de levadura cultivadas (ahora denominadas cepas
de levadura variantes) tengan la capacidad de producir mas glicerol durante una fermentacién alcohdélica que la cepa
de levadura ancestral. Por ejemplo, la relacién entre el contenido de glicerol de un producto fermentado (por ejemplo,
vino) obtenido con las cepas de levadura variantes y el contenido de glicerol de un producto fermentado (por ejemplo,
vino) obtenido con la cepa de levadura ancestral, puede estar entre 1,25 y 2,40 o al menos aproximadamente 1,25,
1,30, 1,35, 1,40, 1,45, 1,50, 1,55, 1,60, 1,70, 1,75, 1,80, 1,85, 1,90, 1,95, 2,00, 2,10, 2,15, 2,20, 2,25, 2,30, 2,35 0 2,40.
También se espera que las cepas de levadura variantes tengan la capacidad de producir menos etanol durante una
fermentacién alcohélica que la cepa de levadura ancestral. Por ejemplo, puede reducirse el grado alcohélico
volumétrico (% viv) de un producto fermentado (por ejemplo, vino) obtenido con la cepa de levadura variante, en
comparacion con el grado alcohélico volumétrico de un producto fermentado (por ejemplo, vino) obtenido con la cepa
de levadura ancestral, en al menos el 0,40 % o entre aproximadamente el 0,40 % y el 2,00 % o en al menos
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aproximadamente el 0,40 %, el 0,45 %, el 0,50 %, el 0,60 %, el 0,70 %, el 0,80 %, el 0,90 %, el 1,00 %, el 1,10 %, el
1,20 %, el 1,30 %, el 1,40 %, el 1,50 %, el 1,60 %, el 1,70 %, el 1,80 %, el 1,90 % o el 2,00 %. La cepa de levadura
variante puede producir una mayor cantidad de uno o0 mas compuestos (tal como 2,3-butanodiol), en comparacién con
la cepa de levadura ancestral, que no influye en las propiedades organolépticas del producto fermentado.

Las cepas de levadura variantes pueden someterse opcionalmente a un cruzamiento convencional (que excluye las
manipulaciones de ingenieria genética) para aumentar ain méas su capacidad de producir glicerol, disminuir su
capacidad de producir etanol durante una fermentacién alcohélica y/o producir hibridos interespecie que tengan un
fenotipo similar. El cruzamiento convencional se realizd con levaduras de la misma especie (por ejemplo, cria
intraespecie) o con levaduras de especies diferentes (por ejemplo, cria interespecie). Tales técnicas de cruzamiento
son conocidas por los expertos en la materia e incluyen habitualmente (i) la produccién de esporas de levadura
haploides a partir de una cepa de levadura variante seleccionada, (ii) la seleccion de cepas haploides que tengan el
fenotipo deseado (por ejemplo, una capacidad aumentada de producir glicerol y/o una capacidad disminuida de
producir etanol durante una fermentacién alcohélica) y (iii) el cruzamiento de las cepas haploides seleccionadas para
obtener una cepa hibrida estable (por ejemplo, diploide) y la selecciéon de una cepa hibrida que tenga el fenotipo
deseado (por ejemplo, una capacidad aumentada de producir glicerol, una capacidad disminuida de producir etanol
durante una fermentacién alcohélica y/o un hibrido interespecie que tiene el fenotipo deseado (estable)). Esta etapa
de cruzamiento opcional puede usarse para obtener hibridos de 12 generacién (por ejemplo, habitualmente
denominados H1), hibridos de 22 generacién (por ejemplo, denominados habitualmente H2) e incluso de 32 generacién
(por ejemplo, denominados habitualmente H3). Como se ha indicado anteriormente, la etapa de cruzamiento puede
incluir la generacion de hibridos intraespecie e interespecie).

Antes o después del cruzamiento, la cepa de levadura variante puede someterse opcionalmente a una etapa adicional
para determinar su capacidad para llevar a cabo la respiracion celular. Las cepas de levadura variantes capaces de
respiracién celular se consideran Utiles para aplicaciones vinicolas.

El proceso descrito en el presente documento se aplica a levaduras Saccharomyces sp. y es especialmente Util para
la generacién de cepas de levadura variantes destinadas a ser usadas en fermentaciones alcohélicas. Las levaduras
ilustrativas incluyen, pero no se limitan a Saccharomyces arboricolus, Saccharomyces eubayanus, Saccharomyces
bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kudriadzevii, Saccharomyces mikatae, Saccharomyces
paradoxus, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces carsbergensis y Saccharomyces uvarum.), Brettanomyces
sp. (Teleomorfo Dekkera sp.), Candida (Teleomorfos para diferentes especies de varios géneros incluyendo Pichia
sp., Metschnikowia sp., Issatchenkia sp., Torulaspora sp. y Kluyveromyces sp.), Kloeckera sp. (Teleomorfo
Hanseniaspora sp.), Saccharomycodes sp., Schizosaccharomyces sp. y/o Zygosaccharomyces sp asi como hibridos
interespecie derivados de una cualquiera de estas especies de levadura.

Cepas de levadura variantes y su uso en la fermentacion alcohdlica

La presente divulgacién también se refiere a la cepa de levadura variante obtenida por el proceso descrito en el
presente documento. Como se describe en el presente documento, la "cepa de levadura variante", durante una
fermentacién alcohdlica de un mosto de uva natural, produce mas glicerol, menos etanol y menos acetato que su
correspondiente cepa de levadura ancestral y se obtiene mediante el proceso descrito en el presente documento.
Como tales, los productos fermentados obtenidos usando la cepa de levadura variante tienen menos etanol que los
productos fermentados obtenidos usando la cepa de levadura ancestral. Por ejemplo, puede reducirse el grado
alcohdlico volumétrico (% v/v) de un producto fermentado (por ejemplo, vino) obtenido con la cepa de levadura
variante, en comparacién con el grado alcohélico volumétrico de un producto fermentado (por ejemplo, vino) obtenido
con la cepa de levadura ancestral, entre aproximadamente el 0,40 % y aproximadamente el 2,00 % o al menos
aproximadamente el 0,40 %, el 0,45 %, el 0,50 %, el 0,60 %, el 0,70 %, el 0,80 %, el 0,90 %, el 1,00 %, el 1,10 %, el
1,20 %, el 1,30 %, el 1,40 %, el 1,50 %, el 1,60 %, el 1,70 %, el 1,80 %, el 1,90 % o el 2,00 %. Ademés, los productos
fermentados obtenidos usando la cepa de levadura variante tienen mas glicerol que los productos fermentados
obtenidos usando la cepa de levadura ancestral. Por ejemplo, la relacién entre el contenido de glicerol de un producto
fermentado (por ejemplo, vino) obtenido con la cepa de levadura variante y el contenido de glicerol de un producto
fermentado (por ejemplo, vino) obtenido con la cepa de levadura ancestral, estd entre aproximadamente 1,25 y
aproximadamente 2,40 o al menos aproximadamente 1,25, 1,30, 1,35, 1,40, 1,45, 1,50, 1,55, 1,60, 1,70, 1,75, 1,80,
1,85, 1,90, 1,95, 2,00, 2,10, 2,15, 2,20, 2,25, 2,30, 2,35 0 2,40. En algunos casos, la cepa de levadura "variante",
durante una fermentacion alcohélica, no produce una cantidad de acetato, acetaldehido y acetoina (en comparacion
con la "cepa de levadura ancestral') que pueden alterar las propiedades organolépticas del producto fermentado. El
contenido de acetato en un producto fermentado obtenido usando la cepa de levadura variante en una fermentacién
alcohdlica de un mosto de uva natural es menos que el contenido correspondiente de acetato en el producto
fermentado obtenido usando la cepa de levadura ancestral en una fermentacién alcohélica de un mosto de uva natural.
Por ejemplo, el contenido de acetato, acetaldehido o acetoina en el producto fermentado obtenido usando la cepa de
levadura variante puede ser igual a 0 menos que el contenido correspondiente de acetato, acetaldehido o acetoina en
el producto fermentado obtenido usando la cepa de levadura ancestral. Como alternativa, el contenido de acetato,
acetaldehido o acetoina en el producto fermentado obtenido usando la cepa de levadura variante puede aumentar en
comparacién con el producto fermentado correspondiente obtenido usando la cepa de levadura ancestral. La cepa de
levadura variante puede producir una mayor cantidad de uno o méas compuestos (tal como 2,3-butanodiol), en
comparacién con la cepa de levadura ancestral, que no influye en las propiedades organolépticas del producto
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fermentado. En algunos casos, las cepas de levadura variantes no son mas resistentes a un choque hiperosmético
provocado por la sal que la cepa de levadura ancestral, pero las cepas de levadura variantes muestran una mejor
viabilidad y una ganancia de aptitud (en comparacién con la cepa de levadura ancestral) en condiciones de estrés
hiperosmético e inanicién de carbono.

