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DESCRIPCION
Levadura de bajo contenido en diacetilo
Campo de la invencidn

La presente invencion se refiere al campo de la produccién de cerveza, y en particular al campo de la
produccién de cerveza lager. Mas especificamente, la invencién proporciona levadura con bajo contenido en
diacetilo, que es particularmente Util para fermentacion rapida y eficiente durante la produccidn de cerveza, en
particular en la produccién de cervezas lager.

Antecedentes de la invencién

Las cervezas lager se caracterizan frecuentemente por perfiles de sabor frescos y limpios. El diacetilo
contribuye al perfil de sabor de muchos productos fermentados. Sin embargo, su sabor tipico a mantequilla se
considera como un sabor desagradable en las cervezas estilo lager, y la eliminacién de este compuesto tiene
un mayor impacto en el tiempo y gasto de energia en las cervecerias.

Una cerveza lager se prepara usualmente por fermentacién de mosto, un liquido rico en carbohidratos, con
una levadura de lager. La levadura de lager en general difiere de la levadura de ale en varias formas. La
levadura de lager pertenece en general a la especie Saccharomyces pastorianus. Frecuentemente, la levadura
de lager también es referida como “levadura de fermentacién de fondo” debido a que se asienta en el fondo
durante la fermentacidén. El asentamiento o floculacién, de la levadura también puede afectar el tiempo de
procesamiento, puesto que la levadura necesita asentarse de manera suficiente para recolectarla para la
siguiente ronda de preparacién de cerveza. Para levaduras de lager que no son muy floculantes (se asientan
lentamente) esto requerira enfriamiento y por lo tanto daré por resultado tiempo de procesamiento adicional.
Adicionalmente, las cepas de levadura de lager son en general las mejores usadas en temperaturas que varian
de 7°C a 18°C. En contraste con la levadura de ale, que pertenecen en general a la especie Saccharomyces
cerevisiae, la levadura de lager es capaz de usar melibiosa como la Unica fuente de carbono y habitualmente
no puede crecer a 370C.

Durante la fermentacion, se forma diacetilo por oxidacién no enzimatica de acetolactato excretado por la célula
de levadura, sin embargo, durante el periodo de maduracién, el diacetilo es captado por la célula de levadura
nuevamente y se metaboliza. Parte del manejo de fermentacion se lleva a cabo para asegurar que la cerveza
terminada contenga diacetilo abajo de un umbral establecido. El problema de reducir el contenido de acetilo en
la cerveza terminada es esencialmente prominente con la cerveza lager conforme la fermentacién se presenta
en una temperatura mas baja y esto da por resultado una mas lenta recaptacién y metabolismo del diacetilo
por la levadura de lager.

El limite inferior para la percepcién de sabor del diacetilo en la cerveza se considera en general que es 50 ppb
de diacetilo, y la necesidad de reducir la concentracidn de diacetilo a este nivel en la cerveza terminada agrega
convencionalmente una cantidad significativa de tiempo extra necesario para maduracién de la cerveza lager,
antes de que se complete el proceso de preparacidn de cerveza. El documento JP2012217430 describe cepas
de levadura con una variante especifica de ILV2 y varias copias del gen ILV5. Las cepas tienen una menor
produccién de diacetilo durante la fermentacién. El documento WO2007/097089 describe una levadura con un
gen ILV2 alterado, que también muestra una menor produccién de diacetilo. Zhao-Yue Wang, Int. J. Food
Science Technology, 2008 vol 43, (6), 989-994 muestra una produccion reducida de diacetilo por levadura con
un gen ILV2 alterado.

Compendio

Como se describe en lo anterior, la fermentacion de mosto con cepas de levadura de lager de Saccharomyces
pastorianus convencionales en temperaturas entre 7°C y 18°C, da por resultado niveles de acetilo en el mosto
muy por arriba del limite 50 ppb de la percepcién de sabor. En consecuencia, varios dias adicionales de
maduracién por la levadura han sido requeridos previamente para reducir estos niveles para asegurar que el
contenido de acetilo de la cerveza terminada esté por debajo de un umbral establecido.

Interesantemente, la presente invencién proporciona nuevas variantes hibridas de cepas de levadura de
Saccharomyces pastorianus que producen bajo niveles de diacetilo y/o consumen rapidamente el diacetilo
durante la fermentacién a 18°C o menos, y en consecuencia la cerveza producida por esta cepa requiere muy
poco tiempo para maturacion. En particular, cuando se fermenta el mosto con las cepas de levadura de la
invencién, el nivel de diacetilo total es <60 ppb, de manera preferente <50 ppb, en el momento en que se
completa la fermentacidén del azlcar, es decir, en un momento durante la fermentacién cuando el nivel de
azlcar es mas o0 menos estable. En general, una reduccién en el tiempo de fermentacién de al menos 1 dia o
al menos 2 dias se observa cuando se compara con las cepas lager actuales.
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La presente invencién también proporciona métodos para producir bebidas que requieran muy poco tiempo de
maduracidén de la cerveza después de la fermentacién a 18°C o abajo, al usar cepas de levadura de S.
pastorianus, y que tienen un sabor agradable.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir un extracto acuoso fermentado, el
método comprende los pasos de:

i) proporcionar un extracto acuoso de malta y/o cereal;

i) proporcionar una cepa de levadura de la especie Saccharomyces pastorianus, en donde la cepa de levadura
es capaz de producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en
donde la solucidn de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10
°Plato, en donde la solucién de prueba fermentada contiene como maximo 60 ppb de diacetilo, de manera
preferente como méaximo 50 ppb de diacetilo en el punto de tiempo més temprano cuando el extracto evidente
de la solucién de prueba fermentada no ha disminuido por mas de 0.50 °Plato en las 24 horas anteriores, en
donde la fermentacion se presenta en una temperatura de 18°C o0 menos, de manera preferente entre 12 y 16
°Cy

i) fermentar el extracto acuoso proporcionado en el paso i) con la cepa de levadura del paso ii), obteniendo
de esta manera un extracto acuoso fermentado.

Como se usa en la presente, el término “extracto acuoso” se usa para indicar un extracto acuoso de malta y/o
granos de cereal, tal como mosto, que se usa para preparar una bebida, por ejemplo, una cerveza, mientras
que el término “solucién de prueba” se usa para indicar una solucién con una composicién més estrictamente
definida que se usa para evaluar las propiedades del microorganismo usado para fermentacion

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir una bebida, el método comprende
los pasos de:

i. proporcionar un extracto acuoso de malta y/o cereal,

ii. proporcionar una cepa de levadura de la especie Saccharomyces pastorianus, en donde la cepa de levadura
es capaz de producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en
donde la solucidn de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10
°Plato, en donde la solucidén de prueba contiene como maximo 60 ppb de diacetilo, de manera preferente como
méaximo 50 ppb de diacetilo en el punto de tiempo més temprano cuando el extracto evidente de la solucién de
prueba no ha disminuido por mas de 0.50 °Plato en las 24 horas anteriores, en donde la fermentacién se
presenta en una temperatura de como maximo 18°C;

iii. fermentar el extracto acuoso proporcionado en el paso i) con la cepa de levadura, obteniendo de esta manera
un extracto acuoso fermentado; y

iv. procesar el extracto acuoso fermentado en una bebida.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir una bebida, el método comprende
los pasos de:

i. proporcionar un extracto acuoso de malta y/o cereal,

ii. proporcionar una cepa de levadura de la especie Saccharomyces pastorianus, en donde la cepa de levadura
es capaz de producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en
donde la solucidn de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10
°Plato, en donde la solucidén de prueba contiene como maximo 60 ppb de diacetilo, de manera preferente como
méaximo 50 ppb de diacetilo en el punto de tiempo més temprano cuando el extracto evidente de la solucién de
prueba no ha disminuido por mas de 0.50 °Plato en las 24 horas anteriores, en donde la fermentacion se
presenta en una temperatura de como maximo 18°C;

iii. fermentar el extracto acuoso proporcionado en el paso i) con la cepa de levadura, obteniendo de esta manera
un extracto acuoso fermentado; y

iv. procesar el extracto acuoso fermentado en una bebida, en donde los pasos de procesamiento comprenden
uno o més de lo siguiente:

1. Filtracion,

2. Carbonacién,
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3. Maduracioén, o
4. Embotellado

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona una cepa de levadura, en donde la cepa de levadura es
capaz de producir una solucién de prueba fermentada después de la incubacidn de la cepa de levadura en una
solucién de prueba que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato y en donde la solucién de prueba
contiene como maximo 60 ppb de diacetilo, de manera preferente como méximo 50 ppb de diacetilo en el punto
de tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por mas de
0.50 °Plato en las 24 horas anteriores después de la incubacién de la cepa de levadura en el extracto.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 muestra el diacetilo y los niveles de los grados °Plato del mosto incubado con la cepa de Levadura
Hibrida ZDA1 y la cepa de levadura de control Levadura Hibrida 7 de un ensayo de 50L a (A) 16°C y (B) 18°C.
La Figura 1C es una gréafica como la Figura 1B, pero con la cepa ZDA1 sola y un eje diferente para el diacetilo
total 18°C. Los resultados se describen en el Ejemplo 1.

La Figuras 2 muestra los niveles de diacetilo del mosto incubado con las cepas de Levadura Hibrida ZDA1 y
la cepa de levadura de control Levadura Hibrida 7 de un ensayo de 10 HL a 16° (Figura 2A). El °Plato se
muestra adicionalmente para la cepa de Levadura Hibrida ZDA1 (Figura 2B). Los resultados se describen en
el Ejemplo 4.

La Figura 3 muestra la relacién entre el propanol por isobutanol en nueve diferentes cervezas comerciales
comparadas con una cerveza preparada por la cepa de Levadura ZDA2 (89-84393 ZDA F1) de acuerdo con la
presente invencion. Todas las cervezas estan cerca del 5% de ABV.

Las Figuras 4A a 4F muestran una alineacién de secuencias de proteina ILV2 entre WS34-78, cer
(Saccharomyces cerevisiae), eub (Saccharomyces eubayanus), Hibrida7 (Levadura hibrida 7), ZDA1y ZDA2.

Las Figuras 5A a 5C muestran una alineaciéon de las secuencias de proteina ILV6 entre WS34-78, cer
(Saccharomyces cerevisiae), eub (Saccharomyces eubayanus), Hibrida7 (Levadura hibrida 7), ZDA1y ZDA2.

Las Figuras 6A a 6E muestran una alineacién de secuencias de proteina ILV3 entre WS34-78, cer
(Saccharomyces cerevisiae), eub (Saccharomyces eubayanus), Hibrida7 (Levadura hibrida 7), ZDA1y ZDA2.

Las Figuras 7A a 7D muestran una alineacién de secuencias de proteina ILV5 entre WS34-78, cer
(Saccharomyces cerevisiae), eub (Saccharomyces eubayanus), Hibrida7 (levadura hibrida 7), ZDA1 y ZDA2.

Las Figuras 8A a 8E: muestran un alineamiento de las secuencias de la proteina BAT1 entre WS34-78, cer
(Saccharomyces cerevisiae), eub (Saccharomyces eubayanus), Hibrida7 (Levadura hibrida 7), ZDA1y ZDA2.

Las Figura 9A a 9D muestran una alineacién de secuencias de proteina BAT2 entre WS34-78, cer
(Saccharomyces cerevisiae), eub (Saccharomyces eubayanus), Hibrida7 (Levadura hibrida 7), ZDA1y ZDA2.

La Figura 10 muestra el °Plato y los niveles de diacetilo del mosto incubado con la cepa de Levadura ZDA2 y
la cepa de levadura de control Levadura hibrida 7 de un ensayo de escala comercial a 16°C. Los resultados se
describen en el Ejemplo 8.

Descripcidn detallada de la invencion

Definiciones

Como se usa en la presente, “un” o0 “una” puede significar uno o més, dependiendo del contexto en el que se
usa.

Como se usa en la presente, el término “aproximadamente” como se usa en la presente significa £10%, de
manera preferente +5%, de manera alin mas preferente +2%.

Eltérmino “cerveza” como se usa en la presente se refiere a una bebida preparada por fermentacién de mosto.
De manera preferente, la fermentacioén se hace por levadura.

Eltérmino “cerveza verde” como se usa en la presente se refiere a una solucién directamente obtenida después

de la fermentacién del mosto, de manera preferente por levadura. De esta manera “cerveza verde” se obtiene
antes de la maduracién. En otras palabras, la cerveza verde es la solucién obtenida inmediatamente después
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de que se ha completado la fermentacién de azlcar. Hablando en general, la cerveza ya no se considera
“verde” cuando ha alcanzado la madurez completa del sabor y aroma.

El término “diacetilo” como se usa en la presente se refiere al compuesto quimico de la férmula:

)

OHg

¢»»»x‘

La concentracién de diacetilo en una muestra se puede medir por cromatografia de gas de acuerdo con el
método EBC 9.24.2 de European Brewing Convention que incluye un periodo de incubacidn de las muestras a
60°C durante 90 minutos para determinar el diacetilo total, que reflejara la suma total del acetolactato precursor
y el diacetilo libre. A lo largo de la presente descripcién, cuando se describe el diacetilo producido por las cepas
de levadura actualmente descrita, el término “diacetilo” se refiere a “diacetilo total” a menos que se indique de
otra manera. La concentracién de diacetilo de una muestra se refiere de esta manera a la concentracién de
diacetilo total, es decir la suma total del acetolactato precursor y el diacetilo libre.

El término “cereal” como se usa en la presente se refiere a cualquier planta de la familia de las gramineas que
producen un grano comestible, tal como trigo, mijo, arroz, cebada, avenas, centeno, triticale, sorgo y maiz.

El término “grano” como se usa en la presente se refiere a semillas de un cereal que comprende la cariopsis
de cereales, también denominada semilla interna. Ademas, el grano puede comprender el lema y la palea. En
la mayoria de las variedades de cebada, la lema y la palea se adhieren a la cariépside y son una parte de
grano después de la trilla. Sin embargo, también se presentan variedades de cebada desnudas. En estas, la
caridpside esta libre del lema y pélea y se trilla libremente como en el trigo. Los términos “grano” y “grano” se
usan intercambiablemente e la presente.

Por el término “mosto” se propone un extracto liquido de malta y/o grano de cereal y adjuntos opcionalmente
adicionales. El mosto se obtiene en general por maceracién, opcionalmente seguido por “rociado”, en un
proceso para extraer los azUcares residuales y otros compuestos de los granos agotados después de la
maceracién con agua caliente. El rociado se conduce habitualmente en una cuba de filtrado, un filtro de
maceracién, u otro aparato para permitir la separacidén del agua extraida de los granos agotados. El mosto
obtenido después de la maceracidn es en general referido como “primer mosto”, mientras que el mosto obtenido
después del rociado es en general referido como el “segundo mosto”. Si no se especifica, el término mosto
puede ser el primer mosto, segundo mosto, o una combinacién de ambos. Durante la produccién de cerveza
convencional, el mosto se hierve junto con los lUpulos. El mosto sin lipulos también puede ser referido como
“mosto dulce”, y mientras que el mosto hervido con lUupulo puede ser referido como “mosto hervido” o
simplemente como mosto.

El término “extracto acuoso” como se usa en la presente se refiere a cuél extracto acuoso de malta y/o granos
de cereal. De esta manera, ejemplos no limitantes de los mismos puede ser el mosto con una cantidad dada
de azucares fermentables.

El término “extracto acuoso fermentado” como se usa en la presente se refiere a cualquier extracto acuoso
incubado con un microorganismo, tal como una cepa de levadura, donde la fermentacién de azlcar se ha
completado. La fermentaciéon de azlcar se considera terminada en el punto en el tiempo durante la
fermentacién, cuando el nivel de azlcar, medido por °Plato, ya no se reduce significativamente. De manera
preferente, la fermentacién de azlcar se puede considerar finalizada, cuando el nivel de azlicar no ha cambiado
por mas de 0.5 °Plato durante un periodo de 24 horas, o cuando el nivel de azlcar no ha cambiado por mas
de 0.25 °Plato durante un periodo de 12 horas. Un extracto acuoso fermentado por ejemplo puede ser una
malta fermentada y/o extracto basado en cereal.

El término “solucién de prueba” como se usa en la presente se refiere a cualquiera de los liquidos o soluciones
acuosas. La solucidén de prueba puede contener niveles predeterminados de compuestos especificos. De esta
manera, ejemplos no limitantes de los mismos pueden ser mosto con un contenido de azlcar especificado.

El término “solucién de prueba fermentada” como se usa en la presente se refiere a cualquier solucién de
prueba incubada con u microorganismo, tal como una cepa de levadura, donde se ha completado la
fermentacion de azucar.

Eltérmino “ °Plato” como se usa en la presente se refiere a la densidad medida en la escala de Plato. La escala
de Plato es una escala de hidrometro empiricamente derivada para medir la densidad de la cerveza o mosto
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en términos de porcentaje de extracto en peso. La escala expresa la densidad como gramos de extracto por
100 g de mosto. Plato también por ejemplo se puede medir con un Alcolyzer o un dispositivo portétil de Anton
Paar.

El término “Extracto evidente” como se usa en la presente se refiere a la densidad de una cerveza o mosto
dado medido en °Plato. Conforme la densidad se determina principalmente por el contenido de azuUcar, el
extracto evidente es una indicacion del contenido de azlcar de la solucidén o extracto. El extracto evidente de
una solucién se puede medir por ejemplo por un Anton-PAAR portatil nimero de serie DM.

El término “Alcohol por volumen (ABV)” como se usa en la presente se refiere a la cantidad de alcohol (etanol)
en un volumen dado de una bebida alcohdlica (expresado como un porcentaje en volumen). Se define como
el nimero de mililitros de alcohol puro presente en 100 ml de solucién a 20°C. ABV se puede medir con un
Alcolyzer.

Eltérmino “RDF” o “grado real de fermentacién” como se usa en la presente se refiere al grado al cual el azlucar
en el mosto se ha fermentado en alcohol en la cerveza, también llamada atenuacién. EI RDF expresa el
porcentaje de extracto que se fermenté. Un RDF entre 50 y 60% representa cervezas con mucho cuerpo con
méas de 40% de su extracto original dejado si fermentar, mientras que un RDF arriba de 80% representa
cervezas altamente atenuadas con menos de 20% de su extracto original no fermentado. La sensacién en boca
se determina en gran medida por el porcentaje de RDF; cuando mas alto es el porcentaje RDF, mas ligera y
seca serd la cerveza.

El término “floculacién” como se usa en la presente se refiere al proceso por el cual las particulas finas, tal
como células de levadura, se agrupa conjuntamente en un floculo. El floculo entonces puede flotar a la parte
superior del liquido (crema), se asienta al fondo del liquido (sedimentacion), o se filtra facilmente del liquido.
Los especialistas en levadura y los productores de cerveza categorizan frecuentemente el comportamiento de
la floculacién de la levadura por ser “alta”, “media”, o “baja” de acuerdo con el grado de floculacién observado
para la cepa de levadura durante el proceso de fermentacién. Las cepas altamente floculantes pueden producir
una cerveza mas clara con menos levadura suspendida, haciendo més facil la filtracién. La floculacién se puede
incrementar por temperaturas mas bajas, de esta manera para levaduras floculantes bajas puede ser necesario
un paso de enfriamiento adicional después de que se completa la fermentacién. Las levaduras de alta
floculacién por lo tanto tienen la posibilidad de tiempo de procesamiento reducido comparado con levaduras
de baja floculacién, puesto que no se necesita enfriamiento para lograr la cerveza mas clara y facilmente
filtrada. La floculacién por ejemplo se puede determinar al contar el nimero de células de levadura en solucién
después de la fermentacion, por ejemplo, al contar el nimero de células de levadura en una muestra tomada
de las % partes superiores del recipiente que comprende el extracto acuoso fermentado o la solucidn de prueba.

El término “fermentacién” como se usa en la presente se refiere a la incubacién de un extracto acuoso o una
solucién de prueba con un microorganismo, tal como una cepa de levadura.

El término “malta” como se usa en la presente se refiere a granos de cereal, que se han malteado. El término
“malta verde” se refiere a granos de cereal germinados, que no se han sometido a un paso de secado en horno.
En algunas realizaciones la malta verde es malta verde molido. El término “malta secada en horno” como se
usa en la presente se refiere a granos de cereal germinados, que se han secado mediante secado en horno.
En algunas realizaciones la malta secada en horno es malta secada en horno molida. En general, los granos
de cereal se han germinado bajo condiciones ambientales controladas.

Eltérmino “fuente de carbono” como se usa en la presente se refiere a cualquier molécula organica, que pueda
proporcionar energia a la levadura y proporcionar carbono para la biosintesis celular. En particular, la fuente
de carbono puede ser carbohidratos, y de manera méas preferente, la fuente de carbono pueden ser
monosacaridos, disacaridos, trisacarido, tetrasacéridos y/u oligosacéridos cortos. Las fuentes de carbono que
se pueden fermentar por la levadura so frecuentemente denominadas azlcares fermentables, incluidas, pero
no limitadas a glucosa, fructosa, maltosa, maltotriosa y sacarosa.

Los aminoacidos pueden ser denominados en la presente usando los cédigos de una letra y tres letras IUPAC.
Si no se indica de otra manera el término “aminoécidos” se refiere a los aminoacidos estandares.

El término “gen funcional’ como se usa en la presente se refiere a un gen que, cuando se transfiere y se
traduce, expresa una proteina, con al menos 80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como
al menos 95%, tal como al menos 99%, tal como 100% de identidad de secuencia a la proteina codificada por
el gen correspondiente de la cepa de tipo silvestre en donde el gen es endbgeno. La proteina expresada por
el gen funcional debe ser un homélogo funcional de la proteina codificada por el gen correspondiente de la
cepa de tipo natural en donde el gen es endégeno, es decir debe tener el mismo tipo de actividad enzimética
y la actividad debe estar en un nivel similar a la proteina codificada por el gen correspondiente de la cepa de
tipo silvestre en donde el gen es enddgeno. En particular, el término “gen funcional’” no cubre genes que
codifican productos de proteina truncados con poco o nada de actividad enzimatica. De manera preferente el

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 537 T3

término “gen” como se usa en la presente, se refiere a un gen funcional.

El término “numero de copias funcionales” como se usa en la presente se refiere al niUmero total de genes
funcionales dentro de una cepa de levadura. “NUmero de copias funcionales” se usa intercambiablemente con
“ndmero de copias activas” en la presente.

El término “homélogo funcional” como se usa en la presente indica un polipéptido que comparte al menos una
funcién biolégica con un polipéptido de referencia. En general el homélogo funcional también comparte una
identidad de secuencia significativa con el polipéptido de referencia. De manera preferente un homélogo
funcional de un polipéptido de referencia es un polipéptido, que tiene la misma funcién biolégica como la
proteina de referencia y que comparte un alto nivel de la secuencia con el polipéptido de referencia.

Eltérmino “promotor nativo” como se usa en la presente se refiere a un promotor de la secuencia de nucleétidos
de la cual tiene al menos 80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90% tal como al menos 95, tal
como al menos 99%, tal como 100% de identidad de secuencia a aquella del promotor de la cepa de tipo
silvestre en donde el gen es enddgeno. Un gen expresado bajo su promotor nativo de esta manera se expresa
usualmente en los niveles endégenos.