Una de las cepas de levadura variantes ilustrativa de la presente divulgacién se ha depositado en el Instituto Pasteur,
el 9 de enero de 2014, con el numero de registro CNCM 1-4832. Otra cepa de levadura variante ilustrativa de la
presente divulgacion se ha depositado en el Instituto Pasteur, el 18 de octubre de 2012 con el nimero de registro
CNCM |-4684. Una cepa de levadura adicional se ha depositado en el Instituto Pasteur, el 18 de octubre de 2012 con
el nimero de registro CNCM [-4685. En otra cepa mas de levadura variante ilustrativa de la presente divulgaciéon se
ha depositado en el Instituto Pasteur, el 28 de enero de 2015 con el nimero de registro CNCM [-4952.

La presente divulgacion también se refiere al uso de la cepa de levadura variante durante un proceso de fermentacion
alcohdlica en el cual esta garantizado limitar el contenido de alcohol del producto fermentado final. En el proceso de
elaboracién de un producto fermentado que tiene un contenido alcohdlico, la cepa de levadura variante se pone en
contacto con un mosto de uva natural y la fermentacién se lleva a cabo en condiciones que permitan completar la
fermentacién alcohdélica. Las cepas de levadura variantes son especialmente utiles en los procesos de elaboracion de
vinos (por ejemplo, vino tinto, blanco, rosado, espumoso o fortificado). Opcionalmente, la cepa de levadura variante
puede suministrarse en una formulacién desecada y someterse a una etapa de rehidrataciéon antes de la fermentacion.
La cepa de levadura variante puede proporcionarse en una formulacién liquida y someterse a una etapa de dilucién
y/o a una etapa de descongelacién antes de la fermentacién. La cepa de levadura variante por si sola puede usarse
para completar la fermentacién alcohdlica. Como alternativa, la cepa de levadura variante puede mezclarse con otra
cepa de levadura para fermentar. Cuando el producto fermentado es un vino blanco, la fermentacién puede llevarse a
cabo a una temperatura por debajo de aproximadamente 25 °C, habitualmente a aproximadamente entre
aproximadamente 20 °C y aproximadamente 24 °C. Cuando el producto fermentado es un vino tinto, la fermentacién
puede realizarse a una temperatura igual o superior a aproximadamente 25 °C, por ejemplo, a una temperatura entre
aproximadamente 25°C y aproximadamente 30°C o, a una temperatura entre aproximadamente 25°C y
aproximadamente 28 °C (por ejemplo, 28 °C). En algunas cepas de levadura variantes descritas en el presente
documento, se ha observado un cambio metabdlico hacia la produccién de glicerol cuando las levaduras se incuban
a una temperatura superior a aproximadamente 24 °C. En una cepa tal de levaduras variante, la reduccién méxima de
la producciéon de etanol se observé a aproximadamente 28 °C. Como tal, algunas de las cepas de levaduras variantes
descritas en el presente documento son especialmente adecuadas para proporcionar un menor contenido de alcohol
en los vinos tintos. Los vinos resultantes opcionalmente pueden filtrarse y embotellarse, tal cual se hace actualmente
en la técnica.

Las cepas de levadura variantes pueden usarse para fermentar el mosto de diferentes especies de uva (solas o en
combinacién), tales como Vitis vinifera, asi como especies hibridas de uva que combinen uno o mas de V. labrusca,
V. aestivalis, V. ruprestris, V. rotundifoliay V. riparia. Las cepas de levadura variantes pueden usarse para fermentar
el mosto de diferentes variedades de uva (solas o en combinacién) uadas para producir vino tinto, blanco, rosado,
espumoso o fortificado. Las variedades de uva usadas para elaborar vinos tintos incluyen, pero no se limitan a,
Aghiorghitiko, Aglianico, Aleatico, Alicante Bouschet, Aramon, Baga, Barbera, Blaufrankisch, Cabernet Franc,
Cabernet Sauvignon, Canaiolo, Carignan, Carmenere, Cinsaut, Dolcetto, Dornfelder, Elbling, Freisa, Gaglioppo,
Gamay, Grenache/Garnacha, Grignolino, Malbec, Mavrud, Melnik, Merlot, Mondeuse (Refosco), Montepulciano,
Nebbiolo, Negroamaro, Nero d'Avola, Nielluccio, Periquita, Petit y Gros Manseng, Petit Verdot, Petite Sirah,
Sagrantino, Sangiovese, Saperavi, Saint Laurent, Syrah/Shiraz, Tannat, Tempranillo, Teroldego, Tinta Barroca, Tinto
Cao, Touriga Francesa, Xinomavro y/o Zinfandel. Las variedades de uva usadas para elaborar vinos blancos incluyen,
pero no se limitan a, Airen, Albana, Albarino (Alvarinho), Aligote, Arneis, Bacchus, Bombino, Chardonnay, Chasselas,
Chenin Blanc, Clairette, Ehrenfelser, Elbling, Ezerjo, Fernao Pires, Furmint, Garganega, Gewurztraminer, Grechetto,
Greco, Grillo, Gruner Veltliner, Harslevelu, Huxelrebe, Inzolia, lona, Jacquere, Kerner, Listan, Macabeo, Malvasia,
Marsanne, Melon de Bourgogne, Optima, Palomino, Parelleda, Pedro Ximenez, Picpoul, Pinot Blanc, Pinot Gris/Grigio,
Reichensteiner, Riesling, Rkatsiteli, Robola, Roditis, Sauvignon Blanc, Savagnin, Scheurebe, Semilion, Silvaner, Tocai
Friulano, Torrontes, Trebbiano, Ugni-Blanc, Verdejo, Verdelho, Verdicchio, Vermentino, Vernaccia di San Gimignano,
Viognier, Welschriesling y/o Xarel-lo.

Algunas de las ventajas de usar la cepa de levadura variante en procesos de elaboracién de un producto fermentado
(tal como vino) incluyen, pero no se limitan a, evitar el uso de cepas de levadura modificadas genéticamente, evitar
usar procedimientos mecanicos de desalcoholizacion (por ejemplo, 6smosis inversa, nanofiltracién o destilacién) y/o
la aplicabilidad a diversas variedades de uva, irrelevante para el contenido inicial de aztcar. Como tal, el proceso de
obtencién de un producto fermentado que tiene alcohol (tal como un vino) puede excluir el uso de una cepa de levadura
modificada genéticamente y/o el uso de procedimientos mecénicos de desalcoholizacion.

Las cepas de levadura variantes son especialmente Utiles en los procesos de elaboracién de vinos (por ejemplo, rojo,
blanco, rosado, espumoso o fortificado). La cepa de levadura variante se pone en contacto con un mosto de vino y la
fermentacion se lleva a cabo en condiciones que permitan completar la fermentacién alcohdélica. Opcionalmente, la
cepa de levadura variante puede someterse a una etapa de rehidratacién antes de la fermentacién. La cepa de
levadura variante por si sola puede usarse para completar la fermentacién alcohdlica. Como alternativa, la cepa de
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levadura variante puede mezclarse con otra cepa de levadura para fermentar. Cuando el producto fermentado es un
vino blanco, la fermentacién puede llevarse a cabo a una temperatura por debajo de aproximadamente 25 °C,
habitualmente a aproximadamente entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 24 °C. Cuando el producto
fermentado es un vino tinto, la fermentacién puede realizarse a una temperatura igual o superior a aproximadamente
25 °C, por ejemplo, a una temperatura entre aproximadamente 25 °C y aproximadamente 30 °C o, a una temperatura
entre aproximadamente 25 °C y aproximadamente 28 °C (por ejemplo, 28 °C). En algunas cepas de levadura variantes
descritas en el presente documento, se ha observado un cambio metabdlico hacia la produccién de glicerol cuando
las levaduras se incuban a una temperatura superior a aproximadamente 24 °C. En una cepa tal de levaduras variante,
la reduccién méaxima de la produccién de etanol se observé a aproximadamente 28 °C. Como tal, algunas de las cepas
de levaduras variantes descritas en el presente documento son especialmente adecuadas para proporcionar un menor
contenido de alcohol en los vinos tintos. Los vinos resultantes opcionalmente pueden filtrarse y embotellarse, tal cual
se hace actualmente en la técnica.

Las cepas de levadura variantes también pueden usarse para fermentar el almidén derivado de los cereales (por
ejemplo cereales malteados) en aplicacion de cerveceria para la elaboracién de cerveza.

La presente invencién se entendera més facilmente refiriéndose a los siguientes ejemplos.
EJEMPLO I: EVOLUCION ADAPTATIVA DE LABORATORIO BASADA EN KCI

Cepa de levadura y condiciones de crecimiento. Se us6 la cepa de levadura vinica S. cerevisiae Lalvin EC1118® como
la cepa ancestral. Antes de ALE, las levaduras se propagaron en medio YPD rico (1 % de extracto de bacto levadura
(DB), 2 % de bactopeptona (DB), 2 % de glucosa; Legallais) o en medio sintético SD (0,67 % de base nitrogenada de
levadura Difco sin aminoacidos (DB), 2 % de glucosa) y se mantuvieron en placas YPD (2 % de agar) a 4 °C o se
almacenaron a -80 °C en glicerol al 20 %.

Ensayo de resistencia al KCI. EC1118 se cultivé en 80 ml de YPD con KCI en concentraciones que variaban de 0,5 a
3 M, a 28 °C, en agitacién. Se midi6 la densidad éptica a 600 nm cada 6 horas hasta las 240 horas y se comparé el
crecimiento para las distintas condiciones.

Evolucion adaptativa en laboratorio (ALE). La evolucién adaptativa se basé en un procedimiento de transferir en serie
a largo plazo usando KCI como inductor de estrés. La cepa EC1118 se cultivé durante la noche a 28 °C en 5 ml de
YPD y la suspensién celular resultante se usé para inocular tubos tapados (13 ml), conteniendo cada uno 5 ml de
medio con un 1 % de extracto bacto levadura, 2 % de bactopeptona, 14 % de glucosa y KCI 1,25 M (Sigma-Aldrich).
Se realizaron experimentos de evolucion por duplicado y también un control sin estrés. Los cultivos se incubaron a
28 °C con agitacion a 225 rpm. Después de 7 dias, correspondiente a aproximadamente 5 generaciones, se midi6 la
densidad 6ptica del cultivo a 600 nm (DOeoo) y se usé una alicuota para inocular un medio fresco de tal manera que la
DOesoo fuera 1. Tales transferencias en serie se repitieron durante 450 generaciones. Cada 50 generaciones, se
tomaron muestras de 1 ml de la poblacién en evolucién y se almacenaron a -80 °C en glicerol al 20 % para su posterior
analisis.

Después de 7 dias de cultivo, los cultivos se inocularon en un medio YPD que contenia 13,6 % de glucosa y KCI
1,30 M. A continuacién, cada semana, los subcultivos se inocularon en un medio en el cual la concentracién de KCI
se aumenté en 0,1 M adicional y la concentracidén de glucosa se redujo en un 0,4 % adicional. Esta fase duré entre d7
y dao. En lo sucesivo cada 4 semanas, la concentracién de KCI| se aumenté en 0,1 My la glucosa se redujo en 0,4 %.
Estas fases duraron entre dso y d72s.

Fermentacion del vino (a escala de laboratorio). Los experimentos de fermentaciéon por lotes se llevaron a cabo en
medio sintético (MS), que imita un zumo de uva convencional. El medio MS se prepard como se describe por Bely et
al. con las siguientes modificaciones: 260 g/l de glucosa, 210 mg/l de nitrégeno disponible, 7,5 mg/l de ergosterol,
0,21 g/l de Tween® y 2,5 mg/l de acido oleico (medio MS210). Las fermentaciones en mosto de uva se realizaron en
las mismas condiciones, usando Chardonnay- Coursan 2011 previamente pasteurizado instantaneo. Las
fermentaciones se realizaron en fermentadores de 330 ml que contenian 300 ml de medio, se inocularon con 0,5 x
108 células por ml y se incubaron a 28 °C con agitacion continua (350 rpm). Para estudiar la flexibilidad metabolica de
las cepas evolucionadas y ancestrales, se usaron diferentes temperaturas (16, 20, 24, 32 y 34 °C). La cinética de
fermentacioén se controlé mediante el célculo de la cantidad liberada de CO», determinada pesando manualmente los
fermentadores. Todos los experimentos de fermentacion se realizaron por triplicado. Al final de la fermentacién se
analizaron los metabolitos extracelulares y los compuestos volatiles.

Fermentacion del vino (escala piloto). Las fermentaciones a escala piloto se realizaron en depésitos cilindricos de
acero inoxidable de 1 hl con mosto de uva de la variedad garnacha. Este mosto de uva, que contiene 269 g/l de
azlcares y 186 mg/l de nitrdgeno, se pasteurizé instantdneo y se almacené6 a 2 °C antes de la fermentacién. El mosto
de garnacha se inoculé a 25 g/hl con levaduras secas activas EC1118 y K300.1(b) (Lallemand, Toulouse, Francia). La
produccion de CO2 se determindé usando un caudalimetro de gas Brooks serie 5810 TR (Brooks Instrument, PA,
EE.UU.), como se describe por Aguera y Sablayrolles. Las fermentaciones se realizaron en condiciones isotérmicas a
28 °C. Se afiadié oxigeno disuelto durante la fermentacién para limitar el riesgo de bloqueo de la fermentacién. Se
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realizé una transferencia de 4 mg/l, 7 mg/l y 10 mg/l de oxigeno cuando el COz liberado alcanzé los 7,2 g/l, 13,5 g/l y
45 g/l respectivamente. Se afiadié nitrégeno (72 mg/l) en forma de 15 g/hl de DAP y 30 g/hl de FermaidE a 45 g/l de
CO:2 liberado.

Viabilidad de las cepas evolucionadas. Las células ancestrales y evolucionadas se cultivaron en 50 ml de YPGIuKCI
(1 % de extracto de bacto levadura, 2 % de bactopeptona, 8 % de glucosa y KCI 2,4 M) inoculadas a 0,1 DOsoo/ml a
partir de un precultivo de una noche en YPD. El tamafio de la poblacién celular, los metabolitos extracelulares y la
viabilidad se siguieron durante 7 dias. Los ensayos se realizaron por triplicado. La viabilidad se determiné usando un
citémetro de flujo (Accuri, BD Biosciences) para contar 20 000 células diluidas y lavadas en 1x PBS 300 pl (NaCl
137 mmol/l (Sigma-Aldrich), KCI 2,7 mmol/l, Na2HPO4 100 mmol/l (Sigma), KH2PO4 2 mmol/l (Sigma), pH 7,5) con 3 pli
de yoduro de propidio (Calbiochem) previamente diluido a 0,1 mg/ml en agua estéril.

Métodos analiticos. Las densidades celulares se determinaron midiendo la DOsgo con un Secomam UVILine 9400 o
usando un contador celular Coulter ZBI conectado a un C56 Channelyzer provisto de una sonda con una apertura de
100 mm (Beckman Coulter). El peso seco se determiné gravimétricamente filtrando 10 ml de muestra (tamafio de poro
0,45 um, Millipore) y secando la muestra durante 24 h a 100 °C. Las concentraciones de glucosa extracelular, glicerol,
etanol, piruvato, succinato y acetato se determinaron mediante cromatografia liquida de alta presién (HPLC), usando
una columna de exclusidén iénica HPX-87H (Bio-Rad). Los compuestos volatiles (acetoina y 2,3-butanodiol) se
analizaron mediante cromatografia de gases (GC). La acetoina y el butanodiol se extrajeron en cloroformo de acuerdo
con el protocolo Hagenauer-Hener con las siguientes modificaciones: se afiadié 1 ml de hexanol (Sigma) como patrén
interno (1:1000 v/v) en etanol al 10 % (VWR) a 1 ml de muestra. La fase organica se secé y se inyectd 1 Ul en una
columna megabore de 30 m (DBWAX, JandW Scientific) en un aparato GC HP 6890. Las concentraciones de
acetaldehido se determinaron enziméaticamente de acuerdo con el método de Lundquist. Para experimentos a escala
piloto, las concentraciones de glucosa y fructosa se determinaron enziméticamente. La concentracién de etanol se
determiné mediante la medicién de la densidad, la acidez volatil mediante el método del azul de bromofenol, la
concentracion de SO2 mediante yodometria y la acidez total mediante valoracion. La osmolalidad se midié usando un
dispositivo Vapro 5520 (Wescor) con un volumen de muestra de 10 pl.