El término “identidad de secuencia” como se usa en la presente describe la relaciéon entre dos secuencias de
aminoécidos o entre dos secuencias de nucledtidos, es decir, una secuencia candidato (por ejemplo, una
secuencia mutante) y una secuencia de referencia (tal como una secuencia de tipo silvestre) basada en su
alineacién en pares. Para propdsitos de la presente invencién, la identidad de secuencia entre dos secuencias
de aminoacidos se determina usando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J.
Mo/. Biol. 48: 443-453) como es implementado en el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The
European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet. 16: 276-277,), de manera
preferente versién 5.0.0 o posterior (disponible en https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). Los
parametros usados son penalizacién abierta de hueco de 10, penalizacién de extensién de hueco de 0.5, y la
matriz de sustitucién EBLOSUMB2 (version EMBOSS de 30 BLOSUMB62). La salida de “identidad mas larga”
etiquetada de Needle (obtenida usando la opcién -nobrief) se usa como el porcentaje de identidad y se calcula
como sigue: (Residuos Idénticos x 100)/(Longitud de Alineacién - Numero Total de Gaps en Alineacién). El
algoritmo de Needleman-Wunsch también se usa para determinar si un aminoacido dado en una secuencia
diferente a la secuencia de referencia corresponde a una posicién dada de la secuencia de referencia. Para
propésitos de la presente invencidn, la identidad de secuencia entre dos secuencias de nucleétidos se
determina usando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, supra) como se
implementado en el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open
Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet. 16: 276-277), de manera preferente versién 5.0.0 o posterior.
Los pardmetros usados son penalizacion abierta de hueco de 10, penalizacién de extensién de hueco de 0.5,
y la matriz de sustitucién DNAFULL (versién en EMBOSS de NCBI NUC4.4). La salida de “identidad mas larga”
etiquetada de Needle (obtenida usando la opcidén) se usa como el porcentaje de identidad y se calcula como
sigue: (Desoxiribonucleétidos Idénticos x 100)/(Longitud de Alineacion - Numero Total de Huecos en
Alineacién). La identidad de secuencia siempre se mide comparada con la secuencia de referencia de longitud
completa, es decir proteinas truncadas sin huecos o coincidencias erréneas n se consideran 100% idénticas
de secuencia a la secuencia de referencia.

El término “mutaciones” como se usa en la presente incluyen inserciones, deleciones, sustituciones,
transversiones, y mutaciones puntuales en las regiones de codificacién y no de codificacién de un gen. Las
mutaciones puntuales pueden referirse a cambios de un par de bases, y puede dar por resultado codones de
paro prematuros, mutaciones por desplazamiento del marco de lectura, mutacién de un sitio de empalme o
sustituciones de aminoacidos. Un gen que comprende una mutacion puede ser referida como un “gen mutante”.
Si el gen mutante codifica un polipéptido con una secuencia diferente al tipo silvestre, el polipéptido puede ser
referido como un “polipéptido mutante” y/o “proteina mutante”. Un polipéptido se puede recibir por portar una
mutacién, cuando comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de tipo silvestre.

El término “deleciones” como se usa en la presente puede ser una delecién del gen completo, o de solo una
porcién del gen, o una parte de un cromosoma.

El término “coddn de paro” como se usa en la presente se refiere a un triplete de nucleétidos en el cédigo
genético, que dentro de ARNm da por resultado la terminacién de la traduccién. El término “codén de paro”
como se usa en la presente también se refiere a un triplete de nucleétidos dentro de un gen que codifica el
coddn de paro en el ARNm. El coddn de paro en el ADN tiene habitualmente una de las siguientes secuencias:
TAG, TAA o TGA.

El término “crecimiento” como se usa en la presente en relacién con la levadura, se refiere al proceso por el
cual las células de levadura se multiplican. De esta manera, cuando las células de levadura crecen el nUmero
de células de levadura se incrementa. El nimero de células de levadura se puede determinar por cualquier
método Util.
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El término “capaz de utilizar” como se usa en la presente se refiere a la capacidad de la levadura de usar un
compuesto especifico como una fuente de carbono y/o nitrégeno para biosintesis celular.

Cepa de levadura

La presente descripcidn se refiere a una cepa de levadura, tal como una cepa de levadura de Saccharomyces
pastorianus, que produce sorprendentemente bajos niveles de diacetilo total y/o consume rapidamente diacetilo
durante la fermentacién a 18°C o menor, cuando se incuba en un extracto de malta y/o cereal que tiene un
extracto evidente de al menos 10 °Plato.

Se usan diferentes tipos de levadura para la produccién de cerveza, las mas notables son Saccharomyces
pastorianus y Saccharomyces cerevisiae. La cerveza lager se fermenta habitualmente usando levadura de la
especie Saccharomyces pastorianus. De esta manera, la Saccharomyces pastorianus de acuerdo con la
invencién por ejemplo puede ser cualquier levadura atil para la produccién de cerveza lager. En particular, la
Saccharomyces pastorianus puede ser una cepa de levadura de fermentacion de fondo. Se prefiere que |
Saccharomyces pastorianus sea un hibrido entre S. cerevisiae y S. eubayanus. También se prefiere que la
Saccharomyces pastorianus sea capaz de utilizar maltosa y melibiosa. De esta manera, de manera preferente
la Saccharomyces pastorianus es una cepa de levadura, que es un hibrido entre S. cerevisiae y S. eubayanus.
También se prefiere que la Saccharomyces pastorianus sea capaz de utilizar maltosa y melibiosa.

En un aspecto, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una solucién de
prueba fermentada después de la incubacidn de la cepa de levadura en una solucién de prueba, en donde la
solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato, y
en donde la solucién de prueba fermentada contiene como méximo 60 ppb de diacetilo, de manera preferente
como méximo 50 ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién
de prueba no ha disminuido por mas de 0.50 °Plato en las 24 horas anteriores después de la incubacién de la
cepa de levadura en el extracto, en donde la fermentacion se presenta en una temperatura de como méximo
18°C.

De esta manera, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus de acuerdo con la invencién es de manera
preferente capaz de producir una solucién de prueba fermentada, cuando se prueba en un método que
comprende los pasos de:

a) proporcionar una solucidén de prueba, en donde la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereales
que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato,

b) incubar la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus con la solucién de prueba en una temperatura
de 18°C o menos, de manera preferente entre 12 y 18 °C, de manera més preferente a 16°C,

¢) determinar el punto de tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba no ha
disminuido por més de 0.50 °Plato en las 24 horas anteriores durante la incubacion, y

d) determinar el nivel de diacetilo en el punto de tiempo més temprano,

en donde la solucién de prueba contiene como maximo 60 ppb de diacetilo, de manera preferente como méaximo
50 ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano.

En algunas realizaciones la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién con la cepa de levadura en una solucidén de prueba,
en donde la solucién de prueba puede ser cualquiera de las soluciones de pruebas descritas a continuacion,
de manera preferente la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereales que tiene un extracto evidente
de al menos 10 °Plato, y en donde solucidén de prueba fermentada contiene un nivel maximo de diacetilo como
se describe a continuacién en el punto de tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién de
prueba no ha disminuido por mas de 0.50 °Plato, tal como no ha disminuido por més de 0.40 °Plato, tal como
no ha disminuido por mas de 0.30 °Plato, tal como no ha disminuido por mas de 0.20 °Plato en las 24 horas
anteriores después de la incubacidn con la cepa de levadura en la solucién de prueba en donde la fermentacion
se presenta en una temperatura como se especifica a continuacién. En particular, el extracto evidente de la
solucién de prueba no ha disminuido por mas de 0.50 °Plato en las 24 horas anteriores.

El nivel maximo de diacetilo es de manera preferente como maximo 60 ppb, tal como como méximo 55 ppb de
diacetilo, tal como como maximo 50 ppb de diacetilo, por ejemplo, como maximo 45 ppb de diacetilo en el punto
de tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por més de del
°Plato mencionado en lo anterior. En particular, el nivel de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano puede
ser como maximo 45 ppb.
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Cuando se identifican las propiedades de la levadura, como se describe en lo anterior, la incubacion se lleva a
cabo de manera preferente en una temperatura de como maximo 18 °C, tal como en una temperatura de en el
intervalo de 12°C a 18°C o en el intervalo de 14 a 16 °C. En particular, la incubacién se puede llevar a cabo en
una temperatura de aproximadamente 16°C.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucidén de prueba
que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato y en donde la solucidén de prueba fermentada contiene
como maximo 60 ppb de diacetilo, de manera preferente como maximo 50 ppb de diacetilo en el punto de
tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por més de 0.25
°Plato en las 12 horas anteriores después de la incubacién de la cepa de levadura en el extracto en donde la
fermentacién se presenta en una temperatura de como maximo 18°C.

De esta manera, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus de acuerdo con la invencién es de manera
preferente capaz de producir una solucién de prueba fermentada, cuando se prueba en un método que
comprende los pasos de:

a) proporcionar una solucidén de prueba, en donde la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereales
que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato,

b) incubar la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus con la solucién de prueba en una temperatura
de como maximo 18°C,

¢) determinar el punto de tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba no ha
disminuido por més de 0.25 °Plato en las 12 horas anteriores durante la incubacién, y

d) determinar el nivel de diacetilo en el punto de tiempo més temprano,

en donde la solucién de prueba contiene como maximo 60 ppb de diacetilo, de manera preferente como méaximo
50 ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano.

En algunas realizaciones la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucién de prueba,
en donde la solucién de prueba puede ser cualquiera de las soluciones de prueba como se describe a
continuacién, y en donde solucién de prueba fermentada contiene un nivel maximo de diacetilo como se
describe a continuacién en el punto de tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién de
prueba no ha disminuido por mas de 0.25 °Plato, tal como no ha disminuido por més de 0.20 °Plato, tal como
no ha disminuido por mas de 0.15 °Plato, tal como no ha disminuido por mas de 0.10 °Plato en las 24 horas
anteriores después de la incubacién de la cepa de levadura en el extracto en donde la fermentacién se presenta
en una temperatura como se especifica a continuacién. En particular, el extracto evidente de la solucién de
prueba no ha disminuido por mas de 0.25 °Plato en las 12 horas anteriores.

Este nivel maximo de diacetilo es de manera preferente como maximo 60 ppb de diacetilo, tal como como
méaximo 55 ppb de diacetilo, tal como como méximo 50 ppb de diacetilo, por ejemplo, como méximo 45 ppb de
diacetilo en el punto de tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba no ha
disminuido por mas del °Plato mencionado en lo anterior. En particular, el nivel méaximo de diacetilo en el punto
de tiempo més temprano puede ser 50 ppb.

La incubaciéon mencionada en lo anterior se lleva a cabo de manera preferente en una temperatura de como
méaximo 18°C, tal como en una temperatura de en el intervalo de 12°C a 18°C. En particular, la incubacién se
puede llevar a cabo en una temperatura de aproximadamente 16°C.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucidén de prueba, en donde la solucién de prueba
es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato, en donde la solucién
de prueba contiene como maximo 120 ppb de diacetilo, por ejemplo como maximo 60 ppb de diacetilo en el
punto de tiempo mas temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no disminuye por mas de
0.50 °Plato en las siguientes 24 horas, en donde la fermentacién se presenta en una temperatura de como
maximo 18°C.

De esta manera, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus de acuerdo con la invencién es de manera
preferente capaz de producir una solucién de prueba fermentada, cuando se prueba en un método que
comprende los pasos de:

a) proporcionar una solucidén de prueba, en donde la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereales
que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato,
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b) incubar la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus con la solucién de prueba en una temperatura
de como maximo 18°,

¢) determinar el punto de tiempo méas temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba no
disminuye por mas de 0.50 °Plato en las siguientes 24 horas durante la incubacién, y

d) determinar el nivel de diacetilo en el punto de tiempo més temprano,

en donde la solucién de prueba contiene como méximo 120 ppb de diacetilo, por ejemplo, como méximo 60
ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano.

En algunas realizaciones la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucién de prueba,
en donde la solucién de prueba puede ser cualquiera de las soluciones de prueba como se describe a
continuacién, y en donde solucién de prueba fermentada contiene un nivel maximo de diacetilo como se
describe a continuacién en el punto de tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién de
prueba no disminuye por més de 0.50 °Plato, tal como no disminuye por mas de 0.40 °Plato, tal como no
disminuye por méas de 0.30 °Plato, tal como no disminuye por més de 0.20 °Plato en las siguientes 24 horas
después de la incubacién de la cepa de levadura en el extracto, en donde la fermentacién se presenta en una
temperatura como se especifica a continuacién. En particular, el extracto evidente de la solucién de prueba no
disminuye por mas de 0.50 °Plato en las siguientes 24 horas.

El nivel maximo de diacetilo es de manera preferente como maximo 120 ppb de diacetilo, tal como como
méaximo 115 ppb de diacetilo, por ejemplo, como méaximo 110 ppb de diacetilo, tal como como méximo 60 ppb
de diacetilo en el punto de tiempo més temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba no ha
disminuido por méas de del °Plato mencionado en lo anterior. En particular, el nivel maximo de diacetilo en el
punto de tiempo mas temprano puede ser 110 ppb. En particular, el nivel maximo de diacetilo en el punto de
tiempo més temprano puede ser 55 ppb.

La incubaciéon mencionada en lo anterior se lleva a cabo de manera preferente en una temperatura de como
méaximo 18°C, tal como en una temperatura de en el intervalo de 12 °C a 18°C. En particular, la incubacién se
puede llevar a cabo en una temperatura de aproximadamente 16°C.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucidén de prueba, en donde la solucién de prueba
es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato, en donde la solucién
de prueba contiene como maximo 120 ppb de diacetilo, tal como como méaximo 65 ppb de diacetilo en el punto
de tiempo mas temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no disminuye por mas de 0.25
°Plato en las siguientes 12 horas, en donde la fermentacién se presenta en una temperatura de como méximo
18°C.

De esta manera, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus de acuerdo con la invencién es de manera
preferente capaz de producir una solucién de prueba fermentada, cuando se prueba en un método que
comprende los pasos de:

a) proporcionar una solucidén de prueba, en donde la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereales
que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato,

b) incubar la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus con la solucién de prueba en una temperatura
de como maximo 18°,

¢) determinar el punto de tiempo méas temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba no
disminuye por mas de 0.25 °Plato en las siguientes 12 horas durante la incubacién, y

d) determinar el nivel de diacetilo en el punto de tiempo més temprano,

en donde la solucidén de prueba contiene como maximo 120 ppb de diacetilo, tal como como maximo 65 ppb
de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano.

En algunas realizaciones la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucién de prueba,
en donde la solucién de prueba puede ser cualquiera de las soluciones de prueba como se describe a
continuacién, y en donde solucién de prueba fermentada contiene un nivel maximo de diacetilo como se
describe a continuacién en el punto de tiempo mas temprano donde el extracto evidente de la solucién de
prueba no disminuye por més de 0.25 °Plato, tal como no disminuye por mas de 0.20 °Plato, tal como no
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disminuye por mas de 0.15 °Plato, tal como no disminuye por mas de 0.10 °Plato en las siguientes 12 horas,
en donde la fermentacién se presenta en una temperatura como se especifica a continuacién. En particular, el
extracto evidente de la solucidén de prueba no disminuye por mas de 0.25 °Plato en las siguientes 12 horas.

El nivel maximo de diacetilo es de manera preferente como maximo 120 ppb de diacetilo, tal como como
méaximo 115 ppb de diacetilo, tal como como maximo 110 ppb de diacetilo, por ejemplo, como méximo 105 ppb
de diacetilo en el punto de tiempo més temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba no ha
disminuido por méas de del °Plato mencionado en lo anterior. En particular, el nivel maximo de diacetilo en el
punto de tiempo mas temprano puede ser 110 ppb, tal como como maximo 55 ppb de diacetilo.

La incubaciéon mencionada en lo anterior se lleva a cabo de manera preferente en una temperatura de como
méaximo 18 °C, tal como en una temperatura de en el intervalo de 12°C a 18°C. En particular, la incubaciéon se
puede llevar a cabo en una temperatura de aproximadamente 16°C.

En algunas realizaciones la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucién de prueba,
en donde la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos
10 °Plato, y en donde la solucién de prueba contiene como méaximo 265 ppb de diacetilo en cualquier punto de
tiempo dentro de 5 dias después del inicio de la incubacidn con la levadura, en donde la incubacién se lleva a
cabo en una temperatura de como maximo 18°C y en donde en el intervalo de 7 a 15 millones de células de
levadura viables/ml se agregan a la solucién de prueba.

En algunas realizaciones la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucién de prueba,
en donde la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos
10 °Plato, y en donde la solucién de prueba fermentada contiene como méximo 50 ppb de diacetilo después
de la incubacién con la cepa de levadura como maximo 6 dias. En particular, la solucién de prueba fermentada
puede contener como maximo 50 ppb de diacetilo después de la incubacién con la cepa de levadura como
méaximo 5 dias. En particular, la solucién de prueba fermentada puede contener como méximo 50 ppb de
diacetilo después de la incubacidn con la cepa de levadura como méximo 4 dias.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucién de prueba,
en donde la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos
10 °Plato, y en donde la solucién de prueba contiene como méximo 50 ppb de diacetilo después de la
incubacién con la soluciéon de prueba como méximo 5 dias en una temperatura de como méximo 16°C. En
particular, la solucién de prueba fermentada puede contener como maximo 50 ppb de diacetilo después de la
incubacion con la cepa de levadura como maximo 4 dias en una temperatura de como maximo 16°C.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucién de prueba,
en donde la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos
10 °Plato, y en donde la cepa de levadura es capaz de generar al menos 4.0 ml/L de etanol por °Plato, cuando
la cepa de levadura se incuba en la solucién de prueba.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucién de prueba,
en donde la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos
10 °Plato, y en donde la cepa de levadura es capaz de generar al menos 4.0 ml/L de etanol por °Plato, cuando
la cepa de levadura se incuba en la solucién de prueba durante el intervalo de 4 a 6 dias. En particular, la cepa
de levadura se puede incubar en la solucién de prueba durante aproximadamente 4 dias.

En una realizacién muy preferida la cepa de levadura es una cepa de levadura capaz de:

- producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en donde la
solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato, en
donde la solucién de prueba fermentada contiene como méximo 60 ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas
temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por mas de 0.50 °Plato en las
24 horas anteriores;

- producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en donde la
solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato, en
donde la solucién fermentada contiene como méximo 60 ppb de diacetilo, de manera preferente como méaximo
50 ppb de diacetilo en el punto de tiempo més temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba
no ha disminuido por mas de 0.25 °Plato en las 12 horas anteriores;
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- producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en donde la
solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato, en
donde la solucién de prueba fermentada contiene como méaximo 120 ppb de diacetilo, tal como como maximo
60 ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba
no disminuye por mas de 0.50 °Plato en las siguientes 24 horas; y

- producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en donde la
solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato, en
donde la solucién de prueba fermentada contiene como méaximo 120 ppb de diacetilo, tal como como maximo
60 ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba
no disminuye por mas de 0.25 °Plato en las siguientes 12 horas;

en donde la fermentacién se presenta como se describe en el ejemplo 6.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura tiene alta floculacién. La floculacién por ejemplo se puede
determinar como células en suspensién después de la fermentaciéon. “Células en suspension” se determina en
general al contar las células de levadura en una muestra tomada del %, superior por ejemplo del 2/3 superior,
tal como de la mitad superior del reciente que comprende la solucién de prueba fermentada. Si la fermentacion
se lleva a cabo en un tanque cilindrico cdnico, la muestra se toma de manera preferente arriba del cono. Un
bajo numero de células en solucién después de la fermentacién es indicativo de alta floculacion.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de producir una
solucién de prueba fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucién de prueba,
en donde la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos
10 °Plato, y en donde la solucién de prueba contiene como méaximo 10 millones de células por mililitro, tal como
como méaximo 9.5 millones de células por mililitro, tal como como maximo 9.0 millones de células por mililitro,
tal como como maximo 8.5 millones de células por mililitro, tal como como méximo 8.0 millones de células por
mililitro en solucidn, en el punto de tiempo méas temprano donde el extracto evidente de la solucién de prueba
no ha disminuido por mas de 0.50 °Plato en las 24 horas anteriores.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus es capaz de crecer en un medio
con melibiosa como la Unica fuente de carbono.

En realizaciones preferidas, la cepa de levadura se describe en la presente como un organismo no de GMO.
De esta manera, en realizaciones preferidas, la cepa de levadura no se ha sometido a un paso de modificacion
genética.

Solucién de prueba

En algunas realizaciones, la solucién de prueba es un mosto que tiene un extracto evidente de
aproximadamente 16 °Plato. En algunas realizaciones, la solucién de prueba comprende menos 40 g/kg de
maltosa.

La solucién de prueba es en general un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos
10 °Plato. De esta manera la solucién de prueba en particular puede ser mosto. La solucién de prueba puede
tener de manera preferente un extracto evidente en el intervalo de 12 a 18 °Plato, y de manera mas preferente
un extracto evidente de aproximadamente 16 °Plato. La solucién de prueba puede comprender adicionalmente
en el intervalo de puede comprender ademés en el intervalo de 0.20 mg/L a 0 0.40 mg/L de zinc y el pH se
puede ajustar en el intervalo de 4.0 a 6.0.

Un ejemplo de una solucién de prueba comprende glucosa en el intervalo de 12-25g/L, maltosa en el intervalo
de 60-80g/L, maltotriosa en el intervalo de 15-20g/L, zinc en el intervalo de 0.20 mg/L a 0.40 mg/L, amino
nitrégeno libre (FAN) en el intervalo de 110-250 mg/L y relacién de Valina/FAN de 0.6 a 0.8.

En algunas realizaciones la solucidén de prueba se prepara de malta pilsner, potencialmente con la adicién de
adjunto de cebada.

Genotipo

Las cepas de levadura de Saccharomyces pastorianus de acuerdo con la invencion tienen el fenotipo que son
capaces de producir una solucién de prueba fermentada con nivel de acetilo reducido como se describe en la
seccidn con el titulo “cepa de levadura” anterior.

Ademas de la caracteristica fenotipica, las cepas de levadura de acuerdo con la invenciéon pueden tener de
manera preferente uno o més de los genotipos descritos en a continuacién en la presente.
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ILV2, ILV6, ILV5, ILV3, BAT1 y BATZ2 se implican en sintetizar L-valina de piruvato. La produccién espontanea
de diacetilo puede presentarse en este proceso.

Una subunidad pequefia de acetolactato sintasa (ILV6) y subunidad catalitica de acetolactato (ILV2) convierten
el piruvato a alfa-acetolactato.

La cetol-acido reductoisomerasa (ILV5) cataliza la conversién del alfa-acetolactato a 2,3-hidroxi-isovalerato.
La dihidroxi-a4cido deshidratasa (ILV3) cataliza la conversién de 2,3 hidroxi-isovalerato a 2-ceto isolaterato.

La aminotransferasa de aminoacido de cadena ramificada (BAT1) cataliza la conversién de 2-keto isolaterato
a L-valina en la mitocondria y el aminoacido de cadena ramificada aminotransferasa (BAT2) cataliza la reaccién

en el citosol.

Ubicaciéon del cromosoma:

Gen Cromosoma Inicio-final

ILV2 13 484084..486147
ILV6 3 104619..105548
ILV5 12 838066..839253
ILV3 10 464451..466208
BAT1 8 517532..518713
BAT2 10 705744.. 706874

Similitud de proteina S. cerevisiae y S. eubayanus (secuencias de proteinas)

% de identidad de secuencia Longitud de secuencia aa
ILV2 93.17 688
ILV6 95.81 310
ILVS 96.97 396
ILV3 96.76 586
BAT1 94.42 394
BAT2 90.45 377

Se entiende que cuando una célula de levadura “tiene” un nimero exacto de genes, la célula no contiene mas
genes que el nimero indicado. Similarmente, si una célula de levadura “tiene” en el intervalo de XX a YY genes,
la célula de levadura no contiene mas de YY genes.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus tiene como méximo cinco genes
que codifican para la ILV2 funcional, por ejemplo como maximo 4 genes que codifican para la ILV2 funcional,
tal como en el intervalo de 1 a 5 genes que codifican para la ILV2 funcional, tal como en el intervalo de 1 a 4
genes que codifican para la ILV2 funcional, en donde cada gen que codifica para ILV2 codifica para SclLV2 de
SEQ ID NO: 32 o un homélogo funcional que comparte al menos 80%, tal como al menos 85%, tal como al
menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% de identidad de secuencia con la misma, o
codifica SelLV2 de SEQ ID NO: 38 o un homdélogo que comparte al menos 80%, tal como al menos 85%, tal
como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% de identidad de secuencia con la misma.
Se prefiere que la cepa de levadura de la invencion tenga como méximo dos genes funcionales que codifican
para ILV2, por ejemplo, la cepa de levadura puede tener el intervalo de 1 a 2, tal como exactamente 2 genes
funcionales que codifican para ILV2. De manera preferente, los genes funcionales codifican ScILV2 de SEQ ID
NO: 32 o SelLV2 de SEQ ID NO: 38 o un homoélogo funcional de cualquiera de los mencionados que compartan
al menos 80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos
98% de identidad de secuencia con la misma. En una realizacién los genes funcionales codifican SclLV2, de
manera preferente SclLV de SEQ ID NO:32. En una realizacion los genes funcionales codifican para ILV2 de
ZDA1, ZDA2 ylo ZDA3, en donde las secuencias de ILV2 de ZDA1, ZDA2 y/o ZDA3 se proporcionan en la
Figura 4.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura tiene como maximo dos genes funcionales que codifican para
ILV2, en donde cada gen que codifica para ILV2 codifica para SclLV2 de SEQ ID NO: 32 o SelLV2 de SEQ ID
NO: 38, o un homélogo funcional que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con la misma; al
menos cuatro genes funcionales que codifican para ILV3, tal como al menos cinco genes funcionales que
codifican para ILV3, tal como al menos seis genes funcionales que codifican para ILV3, en donde cada gen
que codifica para ILV3 codifica para ScILV3 de SEQ ID NO: 35 o SelLV3 de SEQ ID NO: 41, o un homdlogo
funcional que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con la misma; y al menos tres genes
funcionales que codifican para ILV5, tal como al menos cuatro genes funcionales que codifican para ILV5, tal
como al menos cinco genes funcionales que codifican para ILV5, en donde cada gen que codifica para ILV5
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codifica para SclLV5 de SEQ ID NO: 34 o SelLV5 de SEQ ID NO: 40, o un homélogo funcional que comparte
al menos 80% de identidad de secuencia con la misma.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura tiene como maximo dos genes funcionales que codifican para
ILV2, en donde cada gen que codifica para ILV2 codifica para SclLV2 de SEQ ID NO: 32 o0 SelLV2 de SEQ ID
NO: 38 o un homélogo funcional de cualquiera de los mencionados en lo anterior que compartan al menos
80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% de
identidad de secuencia con la misma; y en el intervalo de 5 a 9 genes funcionales que codifican para ILV3, tal
como en el intervalo de 5 a 7, tal como 6 genes funcionales que codifican para ILV3, en donde cada gen que
codifica para ILV3 codifica para SclLV3 de SEQ ID NO: 35 o0 SelLV3 de SEQ ID NO: 41 o0 un homdlogo funcional
de cualquiera de los mencionados en lo anterior que compartan al menos 80%, tal como al menos 85%, tal
como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% de identidad de secuencia con la misma;
y en el intervalo de 4 a 8 genes funcionales que codifican para ILV5, tal como en el intervalo de 4 a 6, tal como
5 genes funcionales que codifican para ILV5, en donde cada gen que codifica para ILVS codifica para ScILV5
de SEQ ID NO: 34 0 SelLV5 de SEQ ID NO: 40 o un homélogo funcional de cualquiera de los mencionados en
lo anterior que compartan al menos 80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos
95%, tal como al menos 98% de identidad de secuencia con la misma.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus tiene como méximo cuatro genes
que codifican para ILV6 funcional, por ejemplo en el intervalo de dos a cuatro genes que codifican para ILV6
funcional, en donde cada gen que codifica para ILV6 codifica para SclLV6 de SEQ ID NO: 33 o un homélogo
funcional que comparta al menos 80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos
95%, tal como al menos 98% de identidad de secuencia con el mismo, o codifica SelLV6 de SEQ ID NO: 39 o
un homélogo funcional que comparta al menos 80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como
al menos 95%, tal como al menos 98% de identidad de secuencia con el mismo.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus tiene al menos dos genes que
codifican para ILVS funcional, tal como al menos cuatro genes que codifican para ILV5 funcional, tal como al
menos cinco genes que codifican para ILV5 funcional, en donde cada gen que codifica para ILV5 codifica para
SclLV5 de SEQ ID NO: 34 o un homdlogo funcional que comparta al menos 80%, tal como al menos 85%, tal
como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98 tal como al menos 99% de identidad de
secuencia con el mismo, o codifica SelLV5 de SEQ ID NO: 40 o un homélogo funcional que comparta al menos
80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% hasta
99% de identidad de secuencia con el mismo. En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces
pastorianus tiene como maximo 20 genes, tal como méximo 15 genes, tal como méaximo 10 genes alélicos que
codifican para ILV5 funcional, en donde el gen que codifica para ILV5 funcional puede ser cualquiera de los
mencionados en lo anterior. En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus
tiene en el intervalo de 5 a 20 genes alélicos, tal como 5 a 15 genes alélicos, tal como 5 a 10 genes que
codifican para ILV5 funcional, en donde el gen que codifica para ILV5 funcional puede ser cualquiera de los
mencionados en |o anterior.

En una realizacion, la cepa de levadura tiene en el intervalo de 4 a 8 genes funcionales que codifican para
ILV5, tal como en el intervalo de 4 a 6, tal como 5 genes funcionales que codifican para ILV5, en donde cada
gen que codifica para ILV5 codifica para SclLV5 de SEQ ID NO: 34 0 SelLV5 de SEQ ID NO: 40 o un homdlogo
funcional de cualquiera de los mencionados en lo anterior que compartan al menos 80%, tal como al menos
85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% de identidad de secuencia con
el mismo. En una realizacién, la cepa de levadura tiene en el intervalo de 4 a 8 genes funcionales que codifican
para ILVS, tal como en el intervalo de 4 a 6, tal como 5 genes funcionales que codifican para ILV5, en donde
cada gen codifica ILV5 de ZDA1, ZDA2 y/ 0 ZDA3, en donde las secuencias de ILV5 de ZDA1, ZDA2 y/o ZDA3
se dan en la figura 7.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus tiene al menos tres genes que
codifican para ILV3 funcional, tal como al menos cuatro genes que codifican para ILV3 funcional, por ejemplo
como al menos seis genes que codifican para ILV3 funcional, en donde cada gen que codifica para ILV3
funcional codifica para SclLV3 de SEQ ID NO: 35 o un homélogo funcional que comparta al menos 80%, tal
como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% hasta 99% de
identidad de secuencia adjunta, o codifica SelLV3 de SEQ ID NO: 41 o un homdlogo que comparta al menos
80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% hasta
99% de identidad de secuencia adjunto. En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces
pastorianus tiene como maximo 20 genes alélicos, tal como maximo 15 genes alélicos, tal como maximo 10
genes alélicos que codifican para ILV3, en donde cada gen que codifica para ILV3 funcional puede ser
cualquiera de los mencionados en lo anterior. En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces
pastorianus tiene en el intervalo de 5 a 20 genes alélicos, tal como 5 a 15 genes alélicos, tal como 5a 10 genes
que codifican para ILV3 funcional, en donde el gen que codifica para ILV3 funcional puede ser cualquiera de
los mencionados en lo anterior.
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En una realizacién la levadura de la invencién tiene en el intervalo de 5 a 9 genes funcionales que codifican
para ILV3, tal como en el intervalo de 5 a 7, tal como 6 genes funcionales que codifican para ILV3, en donde
cada gen que codifica para ILV3 codifica para SclLV3 de SEQ ID NO: 35 o SelLV3 de SEQ ID NO: 41 o un
homdlogo funcional de cualquiera de los mencionados en lo anterior que compartan al menos 80%, tal como
al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% de identidad de
secuencia con el mismo. En una realizaciéon la levadura de la invencién tiene en el intervalo de 5 a 9 genes
funcionales que codifican para ILV3, tal como en el intervalo de 5 a 7, tal como 6 genes funcionales que
codifican para ILV3, en donde cada gen codifica ILV3 de ZDA1, ZDA2 y/o ZDA3, en donde las secuencias de
ILV3 de ZDA1, ZDA?2 y/o ZDAS3 se dan en la figura 6.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus tiene al menos tres genes que
codifican para BAT1 funcional, tal como al menos cuatro genes que codifican para BAT1 funcional, por ejemplo
al menos cinco genes que codifican para BAT1 funcional, en donde cada gen que codifica para BAT1 funcional
codifica ScBAT1 de SEQ ID NO: 36 o un homélogo funcional que comparta al menos 80%, tal como al menos
85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% hasta 99% de identidad de
secuencia con el mismo, o codifica para SeBAT1 de SEQ ID NO: 42 o un homélogo funcional que comparta al
menos 80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98%
hasta 99% de identidad de secuencia con el mismo. En algunas realizaciones, la cepa de levadura de
Saccharomyces pastorianus tiene como maximo 20 genes, tal como méximo 15 genes, tal como maximo 10
genes que codifican para BAT1, en donde cada gen que codifica para BAT1 puede ser cualquiera de los
mencionados en lo anterior. En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus
tiene en el intervalo de 5 a 20 genes alélicos, tal como 5 a 15 genes alélicos, tal como 5 a 10 genes alélicos
que codifican para BAT1 funcional, en donde cada gen alelo que codifica para BAT1 funcional puede ser
cualquiera de los mencionados en lo anterior.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus tiene al menos cuatro genes
que codifican para BAT2 funcional, tal como al menos cinco genes que codifican para BAT2 funcional, por
ejemplo al menos seis genes que codifican para BAT2 funcional, en donde cada gen que codifica para BAT2
funcional codifica ScBAT2 de SEQ ID NO: 37 o un homdlogo funcional que comparta al menos 80%, tal como
al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos 98% hasta 99% de identidad
de secuencia con el mismo, o codifica para SeBAT2 de SEQ ID NO: 43 o un homélogo funcional que comparta
al menos 80%, tal como al menos 85%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como al menos
98% hasta 99% de identidad de secuencia con el mismo. En algunas realizaciones, la cepa de levadura de
Saccharomyces pastorianus tiene como maximo 20 genes, tal como méximo 15 genes, tal como maximo 10
genes que codifican para BAT2 funcional, en donde el gen que codifica para BAT2 funcional puede ser
cualquiera de los mencionados en lo anterior. En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces
pastorianus tiene en el intervalo de 5 a 20 genes, tal como 5 a 15 genes, tal como 5 a 10 genes que codifican
para BAT2 funcional, en donde cada gen que codifica para BAT2 funcional puede ser cualquiera de los
mencionados en |o anterior.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus porta una mutacién en o una
delecién de uno o mas genes /LV2.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus porta una mutaciéon por
desplazamiento del marco de lectura en uno o mas genes /LV2.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus porta una mutacién que da por
resultado menos o nada de expresion de uno o mas genes /LV2.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus porta una mutacién en o una
delecién de uno o mas genes /LV6.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus porta una mutaciéon por
desplazamiento del marco de lectura en uno o mas genes /LV6.

En algunas realizaciones, la cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus porta una mutacién que da por
resultado menos o nada de expresion de uno o mas genes /LV6.

En algunas realizaciones de la presente invencidn, la suma de los genes que codifican para ILV2 funcional e
ILV6 funcional es menor que la suma de los genes que codifican para ILV5 funcional e ILV3 funcional, en donde
las ILV2, ILV6, ILV3 e ILVS funcionales pueden ser cualquiera de las mencionadas en lo anterior. En algunas
realizaciones de la presente invencién, la suma de los genes que codifican para ILV2 funcional es menor que
la suma de los genes que codifican para ILV5 funcional e ILV3 funcional, en donde las ILV2, ILVS e ILV3
funcionales pueden ser cualquiera de las mencionadas en lo anterior. En una realizacién, la suma de los genes
que codifican para ILV2 funcional e ILV6 funcional es menor que la suma de los genes que codifican para ILV5
funcional, ILV3 funcional, BAT1 funcional y BAT2 funcional, en donde las ILV2, ILV6, ILV3, ILVS funcionales;
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BAT1 y BAT2 pueden ser cualquiera de las mencionadas en lo anterior. En otras palabras, en algunas
realizaciones la suma de los genes que codifican para ILV5 e ILV3 es més alta que la suma de los genes que
codifican para ILV2 e ILV6. De esta manera, en algunas realizaciones, la suma de los genes que codifican para
ILV5 e ILV3 es mas alta que la suma de los genes que codifican para ILV2, ILV6, BAT1 y BAT2.

En algunas realizaciones, la relacion génica de los genes /ILV5 e ILV3 vs. genes /LV2 es al menos 1, tal como
al menos 1.5, tal como al menos 2, tal como al menos 2.5, tal como al menos 3, en donde los genes /LV2, ILV5
e ILV3 codifican cualquiera de las ILV2, ILV5 e ILV3 funcionales mencionadas en lo anterior, respectivamente.

En algunas realizaciones, la relacidén génica de los genes /LV5e /[LV3vs. ILV2 e ILV6 es al menos 1, tal como
al menos 1.2, tal como al menos 1.4, tal como al menos 1.6, tal como al menos 1.8 o tal como al menos 2, en
donde los genes /LV2, ILV6, ILV5 e ILV3 codifican cualquiera de las ILV2, ILV6, ILV5 e ILV3 funcionales
mencionadas en lo anterior, respectivamente.

En algunas realizaciones, la relaciéon génica de /LV5, ILV3, BAT1y BAT2 vs. ILV2 es al menos 1, tal como al
menos 1.5, tal como al menos 2, tal como al menos 2.5, tal como al menos 3, tal como al menos 4, tal como al
menos 5, tal como al menos 6, en donde los genes /LV2, ILV5, ILV3, BAT1y BAT2 codifican cualquiera de los
ILV2, ILV5, ILV3, BAT1 y BATZ2 funcionales mencionados en lo anterior, respectivamente.

En algunas realizaciones, la relacién génica de /LV5, ILV3, BAT1y BAT2 vs. ILV2 e ILV6 es al menos 1, tal
como al menos 1.5, tal como al menos 2, tal como al menos 2.5, tal como al menos 3, tal como al menos 4, en
donde los genes /LV2, ILV6, ILV5, ILV3, BAT1y BAT2 codifican cualquiera de las ILV2, ILV6, ILV5, ILV3, BAT1
y BAT2 funcionales mencionadas en lo anterior, respectivamente.

Extracto acuoso fermentado basado en malta y/o cereal y métodos de produccién de este

La invencién proporciona cepas de levadura de Saccharomyces pastorianus descritos en la seccién del titulo
“cepa de levadura” anterior, asi como métodos para preparar extracto acuoso fermentado basado de malta y/o
cereal, usando las cepas de levadura.

Es un aspecto de la invencidén proporcionar métodos para producir un extracto acuoso fermentado, el método
comprende los pasos de:

i) proporcionar un extracto acuoso de malta y/o cereal;

ii) proporcionar una cepa de levadura, en donde la cepa de levadura puede ser cualquiera de las cepas de
levadura descritas en la presente en lo anterior en la seccién “Cepa de levadura”; y

i) fermentar el extracto acuoso proporcionado en el paso i) con la cepa de levadura del paso ii),
obteniendo de esta manera un extracto acuoso fermentado.

El extracto acuoso, puede ser cualquier extracto acuoso de malta y/o granos de cereal. De esta manera, un
ejemplo no limitante de los mismos es mosto. El extracto acuoso, por ejemplo, se puede preparar al preparar
un extracto de malta mediante macerado y opcionalmente rociado como se describe en la presente en esta
siguiente seccién.

La malta son granos de cereal, tal como granos de cebada, que se han malteado. Por el término “maltear” se
debe entender un proceso que implica maceracidén y germinacién de los granos en un proceso que se lleva a
cabo bajo condiciones ambientales controladas, opcionalmente seguido por un paso de secado. El paso de
secado puede ser de manera preferente secado en horno de los granos germinados a temperaturas elevadas.
La malta verde que no se ha sometido a calentamiento en horno también se puede usar, en particular malta
obtenida por el proceso descrito en WO 2018/001882.

El malteado es importante para la sintesis de numerosas enzimas que provocan la modificaciéon del grano,
procesos que despolimerizan principalmente el almidén y paredes celulares del endospermo muerto para
movilizar los nutrientes del grano y activar otras despolimerasas. En el proceso de secado subsecuente, el
sabor y color se generan al menos parcialmente debido a las reacciones quimicas de pardeamiento.

El macerado se puede llevar a cabo mediante cualquier método convencional conocido por la persona experta.
Un ejemplo no limitante implica maceracién a una temperatura en el intervalo de 10°C a 25°C con condiciones
de secado y himeda alternas. La germinacién se puede llevar a cabo por cualquier método convencional
conocido por la persona experta. Un ejemplo no limitante implica germinacién en una temperatura en el
intervalo de 10 a 25°C, opcionalmente con cambio de temperatura en el intervalo de 1 a 4 h. La maceracién y
germinacién también se pueden llevar a cabo en un método combinado, por ejemplo, como se describe en la
solicitud de patente internacional WO 2018/001882.
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El secado en horno se puede llevar a cabo en temperaturas convencionales, tal como al menos 75 °C, por
ejemplo, en el intervalo de 80 a 90 °C, tal como en el intervalo de 80 a 85 °C. De esta manera, la malta, por
ejemplo, se puede producir por cualquiera de los métodos descritos por Briggs et al. (1981) y por Hough et al.
(1982). Sin embargo, cualquier otro método adecuado para producir malta también se puede usar con la
presente invencion, tal como los métodos para la produccién de maltas de especialidad, incluidos, pero no
limitados a, métodos para tostar la malta.

La malta se puede procesar posteriormente, por ejemplo, mediante molienda. La molienda se puede llevar a
cabo en estado seco, es decir la malta se muele mientras que esta seca o en estado hiumedo si se usa la malta
verde.

La malta, por ejemplo, la malta molida, se puede triturar para preparar un extracto acuoso de la malta. El liquido
de partida para preparar la bebida puede ser un extracto acuoso de malta, por ejemplo, un extracto acuoso de
malta preparado por trituracién.

De esta manera, el método para preparar un extracto acuoso fermentado basado en malta y/o cereal de
acuerdo con la invencién puede comprender un paso de producir un extracto acuoso, tal como mosto, al
triturarla malta y opcionalmente adjuntos adicionales. El paso de trituracion también puede comprender
opcionalmente rociado y, por consiguiente, el paso de trituracién puede ser un paso de trituraciéon que incluye
un paso de rociado o un paso de trituracién que excluye un paso de rociado.

En general, la produccién del extracto acuoso se inicia por la molienda de la malta y/o los granos. Si se son
necesarios adjuntos adicionales, estos también se pueden moler dependiendo de su naturaleza. Si el adjunto
es un cereal, por ejemplo, se puede moler, mientras que los jarabes, azlUcares y similar generalmente no se
moleran. La molienda facilitara el acceso de agua a las particulas del grano en la fase de trituracién. Durante
la trituracion, se puede continuar la despolimerizacidén enzimatica de los substratos iniciada durante el
malteado.

En general, el extracto acuoso se prepara al combinar e incubar malta molida y agua, es decir en un proceso
de ftrituracion. Durante la trituracién, la composicién de malta/liquido se puede complementar con
composiciones de adjuntos ricos en carbohidratos adicionales, por ejemplo, cebada molida, maiz, o adjuntos
de arroz. Los adjuntos de cereal no malteados contienen usualmente poco o nada de enzimas activas,
haciéndolo importante para complementarlo con malta o enzimas exdégenas para proporcionar enzimas
necesarias para la despolimerizacién de polisacéridos, etc. Durante el triturado, la malta molida y/o los granos
molidos y, opcionalmente adjuntos adicionales se incuban con una fraccién liquida, tal como agua. La
temperatura de incubacién es en general ya sea constante mantenida (trituracién isotérmica) o se incrementa
gradualmente, por ejemplo, se incrementa en una manera secuencial. En cualquier caso, las sustancias
solubles en la malta/grano/adjuntos se liberan en la fraccién liquida. Una filtracion subsecuente confiere
separacién del extracto acuoso y particulas sélidas residuales, el Gltimo también puede indicar “grano agotado”.
El extracto acuoso obtenido de esta manera también se puede indicar “primer mosto”. El liquido adicional, tal
como agua se puede agregar a los granos agotados durante un proceso también indicado rociado. Después
del rociado y filtracién, se puede obtener un “segundo mosto”. Los mostos adicionales se pueden preparar al
repetir el procedimiento. Ejemplos no limitantes de procedimientos adecuados para preparacién de mosto se
describe por Briggs et al. (1981) y Hough et al. (m1982).

Como se menciona en lo anterior, el extracto acuoso también se puede preparar al triturar solo los granos no
malteados. Los granos no malteados carecen o contienen solo una cantidad limitada de enzimas benéficas
para la produccién de mosto, tal como enzimas capaces de degradar las paredes celulares o las enzimas
capaces de despolimerizar el almidén en azlcares. De esta manera, en las realizaciones de la invencidén donde
hasta 80%, tal como 90% o tal como 100% de granos no malteados, tal como granos de cebada, se usan para
trituracion, se prefiere que una o0 mas enzimas de preparacion de cerveza externas, adecuadas se agreguen a
la trituracién. Las enzimas adecuadas pueden ser lipasas, enzimas degradadoras de almidén (por ejemplo,
amilasas), glucanasas [de manera preferente (1-4)- y/o (1-3,1-4)-B-glucanasa), y/o xilanasas (tal como
arabinoxilanasa), y/o proteasas, o mezclas enzimaticas que comprenden una o mas de las enzimas
mencionadas en lo anterior, por ejemplo, Cereflo, Ultraflo u Ondea Pro (Novozymes).

El extracto acuoso también se puede preparar usando una mezcla de granos malteados y no malteados, en
CUyo caso una 0 més enzimas adecuadas se pueden agregar durante la preparacién. Aun en las realizaciones,
donde la malta se usa como enzimas también se puede agregar. Mas especificamente, los granos se pueden
usar juntamente con malta en cualquier combinacién para trituracién, con o sin enzimas de preparacién de
cerveza externas, tal como, pero no limitadas a, las proporciones de grano: malta = aproximadamente 100:0,
o aproximadamente 75:25, o aproximadamente 50:50, o aproximadamente 25:75.

El extracto acuoso obtenido después de la trituracién también puede ser referido como “mosto dulce”. En
métodos convencionales, el mosto dulce se hierve con o sin ltpulo, donde después puede ser referido como
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mosto hervido.