Evolucion adaptativa en medio KCI hiperosmdtico y aislamiento de cepas evolucionadas con alta produccion de
glicerol. Para evolucionar la cepa EC1118, se realizaron cultivos discontinuos en YPD al 8 % de glucosa con un
aumento gradual del estrés osmético. Se eligié el estrés por KCI porque genera estrés osmético y salino pero, a
diferencia del NaCl, no provoca toxicidad por cationes. Se usd una concentracién de azucar elevada (8 %) para
mantener un buen rendimiento fermentativo de la cepa evolucionada en un medio rico en azucar. En experimentos
preliminares, se probé el efecto de diversas concentraciones de KCl sobre el crecimiento de EC1118 y se observé que
la adicién de KCI 1,25 M en YPD al 8 % de glucosa reducia cuatro veces el crecimiento de EC1118 (datos no
mostrados). Los experimentos de evolucién adaptativa en laboratorio (ALE) se iniciaron en YPD 8 % glucosa que
contenia KCI 1,25 M. La osmolalidad de este medio es de 2 105 mmol/kg, en comparacién con 480 mmol/kg para YPD
con 8 % de glucosa. Las concentraciones de KC| se aumentaron progresivamente hasta 2,4 M, correspondiente a una
osmolalidad de 3730 mmol/kg y se mantuvo en ese nivel a partir de entonces. Se realizaron experimentos ALE por
duplicado para cada condicién y se efectu6 un experimento ALE de control, sin estrés osmético.

Las muestras recogidas después de 100, 200, 300 y 400 generaciones se analizaron primero para monitorizar la
dinamica de cada experimento de evolucién. Las células de levadura se sembraron en YPD y las poblaciones
obtenidas se caracterizaron durante la fermentacién del mosto sintético MS210 a 28 °C. La concentracién de glicerol
en el medio de cultivo se midié al extremo de la fermentacién como primer indicador del éxito o fracaso de la
adaptacién. La adaptacién en medio KC| generé poblaciones evolucionadas con una mayor produccién de glicerol
durante la fermentacién del vino (Figura 1), mientras que no se observé ningn aumento de glicerol en el experimento
de control (evolucién de EC1118 sin estrés). Se observé un aumento similar en la produccién de glicerol en los dos
experimentos paralelos con KCI (a) y (b). En fermentaciones con ambos linajes (a) y (b), la concentracién de glicerol
producido por fermentacién alcanzé 12 g/l para las poblaciones evolucionadas a 200 generaciones; el valor para
EC1118 ancestral era 8,5 g/l. El experimento KCI-ALE se llev6 a cabo durante 450 generaciones (duracién total de
casi 2 afios), pero solo se observé una pequefia variacién en la produccidén de glicerol después de 200 generaciones
(datos no mostrados).

Primera caracterizacion de las cepas evolucionadas durante la fermentacion del vino. Después de varias
generaciones, debido a la acumulacién natural de mutaciones, una poblacién no homogénea de levaduras debe estar
presente en las muestras obtenidas a partir de experimentos de ALE. Las poblaciones de levaduras muestreadas tras
diferentes tiempos del experimento KCI-ALE se subcultivaron en YPD. Estos subclones, en lo sucesivo en el presente
documento denominadas cepas evolucionadas, se caracterizaron durante la fermentacién del vino en medio MS210
(Figura 1). Todas las cepas evolucionadas obtenidas después de 200 generaciones producian mas glicerol que la
cepa ancestral; la produccién de glicerol se mantuvo estable después de 200 generaciones. Consistente con la
reconduccién de carbonos y la oxidacién de NADH resultante del aumento de la produccién de glicerol, todas las cepas
evolucionadas mostraron un rendimiento de etanol reducido. El rendimiento de etanol fue entre 0,440 y 0,450 para las
cepas evolucionadas y 0,464 para la cepa ancestral de referencia (Figura 1 A y B). Los mutantes evolucionados
mostraron un consumo reducido de azlcar (Figura 1 C y D). Por lo tanto, habia una correlacién entre alto rendimiento
de glicerol, rendimiento de etanol reducido y propiedades fermentativas reducidas. Se llevé a cabo un estudio detallado
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de seis cepas evolucionadas por KCI a partir de poblaciones aisladas después de 200, 250 y 300 generaciones,
incluyendo tres del linaje (a): K200.1(a), K250.1(a), K300.2(a) y tres de linaje (b): K200.1(b), K250.3(b), K300.1(b). La
cepa de levadura K300.1(b) (también denominada Lowa3 en el presente documento) se registré en el CNCM [-4684
como un depésito biolégico en la Collection National de Cultures de Microorganismes (CNCM) del Instituto Pasteur el
18 de octubre de 2012. La cepa de levadura K250.3(b) (también denominada Lowa2 en el presente documento) se
registré en el CNCM 1-4685 como un depdsito biolégico en la Collection National de Cultures de Microorganismes
(CNCM) del Instituto Pasteur el 18 de octubre de 2012.

Las cepas con alta produccion de glicerol sobreviven mejor en condiciones de estrés 0smotico y restriccion de carbono.
La resistencia de las cepas evolucionadas al estrés hiperosmético se evalué mediante el crecimiento en KCI, NaCl o
placas SD de sorbitol. En estas condiciones, no se observaron diferencias significativas en el crecimiento entre EC1118
y las cepas evolucionadas (Figura 2): en las condiciones del experimento ALE (YPD 80 g/l de glucosa, KCL 2,4 M), la
tasa especifica de crecimiento y el nimero maximo de células alcanzados por las cepas evolucionadas eran similares
a los de la cepa ancestral. Por lo tanto, las células de levadura que evolucionaron en estas condiciones no mostraron
adaptacién del crecimiento al estrés osmético. A continuacién se examiné si otros componentes de ajuste, tales como
la viabilidad, se habian perfeccionado durante el experimento de evolucién. La viabilidad de las células se monitorizé
durante el cultivo que implicaba un ciclo de transferencia de 7 dias en las condiciones del experimento de evolucién
(YPD 80 g/l de glucosa, KCL 2,4 M). Después del agotamiento completo de la glucosa (aproximadamente 4 dias), los
mutantes evolucionados sobrevivieron mejor que la cepa ancestral. Después de 7 dias (correspondiente al momento
de transferir al medio fresco durante el experimento de evolucién), casi todas las células EC1118 habian muerto,
mientras que el niumero de células viables de los mutantes evolucionados era considerablemente mayor (Figura 2).
La viabilidad de los mutantes evolucionados a los 7 dias se correlacioné con la producciéon de glicerol en el mismo
punto temporal (datos no mostrados). Por lo tanto, la principal adaptaciéon a la presiéon selectiva ejercida sobre las
células de levadura durante el experimento de evolucién adaptativa parece ser el perfeccionamiento de la
supervivencia en condiciones de estrés salino y restriccién de carbono.

Caracterizacion de las cepas seleccionadas evolucionadas con KCI durante la fermentacion del vino. Se estudiaron
detalladamente las caracteristicas de las seis cepas seleccionadas evolucionadas por KCI y de la cepa ancestral
durante la fermentacién del vino en cultivos anaerébicos discontinuos en medio MS. Todas las cepas fueron capaces
de completar la fermentacién, aunque la duracién de la fermentacién difiere entre las cepas evolucionadas (Tabla 1).
Dos cepas evolucionadas, K200.1(b) y K300.1(b), consumieron todo el azicar en menos de dos semanas, como la
cepa ancestral, mientras que se necesité un mes o mas para las otras cuatro cepas evolucionadas (el azlcar se agoté
completamente solo después de 40 dias en K250.1(a) y K300.2(a)).

La tasa de fermentacién de dos cepas evolucionadas que tienen una capacidad de fermentacién distinta, K300.2(a) y
K300.1(b), se muestra en la Figura 3A. Las cepas evolucionadas presentaron una disminucién general del rendimiento
fermentativo en comparacién con la cepa ancestral, lo que concuerda con la reduccién del consumo de azlcar
observada anteriormente, pero, no obstante, pudieron completar la fermentacién. La poblacién celular final fue la
misma entre las cepas ancestrales y estas dos cepas evolucionadas, a pesar de que K300.2(a) mostré un crecimiento
mas lento que K300.1(b) (Figura 3B).

La concentracién de los subproductos mas abundantes se determin6 después de 30 dias de fermentacidn (Tabla 1).
Los equilibrios de carbono y redox se aproximaron al 100 % en todas las cepas. Todas las cepas evolucionadas
produjeron glicerol en concentraciones entre un 48 y un 67 % superiores a las producidas por EC1118, y el contenido
de etanol en los vinos sintéticos fue entre un 0,45 y un 0,80 % (v/v) inferior. Las cepas evolucionadas también
producian mayores cantidades de succinato, 2,3-butanodiol y acetaldehido que la cepa ancestral. La produccién de
succinato por K200.1(a) y K300.2(a) fue un 22 % y un 88,9 % més alta, que por EC1118; la produccién de acetaldehido
por K200.1(a) y K300.2(a) fue entre un 45,5 % y un 181,8 % mas alta, respectivamente, y la de 2,3- butanodiol entre
un 93 % y un 255,6 % mas alta. La concentracién de estos compuestos también aumenté en las cepas que
sobreexpresaban GPD1 que codifica la glicerol 3-P deshidrogenasa, en que el flujo de carbono se redirige hacia la
formacién de glicerol a expensas del etanol (Michnick et al., Remize et al., Cambon et al.). Por el contrario, a diferencia
de las cepas modificadas por ingenieria genética descritas anteriormente, no se observaron cambios significativos en
la produccién de acetato y acetoina por las cepas evolucionadas.

Aunque se observaron fenotipos similares en las dos réplicas, el linaje (b) se caracterizé por una produccién de glicerol
ligeramente superior y mejores rendimientos fermentativos. K300.1(b) fue la cepa evolucionada mas prometedora
obtenida en términos de capacidad de fermentacién y produccién de glicerol, succinato, 2,3-butanodiol y etanol.

Propiedades metabdlicas de la cepa evolucionada K300.1(b) a distintas temperaturas en mostos de uva sintéticos y
naturales. El vino puede producirse en un amplio intervalo de temperaturas de fermentacién, habitualmente de 16 °C
(para vinos blancos) a 28 °C y mas (para vinos tintos). Se compararon las propiedades metabdlicas de la cepa
ancestral y de la cepa evolucionada K300.1(b) en un amplio intervalo de temperaturas (16, 20, 24, 28, 32 y 34 °C) en
medio MS210 con 260 g/l de azlcares. Para temperaturas entre 16 y 28 °C, ambas cepas consumieron la totalidad o
la mayor parte del azlicar, mientras que para las dos temperaturas mas altas, se observé una concentracién de azlcar
residual de 43 y 53 g/l para EC1118 y de 47 y 59 g/l para K300.1(b) a 32 y 34 °C respectivamente.
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Los rendimientos de los subproductos se determinaron después de 30 dias de fermentacién (Figura 4). A todas las
temperaturas, K300.1(b) se diferencié claramente de EC1118 basandose en su los rendimientos de glicerol altos, de
succinato altos y de etanol bajos. Los rendimientos de glicerol y succinato aumentaron al aumentar la temperatura,
mientras que el rendimiento de etanol disminuyé. Las diferencias entre temperaturas fueron mayores para K300.1(b)
que para EC1118, en particular para las tres temperaturas més altas. El contenido de etanol se redujo en un 0,14 %
(ViV), un 0,18 % (v/v) y un 0,24 % (viv)a 16 °C,a20 °Cya24 °Cy en un 0,61 % (v/v), un 0,80 % (v/v), un 0,87 % (v/V)
a28°C, a32°Cya 34 °C respectivamente con la cepa evolucionada en comparacién con EC1118. Por lo tanto, se
observé un cambio metabdlico entre 24 °C y 28 °C. Para examinar si puede observarse un comportamiento similar en
el mosto natural, la fermentacién se realizé en Chardonnay-Coursan, en condiciones similares, a 24 °C y 28 °C. En
estas condiciones, el nivel de etanol se redujo un 0,12 % (v/v) a 24 °C y un 0,42 % (v/v) a 28 °C, confirmando los
resultados obtenidos en el mosto sintético. Estos resultados ponen de relieve un metabolismo mas flexible en la cepa
evolucionada con respecto a la temperatura, con la reduccién del rendimiento de etanol maximizada a una temperatura
de 28 °C y superior.
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Evaluacion a escala piloto de la cepa evolucionada K300.1(b). Para validar los resultados obtenidos a escala de
laboratorio, se compararon el comportamiento y las propiedades metabdlicas de K300.1(b) y EC1118 durante la
fermentacion a escala piloto, usando un mosto de uva garnacha, a 28 °C (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de los vinos obtenidos por fermentacién de mosto de garnacha con EC1118 y K300.1(b) a
escala piloto (1 hl). ASV se determiné por destilacién y densitometria electrénica.

EC1118 K300.1(b)

azlcares residuales (g/l) 0,2 0,5
acidez volatil (g/l) 0,50 0,36
acidez total (g/1) 410 4,40
ASV % (Viv) 16,26 15,80
pH 3,60 3,57
SOz libre (g/l) 0,07 0,07
SOz total (g/l) 0,035 0,039
acetaldehido (g/l) 0,021 0,030
malato (g/l) 1,35 1,38
succinato (g/l) 1,04 1,43
acetato (g/l) 0,47 0,31
glicerol (g/l) 10,8 14,2

Para acercarse lo més posible a las condiciones industriales, las cepas K300.1(b) y EC1118 se usaron en forma de
levadura seca activa y se inocularon tras un procedimiento convencional de rehidratacién. Para evitar que se atasque
la fermentacién, se afiadieron oxigeno y nitrégeno durante la fermentacién (Figura 5). La cepa evolucionada tenia una
tasa de fermentacion ligeramente menor que EC1118, pero pudo completar la fermentacion, a pesar de la elevada
concentracién de azdcar (270 g/l). La cepa evolucionada produjo mas glicerol (14,2 g/l frente a 10,8 g/l) y succinato
que EC1118, y menos etanol, dando como resultado una reduccién del 0,46 % (v/v) del contenido de etanol. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos a escala de laboratorio. La produccién de acido acético y acidez volatil por
la cepa evolucionada fue claramente inferior a la de EC1118. La produccién de acido acético de ambas cepas fue muy
inferior a la del mosto sintético, lo que concuerda con observaciones anteriores. En resumen, los resultados obtenidos
en mosto de uva a escala piloto confirman la reprogramacion metabdlica de la cepa evolucionada y el analisis del vino
obtenido no revelé efectos secundarios adversos.

En este estudio, se usé la evolucién adaptativa de laboratorio (ALE) para desarrollar levaduras vinicas de bajo
contenido alcohdlico reorientando el metabolismo de la cepa EC1118 hacia el glicerol. Los cultivos de levadura se
transfirieron en serie en condiciones hiperosméticas durante 450 generaciones usando KCI como sal de estrés
osmético y salino. El estrés impuesto fue grave, desde osmolalidades de 2 105 a 3 730 mmol/kg. Estos niveles de
estrés son superiores a los usados generalmente en condiciones de laboratorio para estudiar las respuestas al estrés
osmético (glucosa 20 g/l, NaCl 1,2 M, correspondiente a una osmolalidad de 2 070 mmol/kg). El estrés por KCI generé
cepas en las que el flujo de carbono se reorientd hacia el glicerol. En otro experimento, se usé sorbitol como sal
osmética (de 1,5 a 2,4 g/l, lo que corresponde a 1 480 a 2 105 mmol/kg), pero estas condiciones no lograron generar
cepas con una mayor produccién de glicerol (datos no mostrados). Esta clara diferencia en el efecto puede ser
consecuencia de las diferentes naturalezas de la sal de estrés (sal frente a estrés osmético), y/o el mayor nivel de
estrés en el experimento KCI-ALE que en el experimento sorbitol-ALE. Las cepas evolucionadas obtenidas a partir del
experimento KCI-ALE no fueron mas resistentes que la cepa ancestral al estrés osmético o salino, pero mostraron una
ganancia de aptitud debido a una mejor viabilidad en condiciones de estrés salino e inanicién de carbono, las
condiciones en las cuales las células se transferian a un medio fresco. No se observd un aumento de la produccién
de glicerol en el experimento de control de ALE con EC1118 sin estrés de KCI (datos no mostrados). Por lo tanto, es
probable que la reorientacién de los flujos de carbono hacia el glicerol se debiera a la combinacién de una elevada
concentracién de KCl y de estrés por inanicién de carbono.

El vinculo entre la supervivencia y el glicerol es intrigante. Habitualmente, las células mueren cuando el cultivo entra
en la fase estacionaria, cuando falta uno o todos los nutrientes. Sin embargo, si el Unico nutriente que falta es la fuente
de carbono, las células sobreviven méas tiempo. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, se estipula que, en
limitacién de carbono, la deteccién de nutrientes depende de las proteinas Sch9, Tory Ras que se activan y convergen
en la proteina quinasa Rim 15; Rim 15 regula los factores de transcripcion Msn4/Msn2 y Gis1, implicados en la
proteccién celular y la longevidad, también llamada duracién cronolégica de la vida (CLS, por sus siglas en inglés).
Trabajos recientes indican que la produccién de glicerol es necesaria para la regulacion de la CLS), y se han sugerido
varios mecanismos distintos. A diferencia de la glucosa y el etanol, el glicerol no inhibe la transactivacién de
Msn2/Msn4 y Gis1, que desempefian un papel importante en la resistencia general al estrés y la longevidad. Sin
embargo, la produccién de glicerol puede afectar al envejecimiento a través de la modulacién del equilibrio redox
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intracelular, porque su produccién contribuye al mantenimiento de la relacién NAD*/NADH. También se demostré que
la sobreexpresién de la lanzadera malato-aspartato NADH prolongaba la CLS. También, se ha postulado que una
osmolaridad elevada alarga la vida activando Hog1, provocando un aumento de la biosintesis de glicerol a partir de
intermedios glucoliticos. También se han destacado los vinculos entre el envejecimiento y el metabolismo redox
durante la fermentacion del vino.