El extracto acuoso se puede calentar o hervir antes de que se someta a la fermentacién con la levadura de la
invencién. En un aspecto de la invencién, los segundos y adicionales mostos se pueden combinar, y después
se someten a calentamiento o hervido. El extracto acuoso se puede calentar o hervir por cualquier cantidad de
tiempo adecuada, por ejemplo, en el intervalo de 60 min a 120 min.

El resultado del extracto acuoso fermentado basado en malta y/o cereal es altamente dependiente de la
cantidad y tipo de azucares fermentables presentes en el extracto acuoso de la malta y/o granos de cereal, asi
como de las caracteristicas de la cepa de levadura usadas durante la fermentacién.

En algunas realizaciones de la presente invencién, el extracto acuoso tiene un extracto evidente de al menos
12 °Plato, tal como al menos 15 °Plato, tal como en el intervalo de 5-15 °Plato, tal como en el intervalo de 10-
20 °Plato, tal como en el intervalo de 15-25 °Plato.

En algunas realizaciones, el extracto acuoso se fermenta con la cepa de levadura durante como méximo 6
dias, tal como durante como maximo 5 dias, tal como durante como maximo 4 dias, tal como durante como
méaximo 3 dias.

Una ventaja adicional de las cepas de levadura de la presente invencién puede ser que sean Utiles para
fermentacién de mosto con bajos niveles de aminoacidos. De esta manera, en algunas realizaciones, el
extracto acuoso comprende como maximo 3500 mg/L, tal como méximo 3000 mg/L, por ejemplo, como maximo
2500 mg/L de aminoacidos.

De esta manera, el extracto acuoso, por ejemplo, mosto, se puede preparar como se describe en lo anterior.
El extracto acuoso fermentado basado en malta y/o cereal se puede preparar por fermentaciéon del extracto
acuoso con la cepa de levadura de acuerdo con la invencién.

En algunas realizaciones preferidas, el extracto acuoso fermentado es una cerveza verde.

En términos generales, los extractos acuosos fermentados alcohélicos, tal como cerveza, se pueden preparar
de granos malteados y/o no malteados. La malta, ademas del lUpulo y levadura, contribuye al sabor y color de
la bebida, tal como cerveza. Adicionalmente, la malta funciona como una fuente de azlcar fermentable y
enzimas. Las descripciones no limitadas de los ejemplos de los métodos adecuados para malteado y
preparacién de cerveza se pueden encontrar, por ejemplo, en las publicaciones por Briggs etal. (1981) y Hough
et al. (1982). Numerosos, métodos regularmente actualizados para analisis de grano, malta y productos de
cerveza son disponibles, por ejemplo, pero no limitados a, American Association of Cereal Chemists (1995),
American Society of Brewing Chemists (1992), European Brewery Convention (1998), e Institute of Brewing
(1997). Es reconocido que se emplean muchos procedimientos especificos para una cerveceria dada, con las
variaciones més significativas que se relacionan con las preferencias locales del consumidor. Cualquier método
para producir cerveza se puede usar con la presente invencion.

El primer paso para producir cerveza de mosto implica de manera preferente calentar el mosto como se
describe en la presente en lo anterior, seguido por una fase subsecuente de enfriamiento de mosto y
opcionalmente reposo en remolino.

Los métodos de la invencién comprenden un paso para fermentar un extracto acuoso de malta y/o granos de
cereal con la cepa de levadura de acuerdo con la invencién. La fermentacién puede ser una fermentacién de
un extracto acuoso no fermentado o un extracto acuoso fermentado que aln contenga azlcares fermentables
para la levadura. De esta manera, en algunas realizaciones la fermentaciéon se puede llevar a cabo
esencialmente de manera inmediata después de finalizacién de la trituraciéon o después del calentamiento del
mosto.

La fermentacién se puede llevar a cabo en los tanques de fermentacién que contienen levadura de acuerdo
con la invencién, es decir, levadura que tiene una o mas de las caracteristicas descritas en la presente en lo
anterior. Durante el proceso de fermentacién que dura varios dias, se desarrollan sustancias de sabor. Si la
cepa de levadura no es capaz de convertir los compuestos especificos, estos aln estaran presentes después
del paso de fermentacion iii).

En algunas realizaciones, el paso de fermentacién iii) se presenta en cualquiera de las temperaturas
especificadas a continuacion, en donde el extracto acuoso que ha incubado con cualquiera de los nimeros de
células de levadura como se describe a continuacién, en donde el extracto acuoso fermentado contiene un
nivel maximo de diacetilo como se describe a continuacion, y donde la fermentacién es completa después de
un maximo de 5 dias, tal como un maximo de 4 dias, tal como un méaximo de 3 dias. En particular, la
fermentacién es completa después de un maximo de 4 dias.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 537 T3

En una realizacion especifica la fermentacién que usa una cepa de levadura de la invencién es completa y el
diacetilo esta abajo de 60 ppb, tal como 50 ppb al menos 12 horas, tal como al menos 24 horas més temprano
que una fermentacién conducida con la cepa de levadura W-34/78 bajo las mismas condiciones.

La fermentacién mencionada en lo anterior se lleva a cabo de manera preferente en una temperatura de como
méaximo 18°C, tal como en una temperatura en el intervalo de 12°C a 18°C. En particular, la fermentacién se
puede llevar a cabo a una temperatura de aproximadamente 16°C.

El nivel méximo de diacetilo es de manera preferente como maximo 60 ppb de diacetilo, tal como maximo 55
ppb de diacetilo, tal como méaximo 50 ppb de diacetilo, por ejemplo, como méaximo 45 ppb de diacetilo cuando
la fermentaciéon se completa. En particular, el nivel de diacetilo en la finalizacién de la fermentaciéon es como
méaximo 60 ppb.

La fermentacién mencionada en lo anterior se lleva a cabo de manera preferente al incubar el extracto acuoso
con al menos 6 millones de células de levadura viables por mililitro, tal como al menos 10 millones de células
de levaduras viables por mililitro, tal como al menos 14 millones de células de levadura viables por mililitro, tal
como en el intervalo de 7-8 millones de células de levadura viables por mililitro, por ejemplo en el intervalo de
14-16 millones de células de levadura viables por mililitro. En particular, la fermentacién se puede llevar a cabo
al incubar el extracto acuoso con aproximadamente 15 millones de células de levadura por mililitro.

En algunas realizaciones, el extracto acuoso fermentado tiene un contenido de alcohol de al menos 4% de
ABV, tal como al menos 5% de ABV, tal como al menos 6% de ABYV, tal como al menos 7% de ABV.

En algunas realizaciones, el extracto acuoso fermentado contiene al menos 25 mg/L de propanol, tal como al
menos 30 mg/L de propanol.

En algunas realizaciones, dicho extracto acuoso fermentado contiene como méximo 8 mg/L de isobutanol, tal
como maximo 7 mg/L de isobutanol, tal como maximo 6 mg/L de isobutanol.

En algunas realizaciones, el extracto acuoso fermentado contiene una relacidn benéfica de
propanol:isobutanol. En particular, la relacién de propanol:isobutanol puede ser al menos 1.5, tal como al
menos 2.0, tal como al menos 2.5, tal como al menos 3.0, tal como al menos 3.5, tal como al menos 4.0, tal
como al menos 4.5, tal como al menos 5.0, tal como al menos 5.5, tal como al menos 6.0, tal como al menos
6.5.

En algunas realizaciones, un extracto acuoso fermentado obtenido con una levadura de la invencidn tiene un
grado real de fermentacién (RDF) que es al menos 1.5%, tal como 2% més bajo en el mismo % de ABV que
una fermentacién conducida con la cepa de levadura W-34/78 o la cepa de levadura, levadura Hibrida 7 bajo
las mismas condiciones.

Bebida basada en malta y/o cereal y métodos de produccién de esta

El extracto acuoso fermentado basado en malta y/o cereal descrito en la presente en lo anterior se puede
procesar adicionalmente en una bebida.

Es un aspecto de la invencién proporcionar métodos para producir una bebida basada en malta y/o cereal, el
método comprende los pasos de:

i. preparar un extracto acuoso fermentado como se describe en la presente en lo anterior en la seccién “Extracto
acuoso fermentado basado en malta y/o cereal y métodos de produccién de este’, y

ii. procesar adicionalmente el extracto acuoso fermentado en una bebida.

En alguna realizacién de la presente invencién, la bebida basada en malta y/o cereal se diluye con un liquido,
tal como agua.

Opcionalmente, el agua se puede usar para diluir la bebida basada en malta y/o cereal y ajusta de esta manera,
por ejemplo, el contenido de etanol. En una realizacién de la presente invencidn, las proporciones de la bebida
basada en agua:malta y/o cereal puede estar en el intervalo de 0.1 a 5 partes de agua a 1 parte de bebida
basada en malta y/o cereal.

El proceso adicional, por ejemplo, también puede incluir enfriado y/o filtracién de la bebida basada en malta
y/o cereal. También se pueden agregar aditivos. Adicionalmente, se puede agregar CO». Finalmente, la bebida
basada en malta y/o cereal, tal como cerveza, se puede pasteurizar y/o filtrar, antes de ser envasada (por
ejemplo, embotellar o enlatar).
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En realizaciones preferidas, la bebida es una cerveza.

En un aspecto de la presente invencién, la bebida basada en malta y/o cereal, producida al fermentar el extracto
acuoso con la cepa de levadura de acuerdo con la presente invencién, tiene un sabor agradable.

El sabor de la bebida basada en malta y/o cereal producido por fermentacidn con las levaduras de acuerdo con
la invencidn se puede analizar, por ejemplo, por un panel de especialistas para el sabor de cerveza. De manera
preferente, el panel est4 entrenado en catar y describir los sabores de la cerveza, con enfoque especial en los
aldehidos, sabor a papel, sabor afiejo, ésteres, alcoholes superiores, acidos grasos y componentes sulfurosos.

En general, el panel de sabor consistira en el intervalo de 3 a 30 miembros, por ejemplo, en el intervalo de 5 a
15 miembros, de manera preferente en el intervalo de 8 a 12 miembros. El panel de sabor puede evaluar la
presencia de varios sabores, tal como sabores desagradables a papel, oxidado, afiejo y a pan, asi como
sabores de ésteres, alcoholes superiores, componentes de azufre y cuerpo de cerveza. El sabor genera de la
cerveza se clasificara en general por el panel de sabor en varias caracteristicas diferentes en una escala de 1
a 9, donde una clasificacién promedio de mas de 5 significa que la cerveza tiene un sabor aceptable.

La presente invencién también proporciona bebidas basadas en malta y/o cereal, preparadas por los métodos
descritos en |o anterior.

En algunas realizaciones, la bebida contiene al menos 25 mg/L de propanol, tal como al menos 30 mg/L de
propanol.

En algunas realizaciones, la bebida contiene como maximo 8 mg/L de isobutanol, tal como maximo 6 mg/L de
isobutanol.

En general, un extracto acuoso fermentado o bebida preparada usando las cepas de levadura de la invencién
tendra una relacién especifica de propanoliisobutanol, por ejemplo, una relaciéon similar a las relaciones
mostradas en las Figuras 2A y 2B. De esta manera, si un extracto acuoso fermentado o una bebida tiene esta
relacién especifica de propanol:isobutanol, es una indicacién de que el extracto acuoso fermentado o una
bebida se ha producido por fermentacién con una cepa de levadura de la invencién. En particular, la relacién
propanol:isobutanol puede ser al menos 1.5, tal como al menos 2.0, tal como al menos 2.5, tal como al menos
3.0, tal como al menos 3.5, tal como al menos 4.0, tal como al menos 4.5, tal como al menos 5.0, tal como al
menos 5.1, tal como al menos 5.2, tal como al menos 5.3, tal como al menos 5.4, tal como al menos 5.5, tal
como al menos 6.0, tal como al menos 6.5.

Puntos

La invencion se puede definir adicionalmente por los siguientes puntos:

1. Un método para producir un extracto acuoso fermentado, el método comprende los pasos de:

i) proporcionar un extracto acuoso de malta y/o cereal;

i) proporcionar una cepa de levadura de la especie Saccharomyces pastorianus, en donde la cepa de levadura
es capaz de producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en
donde la solucidn de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10
°Plato, en donde la solucién de prueba fermentada contiene como maximo 60 ppb de diacetilo en el punto de
tiempo més temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por méas de 0.50
°Plato en las 24 horas anteriores, en donde la fermentacion se presenta en una temperatura de como méximo
18°C;y

i) fermentar el extracto acuoso proporcionado en el paso i) con la cepa de levadura del paso ii), obteniendo
de esta manera un extracto acuoso fermentado.

2. Una cepa de levadura que codifica dentro de su genoma para

a. como maximo dos genes funcionales que codifican para ILV2, en donde cada gen que codifica para ILV2
codifica para SclLV2 de SEQ ID NO: 32 o SelLV2 de SEQ ID NO: 38, o un homélogo funcional que comparte
al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo; y

b. al menos cinco genes funcionales, tal como al menos seis genes funcionales que codifican para ILV3, en
donde cada gen que codifica para ILV3 codifica para ScILV3 de SEQ ID NO: 35 o SelLV3 de SEQ ID NO: 41,
o un homélogo funcional que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

3. Una cepa de levadura capaz de producir un extracto acuoso fermentado tras la incubaciéon en un extracto
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acuoso de malta y/o cereal, en donde el extracto acuoso fermentado contiene una relacién propanol:isobutanol
de al menos 2.0.

4. La cepa de levadura de acuerdo con los puntos 2 a 3, en donde la cepa de levadura es capaz de producir
una solucidén de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en donde la solucién de
prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato, en donde la
solucién de prueba fermentada contiene como maximo 60 ppb total diacetilo en el punto de tiempo mas
temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por mas de 0.50 °Plato en las
24 horas anteriores, en donde la fermentacién se presenta en una temperatura de como maximo 18°C.

5. El método o cepa de levadura de acuerdo con los puntos 1 6 4, en donde el punto del tiempo es el punto de
tiempo més temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por méas de 0.40
°Plato, tal como 0.30 °Plato, tal como 0.20 °Plato en las 24 horas anteriores.

6. El método o cepa de levadura de acuerdo con los puntos 1y 4-5, en donde la solucién de prueba contiene
como maximo 55 ppb de diacetilo, tal como como maximo 50 ppb de diacetilo, tal como como méximo 45 ppb
de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano.

7. Un método para producir un extracto acuoso fermentado, el método comprende los pasos de:
i) proporcionar un extracto acuoso de malta y/o cereal;

i) proporcionar una cepa de levadura de la especie Saccharomyces pastorianus, en donde la cepa de levadura
es capaz de producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en
donde la solucidn de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10
°Plato, en donde la solucién de prueba contiene como méaximo 60 ppb de diacetilo, en el punto de tiempo mas
temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por mas de 0.25 °Plato en las
12 horas anteriores, en donde la fermentacion se presenta en una temperatura de como maximo 18°C; y

iii) fermentar el extracto acuoso proporcionado en el paso i) con la cepa de levadura, obteniendo de esta
manera un extracto acuoso fermentado.

8. La cepa de levadura de acuerdo con los puntos 2 a 6, en donde la cepa de levadura es capaz de producir
una solucidén de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en donde la solucién de
prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato, en donde la
solucién de prueba contiene como méximo 60 ppb total diacetilo, en el punto de tiempo més temprano cuando
el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por mas de 0.25 °Plato en las 12 horas
anteriores, en donde la fermentacién se presenta en una temperatura de como maximo 18°C.

9. El método o cepa de levadura de acuerdo con los puntos 7 a 8, en donde el punto del tiempo es el punto de
tiempo més temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por méas de 0.20
°Plato, tal como 0.15 °Plato, tal como 0.10 °Plato en las 12 horas anteriores.

10. El método o cepa de levadura de acuerdo con los puntos 7 a 8, en donde la solucién de prueba contiene
como méaximo 55 ppb de diacetilo, por ejemplo, como maximo 50 ppb de diacetilo, tal como como maximo 45
ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano.

11. Un método para producir un extracto acuoso fermentado, el método comprende los pasos de:
i) proporcionar un extracto acuoso de malta y/o cereal;

i) proporcionar una cepa de levadura de la especie Saccharomyces pastorianus, en donde la cepa de levadura
es capaz de producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en
donde la solucidn de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10
°Plato, en donde la solucién de prueba contiene como maximo 120 ppb de diacetilo, por ejemplo como méaximo
60 ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba
no disminuye por mas de 0.50 °Plato en las siguientes 24 horas, en donde la fermentacidn se presenta en una
temperatura de como méximo 18°C; y

iii) fermentar el extracto acuoso proporcionado en el paso i) con la cepa de levadura, obteniendo de esta
manera un extracto acuoso fermentado.

12. La cepa de levadura de acuerdo con los puntos 2a 6y 8 a 10, en donde la cepa de levadura es capaz de
producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacidén en una solucién de prueba, en donde la solucién
de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato, en donde
la solucién de prueba contiene como méximo 120 ppb total diacetilo, por ejemplo como maximo 60 ppb de
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diacetilo en el punto de tiempo mas temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no
disminuye por mas de 0.50 °Plato en las siguientes 24 horas, en donde la fermentacién se presenta en una
temperatura de como méximo 18°C.

13. El método o cepa de levadura de acuerdo con los puntos 11 a 12, en donde el punto del tiempo es el punto
de tiempo més temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no ha disminuido por méas de
0.40 °Plato, tal como 0.30 °Plato, tal como 0.20 °Plato en las siguientes 24 horas.

14. Un método para producir un extracto acuoso fermentado, el método comprende los pasos de:
i) proporcionar un extracto acuoso de malta y/o cereal;

i) proporcionar una cepa de levadura de la especie Saccharomyces pastorianus, en donde la cepa de levadura
es capaz de producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en
donde la solucidn de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10
°Plato, en donde la solucién de prueba contiene como maximo 120 ppb de diacetilo, por ejemplo como méaximo
65 ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba
no disminuye por mas de 0.25 °Plato en las siguientes 12 horas, en donde la fermentacidn se presenta en una
temperatura de como méximo 18°C; y

iii) fermentar el extracto acuoso proporcionado en el paso i) con la cepa de levadura, obteniendo de esta
manera un extracto acuoso fermentado.

15. La cepa de levadura de acuerdo con los puntos 2 a6, 8 a 10 y 12 a 13, en donde la cepa de levadura es
capaz de producir una solucién de prueba fermentada tras la incubacién en una solucién de prueba, en donde
la solucién de prueba es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto evidente de al menos 10 °Plato,
en donde la solucién de prueba contiene como méximo 120 ppb de diacetilo, por ejemplo como maximo 65 ppb
total diacetilo en el punto de tiempo méas temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no
disminuye por mas de 0.25 °Plato en las siguientes 12 horas, en donde la fermentacién se presenta en una
temperatura de como méximo 18°C.

16. El método o cepa de levadura de acuerdo con los puntos 14 a 15, en donde el punto del tiempo es el punto
de tiempo mas temprano cuando el extracto evidente de la solucién de prueba no disminuye por mas de 0.20
°Plato, tal como 0.15 °Plato, tal como 0.10 °Plato en las siguientes 12 horas.

17. El método o cepa de levadura de acuerdo con los puntos 11 a 15, en donde la solucidén de prueba contiene
como maximo 115 ppb de diacetilo en el punto de tiempo mas temprano.

18. El método o cepa de levadura de acuerdo con los puntos 1 y 4 a 17, en donde la solucién de prueba
contiene como maximo 10 millones de células por mililitro, tal como como maximo 9.5 millones de células por
mililitro, tal como como méximo 9.0 millones de células por mililitro, tal como como méximo 8.5 millones de
células por mililitro en solucién en el punto de tiempo mas temprano.

19. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la solucién de
prueba del paso ii) o la solucién de prueba es mosto que tiene un extracto evidente de aproximadamente 16
°Plato.

20. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la solucién de
prueba del paso ii) o la solucién de prueba comprende al menos 40 g/kg de maltosa.

21. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la fermentacién
en el paso ii) o la fermentacion se presenta en una temperatura en el intervalo de 12°C a 18°C.

22. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la fermentacién
en el paso ii) o la fermentacion se presenta en una temperatura de como maximo 16°C.

23. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la fermentacién
en el paso ii) o la fermentacion se presenta después de la inoculacién en el intervalo de 7,000,000 a 20,000,000
células de levadura viables por ml de solucidén de prueba.

24. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde el extracto
acuoso se fermenta con la cepa de levadura durante como méaximo 6 dias, tal como como méximo 5 dias, tal
como como maximo 4 dias.

25. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde el extracto
acuoso has un extracto evidente de al menos 12 °Plato, tal como al menos 15 °Plato.
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26. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde el extracto
acuoso es mosto.

27. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde el extracto
acuoso comprende como maximo 3500 mg/L, tal como como maximo 3000 mg/L, tal como como maximo 2500
mg/L de aminoacidos.

28. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores en donde el extracto
acuoso fermentado contiene como méaximo 60 ppb de diacetilo, tal como como méaximo 55 ppb de diacetilo, tal
como como méaximo 50 ppb de diacetilo, tal como como maximo 45 ppb de diacetilo, tal como como méximo
40 ppb de diacetilo.

29. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde el extracto
acuoso fermentado contiene como maximo 10 millones de células por mililitro, tal como como maximo 9.5
millones de células por mililitro, tal como como méximo 9.0 millones de células por mililitro, tal como como
méaximo 8.5 millones de células por mililitro en solucién en el punto de tiempo més temprano.

30. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde el extracto
acuoso fermentado tiene un contenido de alcohol de al menos 4% de ABV, tal como al menos 5% de ABV.

31. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde el extracto
acuoso fermentado contiene al menos 25 mg/L propanol, tal como al menos 30 mg/L de propanol.

32. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde el extracto
acuoso fermentado contiene como maximo 8 mg/L isobutanol, tal como como maximo 6 mg/L isobutanol.

33. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde el extracto
acuoso fermentado contiene una relacién propanol:isobutanol de al menos 2.0, tal como al menos 2.5, tal como
al menos 3.0, tal como al menos 4.0, tal como al menos 5.0, tal como al menos 5.5.

34. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura es capaz de producir una solucién de prueba fermentada, en donde la solucién de prueba contiene
como maximo 265 ppb de diacetilo en cualquier punto de tiempo dentro de 5 dias después del inicio de la
incubacion, y en donde en el intervalo de 7 a 8 millones de células de levadura se agregan a la solucién de
prueba.

35. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura es capaz de producir una solucién de prueba fermentada que contiene como méaximo 50 ppb de
diacetilo después de la incubacién en la solucién de prueba durante como maximo 6 dias, tal como como
maximo 5 dias, tal como maximo 4 dias.

36. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura es capaz de producir una solucién de prueba fermentada que contiene como méaximo 50 ppb de
diacetilo después de la incubacién en la solucién de prueba en una temperatura de como maximo 16°C como
maximo 5 dias, tal como como maximo 4 dias.

37. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura es capaz de producir una primera solucién de prueba fermentada que contiene como maximo 60 ppb
de diacetilo después de la incubacién en la solucién de prueba durante un tiempo dado, en donde el tiempo
dado es al menos 12 horas, tal como al menos 24 horas menor que el tiempo requerido para la cepa de levadura
W-34/78 incubada bajo las mismas condiciones para producir una segunda solucién de prueba fermentada que
contiene como méximo 60 ppb de diacetilo después de la incubacidn en la solucién de prueba.

38. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura es capaz de generar al menos 4.0, tal como al menos 4.7 ml/L de etanol por °Plato, cuando la cepa
de levadura se incuba en la solucién de prueba.

39. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura es capaz de generar al menos 4.0, tal como al menos 4.7 ml/L de etanol por °Plato, cuando la cepa
de levadura se incuba en la solucién de prueba en el intervalo de 4 a 6 dias, tal como durante aproximadamente
4 dias.

40. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura es capaz de crecer en un medio con melibiosa como la Unica fuente de carbono.
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41. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene como maximo cinco genes que codifican para ILV2, en donde cada gen que codifica para ILV2
codifica para SclLV2 de SEQ ID NO: 32 o SelLV2 de SEQ ID NO: 38, o un homdlogo que comparte al menos
80% de identidad de secuencia con el mismo.

42. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene como maximo cuatro genes que codifican para ILV2, en donde cada gen que codifica para ILV2
codifica para SclLV2 de SEQ ID NO: 32 o SelLV2 de SEQ ID NO: 38, o un homdlogo que comparte al menos
80% de identidad de secuencia con el mismo.

43. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene como maximo dos genes que codifican para ILV2, en donde cada gen que codifica para ILV2
codifica para SclLV2 de SEQ ID NO: 32 o SelLV2 de SEQ ID NO: 38, o un homélogo funcional que comparte
al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

44. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura has en el intervalo de 1 a 2, tal como exactamente 2 genes funcionales que codifican para ILV2, en
donde cada gen que codifica para ILV2 codifica para ScILV2 de SEQ ID NO: 32 o SelLV2 de SEQ ID NO: 38,
o un homélogo funcional que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

45. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura has en el intervalo de 1 a 2, tal como exactamente 2 genes funcionales que codifican para ILV2, en
donde cada gen que codifica para ILV2 codifica para SclLV2 de SEQ ID NO:32 o un homélogo funcional que
comparte al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

46. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene como maximo cuatro genes que codifican para ILV6, en donde cada gen que codifica para ILV6
codifica para SclLV6 de SEQ ID NO: 33 0 SelLV6 de SEQ ID NO: 39, o un homdélogo que comparte al menos
80% de identidad de secuencia con el mismo.

47. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene como méximo cuatro genes funcionales que codifican para ILV6, en donde cada gen que codifica
para ILV6 codifica para SclLV6 de SEQ ID NO: 33 o SelLV6 de SEQ ID NO: 39, o un homélogo que comparte
al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

48. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene al menos cuatro genes que codifican para ILV5, tal como al menos cinco genes que codifican
para ILV5, en donde cada gen que codifica para ILV5 codifica para SclLV5 de SEQ ID NO: 34 o SelLV5 de
SEQ ID NO: 40, o un homdlogo que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

49. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura codifica dentro de su genoma para al menos cuatro genes funcionales que codifican para ILV5, tal
como al menos cinco genes funcionales que codifican para ILV5, en donde cada gen que codifica para ILV5
codifica para SclLV5 de SEQ ID NO: 34 o SelLV5 de SEQ ID NO: 40, o un homélogo funcional que comparte
al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

50. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene como maximo 15 genes funcionales que codifican para ILV5, tal como entre 4 y 10 genes
funcionales que codifican para ILV5, tal como entre 4 y 5 genes funcionales que codifican para ILV5.

51. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene en el intervalo de y en el intervalo de 4 a 8 genes funcionales que codifican para ILV5, tal como
en el intervalo de 4 a 6, tal como 5 genes funcionales que codifican para ILV5, en donde cada gen que codifica
para ILV5 codifica para ScILV5 de SEQ ID NO: 34 a SelLV5 de SEQ ID NO: 40 o a homdlogo funcional de
cualquiera de los mencionados que compartan al menos 80% de identidad de secuencia con la misma.

52. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene al menos tres genes, tal como al menos cuatro genes que codifican para ILV3, en donde cada
gen que codifica para ILV3 codifica para SclLV3 de SEQ ID NO: 35 0 SelLV3 de SEQ ID NO: 41, o un homdlogo
que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

53. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene como maximo 15 genes funcionales que codifican para ILV3, tal como entre 5 y 10 genes
funcionales que codifican para ILV3, tal como entre 5y 6 genes funcionales que codifica para ILV3.

54. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
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levadura has en el intervalo de 5 a 9 genes funcionales que codifican para ILV3, tal como en el intervalo de 5
a 7, tal como 6 genes funcionales que codifican para ILV3, en donde cada gen que codifica para ILV3 codifica
para SclLV3 de SEQ ID NO: 35 o SelLV3 de SEQ ID NO: 41 o a homdlogo funcional de cualquiera de los
mencionados que compartan al menos 80% de identidad de secuencia con la misma.

55. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene al menos tres genes, tal como al menos cuatro genes que codifica para BAT1, en donde cada
gen que codifica para BAT1 codifica ScBAT1 de SEQ ID NO: 36 0 SeBAT1 de SEQ ID NO: 42, 0 un homdlogo
que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

56. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene al menos tres genes funcionales, tal como al menos cuatro genes funcionales que codifican para
BAT1, en donde cada gen que codifica para BAT1 codifica ScCBAT1 de SEQ ID NO: 36 o SeBAT1 de SEQ ID
NO: 42, o un homélogo que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

57. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene al menos cuatro genes, tal como al menos cinco genes que codifica para BAT2, en donde cada
gen que codifica para BAT2 codifica ScBAT2 de SEQ ID NO: 37 0 SeBAT2 de SEQ ID NO: 43, o un homdlogo
que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

58. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura tiene al menos cuatro genes funcionales, tal como al menos cinco genes funcionales que codifican
para BAT2, en donde cada gen que codifica para BAT2 codifica SCBAT2 de SEQ ID NO: 37 o SeBAT2 de SEQ
ID NO: 43, o0 un homélogo que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

59. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la suma de
los genes en la cepa de levadura que codifica para ILV2 y ILVE es menos que la suma de los genes que codifica
para ILVS y ILV3.

60. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la suma de
los genes en la cepa de levadura que codifica para ILV2 es menor que la suma de los genes que codifican para
ILV5 y ILV3.

61. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde el gene ratio
en la cepa de levadura de /LV5 e /LV3 vs. ILV2 es al menos 1, tal como al menos 1.5, tal como al menos 2, tal
como al menos 2.5 o tal como al menos 3.

62. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la relacion del
gen funcional en la cepa de levadura de /LV5y ILV3 vs. I[LV2 es al menos 1, tal como al menos 1.5, tal como
al menos 2, tal como al menos 2.5, tal como al menos 3.

63. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la relacion del
gen en la cepa de levadura de /LV5 e ILV3 vs. ILV2y [LV6 es al menos 1, tal como al menos 1.2, tal como al
menos 1.4, tal como al menos 1.6, tal como al menos 1.8 o tal como al menos 2.

64. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la relacion del
gen funcional en la cepa de levadura de /LV5 e [LV3 vs. ILV2y ILV6 es al menos 1, tal como al menos 1.2, tal
como al menos 1.4, tal como al menos 1.6, tal como al menos 1.8 o tal como al menos 2.

65. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde los genes que
codifican para ILV2, ILV3 y/o ILV5 se expresan de sus promotores nativos.

66. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde los genes que
codifican para ILV2, ILV3, ILV5, ILV6, BAT1 y/o BAT2 se expresan de sus promotores nativos.

67. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura porta una mutacién en o una delecién de uno o mas genes /LV2.

68. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura porta una mutacioén por desplazamiento del marco de lectura de uno o méas genes /LV2.

69. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura porta una mutacioén que da por resultado una expresién menor o nula de uno 0 mas genes /LV2.

70. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura porta una mutacién en o una delecién de uno o mas genes /LV6.
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71. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura porta una mutacioén por desplazamiento del marco de lectura en uno o méas genes /LV6.

72. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura porta una mutacioén que da por resultado una expresién menor o nula de uno 0 mas genes /L V6.

73. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura no comprende ninguna ADN heterélogo.

74. El método o cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, en donde la cepa de
levadura no se somete a un paso de modificacién genética.

75. Un extracto acuoso fermentado preparado por el método de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores.

76. Un método para producir una bebida, el método comprende los pasos de:
i. preparar un extracto acuoso fermentado de acuerdo con cualquiera de los puntos anteriores, y
ii. procesar el extracto acuoso fermentado en una bebida.

77. El método de acuerdo con el punto 76, en donde los pasos de procesamiento comprenden uno o més de
lo siguiente:

i. Filtracion,

ii. Carbonacion,

iii. Maduracién, o

iv. Embotellado

78. Una bebida preparada por el método de acuerdo con los puntos 76 a 77.

79. La bebida de acuerdo con el punto 78, en donde la bebida contiene al menos 25 mg/L de propanol, tal
como al menos 30 mg/L de propanol.

80. La bebida de acuerdo con los puntos 78 a 79, en donde la bebida contiene como maximo 8 mg/L isobutanol,
tal como como maximo 6 mg/L isobutanol.

81. La bebida de acuerdo con los puntos 78 a 80, en donde la bebida es una cerveza.

82. El extracto acuoso fermentado de acuerdo con el punto 75 o la bebida de acuerdo con los puntos 78-81,
en donde el extracto o la bebida tiene una relacién propanol:isobutanol de al menos 3.0, tal como al menos
4.0, tal como al menos 5.0, tal como al menos 5.5.

83. Una cepa de levadura, en donde la cepa de levadura es capaz de producir una soluciéon de prueba
fermentada después de la incubacién de la cepa de levadura en una solucién de prueba que tiene un extracto
evidente de al menos 10 °Plato y en donde la solucién de prueba contiene como maximo 60 ppb de diacetilo,
por ejemplo como maximo 50 ppb de diacetilo en el punto de tiempo més temprano donde el extracto evidente
de la solucién de prueba no ha disminuido por mas de 0.50 °Plato en las 24 horas anteriores después de la
incubacion de la cepa de levadura en el extracto.

84. Una cepa de levadura de Saccharomyces pastorianus de acuerdo con el punto 83, en donde la cepa de
levadura es como se define en cualquiera de los puntos 1 a 72.

Ejemplos

Materiales y métodos

Preparacion de mosto

En general, el mosto usado en los ejemplos experimentales se hizo al triturar 70% de malta pilsner y 30 % de
adjunto de cebada en 2.7 L de agua/kg de malta.
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El régimen de trituracién fue como se muestra en la siguiente tabla 1:

Tabla 1. Régimen de trituracién para la preparacién del mosto.

Temp_er_atuza en Tempera’gura al Tiempo (min) Tiemp_o total
el inicio ( °C) final ( °C) (min)
En la trituracion 52.0 52.0 5 5
Retencién 52.0 15 20
Incremento de temperatura 52.0 | 65.0 13 33
Retencién 65.0 50 83
Incremento de temperatura 65.0 | 72.0 7 90
Retencién 72.0 20 100
Incremento de temperatura 72.0 | 78.0 6 106
Retencién 78.0 10 116

Las variaciones en este régimen de trituracién aln pueden producir un mosto adecuado para fermentacién.

Después de la trituracién, el mosto se hirvié durante 60 min. Para asegurar que el mosto sea adecuado para
la fermentacién, debe tener de manera preferente contenidos dentro de los siguientes intervalos:

. Glucosa

. Maltosa

. Maltotriosa

. Zinc

. Amino nitrégeno libre (FAN)
. Valina/FAN

12-25 g/L
60-80 g/L

15-20 g/L

0.16 2 0.18 mg/L
110-250 mg/L

06a0.8

Como guia, un contenido promedio de mosto fabricado de 70% de malta pilsner y 30% de adjunto de cebada
se da en la siguiente tabla 2. Los mostos que estan fuera de algunos de los siguientes parametros aun se
esperan que produzcan buena cerveza.

Tabla 2. Composicién ejemplar de un mosto fabricado de 70 de malta pilsner y 30% de adjunto de cebada.

Azlcares g/100 ml de mosto | EST. | Minerales mg/L EST.

Fructosa 0.29 0.06 Calcio Ca 46.15 9.28

Glucosa 1.93 0.70 Magnesio Mg 115.73 [15.31

sacarosa 0.35 0.09 Sodio Na 21.03 10.63

Maltosa 7.84 0.52 Potasio K 815.82 |170.68

Maltotriosa 1.69 0.55 Zinc Zn 0.17 0.10

Sumar Azucares Fermentables  [12.10 0.95 Cobre Cu 0.07 0.02

Azlcar (monodisacaridos) 10.59 0.45 Hierro Fe 0.12 0.08

Azlcares invertidos BUR Ley FR |2.30 0.40 Aluminio Al 0.01 0.01
Manganeso Mn 0.11 0.08
Fésforo P 511.96 |61.85
Silice Sl 18.43 9.03

Amino4cidos mg/L EST.

Acido aspartico (Asp) 89.53 16.66 | FAN* mg/L 207.16 [52.16

Acido glutdmico (Glu) 91.43 15.62

Serina (Ser) 92.10 28.01 [VAL/FAN 0.61 0.03

Histidina (His) 59.09 15.86

Glicina (Gly) 44.98 12.42

Treonina (Thr) 81.00 25.22

Arginina (Arg) 161.68 59.35

Alanina (Ala) 120.60 27.66

Tirosina (Tyr) 133.16 39.81
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Metionina (Met) 47.92 17.61
Valina (Val) 141.48 34.78
Fenilalanina (Phe) 147.45 30.83
Isoleucina (Iso) 81.80 21.26
Leucina (Leu) 181.02 31.62
Lisina (Lys) 115.49 36.49
Suma de Aminoécidos Clase 1 410.67 90.89
Suma de Aminoacidos Clase 2 681.55 148.43
Suma de Aminoacidos Clase 3 532.18 113.77
*FAN= Amino nitrégeno libre

Para ayudar a la floculacién de la levadura, se puede agregar zinc adicional al mosto antes de la fermentacion,
como se describe en algunos de los siguientes ejemplos.

PCR de gotas

Se preparé ADN genémico de cepas de levadura diploides y clones de esporas haploides usando el kit de
purificacion de ADN Genémico MasterPure de Epicentre. Las concentraciones de cada una de la preparacién
de ADN final se ajustaron a 50 ng/microlitro de ADN usando agua Milli Q. EI ADN se cuantific6 usando
Espectrofotémetros NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Usando la PCR de gotas Biorad (QX200) y las sondas disefiadas para recocer los genes /LV2 de
Saccharomyces eubayanus y Saccharomyces cerevisiae. Estas sondas se usaron para dirigirse al ADN
gendmico en clones de esporas haploides y cepas de levadura diploides de control. Usando este método, los
inventores fueron capaces de determinar la relacién entre los dos genes /LV2 variantes en una manera
cuantitativa. A fin de distinguir los alelos ILV2 de S. eubayanus y S. cerevisiae se disefié una reaccién de PCR
digital especifica de especie basada en un ensayo TagMan. Para este propésito, los cebadores especificos
diana se disefiaron en regiones homélogas del gen /LV2 para S. eubayanus y S. cerevisiae, significa que el
mismo cebador directo e inverso podria amplificar ambas copias de especies /LV2 simultdneamente. Las
sondas especificas de especie se disefiaron para ser idénticas a parte de un nucleétido individual, permitiendo
una discriminacién entre los alelos /L V2 de tipo S. eubayanus y S. cerevisiae. La sonda especifica de especies
para S. cerevisiae tiene una T en la posicion de nucleétido 1515 en la secuencia de tipo silvestre /LV2 de S.
cerevisiae, mientras que la sonda especifica de especies para S. eubayanus tiene una C en la posicién de
nucleétidos 1515 en la secuencia tipo silvestre /ILV2 de S. eubayanus. Los siguientes cebadores y sondas se
desarrollaron para distinguir entre el alelo /LV2 de S. eubayanus y el alelo ILV2 de S. cerevisiae:

Cebadores /L V2 especificos diana que amplificaran tanto la /LV2 de S. cerevisiae como ILV2 de S. eubayanus
simultdneamente:

Cebador directo especifico diana (5- GCCAACGACACAGGAAGAC - 3') (SEQ ID NO: 1)
Cebador inverso especifico diana (5- GTACCTAAACCACCTGATGT - 3’) (SEQ ID NO: 2)

Las sondas especificas de especie que permitiran la discriminacién entre copias de /LV2 de S. cerevisiae y S.
eubayanus:

Sonda especifica de alelo /LV2 de S. cerevisiae (5- TGGGCTGCTCAACAC - 3') (SEQ ID: 3) — etiquetado con
5 FAM y 3’ BHQ1

Sonda especifica de alelo /LV2 de S. eubayanus (5'- ACGTACGGAATGTGGATT - 3') (SEQ ID NO: 4) -
etiquetada con 5 HEX y 3 BHQ1

Usando un sistema Droplet Digital PCR QX200 (Bio-Rad Laboratories), ddPCR se llevé a cabo de acuerdo con
las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Para propésitos analiticos, 5 pl de ADNg purificado (5 ng/ul
de concentracién de ADN) de cepas de levadura se agregaron a 17 pl de mezcla de PCR que contiene 11 pl
de 2x ddPCR Supermix para las sondas (No. dUTP; Bio-Rad), 900 nM de cebador directo de PCR especifico
diana, 900 mM de cebador inverso de PCR especifico diana, 250 nM de sonda especifica de alelo /LV2 de S.
cerevisiae y 250 nM de sonda especifica de alelo /LV2 de S. eubayanus. La mezcla de reaccién se cargé en
el generador de gotas AutoDG (Bio-Rad Laboratories) y la generacién de gotas se llev6 a cabo de acuerdo con
el manual del fabricante. La emulsién de las gotas se cicld térmicamente usando condiciones de PCR
estandares: desnaturalizacién a 95°C durante 10 min, 40 ciclos de PCR a 94°C durante 30 s y 55°C durante 1
min, y una extensién final de 98°C durante 10 min. antes del almacenamiento de la placa de microtitulo a 8°C.
La amplificacién de PCR en gotas se confirmé usando el lector de gotas QX200 (Bio-Rad Laboratories) y los
datos se analizaron usando el software QuantaSoft (versidén v1.7, Bio-Rad Laboratories).
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Deteccién del numero de copias del gen /L V2 total

En la primera ronda, las relaciones entre /LV2 de S. eubayanus y S. cerevisiae se analizaron directamente en
el ADN gendmico purificado de cada clon de esporas individual. Algunos clones de esporas, a pesar de que se
originan de la misma levadura parental, tuvieron diferente constitucién genética de /LV2 velos. Algunos clones
de esporas parecen que tienen solo 100% de genes /LV2 de S. cerevisiae que el clon de esporas. Puesto que
la mayoria de las levaduras de lager parentales son tri- o tetraploides (\Wahlter et al, 2014), se puede suponer
que el 100% de clones de esporas de /LV2 de S. cerevisiae de alguna manera pueden ser entre 1-3 copias.
Para los clones de esporas con ambos tipos de /LV2 tal como 50/50 uno podria asumir 1 copia de cada tipo en
los clones de esporas 0 2 + 2 en las levaduras parentales. Las cepas con relaciones cercanas a 67/33
significarian 1 copia de S. cerevisiae y 2 copias de /LV2 de S. eubayanus.

Para permitir una estimacién mas precisa del nimero de copias en los clones de esporas con cercana 100%
de ILV2 de S. cerevisiae, en el sello se repitié al agregar o al enriquecer ADN de S. eubayanus externo puro a
las muestras para obtener la distribucion de S. cerevisiael/ S. eubayanus después del enriquecimiento. Las
relaciones Sc/LV2/SelL V2 que cambiarian en gran medida hacia S. eubayanus después del enriquecimiento
indicaria copias bajas de /VL2 de S. cerevisiae y si la relacidn cambiara solo poco hacia el ADN de S.
eubayanus y aun se dominaria por la /[LV2 de S. cerevisiae alta indicaria que el clon de esporas original tiene
muchas copias de /LV2 de S. cerevisiae.

El enriquecimiento se hizo tal que cada muestra de 50 ng/microlitro de ADN se mezclé con ADN de S.
eubayanus de la misma concentracién de 50 ng/microlitro en una relacién 50/50 (10 microlitros de muestra +
10 microlitros de ADN de S. eubayanus).

El método de estimacién de QPCR de gota refleja cuantitativamente las copias de /LV2 totales presentes, pero
no puede revelar si existen algunos alelos /L V2 inactivados debido a la presencia de SNPs particulares o las
mutaciones por desplazamiento del marco de lectura. Estas mutaciones primero se pueden detectar por un
ADN gendmico subsecuente que se secuencia por la secuenciacion de Sanger o la secuenciacién de préxima
generacion.

Deteccién para la floculacién

Para evaluar las capacidades de floculacién de los clones de esporas de levadura, primero se hicieron crecer
en un mosto regular a temperatura ambiente durante varios dias. Para cada cepa, se transfirieron 2 ml de
cultivo a un tubo de reaccidén de 2 ml, se aplic6 movimiento vorticial completamente y las células se dejaron
asentar durante 10 min. Para determinar la floculacién dependiente de calcio, las células de 2 ml de los cultivos
previamente mencionados anteriormente se recolectaron, se lavaron dos veces con solucién de EDTA 50 mM
y se resuspendieron subsecuentemente en 2 ml de Tris 50 mM, acido succinico 50 mM y KOH 100 mM sin
calcio (Stratford 1996). El pH se ajusté a pH 4.0, lo que se asemeja a los valores de pH finales de los cultivos
de mosto. Las suspensiones celulares nuevamente se les aplicé movimiento vorticial completamente y las
células se dejaron asentar durante 5 min. Los resultados se documentaron fotograficamente.

Medicién de diacetilo total de los clones de esporas en las fermentaciones de mosto usando cilindros con
agitacion magnética

Clones de esporas y levaduras de control se hicieron crecer durante tres dias en 2 ml de YPD liquido en una
unidad giratoria Stuart SB2 (www.stuart-equipment.com). Matraces agitacién sin deflectores de 25 ml de mosto
Pilsner estandar pasteurizado de 16 Plato se inocularon con dos ml de pre-cultivos y se hicieron crecer a
temperatura ambiente en una tabla de agitacién con agitacién intermedia durante 5 dias para alcanzar los
cultivos de fase estacionaria densos.

Se condujeron fermentaciones de cerveza en cilindros de vidrio como se describe previamente (Guiterrez et
al., 2018). Las fermentaciones se llevaron a cabo en cilindros de medicién de vidrio altos de 250 ml (331 x 39
x 39 mm; Duran) que contienen 200 ml de mosto Pilsner y se sellaron con un vaso de precipitados de vidrio
invertido (Duran) en la parte superior del cilindro para permitir el escape de diéxido de carbono y acceder facil
al muestreo para anélisis. Se llevaron a cabo las fermentaciones con agitacién continua a 150 rpm usando una
barra magnética en una plataforma de agitacién Variomag a 16°C dentro de un refrigerador (Gabinete
incubadora de tipo TS 606-G/4-i). Los conteos de células de levadura se estimaron con un celémetro.
(https:/ivww.nexcelom. com/applications/cellometer) y se inocularon (se sembraron) en una velocidad de 15
millones de células por ml de mosto y el desempefio de la fermentacién se monitoreé al medir la pérdida de
peso que resulta de la liberacion de CO2 metabdlico. Se recolectaron de 10 ml de muestras durante la
fermentacién en los dias 2, 3 y 4 para los analisis de diacetilo. Las muestras se centrifugaron a 1900 g durante
10 min y los sobrenadantes se almacenaron en un congelador a -20 °C hasta uso futuro. Las fermentaciones
se consideraron terminadas cuando no se pudo medir la pérdida de peso adicional de los cilindros de
fermentacién. Los inventores midieron diacetilo total mediante cromatografia de gas de acuerdo con el
European Brewing Convention method EBC 9.24.2 que incluye un periodo de incubacién de las muestras a 60
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°C durante 90 minutos para determinar el diacetilo total, que reflejara la suma total del acetolactato precursor
y el diacetilo libre.