La caracterizacién detallada de los mutantes evolucionados con KCI durante la fermentacién del vino revel6 que las
cepas evolucionadas habian sufrido cambios sustanciales en su metabolismo central del carbono: los carbonos en
estas cepas se redirigen principalmente hacia glicerol, succinato y 2,3-butanodiol a expensas del etanol. La ausencia
de fenotipo de resistencia al estrés y el perfeccionamiento en condiciones de restriccién de carbono y de estrés
sugieren que el objetivo principal de la evolucién no es la ruta HOG. El origen del fenotipo observado podria basarse
en mutaciones indirectas que alteran el equilibrio redox, provocando una redireccién del flujo de carbono. Otros
factores, tales como una menor tasa de absorcién de glucosa, también podrian desempefiar un papel en el fenotipo.
De hecho, el flujo neto a través del ciclo TCA aumenté significativamente con la disminucién de la captacidn de glucosa,
lo que recuerda la mayor produccién de succinato y la menor tasa de fermentacién en las cepas evolucionadas. Por
otro lado, anteriormente se demostré que la produccidn de glicerol depende menos de la tasa de absorcién de glucosa
y mas de las condiciones ambientales. Para dilucidar los mecanismos subyacentes pueden ser necesarios otros
estudios que usan enfoques que abarquen todo el genoma.

Como se ha observado anteriormente en cepas modificadas por ingenieria genética que sobreexpresan GPDT
(Michnick et al., Remize et al., Cambon et al.), el aumento de la produccién de glicerol se asocia a una reduccién de
la sintesis de etanol debido a la menor disponibilidad de carbono y a la escasez de NADH, y esto va acompafiado de
perturbaciones en los nodos de acetaldehido y piruvato. Por ejemplo, las cepas que sobreexpresan GPD1, y producen
grandes cantidades de glicerol pero bajos niveles de etanol, acumulan succinato y 2,3-butanodiol pero también
compuestos no deseables incluyendo acetaldehido, acetato y acetoina (Remize et al, Cambon et al.). La cepa
evolucionada descrita en el presente documento no acumulé niveles elevados de estos compuestos, posiblemente
debido, por ejemplo, al menor aumento de la produccién de glicerol que en las cepas modificadas por ingenieria
genética y/o a una estrategia metabdlica diferente. En levaduras, la acetoina se reduce a 2,3-butanodiol por la 2,3-
butanodiol deshidrogenasa. Anteriormente se demostré que el equilibrio entre la acetoina y el 2,3-butanodiol en las
cepas modificadas por ingenieria genética puede verse influido por las cantidades de glicerol producidas. En cepas
que producen altos niveles de glicerol, la acetoina se acumulé debido a la capacidad limitada de la 2,3 butanodiol
deshidrogenasa y a la menor disponibilidad de NADH, ya que este cofactor se reoxida principalmente a través de la
sintesis de glicerol. En un estudio anterior (Michnick et al.), se descubri6 que las cepas que sobreproducen glicerol a
niveles moderados (tales como W18GPD1 o WEGPD1), comparables a los mutantes evolucionados caracterizados en
el presente documento, no acumularon acetoina. Como las cepas evolucionadas, estas cepas también acumulaban
acetaldehido a niveles bajos, que puede explicarse por una limitacién de la alcohol deshidrogenasa. Estos niveles se
mantienen en el intervalo de concentraciones habituales en los vinos y es improbable que provoquen un problema
sensorial. En cambio, la menor acumulacién de acetato por parte de los mutantes evolucionados es sorprendente
porque hubo acumulacién de acetato en todos los casos, independiente del nivel de glicerol acumulado por las cepas
GPD1 (Blomberg et al.). Esto sugiere que las modificaciones de la red metabdlica en los mutantes evolucionados
difieren de las de las cepas modificadas genéticamente. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, otra diferencia
importante tiene que ver con los rendimientos fermentativos comprometidos de las cepas evolucionadas, lo que
sugiere que las mutaciones responsables del desvio del metabolismo en estas cepas también afectan negativamente
a la tasa glucolitica. Este descubrimiento contrasta con el perfeccionamiento del rendimiento fermentativo de las cepas
GPD1 durante la fase estacionaria de la fermentacién del vino.

Asi pues, se plantea la hip6tesis de que la evolucién adaptativa dio lugar a la utilizacién de rutas diferentes a las que
funcionan en las cepas modificadas por ingenieria genética racionalmente. La presente divulgacién proporciona la
primera descripcién de una estrategia no OMG que permite un aumento sustancial de la produccién de glicerol y una
disminucién del rendimiento de alcohol de una cepa comercial de levadura de vino. Se obtuvo una desviacién de
carbono mucho mayor en comparacién con intentos anteriores de desviar carbonos hacia la ruta de las pentosas
fosfato o hacia el glicerol mediante evolucién adaptativa usando sulfitos (Kutyna et al.). En consecuencia, la reduccién
del contenido de etanol en el vino producido con nuestras cepas fue de al menos el 0,5 % (v/v) a partir de 260 g/l de
azlcares. A pesar de los menores rendimientos fermentativos de las cepas evolucionadas, se seleccionaron aislados
evolucionados con una cinética de fermentacién solo ligeramente afectada. Una primera evaluacién del valor potencial
de la cepa evolucionada K300.1(b) para la vinificacion reveld caracteristicas similares en mostos de uva sintéticos y
naturales, excepto que la produccidén de acetato se redujo en los vinos obtenidos a partir de mostos de uva. De forma
interesante, la cepa evolucionada K300.1(b) tiene una mayor flexibilidad metabélica que la cepa ancestral con respecto
a la temperatura, siendo mayores las diferencias metabdlicas entre las dos cepas a temperaturas superiores a 24 °C.
Esto sugiere que la cepa evolucionada podria ser particularmente Gtil para la produccién de vinos tintos, que se
producen habitualmente en un intervalo de temperatura de 25-30 °C y son los més afectados por los niveles excesivos
de alcohol.

El presente ejemplo demuestra que la estrategia de evolucién adaptativa usada en el presente documento es una

alternativa valiosa a la modificacién por ingenieria genética racional para la generacién de levadura no OMG de baja
producciéon de etanol. Aunque el desvio de flujo de carbono obtenido no es tan elevado como el logrado por la
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ingenieria genética, una reduccién del contenido de alcohol del vino entre el 0,5y el 1 % (v/v) ofrece perspectivas
interesantes. Una cata preliminar realizada por un panel de siete expertos en vino no reveld ningln defecto de los
vinos producidos a escala piloto, confirmando los buenos atributos generales de las cepas evolucionadas de las que
se informa en este estudio.

EJEMPLO II: SEGUNDA GENERACION DE LEVADURAS DE BAJA PRODUCCION DE ETANOL OBTENIDAS POR
CRUZAMIENTO

La cepa S. cerevisiae K300.1(b) (obtenida y caracterizada en el Ejemplo | y renombrada Lowa3 en el Ejemplo II) se
cultivd (2 dias a 28 °C) en un medio GNA de presporulacién (extracto BactoLevadura al 1 %, BactoPeptona al 2 %,
glucosa al 20 %, agar al 2 %). La cepa Lowa3 se transfirié a continuacién a un medio de esporulacién spoMA (Extracto
BactoLevadura al 0,1 %, glucosa al 0,05 %, acetato potasico al 1 %, adenina al 0,002 %) y se cultivd entre 3y 15 dias
atemperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) para producir ascas. Las ascas obtenidas se aislaron y se incubaron
con el jugo digestivo del caracol Helix pomatia (dilucién 1/6) durante 20 a 60 min a 28 °C. Las ascas se diseccionaron
con un microscopio de disecciéon (Singer MSM300) para aislar las esporas. Con este método, se aislaron
aproximadamente 700 esporas.