Cepas de levadura

Levadura hibrida 7 de Saccharomyces pastorianus, es una cepa de produccién de lager y tiene una alta
floculacion que permite la recoleccidn de la levadura al final de la fermentacidn sin enfriamiento adicional. La
levadura hibrida 7 se usa como referencia a las levaduras de la presente invencién.

ZDAA1 es una levadura de la invencion.
ZDAZ2 es una levadura de la invencién
ZDAS3 es una levadura de la invencién

W-34/78 de Saccharomyces pastorianus, es una cepa de la levadura lager comercialmente disponible de
Weihenstephan Hefebank (info@hefebank-weihenstephan.de), Alemania. Esta levadura se sabe que reduce
el diacetilo muy eficientemente y muestra alta floculacién, pero aun significativamente menos que la cepa de
Levadura hibrida 7 que cuando se ferment6 en el mosto descrito en lo anterior. Se usa como referencia a la
levadura de la presente invencién. W-34/78 también es referido en la presente WS34/78.

Ejemplo 1 — Ensayo de 50 L a 16 y 18 °C con la cepa de levadura ZDA1 y la cepa comparativa Levadura
hibrida 7

Para probar la diferencia en los niveles de diacetilo durante la fermentacién de una nueva cepa de levadura
hibrida contra una cepa de levadura de control, se prepararon 50 L de cerveza de un mosto como se describe
en la seccion de materiales y métodos con un °Plato de entre 15 y 16. Antes de la fermentacién, el mosto se
ajusté a un pH de 4.9 y se agreg6 zinc a una concentracion final de 0.30 mg/L. El mosto se inoculé con 12-15
millones de células de levadura viables por ml de mosto. La fermentacion se llevd a cabo a 16°C o0 18°C. En
general, laos lagers se fermentaron entre 12°C y 16°C. Si la levadura tolera 18°C, esto puede servir para
acelerar el proceso de fermentacién. Las muestras se obtuvieron en el dia 0 y en varios puntos de tiempo
durante la fermentaciéon, como es indicado en las siguientes tablas. Los resultados se muestran en las
siguientes Tablas 3 y 4 y se grafican representan en las Figuras 1A a 1C.

Tabla 3. Fermentaciéon de 50 L a 18 °C.

Levadura Dia | Temp °C | °Plato | Diacetilo ppb | pH Alcohol %Vol
0 15.79 4.90
1 18.3 13.61 87 4.33
ZDA1 3 3.33 54
4 18.0 3.23 26 4.16 | 6.95
0 15.78 4.90
Levadura hibrida 7 |- 17.9 13.6 489 4.45
3 3.06 137
4 17.7 3.01 56 4.05 | 7.02

Tabla 4. Fermentaciéon de 50 L a 16 °C.

Levadura Dia | Temp °C | °Plato | Diacetilo ppb | pH Alcohol %Vol
0 15.27 4.89
4 15.8 3.52 93 4.1
ZDA1 5 15.7 3.38 50 4.15
6 15.7 3.38 31 4.15
7 15.7 19 4.15 ] 6.55
0 15.27 4.89
4 16.2 3.39 4.04
Levadura hibrida7 | 5 16.3 3.28 4.09
6 16.3 3.26 77 4.09
7 16.3 42 4.09 | 6.59

Se dice que una cerveza esté en especificaciones cuando el nivel de diacetilo esta por debajo de 50 ppb y el
Plato es estable (se ha utilizado todo el azlcar fermentable). Es una ventaja obtener la cerveza en
especificaciones en el tiempo mas corto posible, mientras se produce al menos una cantidad similar de alcohol
en comparacion con la levadura de control.
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Niveles de diacetilo a 18°C

Como se puede observar a partir de la tabla 3 y las Figuras 1B y 1C, la cepa de levadura ZDA1 fue capaz de
producir un mosto fermentado (cerveza verde) dentro de tres dias donde el nivel de diacetilo estuvo cercano
de 50 ppb y al mismo tiempo todo el azlcar fermentable presente en el mosto se utilizé (lo cual es evidente por
la caida en °Plato que es menor de 0.50 durante 24 h) cuando se ferment6 a 18 °C. En contraste, la cepa de
levadura de control Levadura hibrida 7 comenz6 con un nivel de diacetilo muy alto (Figura 1B) y necesit6 4
dias para alcanzar un nivel similar de diacetilo como la cepa ZDA1 lo tuvo en el dia 3.

El punto en el tiempo méas temprano donde el extracto evidente no disminuyé por méas de 0.50 °Plato en las 24
horas anteriores se considerd que es el dia 4 para ambas cepas. En el dia 4 la cerveza verde obtenida con
Levadura hibrida 7 contuvo nia aproximadamente 56 ppb de diacetilo, mientras que la cerveza verde obtenida
con ZDA1 contuvo solo 26 ppb.

Cuando se llevé a cabo la fermentacién a 16°C (tabla 4 y Figura 1A) el punto en el tiempo mas temprano donde
el extracto evidente no disminuyé por mas de 0.50 °Plato en las 24 horas anteriores fue en el dia 5 para ambas
cepas. En ese tiempo, la cepa ZDA1 habia alcanzado el nivel de diacetilo de 50 ppm deseado, mientras que
la levadura de control Levadura hibrida 7 tuvo que ser fermentada dos dias adicionales mas para alcanzar un
nivel de diacetilo por debajo de 50 ppm.

Niveles de propanol, isobutanol y SO> después de la fermentacién a 16°C o 18°C

Ademas del diacetilo y Plato, se midieron los niveles de propanol e isobutanol en una cerveza final preparada
de la cerveza de ensayo de 50 L. La cerveza final se ajusté a un contenido alcohol de 5.0% en vol, CO2 a
5.1g/L y se embotelld en botellas verdes de 33 cl. Sin que sea limitado por la teoria, se cree que el propanol e
isobutanol isobutanolis pueden ser indicadores del flujo de la ruta restringida dentro de la ruta de aminoacidos
de cadena ramificada, en particular baja actividad de /LV2 de la levadura, y por lo tanto es una buena forma
de evaluar si una cepa de levadura tiene el potencial depara ser un productor de bajo contenido de diacetilo.
Una alta relacién de propanol:isobutanol es una indicacién de una levadura que produce bajo diacetilo. Los
resultados se muestran en la siguiente tabla 5:

Tabla 5. Contenido de propanol e isobutanol en el mosto fermentado (cerveza verde)

Levadura | Temp °C | Propanol | Isobutanol Relacién de propanol:isobutanol SO2
ZDA1 16 35.09 4.93 7.73 7
18 42.18 6.39 6.60 6
Levadura | 16 15.53 17.50 0.89 4
hibrida7 | 18 19.3 19.57 0.97 2

Como se puede observar a partir de la tabla 5, tanto a 16°C como 18°C, la cerveza verde obtenida de la
fermentacién con la cepa de levadura hibrida ZDA1 mostré mayores niveles de propanol comparado con la
cerveza verde obtenida con la cepa de levadura de control Levadura hibrida 7. El mosto incubado con la cepa
de levadura hibrida ZDA1 también tuvo menores niveles de isobutanol comparados con la Levadura hibrida 7,
dando por resultado una diferencia de al menos 6.8 veces en la relacién de propanol:isobutanol.

También se observd que los niveles de SOz en la cerveza verde obtenidos con la cepa de levadura ZDA1 fue
méas alto que en la cerveza verde de la cepa control. Esto puede proporcionar una ventaja en términos de
conservacion de la cerveza final.

La Figura 3 muestra la relaciéon de propanol por isobutanol de las cervezas comerciales comparado con una
cerveza de “botella de control 89-84393 ZDA2” producida usando la cepa de levadura ZDA2 de acuerdo con
la invencion. La “botella de control 89-84393 ZDA2” se produce en un ensayo de 50 L y se destila a 5%. Todas
las cervezas comerciales tuvieron menor relaciéon de propanol a isobutanol.

Ejemplo 2 — Ensayo de 50 L a 16°C con cepas de levadura ZDA2 y ZDA3

Dos cepas hibridas de levadura adicionales con perfiles de diacetilo favorables se identificaron y se compararon
con la cepa ZDA1 del ejemplo 1. 50 L de cerveza se prepararon de un mosto como se describe en la seccidn
de materiales y métodos con un °Plato de 16. Antes de la fermentacién, el mosto se ajusté a un pH de 4.9y se
agreg6 zinc a la concentracién final de 0.30 mg/L. El mosto se inoculd con 14 millones de células de levadura
viables por ml de mosto. La levadura para inoculacidén se obtuvo de una primera fermentacién de 50 L, donde
las células de levadura se recolectaron al final de la fermentacién y se usaron para volver a sembrar un segundo
ensayo de fermentacién de 50 L. Esto se asemeja a la forma en que se lleva a cabo la produccidn de cerveza
a gran escala. La fermentacion se llevé a cabo a 16°C. Las muestras se obtuvieron en el dia 0 y durante la
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fermentacién como se indica en la siguiente tabla. Los resultados se muestran en la siguiente tabla 6.

Tabla 6. Fermentacién de 50 L a 16°C.

Levadura | Dia | Temp °C | °Plato | Diacetilo ppb | pH Alcohol %Vol

0 16.05 4.9

1 16.2 13.7 90 4.45
ZDA1 3 63

4 16.4 2.99 48 422

5 16.3 2.94 424 | 729

0 16.05 4.9

1 16.2 1413 | 48 4.47
ZDA2 3 55

4 16.5 3.09 42 421

5 16.4 3.01 424 | 728

0 16.05 4.9

1 15.9 13.73 | 68 4.41
ZDA3 3 45

4 16.2 3.04 35 428

5 15.9 3 429 | 726

Como se muestra en la tabla 6, los tres candidatos (ZDA1, ZDA2 y ZDA3) mostraron niveles de diacetilo por
debajo de 50 ppb en el dia 4, lo cual correspondid al tiempo donde el extracto evidente habia alcanzado una
meseta. Adicionalmente, ZDA3 tuvo niveles de diacetilo por debajo de 50 ppb ya en el dia 3.

Ejemplo 3 — Resultados de sabor

El mosto fermentado obtenido en el ejemplo 2 se procesd adicionalmente a cervezas finales al ajustar el
contenido de alcohol a 5% en volumen, COz2a 5.1g/L y se embotellaron en botellas verdes de 33 cl Danihs
estandares. Las cervezas se evaluaron por un panel de catadores de cerveza especialistas, que consisten en
10 catadores. Cada miembro del panel de catadores estuvo extensivamente entrenado, en particular cada
miembro tuvo experiencia en evaluar las propiedades de sabor de los ésteres, alcoholes superiores,
componentes de azufre y cuerpo de la cerveza. Cada miembro de panel de catadores evalué diferentes notas
de sabor. En particular, el sabor general se evalué en una escala de 1 a 9 y se proporcioné como el “Resultado
principal” en la siguiente Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de sabor de la cerveza del ensayo de 50 L del ejemplo 2.

Primera fermentacién

Nombre de la muestra L
resultado principal

ZDA1 6.1 Satisfactorio
ZDA2 5.7 Satisfactorio
ZDA3 5.8 Satisfactorio

Como se muestra en la tabla 7, las muestras de las cervezas producidas por todas las cepas de levadura se
clasificaron al menos con 5.7 (Satisfactorio).

Ejemplo 4 — Ensayo de cerveza 10 HL a 16°C con cepa de levadura ZDA1 y la cepa comparativa Levadura
hibrida 7

El propésito de este ejemplo fue investigar si la cepa de levadura hibrida ZDA1 mostré el mismo perfil de
diacetilo ventajoso como se observé en una escala de 50 L en el ejemplo 1. Se prepar6 cerveza de 10 HL de
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un mosto como se describe en la seccién de materiales y métodos con un °Plato de aproximadamente 16.
Antes de la fermentacién el mosto se ajusté a un pH de 4.95 y se agreg6 zinc a una concentracién final de 0.8
mg/L. El mosto se inocul6é con al menos 15 millones de células de levadura viables por ml de mosto de las
cepas de levadura hibrida ZDA1 o la cepa de levadura lager de control Levadura hibrida 7, seguido por
fermentacién a aproximadamente 16°C. La levadura para inoculacién se obtuvo de una primera preparacién
de cerveza como se describe en el ejemplo 2. Las muestras se obtuvieron en el dia 0 y los dias indicados en
los resultados de la siguiente tabla 8. Los resultados se muestran en la tabla 8 y se ilustran en las Figuras 2A
y 2B.

Tabla 8. Fermentacién de 10 HL a 16°C.

Levadura Dia | Temp °C | °Plato | Diacetilo ppb | pH Alcohol %Vol
0 15.7 16.05 4.73
1 15.9 1424 | 239 449 | 092
ZDA1 4 15.7 2.87 55 411|715
5 15.9 2.73 28 419 | 7.28
6 15.9 2.65 14 413 | 7.43
0 15.8 16.1 4.72
1 15.8 14.41 868 454 | 0.87
4 16.0 3.34 509 4.07 | 6.84
Levadura hibrida 7
5 15.7 2.67 205 4.06 | 7.32
6 15.8 2.56 91 4.05 | 7.48
7 15.0 2.53 36 411|748

La cepa de levadura ZDA1 produce un nivel inicial muy bajo de diacetilo y la cerveza verde obtenida con cepas
de levadura hibrida ZDA1 alcanzé el umbral cercano al sabor de diacetilo (50 ppb) en el dia4 y en el dia 5 que
estuvo abajo de 28 ppb. La cerveza verde obtenida con la cepa de levadura de control Levadura hibrida 7, sin
embargo, primero alcanzé este umbral en el dia 7 (Figura 2A). La Figura 2B muestra que el nivel de diacetilo
total en la cerveza verde obtenida con el hibrido de levadura ZDA1 esta cercana a 50 ppb aproximadamente
al mismo tiempo como los azlcares fermentables que estan cercanos a completar la fermentacién, es decir en
el dia 4.

Ejemplo 5 — Resultados de sabor

El mosto fermentado obtenido en el ejemplo 4 se procesé adicionalmente a una cerveza final al ajustar el
contenido de alcohol a 4.6% en volumen, COza 5.4g/L y se embotelld en botellas color &mbar de 33 cl. Las
cervezas se evaluaron por un panel de catadores de cerveza especialistas tanto en Dinamarca como en
Francia, que consiste en 10 catadores. Cada miembro del panel de catadores estuvo extensivamente
entrenado, en particular, cada miembro tuvo experiencia en evaluar las propiedades de sabor de los ésteres,
alcoholes superiores, componentes de azufre y el cuerpo de la cerveza. Cada miembro del panel de catadores
evalué diferentes notas de sabor. En particular, el sabor general se evalubé en una escala de 1 a 9 y se
proporcioné como el “Resultado principal” en la siguiente Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de sabor de la cerveza del ensayo de 10 HL del ejemplo 4.

Nombre de la muestra Resultado principal
ZDA1 6.6 Satisfactorio
Levadura hibrida 7 6.4 Satisfactorio

Como se muestra en la tabla 9, las muestras de cervezas producidas por la cepa de levadura ZDA1 se
clasificaron 6.6 (Satisfactorio), que esta un poco arriba de la cerveza producida con la cepa de control Levadura
hibrida 7.
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Ejemplo 6 — Ensayo a 16°C que incluye tres cepas de levadura lager de control

Este experimento se condujo para comparar las tres cepas de levadura novedosas del ejemplo 2 con cepas de
levadura comercialmente disponibles adicionales, asi como el control usado en los ejemplos 1, 2y 4. 40 L de
cerveza se prepararon de un mosto como se describe en la seccién de materiales y métodos con el pequefio
cambio que el primero mantenido a 52°C fue de 30 min. Para la fermentacién, el °Plato fue entre 15y 16. Antes
de la fermentacién, el mosto se ajusté a un pH de 4.9 y se agregé zinc a una concentracién final de 0.30 mg/L.
El mosto se inocul6 con 7.5 millones de células de levadura viables por ml de las cepas de levaduras hibridas
ZDA1, ZDA2 y ZDA3, asi como con una cepa de levadura de lager de control Levadura hibrida 7, y las cepas
de levadura lager de control W-34/78 que es comercialmente disponible de Weihenstephan, Alemania. El mosto
se fermentd a aproximadamente 16°C. Las muestras se obtuvieron en el dia 1 y los dias indicados en la

siguiente tabla de resultados. Los resultados se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Fermentacién de 40 L a 16°C.

. . Células en
. Temp| % [ Diacetilo o Alcohol
Levadura | Dia ¢ | pPlato ppb pH _I|qU|do %Vol Propanol | Isopropanol
(millones/ml)
1 15.7 [ 15.54 88 4.71
2 16.5 [ 12.78 431 4.45
3 869
Levadura 4 520
hibrida 7 | 5 | 164 | 249 | 265 |4.02
6 16.5 | 2.45 115 4.05 0.8
7 2.37 57 4.09
8 44 7.35 11.02 9.57
1 145 | 154 176 4.64
2 16.1 [ 12.54 470 4.33
3 485
4 286
W-34/78
5 16.3 | 2.97 150 41
6 16.2 | 2.68 62 4.15
7 154 | 2.63 41 4.19 17
8 33 7.2 11.08 9.85
1 15.6 [ 15.26 89 4.69
ZDA1
2 16.3 [ 12.24 166 4.38
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Levadura | Dia T?Enp PIZ:to Diapcpebtilo pH C_(Iailc;‘tlfi‘:: " A(I,ZSZFI Propanol | Isopropanol
(millones/ml)
3 133
4 74
5 162 | 29 42 4.15
6 16.1 | 2.73 24 42 25
7 16.2 | 2.69 16 425
8 156 | 15.26 89 4.69 7.18 27.04 4.00
1 14.7 | 15.47 20 4.64
2 16.1 | 12.7 4.4
3 245
ZDA2 4 102
5 16.3 | 2.68 49 4.05
6 16.2 | 2.55 25 4.09 1.2
7 162 | 25 15 4.13 7.3 22.54 3.61
1 146 | 155 39 463
2 16.5 | 12.96 92 4.42
3 116
ZDA3 4 63
5 16.4 | 3.78 32 4.08
6 16.5 | 3.28 18 4.12 2.8
7 16.3 | 3.21 12 4.15 6.9 24.20 3.56

En este ensayo, las tres cepas con bajo contenido de diacetilo (ZDA1, ZDA2 y ZDA3) mostraron niveles de
diacetilo por debajo de 50 ppb en el dia 5, lo cual correspondié al tiempo donde el extracto evidente habia
alcanzado una meseta para todas las cepas de levadura probadas, mientras que ninguna de las cepas de
control mostré niveles de acetilo por debajo de 110 ppb al mismo dia. El punto en el tiempo mas temprano
donde el extracto evidente no disminuyé por méas de 0.50 °Plato en las 24 horas anteriores se considera que
es el dia 6 para todos estos ensayos. En el dia 6, todas las cepas con bajo contenido de diacetilo (ZDA1, ZDA2
y ZDA3) tuvieron un nivel de diacetilo abajo de 45 ppb (24 ppb, 25 ppb y 18 ppb, respectivamente), mientras
que las cepas de control (Levadura hibrida 7, W-34/70 y W-34/78) tuvieron niveles mas altos de diacetilo (115
ppb, 62 ppb y 62 ppb, respectivamente).

Estos resultados son muy remarcables considerando que la levadura Weihenstephan es menos floculante que
la cepa de Levadura hibrida 7 y las cepas de la invencién. El conteo de células en el liquido (arriba del granulo
de levadura) al final de la fermentacién es una buena medida de floculacién. Estos datos se muestran en la
tabla 10 anterior como Células en Liquido (cuando mas bajo es el volumen es mas floculante la levadura). La
alta floculacién es una ventaja cuando la levadura que se debe recolectar del tanque de produccién para
inocular el siguiente mosto para la produccidn de cerveza. Si la floculacién de la levadura es baja, este proceso
requerira enfriamiento de la cerveza verde por hasta 24 horas. La alta floculacién, por otra parte, puede dar por
resultado menos contacto entre la levadura y el mosto durante la fermentacién, lo cual es probable que reduzca
la velocidad en la cual la levadura puede consumir el diacetilo y prolongar el tiempo de fermentacién.

Los ejemplos descritos en la presente por lo tanto proporcionan cepas de levadura que son capaces de reducir
el diacetilo a menos de 50 ppb aproximadamente al mismo tiempo donde los azlcares fermentables se han
consumido (o aun antes de eso) y al mismo tiempo no requiere ningun enfriamiento adicional de la cerveza
verde para recolectar la levadura para la siguiente produccién de cerveza debido a su alta floculacién a 16°C.
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Adicionalmente, se puede observar que las cepas de levadura con bajo contenido de acetilo se puede identificar
facilmente a través de la relacién de propanol/isobutanol puesto que estan por arriba de 6, mientras que las
cepas de control estan por debajo de 1.4.

Ejemplo 7 — Genotipificacién de las cepas de levadura

Ensamble de los genomas

Para cuatro (Levadura hibrida 7, ZDA1, ZDA2 y W 34-78) de los cinco genomas se ha desplegado un
procedimiento de anélisis en tAndem para usar los datos NGS de las plataformas lllumina y Pacbio. El control
de calidad, filtracion y ensamble se han llevado a cabo después de una canalizacién designada en el
laboratorio. Todos los genomas se ensamblaron de novo usando el software Canu 1.9 que usa datos generados
por la plataforma Pacbio. Subsecuentemente, las lecturas generadas por la plataforma lllumina se mapearon
(Pilon 1.22) contra el ensamble producido por Canu 1.9 a fin de mejorar la precisién consenso de los borradores
de ensambles. Para el genoma ZDA3, debido a la sucencia de los datos Illumina, solo se ha usado Canu 1.9
sin la mejora del ensamble adicional.

Los genomas ensamblados resultantes se usaron en las consultas BLAST.
Blast y alineacién de los aciertos

Para cada uno de los genes (/LV2, ILV3, ILV5, [LV6, BAT1, BAT2) la secuencia de aminoacidos
correspondiente del gen de S. cerevisiae se us6 como una secuencia de consulta contra cada uno de los 5
genomas usando el algoritmo TBLASIN. Finalmente, los aciertos se filtraron al retenerlos teniendo al menos
65-80% de identidad de secuencia o al convertir al menos 40% de la longitud de la secuencia de consulta. La
alineacién de secuencia de aminoéacidos de ILV2, ILV3, ILV5, ILV6, BAT1, BAT2 entre WS34-78, cer
(Saccharomyces cerevisiae), eub (Saccharomyces eubayanus), Hybrid7 (Levadura hibrida 7), ZDA1 y ZDA2
se muestran en las Figuras 4 a 9.

El anélisis BLAST no se repitié para los genes correspondientes de S. eubayanus, puesto que en el Ultimo
paso de filtracién en los aciertos se dejaron que estuvieran tan bajos como 65% de identidad de secuencia, de
esta manera en esta configuraciéon todos los aciertos tanto de S. cerevisiae como S. eubayanus se podrian
capturar debido a la alta similitud entre ellos. Se usé la herramienta de alineacién de secuencia multiple
MUSCLE (3.8) para alinear todos los aciertos identificados a través del anélisis BLAST.

Anélisis de identificacion de ploidia

El analisis de identificacion de ploidia se llevé a cabo al desarrollar una versién modificada del algoritmo
spplDer. Las lecturas cortas de la plataforma lllumina de cuatro de cinco genomas se mapearon a un genoma
de referencia de combinacién de S. cerevisiae y S. eubayanus y las lecturas con una calidad de mapeo (MQ)
>3 se retuvieron y se cortaron en el orden del genoma de referencia de combinacién; luego, se calculd la
cobertura a través del genoma de referencia de combinacién. Luego se calculdé una secuencia de comandos
personalizada para la cobertura media para cada especie, y el genoma de referencia de combinacién se dividié
en ventanas.

Desventajas técnicas del analisis BLAST

Usando BLAST para estudiar el efecto de las diferencias genémicas en el fenotipo de las cepas que sufren de
varias desventajas, los mas importantes son:

i) la capacidad de evaluar las duplicaciones en el nivel de genes y/o cromosomas
ii) la sensibilidad de errores o ambigtedades en los ensambles.

Todos los métodos de ensambles de genomas tienen problemas en crear ensambles significativos en la
presencia de poliploidia. Esto da por resultado un resultado donde las mdltiples regiones de diferentes copias
de cromosomas se colapsan en un solo andamiaje. En principio, la situacién es menos grave cuando se
presentan eventos de duplicacién génica, puesto que aquellos que se podrian identificar usando los métodos
de ensamble especificos y las configuraciones experimentales apropiadas. Sin embargo, ain es muy probable
que las duplicaciones génicas, especialmente si no estan presentes o estan limitadas las diferencias genémicas
en las diferentes copias, fallarédn para ser detectadas apropiadamente en la etapa de ensamble.

En cuando al segundo punto, BLAST seria en principio ser capaz de identificar mas informaciéon detallada en

las diferentes variantes tal como SNPs funcionales y ORFs no funcionales. Sin embargo, los errores o
ambigledad en el ensamble podrian producir un gran nimero de llamadas falsas, por ejemplo, SNPs espurios
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identificacién de BLAST simple de las variantes, una estimacién de la ploidia observada de cada regién
gendémica en los datos de secuenciacidn, que resultan por la ploidia del cromosoma, y la duplicacién o delecién

de genes.

En general, la generaciéon de ensambles de novo resueltos por haplotipo sigue siendo no obstante un problema
mayor. Las técnicas NGS (Pacbio e lllumina) producen grandes cantidades de datos, pero alin es técnicamente
dificil distinguir entre errores y variantes de secuencias reales. En la parte superior de ella, se necesita asignar
las variantes reales a las diferentes copias del genoma cuando la muestra es poliploide. Los ensambles en
estos analisis se llevaron a cabo usando los algoritmos que desconocen los haplotipos, de esta manera el
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ensamble resultante final representé el genoma de haplotipo colapsado.

Resultados

Los resultados se muestran en la siguiente Tabla 11.

Tabla 11. Copias alélicas identificadas de los genes seleccionados en las cepas de levadura ZDA1, ZDA2,

ZDA3, W-34/78 y Levadura hibrida 7.

Nombre n t_ot’al basado en la | Copias identificadas Genpma Copias
Golgen | e e cromosoma | porBLAST | paribate | rencnds
P (cop pletas) | ( )
ZDA1
ILV2 4 1 S. cer=1 1(S. eub)
ILV6 4 2 S.cer=1y S. eub=1
ILV5 5 2 S.cer=1y S. eub=1
ILV3 6 4 S. cer=2y S. eub=2
BAT1 5(6) 3 S.cer=2y S. eub=1
BAT2 6 3 S.cer=2y S. eub=1
ZDA2
ILV2 5 1 S. cer=1 1(S. eub)
ILV6 4 2 S.cer=1y S. eub=1
ILV5 5 2 S.cer=1y S. eub=1
ILV3 6 3 S.cer=1y S. eub=2
BAT1 5(6) 2 S.cer=1y S. eub=1 | 1(S. cer)
BAT2 6 2 S.cer=1y S. eub=1 | 1(S. cer)
ZDA3
ILV2 1 S. cer=1 1(S. Eub)
ILV6 4 S.cer=1y S. eub=3
ILV5 3 S.cer=2y S. eub=1
ILV3 2 S.cer=1y S. eub=1
BAT1 2 S.cer=1y S. eub=1
BAT2 3 S.cer=2y S. eub=1
W-34/78
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Nombre n t_ot’al basado en la | Copias identificadas Genpma Copias
del gen ploidia del cromosoma | por BLAST participante truncadas
del portador (copias completas) (basado en BLAST)

ILV2 3 2 S. cer=1y S. eub=1
ILV6 3 1 S. eub=1

ILV5 3 2 S.cer=1y S. eub=1
ILV3 4 2 S.cer=1y S. eub=1
BAT1 3 3 S. cer=2y S. eub=1
BAT2 4 2 S.cer=1y S. eub=1

LEVADURA HiBRIDA 7

ILV2 5 1 S. cer=1

ILV6 5 1 S. cer=1

ILVS 4 1 S. cer=1 1(S. eub)
ILV3 4 1 S. eub=1

BAT1 4 1 S. cer=1

BAT2 4 1 S. eub=1

El nimero entre paréntesis es el modo de ploidia del cromosoma. El nimero sin los paréntesis es la ploidia de
la ubicacién del gen en ese cromosoma.

Ejemplo 8 — Ensayo de preparacién de cerveza a escala comercial con la cepa de levadura ZDA?2 y la cepa
comparativa Levadura hibrida 7

El propésito de este ejemplo fue investigar si la cepa de levadura hibrida ZDA2 mostr6 el mismo perfil de acetilo
ventajoso como el observado en los ejemplos previos cuando se aplicé en la preparacién de cerveza a escala
comercial (aproximadamente 1800 HL) donde la levadura se recolecta y se vuelve a sembrar.

Se preparé cerveza de 1800 HL de un mosto que comprende malta y adjunto obtenidos por trituraciéon de
infusiéon convencional y con un °Plato de aproximadamente 16. Antes de la fermentacidén el mosto se ajusté a
un pH de 4.9- 5.0. El mosto se volvié a sembrar con generacién de 8 tanto del ZDA2 como del control la cepa
de levadura de lager Levadura hibrida 7, y se fermentd a aproximadamente 16 °C. Las muestras se obtuvieron
el dia Oy en los dias indicados en la siguiente tabla de resultados 12 y se ilustra en la Figura 10.

Tabla 12. Fermentacién de 1800 HL a 16°C.

Levadura Dia | Temp °C | °Plato | Diacetilo ppb | pH | Alcohol %Vol | RDF %
0 15.0 16.60 5.00
1 15.0 1425 | 80.0 4.60
2 16.0 11.23 | 1420 4.42
3 16.0 7.70 200.0 429
ZDA2
4 16.0 4.95 172.0 424
5 16.0 2.91 116.0 4.27
6 16.0 2.72 51.0 4.35
7 16.0 2.70 38.0 436 | 7.64 69.9

38



10

15

20

25

30

35

ES 2991 537 T3

Levadura Dia | Temp °C | °Plato | Diacetilo ppb | pH | Alcohol %Vol | RDF %
0 15.0 15.90 4.90
1 15.0 13.30 | 822.0 4.54
2 16.0 9.73 1387.0 4.37
3 16.0 6.85 1622.0 4.27
Levadura hibrida 7
4 16.0 4.17 1469.0 423
5 16.0 2.39 713.0 425
6 16.0 2.18 429.0 429
7 16.0 2.18 148.0 428 | 752 71.9

La cepa de levadura ZDA2 produce un nivel muy bajo de diacetilo por toda la fermentacion y la cerveza verde
obtenida con la cepa de levadura hibrida ZDA2 alcanz6 el umbral de sabor del diacetilo (50 ppb) ya en el dia
6. En ese tiempo el plato no habia disminuido mas de 0.5 en las Ultimas 24 horas. La cerveza verde obtenida
con la cepa de levadura de control Levadura hibrida 7, no habia alcanzado un umbral de sabor para el diacetilo
en el dia 7, dos dias después de que el plato no disminuyd méas de 0.5 durante 24 horas (Figura 10). En
consecuencia, las especificaciones para la cerveza verde en términos de diacetilo y plato se alcanzaron a al
menos 2 dias antes cuando se usé la levadura ZDA2 comparada con la levadura de referencia Levadura hibrida
7.

Interesantemente, la levadura ZDA2 alcanzd un grado real de fermentaciéon (RDF) que fue 2% més bajo que la
Levadura hibrida 7, mientras que el porcentaje de alcohol es casi similar en las dos cervezas verdes. En
consecuencia, la levadura ZDA es capaz de producir la misma cantidad de alcohol con un grado real mas bajo
de fermentacién, lo cual da por resultado una cerveza con una mejor sensacioén a la boca. Esta tendencia de
1.5 — 2.5% bajo de RDF en el mismo nivel de alcohol para la levadura ZDA2 se observé a través de las
generaciones de fermentaciones que proceden de la 8 generacion mostrada en este ejemplo (ver tabla 13).

Tabla 13 — RDF y ABV a través de 8 generaciones de fermentativos.

Generacioén de Levadura 1 2 3 4 5 6 7 8

RDF 68.2 69.5 69 69.5 68.9 69 70.4 69.9
ZDA2

ABV 7.2 7.5 7.31 7.38 7.43 7.43 7.58 7.64

RDF 70.1 70.6 711 711 71.3 71.3 721 71.9

Levadura hibrida 7
ABV 7.4 7.28 7.36 7.48 7.47 7.58 7.6 7.52

Ejemplo 9 - Nanoporo hibrido - evaluaciones de secuenciacién v bioinformatica lllumina de cepas de
preparacion de cerveza para calcular el numero de copias de genes relevantes

Las cepas se secuenciaron usando la plataforma lllumina como se describe previamente.

Para la secuenciaciéon de nanoporos, se preparé6 ADN de peso molecular ultra alta usando la metodologia
descrita por Denis et al.

Para preparar el HMW ADNg la secuenciacion de las muestras se procesaron usando las Columnas Limpias y
Concentradoras Gendmicas Zymo después se verificaron para calidad y cantidad usando el ensayo
fluorométrico deNovix dsDNA Broad Range.

Todas las muestras se multiplexaron y las bibliotecas se generaron al usar la quimica SQK-LSK109 y los
paquetes de Extensién de Cédigo de Barras Nativos EXP-NBD104 y EXP-NBD114 de Oxford Nanopore
Technologies. Todos los pasos de limpieza necesarios se llevaron a cabo usando granulos magnéticos de NA
Limpios para NGS. La Secuenciacién del Genoma se llevé a cabo en MinlOn FlowCells FLO-MIN106D durante
48-72h.
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Los datos de secuenciacién sin procesar se basaron utilizando bonito (https://github.com/nanoporetech/bonito)
y se demultiplexaron usando guppy (https://nanoporetech.com/nanopore-sequencing-data-analysis). Se
llevaron a cabo ensambles de Genoma Hibridos usando Marsurca (https://github.com/alekseyzimin/masurca)
en combinacién con los archivos Nanopore e lllumina y los genomas ensamblados se anotaron con prokka.
(https://github.com/tseemann/prokka). La cobertura de secuenciaciéon y nimero de copias de los genes de
interés se calcularon con qualimap (http://qualimap.conesalab.org/) y se visualizaron usando el Integrative
Genomics Viewer (https://software.broadinstitute.org/software/igv/).

El mapeo de lectura y la deteccién de SNP se llevé a cabo en CLC Genomics work Bench (versiéon 11).
Brevemente, las lecturas recortadas se mapearon a un genoma hibrido de levadura “in silico” que comprendid
una concatenacién de los genomas de S. eubayanus (Acceso: GCA_0012986.25.1) y S. cerevisiae
(GCA_000146045.2). Usando la herramienta de deteccién variante bésica, se detectaron polimorfismos de
nucleétido Unico (SNP) e inserciones/deleciones (indeles). En este punto, el nimero de copias funcionales de
los genes ILV2 se podria estimar basado en los SNP de diagndstico que existieron en los alelos individuales
dentro de la levadura ZDA.

En los genes ILV2 de S. cerevisiae existe un desplazamiento del marco de lectura C’ que inactiva la proteina
resultante (Leu575fs) debido a una iniciacién de nucleétidos T dentro de este coddn. El % del mapeo de lecturas
lllumina en esta frecuencia fue de aproximadamente 33% sugiriendo que 1 de 3 copias ILV2sc han sido
activadas. Adicionalmente, se observd que en los alelos ILV2 de S. eubayanus, una delecién de nucleétido T
dio por resultado un desplazamiento del marco de lectura que da por resultado un truncamiento de inactivacién
(Leu304fs). Sabiendo el nimero de copias (CN) de genes ILV2 de cerevisiae permitié el caculo del nUmero de
copias de otros genes basados en el mapeo de lectura como se describe previamente. La estimacién del
WS34/78 CN también se basé en una estimacién basada en el mapeo de lectura ILV2 donde el nimero de
copias se basé en una evidencia previa que una cepa altamente similar (WS34/70) es una levadura tetraploide
con el contenido de genoma de S. cerevisiae y S. eubayanus (Walther et al.2014). adicionalmente, en el
ejemplo 10, cuando se eliminan los alelos ILV2 de eubayanus, se observd que WS34/78 en realidad tuvo dos
copias de alelos eubayanus de ILV2 (un total de 4 alelos de ILV2, incluidos alelos de S. cerevisiae). Estos
resultados se resumen en la Tabla 14.

Tabla 14. Numeros de copias funcionales calculados de genes de interés. Cere se refiere a alelos de
cerevisiae y Eub se refiere a alelos de eubayanus.

Numero de copia | Numero de copia | Numero de copia

funcional - ZDA1 funcional - ZDA2 funcional - WS3478
ILV2_Cere 2 2 2
ILV2_Eub 0 0 2
ILV3_Cere 4 4 2
ILV3_Eub 2 2 2
ILV5_Cere 3 3 1
ILV5_Eub 2 2 2
ILV6_Cere 2 2 1
[IV6_Eub 2 2 3
BAT1_Cere 3 3 4
BAT1_Eub 2 2 2
BAT2_Cere 4 4 2
BAT2_Eub 2 2 3

La cepa WS3478 de referencia tiene 4 copias funcionales del gen ILV2, mientras que ZDA1 y ZDA2 cada una
solo tiene 2 copias funcionales de este gen. Ademés, WS3478 tiene 4 funcionales de ILV3 y 3 funcionales de
ILV5, mientras que este nimero es 6 y 5, respectivamente, para las cepas ZDA1 y ZDA2.

Ejemplo 10 - Adaptaciones de numero de copias de genes en la levadura W-34/78 del producto de cerveza
modelo

El objetivo general de este experimento fue ajustar los nimeros de copias de los genes relevantes en una cepa
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de levadura modelo (cepa de Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis (WS34/78) para reflejarse al
fenotipo de ZDA1 y ZDA2. WS34/78 es comercialmente disponible de Weihenstephan, Alemania y también es
referida como W-34/78 en la presente. para hacer esto, los genes en la cepa WS34/78 tuvieron que ser ya sea
inactivados o adicionalmente expresados de acuerdo con la Tabla 15.

Tabla 15. Alteraciones necesarias en el genotipo de la cepa WS34/78 para reflejar el genotipo relevante de
las cepas con bajo contenido de diacetilo de interés

Gen Alelo Alteracién
ILV2 S. eubayanus -2 Copias

ILV3 S. cerevisiae +2 Copias
ILVS S. cerevisiae +2 Copias

La inactivacién se hizo con la ayuda de casete antibiéticos que confieren resistencia que se dirigieron a las
secuencias de codificacién de los genes de interés (es decir ILV2). En este punto, la secuencia de ADN de
codificacion (cds) se eliminé a través de recombinacién homéloga en una forma que solo 99 pb de la regién N-
terminal, y 107 pb de la regién C-terminal del gen permanecié. La sobreexpresién de los genes (es decir ILV3
e ILV5) se hizo en una forma que dej6 el contexto genémico auténtico intacto, es decir se cloné un casete que
comprendié aproximadamente 1 kbp cadena arriba de los cds, los cds, y 0.5 kbp cadena bajo de los cds. De
esta manera el casete comprende las secuencias promotoras y terminadoras nativas, y la expresion de las
copias de genes adicionales estd presumiblemente bajo el control nativo. Adicionalmente, se usé un plasmido
de una copia de levadura de modo que el nimero de copias estuvo bajo el control

Transformacion de las células WS34/78

Las cepas WS34/78 de Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis se hicieron competentes para la
captacién de ADN siguiendo el método descrito por Gietz y Schiestel (DOI: 10.1038/nprot.2007.17).
Rutinariamente, las células se transformaron con 1 ug de ADN plasmidico o amplicon de PCR. La duracién del
tratamiento de choque de calor se redujo a 15 min mientras que la temperatura se mantuvo a 42°C.

Generacién de los casetes de expresion

Basada en la informacién de secuencia de ADN de la cepa WWS34/78 del Ejemplo 9, los casetes de expresién
se generaron por amplificacién de PCR de las secuencias WS34/78 ADN que comprenden aproximadamente
1000 pb cadena arriba de los 500 pb cadena abajo de los cds, comprendiendo de esta manera las secuencias
promotoras y terminadoras nativas. La longitud exacta de los amplicones se puede deducir de las secuencias
de cebadores respectivas dadas en los ejemplos. Las regiones de flanqueo cds de 1000 pb, o 500 pb, deben
permitir el control auténtico/nativo de los genes de interés. Los amplicones de PCR clonados (en el
plasmido/integrados en el cromosoma) se controlaron por secuenciacién Sanger-ADN con el ADN plasmidico
aislado como plantilla para las regiones de secuenciacién.

Integracién cromosémica de los casetes de expresion

En un primer paso, el casete de expresién se ensamblé al fusionar el modelo de expresién génica con un
médulo de resistencia a antibidticos que permite la seleccién positiva del evento de integracién. El casete se
fusioné a los amplicones PCR que codifican estiramientos de ADN para la recombinacién homéloga con el
cromosoma de WS34/78. Los sitios para la integracion fueron los sitios PAD1 de WS34/78, ya que este gen no
es funcional en esta levadura, y el reemplazo de este gen de esta manera has no tiene efecto en el perfil de
sabor. Las regiones de flanqueo usadas para la recombinacién homodloga tuvieron una longitud de
aproximadamente 500 pb. Los clones de levadura que crecieron en presencia del antibidtico se analizaron por
PCR (es decir PCR de colonias), para verificar la insercién del casete. Los clones positivos se analizaron
adicionalmente para mutaciones en el mdédulo de expresiéon. Los amplicones que cubrieron el médulo de
expresidn fueron controlados por la secuenciacién de Sanger-ADN.

Clonacién de los genes ILV en el plasmido pYESVIII

El plasmido pYESVIII (BRAIN;) es un vector lanzadera de levadura de E. coli - que se replica en altos niUmeros
de copias en E. coli y se mantuvo en un plasmido de copia individual en las células de levadura debido a el
CENBG ori de replicacién. Los casetes de expresién se insertaron rutinariamente en el sitio de mdaltiple clonacién
usando el ensamble Gibson.

Si dos copias del mismo alelo tuvieron que ser insertadas, de manera preferente una copia del gen de interés
(GOlI) tuvo la secuencia de ADN auténtica, mientras que el cds de la segunda copia se alteré en una forma que
dejo sin alterar la secuencia de proteinas nativas. Esto se logré por sintesis de genes quimica que emplean
algoritmos para optimizar la expresién génica en las células de levadura (optimizacién de uso de coddn). Esto
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se hizo para reducir las probabilidades de los eventos de recombinacién en la transformacién del plasmido en
las células de levadura.

Para la expresién de los genes ILV3 de un plasmido, se ensamblé un constructo en tandem (expresién
bicistrénica). En este punto, un solo promotor controla la expresién de las dos secuencias de codificacién ILV3
(uno nativo, un cds sintético). Las dos secuencias de codificacién seran unidas por un ligador de péptidos 2A
que permite la omisién ribosémica, de modo que ambos cds se traducen bajo el control del promotor ILV3
nativo. La tecnologia de péptido 2A altera la C-terminal de la primera proteina al agregar una etiqueta de 3
aminoécidos (NPG), mientras que N-terminal de la proteina subsecuente comienza con una prolina (Liu, Z. et
al., 2017; DOI: 10.1038/s41598-017-02460-2).

E. coli se transformé con los pldsmidos ensamblados in vitro, los plasmidos se aislaron de transformantes, se
controlaron por digestién de restriccién y secuenciacién de ADN seguido por transformacién de las células
WS34/78 competentes.

Tabla 16. Cepas y plasmidos usados/construidos en el proyecto. El superindice sc indica genes de
Saccharomyces cerevisiae y eu indica genes de Saccharomyces eubayanus en la levadura de preparacion
de cerveza hibrida interespecie WS34/78.

Cepa Genotipo ILV Manipulacién/Ajuste Descripcién
#1 Nativo Ninguna (Cepa WT) Cepa _ WS34/78 de Sacqharomyces
pastorianus ssp. carlsbergensis
. WS34/78 [2x ILV2eu]: | Ambos alelos ILV2 (S. eubayanus)
#2 AAilv2eu . . . .,
Zeo R inactivados por insercién de ShBle-casete
AAilV2eu; +1 ) B Insercién del casete de expresién de ILV3
#3 ILV3eu Cepa #2, PADT:ILV3eU | (5 o pavanus) en el sitio PAD1
. S Cepa #1 transformada con plasmido
#4 Nativo Plasmido #0 bYESVIII W/O inserto
AAiV2eu; +1 S Cepa #2 que alberga pYESVIIl que
#5 ILV5sc Cepa#2, plasmido#1 | '/ jisica 1 copia del alelo ILV5sc
AAilV2eu; +1
#7 ILV5sc; +1 | Cepa#3, plasmido#1 | CPa@ #3 que alberga pVESVIIl que
codifica 1 copia del alelo ILV5sc
ILV3eu
Plasmidos
40 G418R PYESVIII Pla_smldo_ base; cen6-ori; Marcador de
resistencia KanMX
#1 +1 1LV5sc pYESVIII, 1x ILVSsc Alelo ILV5sc clonado en plasmido #0

Ejemplos/variantes mutantes WS34/78 de S. pastorianus

Cepas Recombinantes

Generacién de la cepa #2

Plantillas para PCR:

El plasmido pYES5-Cen6-Sh.ble (sc) 2.0 (BRAIN), que codifica el casete Sh.ble ADNg S. pastorianus \WS34/78,
cepa #1 (Tabla. 16)

Cebadores usados:

CPA43: SEQ ID NO: 44
CPA44: SEQ ID NO: 45
CPA49: SEQ ID NO: 46
CPAS50: SEQ ID NO: 47
CPAS51: SEQ ID NO: 48
CPAS52: SEQ ID NO: 49

El casete sh.ble (fragmento 1) se amplific6 del plasmido pYES5-Cen6-Sh.ble (Saccharomyces cerevisiae (sc))
2.0 (BRAIN Biotech AG) usando los cebadores CPA43/44. Los brazos de homologia se generaron por
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amplificacién de las regiones de flanqueo y ILV2 (Saccharomyces eubayanus (se)) de la cepa de ADNg #1 con
los cebadores especificos de alelo CPA49/51 (regién de flanqueo &’; fragmento 2) y CPA50/52 (regién de
flanqueo 3’; fragmento 3). La plantilla de HR se generé con la ayuda de PCR de extension de solapamiento
usando los cebadores CPA49/50 y los fragmentos 1 + 2 + 3 como plantilla. La inactivacidén especifica de alelo
de ILV2 (se) a través de la recombinaciéon homdéloga fue asistida por la tecnologia NUCLEASE patentada por
BRAIN. Esto dio por resultado el nimero de cepas que tuvieron integraciones individuales o dobles en los sitios
ILV2 (se) y fue visible sobre un gel de agarosa. Una cepa con una delecién doble de ILV2 (se) se eligié para el
analisis cadena abajo.