Dado que la cepa EC1118 de S. cerevisiae y la cepa Lowa3 son heterocigotas para el gen HO, se espera que la mitad
de la progenie sea haploide, mientras que la otra mitad de la progenie seré diploide. Como tal, se realiz6 una seleccién
por PCR para seleccionar la progenie haploide (por ejemplo, HO”") de la cepa Lowa3. La PCR se realizé con una parte
de una colonia diluida en 50 pl de agua estéril y se calentd durante 10 min a 95 °C para liberar el ADN. Cinco (5) pl de
la mezcla acuosa de ADN se mezclaron con tampdn Taqg 10x (con (NH4)2804; 2,5 pl), MgCl2 25 mM (2,5 pl), dNTP
10 mM (0,5 pl), el cebador MAT-F (1 ul), el cebador MATa-R o MATalfa-R (1 pl), polimerasa Taq (Fermentas, 0,25 pul)
y agua para obtener un volumen final de 25 pl. Los siguientes oligonucleétidos se usaron para distinguir entre los
genes MATa y MATalfa: Mat F (5-AGTCACATCAAGATCGTTTATGG-3") (SEQ ID NO: 1), Mat a-R (5-
ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG-3', generando un amplicén de 504 pb del gen MATa) (SEQ ID NO: 2) y Mat alfa-R
(5'-GCACGGAATATGGGACTACTTCG-3', generando un amplicon de 404 pb del gen MATalfa) (SEQ ID NO: 3). La
PCR se llevé a cabo durante 30 ciclos usando una temperatura de desnaturalizacién de 94 °C (durante 1 min), una
temperatura de hibridacién de 55 °C (durante 1 min) y una temperatura de elongacién de 72 °C (durante 1 min).

Usando la seleccidén por PCR, se obtuvieron 156 esporas haploides de la cepa Lowa3. El fenotipo de las esporas
haploides se caracteriz6 también durante la fermentacién del vino. Se realizaron varias fermentaciones vinicas en
fermentadores de 330 ml que contenian 300 ml de mosto sintético (MS425, 260 g/l de glucosa) en agitacién. Después
de 15 y 30 dias de fermentacién a 28 °C, se obtuvo una muestra del sobrenadante para determinar la concentracion
de glicerol. Las diferentes cepas haploides se clasificaron en funcién de su produccién de glicerol (que es inversamente
proporcional a su produccion de etanol). La mejor cepa del tipo de cruzamiento MATa, llamada 5074, produjo 20,9 g/l
de glicerol. La mejor cepa del tipo de cruzamiento MATalfa, llamada 5049, produjo 16,2 g/l de glicerol. Las cepas 5074
y 5049 se seleccionaron para su posterior cruzamiento.

Ambas cepas se cultivaron en fase de crecimiento y se pusieron en contacto en un medio YPD (extracto de
BactoLevadura al 1 %, BactoPeptona al 2 %, glucosa al 2 %, agar al 2 %). Se obtuvo un primer hibrido, llamado VT1
(hibrido de generacién H1). La naturaleza diploide del hibrido VT1 se confirmé por la ausencia de cruzamiento cuando
se puso en contacto con una cepa del tipo de cruzamiento MATa y con una cepa del tipo de cruzamiento MATalfa.

Las esporas de la cepa hibrida VT1 se generaron con el medio GNA y spoMA como se ha descrito anteriormente. Una
espora haploide estable de la cepa hibrida VT1, denominada MP120-A4 se seleccion6 en funcién de su tipo de
cruzamiento MATalfa. La cepa MP120-A4 se cruz6 con la cepa 5074 para obtener la cepa MP112-A5 (hibrido de
generacion H2). La cepa MP112-A5 (también denominada H2) se registr6 en el CNCM |-4832 como un depésito
biolégico en la Collection National de Cultures de Microorganismes (CNCM) del Instituto Pasteur el 9 de enero de
2014.

Las diversas cepas obtenidas se caracterizaron también por que fermentan el vino a escala de laboratorio 0 a escala
piloto, como se describe en el Ejemplo |, y siguiendo la cinética de cada fermentacién.

Ensayo de fermentacion N1. Se ha usado un mosto sintético que tiene una concentracién inicial de aztcar de 235 g/l
(117,5 g/l de glucosa y 117,5 g/l de fructosa). La concentracién inicial de nitrégeno disponible en este mosto sintético
era de 300 mg/l. Todas las fermentaciones se realizaron en condiciones isotérmicas a 28 °C, en fermentadores de
1,11

Como se muestra en la Figura 6, 112-A5 (H2) se comparé con EC1118 para fermentar el mismo mosto con un 14 %
v/v de alcohol potencial. Como se ha descrito anteriormente, los perfiles cinéticos de fermentacién son muy diferentes
en la fase exponencial con una mejor tasa de fermentacién de EC1118. La cepa de levadura evolucionada (112-A5)
tenia una fase estacionaria larga y completé la fermentacién mucho mas tarde que la EC1118. Sin embargo, la
fermentacion se fue hacia sequedad, lo que significa que no hay azulcares residuales. Esto se confirma mediante el
anélisis en la Tabla 4. El uso de 112-A5 permitié fermentar con un nivel de etanol final significativamente inferior. Otra
diferencia se observa en el contenido final de acetato que es significativamente inferior con 112-A5. Las diferencias
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adicionales entre las fermentaciones obtenidas usando las cepas EC1118 o0 112-A5 se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis de diversos constituyentes del vino fermentado obtenido en el ensayo de fermentacién N1 usando
las cepas EC1118 0 112-A5. No se determiné el contenido de glicerol.

Rendimiento de ASV (% viv) Contenido de acetato | Azlcares residuales
Azicar/Etanol (g/1) (9/1)

EC1118 16,67 14,09 0,66 <04

112-A5 17,5 13,45 0,5 <04

Ensayo de fermentacion N2. Se ha usado un mosto sintético que tiene una concentracién inicial de aztcar de 260 g/l
(130 g/l de glucosa y 130 g/l de fructosa). La concentracién inicial de nitrégeno disponible en este mosto sintético era
de 300 mg/l. Todas las fermentaciones se realizaron en condiciones isotérmicas a 28 °C, en fermentadores de 1,1 |.

Como se muestra en la Figura 7, 112-A5 (H2) se compard con EC1118 para fermentar el mismo mosto con un 15,6 %
v/v de alcohol potencial. Como se ha descrito anteriormente, los perfiles cinéticos de fermentacién son muy diferentes
en la fase exponencial con una mejor tasa de fermentacién de EC1118. La cepa de levadura evolucionada (112-A5)
tenia una fase estacionaria larga y completé la fermentacién mucho mas tarde que la EC1118. Sin embargo, la
fermentacion se fue hacia sequedad, lo que significa que no hay azulcares residuales. Esto se confirma mediante el
anélisis en la Tabla 5. El uso de 112-A5 permitié fermentar con un nivel de etanol final significativamente inferior. Otra
diferencia se observa en el contenido final de acetato que es significativamente inferior con 112-A5. Las diferencias
adicionales entre las fermentaciones usando las cepas EC1118 o 112-A5 se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Anélisis de diversos constituyentes del vino fermentado obtenido en el ensayo de fermentacién N2 usando
las cepas EC1118 0 112-A5. No se determiné el contenido de glicerol.

Rendimiento de ASV (% viv) Contenido de acetato | Azdcares residuales
Azucar/Etanol (g/l) (g/l)
EC1118 16,7 15,56 0,68 0,4
H2 17,6 14,75 0,51 1,0

Ensayo de fermentacion N3. En este ensayo piloto de fermentacién se us6 mosto de uva de la variedad Syrah. El
mosto se pasteurizd rapidamente y se almacené a 2 °C antes de la fermentaciéon. Antes de la fermentacién, el mosto
de Syrah tenia las siguientes caracteristicas: 255 g/l de azlcares totales, 3,50 g/l de H2SO4 de acidez total, pH = 3,63,
138 mg/| de nitrégeno disponible y una turbidez de 77 NTU. Antes de la fermentacidén y, como se indica en el Ejemplo
I, las levaduras se rehidrataron. Ademas, durante la fermentaciéon, el mosto se suplementé con oxigeno y nitrégeno
(como se indica en el Ejemplo I). Todas las fermentaciones se realizaron en condiciones isotérmicas a 28 °C, en
fermentadores de 1 hl. En lo sucesivo, los vinos se embotellaron.

La Figura 8 muestra la cinética fermentativa de EC1118, K300.1(b) (Lowa3) y 112-A5 (H2) en uvas reales, en
condiciones enolégicas. Los perfiles son diferentes pero los rendimientos en la duracién total de la fermentacién
bastante similares, mostrando un retraso de solo 20 h para la fermentacién con 112-A5. Esto confirma que 112-A5 es
adecuada para fermentar uvas con alto contenido en azlcar hasta sequedad, sin atascos ni fermentaciones lentas.
Esto se confirma por el anélisis de los parametros enolégicos clésicos informados en la tabla 6A y 6B. El nivel final de
etanol muestra una disminucién de mas del 1 % para el vino fermentado con 112-A5, con una mayor produccién de
glicerol y una produccién de acetato muy baja (no detectada). Las diferencias adicionales entre las fermentaciones
usando las cepas EC1118 o 112-A5 se presentan en las Tablas 6.

Tabla 6A. Parametros cinéticos de la fermentacién del vino usando las cepas EC1118 o 112-A5 en el ensayo de
fermentacion N3.

Periodo de latencia (h) | Vmax (g/l/h) después | Azlcares residuales | Tiempo de ensayo de
de la adicién (g/1) fermentacién (h)
EC1118 11 2,13 0,3 130
112-A5 1 1,47 0,4 150
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las cepas EC1118, las K300.1(b) o las 112-A5 (H2). Las mediciones se realizaron por triplicado.

EC1118 K300.1(b) H2
Compuestos principales (g/l)
azlcar consumido 254.6+0,1 254,500 254 7+0,2
etanol 118,4+1,2 113,6+0,9 107,8+0,8
glicerol 10,8+0,4 14,1+0,4 17,9+0,8
succinato 1,3+0,1 1,8+0,1 1,5+0,1
piruvato 0,13+0,01 0,16+0,01 0,15+0,01
acetato 0,5+0,1 0,11£0,0 nd
acetaldehido 0,016+0,008 0,021+0,001 0,020+0,006
acetoina nd nd 0,024+0,005
2,3-butanodiol 1,11+£0,18 1,98+0,38 3,93+0,30
YEtOH 0,465+0,005 0,446+0,003 0,423+0,003
Yglicerol 0,042+0,002 0,055+0,000 0,070+0,003
Yglicerol/YEtOH (%) 9,09+0,34 12,37+0,05 16,57+0,84
etanol (%(v/v)) 15,01+£0,15 14,40+0,11 13,67+0,10
glucosa (g) para etanol al 16,00+007  17,71+0.07  18,66+0.08

1 %(viv)

nd: no detectado (< 10 mg/ml)
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para producir una cepa de levadura Saccharomyces sp. variante capaz de producir, en comparacién
con la cepa de levadura ancestral, méas glicerol, menos etanol y menos acetato durante un proceso de fermentacién
alcohdlica de un mosto de uva natural, comprendiendo dicho proceso:

a) cultivar la cepa de levadura ancestral en un primer medio de cultivo que comprende una sal capaz de provocar
un estrés hiperosmético a la cepa de levadura ancestral, en donde la cepa de levadura ancestral se cultiva en
concentraciones crecientes de sal y en condiciones para lograr el agotamiento de la glucosa en el primer medio de
cultivo, a fin de obtener una primera cepa de levadura cultivada, en donde la concentracién de la sal en el primer
medio de cultivo esta entre 1,25 My menos de 2,4 M; y

b) cultivar la primera cepa de levadura cultivada en un segundo medio de cultivo que comprende la sal, en donde
la primera cepa de levadura cultivada se cultiva a una concentracién salina fija y en condiciones que permitan
alcanzar el agotamiento de la glucosa en el segundo medio de cultivo de tal manera que se obtenga la cepa de
levadura variante, en donde la concentracion de la sal en el segundo medio de cultivo es al menos 2,4 M,

en donde la sal tiene un contracatién que es diferente al catién sodio; y
la sal tiene un catién que carece de toxicidad con respecto a la cepa de levadura ancestral cuando se usa a una
concentracién para proporcionar una osmolalidad inicial de al menos 1 500 mmol/kg.

2. El proceso de la reivindicacién 1, que comprende, en la etapa a), aumentar la concentracién de sal semanal o
mensualmente.

3. El proceso de la reivindicacién 1 0 2, en donde, en la etapa a), la concentracién de glucosa en el primer medio de
cultivo antes del cultivo esta entre el 14,0 % y el 8,0 % (p/v) con respecto al volumen total del primer medio de cultivo.

4. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde, en la etapa b), la concentraciéon de glucosa
del segundo medio de cultivo antes del cultivo es el 8,0 % (p/v) con respecto al volumen total del segundo medio de
cultivo.

5. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas el cruzamiento de esporas
haploides de la cepa de levadura Saccharomyces sp. variante para obtener una cepa hibrida variante.

6. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la sal tiene un contracatién potasio.
7. El proceso de la reivindicacién 6, en donde la sal es KCI.

8. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la cepa de levadura Saccharomyces sp.
variante se selecciona del grupo que consiste en Saccharomyces arboricolus, Saccharomyces eubayanus,
Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kudriadzevii, Saccharomyces mikatae,
Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces carsbergensis, Saccharomyces uvarum e
hibridos interespecie.

9. Una cepa de levadura Saccharomyces sp. variante capaz de producir, en comparacioén con una cepa de levadura
ancestral, mas glicerol, menos etanol y menos acetato en un proceso de fermentaciéon alcohélica de un mosto de uva
natural, en donde dichas cepa de levadura variante y cepa de levadura ancestral son organismos no modificados
genéticamente, obteniéndose dicha levadura variante mediante el proceso de una cualquiera de las reivindicaciones
1a8.

10. La cepa de levadura Saccharomyces sp. variante de la reivindicacién 9, que es la cepa de levadura variante
depositada en el Instituto Pasteur, el 9 de enero de 2014, con el nimero de registro de la Collection Nationale des
Cultures des Microorganismes (CNCM) [-4832.

11. La cepa de levadura Saccharomyces sp. variante de la reivindicacién 9, que es la cepa de levadura variante
depositada en el Instituto Pasteur, el 18 de octubre de 2012 con el nimero de registro de la Collection Nationale des
Cultures des Microorganismes (CNCM) [-4684.
12. La cepa de levadura Saccharomyces sp. variante de la reivindicacién 9, que es la cepa de levadura variante
depositada en el Instituto Pasteur, el 28 de enero de 2015 con el nimero de registro de la Collection Nationale des
Cultures des Microorganismes (CNCM) [-4952.

13. Un proceso para elaborar un producto fermentado, comprendiendo dicho proceso poner en contacto la cepa de
levadura Saccharomyces sp. variante de una cualquiera de la reivindicaciones 10 a 12 con un mosto de uva natural.

14. El proceso de la reivindicacién 13, en donde el producto fermentado es vino, preferentemente vino tinto.

22



ES 3007 622 T3

T e _1A

/6) 0180119

Fre—a— 15

23



ES 3007 622 T3

(/6) |enpisai BSOON|S)

(1/6) 10180119

LD

I/B) |enpisal esoon|o)

(1/6) 10100115

_rre—_ 11

24



Numero de células vivas/mi

ES 3007 622 T3

8 -

7 —e—[C1118
6- —&—K300.2(a)
5 —0—K300.1(b)
4 -

150 200 250 300 350

Tiempo (h)

0 50 100

25



ES 3007 622 T3

161
14
<., —EC1118
= —K300.2(a)
N og. ——K300.1{b)
8 3
) 0,6“

0.4 -
0,2

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tiempo (h)

T _ A

14+
£ 124
ol
S 101
=~
T o 8 |
5 X 61} ~e—F(1118
S 4 e K300.2()
£ 24 ~0—K300.1(b)
< 0

0 50 100 150 200 250
Tiempo (h)

T e _Jhb

26



ES 3007 622 T3

7 ——— =

1000 5,

vE s

g —— T

2000 D2t
€000 D.87=
pOp'0 L

2910

1018016 A

70

10
- 27’0
€40

F SY0
9%0
LE0
870

IOUBlS A

670

- 100
- 200

£0°0
700
00
900
L00

27



dCO2/dt (g/!

dCo2/dt (gl-1h-1)

-

ES 3007 622 T3

- £C1118
—K300.1{b)

H 1 T t

20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (h)

Trzeeg 5

Tiempo (h)

Tl |

28



ES 3007 622 T3

1118

0 50 100 150 200 250
Tiempo {(h)

yakl—— A

24+ —— 2013 LALL35-1-FO1EC1118 = EC1118
74 N 2013_LALL35-3-FO7H2 = H2

010 isT 30 z%o%s'o 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

Tiempo (h)

el —— il w |

29



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - CLAIMS
	Page 23 - DRAWINGS
	Page 24 - DRAWINGS
	Page 25 - DRAWINGS
	Page 26 - DRAWINGS
	Page 27 - DRAWINGS
	Page 28 - DRAWINGS
	Page 29 - DRAWINGS