Secuencia del casete de inactivacién de ILV2 (se). SEQ ID NO: 50

Generacién de la cepa #3

Plantillas para PCR:

ADNg S. pastorianus WS34/78, cepa #1 (Tabla. 16)
Casete de NTC-ADN (Nourseothricin); BRAIN Biotech AG

Cebadores usados:

CPA70: SEQ ID NO: 51

CPA71: SEQ ID NO: 52

CPA91: SEQ ID NO: 53

CPA96: SEQ ID NO: 54

CPA111: SEQ ID NO: 55

CPA112: SEQ ID NO: 56

CPA113: SEQ ID NO: 57

CPA114: SEQ ID NO: 58

CPA128: SEQ ID NO: 59

CPA120: SEQ ID NO: 60

El casete de expresion ILV3 (se) (producto1) se amplificé de la cepa de ADNg #1 con los cebadores especificos
de alelo CPA70/71. El Producto1 luego se amplificd adicionalmente con los cebadores CPA70/129, dando por
resultado el producto2. La amplificaciéon del casete de expresién NTC (producto3) se llevd a cabo con los
cebadores CPA91/96 y NTC-DNA-String como plantilla. El Producto4 se generd por amplificacién del producto3
con los cebadores CPA91/128. El Producto3 y producto4 se ensamblaron a través del kit de ensambla de ADN
NEBuilder? HiFi y se amplificé con los cebadores CPA70/91 para crear el fragmento1. Los brazos de
homologia se generaron por amplificacién de las regiones de flanqueo PAD1 de la cepa de ADNg #1 con los
cebadores CPA111/112 (regién de flanqueo ’; fragmento 2) y CPA113/114 (regién de flanqueo 3’; fragmento
3). El casete de integracidén de ILV3-NTC final se gener6 por el ensamble del fragmento 1 + 2 + 3, seguido por
amplificacién por los cebadores CPA111/114. A fin de generar la cepa #3, cepa #2 se transformé con el casete
de integracién ILV3-NTC final.

Secuencia del casete de integracion ILV3 (se) — NTC: SEQ ID NO: 61

Plasmidos recombinantes

Construccién del plasmido #1

Preparacion del Vector

El plasmido #0 (pYESVIII, BRAIN Biotech AG) se linealizé usando el Pmel presente en los multiples sitios de
clonacién. Antes de la purificacién, se desfosforilé el vector hidrolizado.

Generacién del inserto del Vector
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Plantilla para PCR:

ADNg de S. pastorianus WS34/78, cepa #1 (Tabla. 16)

cebadores usados:

CPA74: SEQ ID NO: 62
CPA75: SEQ ID NO: 63
CPA86: SEQ ID NO: 64
CPA87: SEQ ID NO: 65
La expresién de ILVS (sc) nativo se amplificé de WS34/78 ADNg usando los cebadores especificos de alelo
CPATA4/75. El inserto del vector luego se generd por amplificacion del producto de PCR restante con los

cebadores CPA86/87.

El vector de expresion ILV5S (plasmido #1) se ensamblé a través del ensamble de NEBuilderM? HiFi ADN y
DH10R de E. coli se transformd con el producto de reaccién.

Después de la preparacién del plasmido el casete de expresién se analizd por la secuenciacién de Sanger-
ADN. Secuencia del casete de expresion ILV5 (sc): SEQ ID NO: 66

Ejemplo 11 - Otras adaptaciones del nimero de copias de genes en la levadura de cerveza modelo WS34/78

El propésito de este experimento fue similar al Ejemplo 10, es decir para generar las cepas de levadura
WS34/78 genéticamente modificadas adicionales para ajustar los nimeros de copias de los genes relevantes
para reflejar el fenotipo de ZDA1 y ZDA2.

PCR de los genes de Saccharomyces cerevisiae nativos

Los genes de S. cerevisiae ILV3, BAT1, BAT2, y ILV6, junto con sus regiones promotoras y terminadoras
nativas se amplificaron de la levadura lager Weihenstephan 34/78 (W34/78) usando los cebadores SEQ ID no
67 a SEQ ID no 74 y la ADN Polimerasa de Alta Fidelidad Phusion® (New England BioLabs). Las regiones al
promotor nativo diana y el terminador se seleccionaron aproximadamente 1000 pares base cadena arriba de
coddn de paro (promotor) y 400 pares base en la direccién 3’ del codén de paro (terminador) de acuerdo con
la literatura previa (Mumberg et al, 1995). EI ADN gendémico usado como plantilla para las reacciones de PCR
se extrajo de la levadura W34/78 usando el Kit de Purificacién de ADN de Levadura MasterPure fact No
MPY80200 de Lucigen.

Los cebadores usados para amplificar en la direccién 5 y en la direccién 3’ de los genes S. cerevisiae
deseados:

SclLV3_F: SEQ ID NO: 67
SclLV3_R: SEQ ID NO: 68
ScBAT1_F: SEQ ID NO: 69
ScBAT1_R: SEQ ID NO: 70
ScBAT2_F: SEQ ID NO: 71
ScBAT2_R: SEQ ID NO: 72
SclLV6_F: SEQ ID NO: 73
SclLV6_R: SEQ ID NO: 74

Clonacién de los fragmentos de PCR en los vectores de plasmidos por el Ensamble de Gibson Assembly v
Transformacion en las células de E. coli

Los fragmentos de PCR puros se clonaron en un vector de copias individuales centroméricas que contienen el
marcador de resistencia kanMX G418. En algunos casos, los genes se combinaron para crear pladsmidos que
contienen mas de un gen. pSHG67 de Euroscarf (http://www.euroscarf.de/plasmid_details.php?accno=P30673)
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se linealizé con Pvull-HF (New England BioLabs) a 37 oC durante 60 minutos para eliminar el constructo de
expresion Cre. El plasmido linealizado luego se ligb con T7 ADN ligasa (New England BioLabs) a 25 oC durante
la noche. El plasmido ligado se transformé en células competentes de Escherichia coli NEB 5o (New England
BioLabs) y se sembraron en placas de agar de Caldo Lysogeny (LB) que contiene ampicilina (100 pg/ml). Este
plasmido luego se us6 como una cadena principal para insercién de los genes de interés.

El vector digerido con Pwvull-HF y los insertos amplificados con PCR se ensamblaron usando el Ensamble de
ADN NEBuilder® HiFi (New England BioLabs). Se us6 una relacion de 3:1 de inserto a vector y la reaccién se
incub6 a 50 °C durante 60 minutos. La reaccidn luego se transformé en células competentes de E. coli NEB
5a (New England BiolLabs) y se sembraron en placas de agar LB que contienen ampicilina (100 ug/ml). Los
clones se hicieron crecer en medio liquido LB con la ampicilina (100 pyg/ml) y el plasmido se extrajo usando el
Kit Plasmid MiniPrep (New England BioLabs).

Los plasmidos de copias individuales creados en este estudio fueron:

1. pSH67-SclLV3

2. pSHE7-ScILV3-ScBAT1

3. pSHE7-Sc/LV3-ScBAT2

4. pSH67-Sc/L V6

5. pSHE7-ScBAT2

Transformacién de levadura con vectores y levaduras construidas

Weihenstephan 34/78 y cepa #2 de las levaduras del ejemplo 10 (Weihenstephan 34/78 con dos copias de
genes ILV2 de S. eubayanus suprimidas también llamadas WS34/78 [2x ILV2eu]:: Zeo R) se transformaron
con los plasmidos a través de electroporacién siguiendo el protocolo descrito por Benatuil et al. 2010. Se
hicieron algunas modificaciones menores: la levadura se hizo crecer a 25 oC y se recuper6 durante 2-3 horas
después de la electroporacion, y las células se sembraron en placas de agar YPD que contiene geneticina
G418 (200 pg/ml).

Las levaduras generadas en ese estudio se muestran en la siguiente Tabla 17.

Tabla 17. Levaduras generadas por transformacién de plasmidos de copia individual

Nombre de la cepa de levadura | Antecedentes de la levadura | Plasmido insertado
FGMG100 W34/78 pSH67-Sc/LV3-ScBAT2
FGMO101 W34/78 pSH67-Sc/LV6
FGMO102 W34/78 pSH67-ScBAT2
FGMO103 W34/78 pSH67-Sc/LV3
FGMO104 W34/78 sin inserto de pSH67 (vacio)
FGMO105 W34/78 pSH67-Sc/LV3-ScBAT1
FGMG0095 WS34/78 [2x ILV2eu]: Zeo R | pSHB7-Sc/LV6
FGMO0096 WS34/78 [2x ILV2eu]: Zeo R | pSHB7-Sc/LV3
FGMG0097 WS34/78 [2x ILV2eu]: Zeo R | pSHB7-Sc/LV3-ScBAT2
FGMO0098 WS34/78 [2x ILV2eu]: Zeo R | pSHB7-ScBAT2
FGMG0099 WS34/78 [2x ILV2eu]: Zeo R | pSHB7-Sc/LV3-ScBAT1

Ejemplo 12 - Evaluacién de las propiedades de fermentacién de las cepas WS34/78 modificadas

Las cepas se fermentaron en recipiente cilindricos como se describe previamente. Las células se hicieron
crecer durante la noche en 10 ml de YPD liquido que contiene 25 pg/ml de gentamicina (G418) antes de ser
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transferido a 20 ml del mosto de pilsner previamente descrito que contiene 100 pg/ml de G418. El sembrado
celular se llevé a cabo como se describe previamente en el mosto de pilsner que contiene 100 pg/ml de G418.
Se hicieron las mediciones de Plato, Diacetilo y volétiles en los Dias 3, 4 y 5 de las fermentaciones. En el dia
5, se tomaron perfiles de carbohidratos y muestras de perfil de éster.

Los genotipos de la cepa de levadura probados se muestran en la siguiente Tabla 18.

Tabla 18. Levadura genéticamente modificada creada en los ejemplos 10 y 11 probada en este ejemplo.

Nombre de | Caracteristicas de la -

I - - Genotipo Fuente

acepa resistencia

FGMO Resistente a G418 WS_34/78 Control de plasmido O (pYESVIII; \WS34/78

0092 sin inserto)

FGMO Resistente a G418 + [ 2x ILV2eu KO: inserto de Zeocina, 1x copia | Cepa #2 del

0093 Zeocina de ILV5cer pYESVIII Ejemplo 10
Resistencia a G418 + | 2x ILV2eu KO: inserto de Zeocina, 1x copia

S Zeocina + | de ILV5cer pYESVIII, 1x ILV3eu inserto: KO | SoP2 #2 del
Nourseotricina PDCA1 jemp

FGMO Resistencia a G418 + Cepa #2 del

0095 Zeocina AA Seu ILV2 Sc ILV6-G418 Ejemplo 10

FGMO Resistencia a G418 + Cepa #2 del

0096 Zeocing AA Seu ILV2 Sc ILV3-G418 Ejemplo 10

g%l\go Resistente a G418 WS34/78 Sc ILV3 - Sc BAT 2 -G418 WS34/78

FGMO .

0101 Resistente a G418 WS34/78 ScILV 6 - G418 WS34/78

FGMO .

0102 Resistente a G418 WS34/78 Sc BAT 2 - G418 WS34/78

FGMO .

0103 Resistente a G418 WS34/78 ScILV 3 - (G418 WS34/78

PO Resistente a G418 \WS34/78 vector vacio G418 WS34/78

S?O,\go Resistente a G418 WS34/78 ScILV 3 - fBAT 1 - G418 WS34/78

Los resultados de la fermentacién con cada cepa de levadura se resumen en las siguientes Tablas 19 y 20.

Tabla 19. Resultados de la fermentacién con levadura genéticamente modificada creada en los ejemplos 10 y
11 (diacetilo total).

E:;bre de la Diacetilo total Plato
Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 3 Dia 4 Dia 5

FGMO0092 | 319 216 170 10 76 55
FGMO0093 | 209 140 94 8.9 6.4 4.8
FGMO0094 | 184 123 87 9.2 6.4 4.9
FGMO0095 | 315 191 153 8.9 71 6.2
FGMO0096 | 201 121 97 8.6 55 4.4
FGMO0100 | 329 187 142 7.9 5.1 3.4
FGMO0101 | 293 167 153 7.6 4.4 3.3
FGMO0102 | 370 244 269 8 5.1 4.4
FGMO0103 | 396 234 197 7.8 4.4 4
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FGMO0104 265 180 167 7.4 4 3.4

FGMO0105 279 203 154 8.1 4.7 3.5

Tabla 20. Resultados de la fermentacién con la levadura genéticamente modificada creada en los ejemplos
10 y 11 (relaciéon de Propanol/lsobutanol). n.m. = no medido.

Nombre de la cepa Relacién de Propanol/lsobutanol Plato
Dia 4 Dia 5 Dia 3 Dia 4 Dia 5

FGMO0092 1.9 1.6 10 7.6 55
FGMO0093 3.04 3.3 8.9 6.4 4.8
FGMO0094 2.92 n.m. 9.2 6.4 4.9
FGMO0095 2.97 2.77 8.9 7.1 6.2
FGMO0096 2.71 2.93 8.6 55 4.4
FGMO0100 1.55 1.44 7.9 5.1 34
FGMO0101 1.85 1.87 7.6 4.4 3.3
FGMO0102 1.32 1.37 8 5.1 4.4
FGMO0103 1.76 1.68 7.8 4.4 4
FGMO0104 1.69 1.64 7.4 4 34
FGMO0105 1.64 1.64 8.1 47 35

Se debe observar, que las cepas genéticamente modificadas de este ejemplo se fermentaron en presencia de
antibiéticos, y los resultados anteriores podrian por lo tanto ser ligeramente significativos cuando las cepas se
fermenten industrialmente sin la presencia de antibiéticos. En particular, las cepas probablemente tendran una
velocidad de crecimiento mas rapida, y la fermentacién de esta manera procedera més rapido. Similarmente,
la reduccién del diacetilo inicialmente producido también se espera que proceda mas rapido.

La cepa con la cantidad mas baja de diacetilo total en la solucién de prueba en el dia 5 fue la cepa con dos
copias del gen ILV2 suprimido, una copia extra de ILV3 integrada genémicamente y una copia extra de ILV5
expresada de un plasmido de una copia (FGMO0094).

Listado de secuencias

SEQ ID NO:1 Cebador directo especifico de diana ILV2 S. cerevisiae y S. eubayanus
SEQ ID NO:2 Cebador inverso especifico de diana ILV2 S. cerevisiae y S. eubayanus
SEQ ID NO:3 Sonda especifica del alelo /LV2 de S. cerevisiae
SEQ ID NO:4 Sonda especifica del alelo /LV2 de S. eubayanus
SEQ ID NO:5 ZDA1ILV2

SEQ ID NO:6 ZDA1 1LV®6 - 1ig00000158

SEQ ID NO:7 ZDA1 ILV®6 - 1ig00002562

SEQ ID NO:8 ZDA1 ILV5 -tig00000010

SEQ ID NO:9 ZDA1 ILVS -tig00052675

SEQ ID NO:10 ZDA1 ILV3 -tig00000103

SEQ ID NO:11 ZDA1 ILV3 -tig00002552

SEQ ID NO:12 ZDA1 ILV3 -tig00000090

SEQ ID NO:13 ZDA1 ILV3 -tig00000096

SEQ ID NO:14 ZDA1 BAT1 -tig00000105

SEQ ID NO:15 ZDA1 BAT1 -tig00000101

SEQ ID NO:16 ZDA1 BAT1 -tig00052676

SEQ ID NO:17 ZDA1 BAT2 -tig00000102

SEQ ID NO:18 ZDA1 BAT2 -tig00000090

SEQ ID NO:19 ZDA1 BAT2 -tig00002552

SEQ ID NO:20 ZDA2 ILV2

SEQ ID NO:21 ZDA2 ILV6 -tig00015333

SEQ ID NO:22 ZDA2 ILV6 -tig00000147

SEQ ID NO:23 ZDA2 ILV5 -tig00000655

47




ES 2991 537 T3

SEQ ID NO:24 ZDA2 ILV5 -tig00000022

SEQ ID NO:25 ZDA2 ILV3 -tig00000088

SEQ ID NO:26 ZDA2 ILV3 -tig00000672

SEQ ID NO:27 ZDA2 ILV3 -tig00000669

SEQ ID NO:28 ZDA2 BAT1 -tig00000115
SEQ ID NO:29 ZDA2 BAT1 -tig00015328
SEQ ID NO:30 ZDA2 BAT?2 -tig00000088
SEQ ID NO:31 ZDA2 BAT?2 -tig00000669
SEQ ID NO:32 Referencia ILV2 S. cerevisiae
SEQ ID NO:33 Referencia ILV6 S. cerevisiae
SEQ ID NO:34 Referencia ILV5 S. cerevisiae
SEQ ID NO:35 Referencia ILV3 S. cerevisiae
SEQ ID NO:36 Referencia BAT1 S. cerevisiae
SEQ ID NO:37 Referencia BAT2 S. cerevisiae
SEQ ID NO:38 Referencia ILV2 S. eubayanus
SEQ ID NO:39 Referencia ILV6 S. eubayanus
SEQ ID NO:40 Referencia ILV5 S. eubayanus
SEQ ID NO:41 Referencia ILV3 S. eubayanus
SEQ ID NO:42 Referencia BAT1 S. eubayanus
SEQ ID NO:43 Referencia BAT2 S. eubayanus
SEQ ID NO:44 CPA43

SEQ ID NO:45 CPA44

SEQ ID NO:46 CPA49

SEQ ID NO:47 CPA50

SEQ ID NO:48 CPA51

SEQ ID NO:49 CPA52

SEQ ID NO:50 Casete de inactivacién ILV2 (se)
SEQ ID NO:51 CPA70

SEQ ID NO:52 CPA71

SEQ ID NO:53 CPAI1

SEQ ID NO:54 CPA96

SEQ ID NO:55 CPA111

SEQ ID NO:56 CPA112

SEQ ID NO:57 CPA113

SEQ ID NO:58 CPA114

SEQ ID NO:59 CPA128

SEQ ID NO:60 CPA129

SEQ ID NO:6&1 Casete de integracién ILV3 (se) NTC
SEQ ID NO:62 CPA74

SEQ ID NO:63 CPA75

SEQ ID NO:64 CPA86

SEQ ID NO:65 CPAS87

SEQ ID NO:66 Casete de expresién ILV5 (sc)
SEQ ID NO:67 SclLV3_F

SEQ ID NO:68 SclLV3 R

SEQ ID NO:69 ScBAT1 _F

SEQ ID NO:70 ScBAT1 R

SEQ ID NO:71 ScBAT2 F

SEQ ID NO:72 ScBAT2 R

SEQ ID NO:73 SclLV6 _F

SEQ ID NO:74 SclLV6 R
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de levadura caracterizada porque codifica dentro de su genoma para:

a. como maximo dos genes funcionales que codifican para ILV2, en donde cada gen que codifica para ILV2
codifica para SclLV2 de SEQ ID NO: 32 o SelLV2 de SEQ ID NO: 38, o un homélogo funcional que comparte
al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo; y

b. al menos cinco genes funcionales, tal como al menos seis genes funcionales que codifican para ILV3, en
donde cada gen que codifica para ILV3 codifica para ScILV3 de SEQ ID NO: 35 o SelLV3 de SEQ ID NO: 41,
o un homélogo funcional que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con el mismo.

2. La cepa de levadura segun la reivindicacién 1, en donde dicha cepa de levadura codifica dentro de su
genoma para al menos cuatro genes funcionales que codifican para ILV5, tal como al menos cinco genes
funcionales que codifican para ILV5, en donde cada gen que codifica para ILV5 codifica para SclLV5 de SEQ
ID NO: 34 o SelLV5 de SEQ ID NO: 40, o un homdlogo funcional que comparte al menos 80% de identidad de
secuencia con el mismo.

3. La cepa de levadura segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde los genes que
codifican para ILV2, ILV3 y/o ILV5 se expresan a partir de sus promotores nativos, opcionalmente en donde
los genes que codifican ILV6, BAT1 y/o BAT2 se expresan a partir de sus promotores nativos

4. La cepa de levadura segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha cepa de
levadura no comprende ningn ADN heterélogo y/o dicha cepa de levadura no se ha sometido a un paso de
ingenieria genética.

5. La cepa de levadura segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha cepa de
levadura tiene como maximo 15 genes funcionales que codifican para ILV3, tal como entre 5 y 10 genes
funcionales que codifican para ILV3, tal como entre 5 y 6 genes funcionales que codifican para ILV3, y/o

en donde dicha cepa de levadura tiene como méximo 15 genes funcionales que codifican ILV5, tal como entre
4y 10 genes funcionales que codifican ILV5, tal como entre 4 y 5 genes funcionales que codifican ILV5 y/o en
donde dicha cepa de levadura tiene como méximo cuatro genes funcionales que codifican ILV6, en donde cada
gen que codifica ILV6 codifica SclLV6 de SEQ ID NO: 33 o SelLV6 de SEQ ID NO: 39, o un homdlogo que
comparte al menos un 80% de identidad de secuencia con la misma, y/o

en donde dicha cepa de levadura tiene al menos tres genes funcionales, tales como al menos cuatro genes
funcionales que codifican BAT1, en donde cada gen que codifica BAT1 codifica ScBAT1 de SEQ ID NO: 36 o
SeBAT1 de SEQ ID NO: 42, o un homélogo que comparte al menos un 80 % de identidad de secuencia con el
mismo, y/o

en donde dicha cepa de levadura tiene al menos cuatro genes funcionales, tales como al menos cinco genes
funcionales que codifican BAT2, en donde cada gen que codifica BAT2 codifica ScBAT2 de SEQ ID NO: 37 o
SeBAT2 de SEQ ID NO: 43, o un homélogo que comparte al menos un 80 % de identidad de secuencia con el
mismo.

6. La cepa de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la suma de los genes
funcionales en dicha cepa de levadura que codifica ILV2 e ILV6 es menor que la suma de los genes funcionales
que codifican ILV5 e ILV3.

7. La cepa de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la relacién de genes
funcionales en dicha cepa de levadura de ILV5 y ILV3 vs. ILV2 es al menos 1, tal como al menos 1.5, tal como
al menos 2, tal como al menos 2.5 o tal como al menos 3 y/o la relacién génica funcional en dicha cepa de
levadura de ILVS y ILV3 vs. ILV2 y ILV6 es al menos 1, tal como al menos 1.2, tal como al menos 1.4, tal como
al menos 1.6, tal como al menos 1.8 o tal como al menos 2.

8. La cepa de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha cepa de
levadura porta una mutacidén en o una delecién de uno o mas ILV2 genes y/o dicha cepa de levadura porta una
mutacién de desplazamiento de marco en uno o méas ILV2 - genes y/odicha cepa de levadura porta una
mutacién que da como resultado una expresién menor o nula de una o mas ILV2 genes.

9. La cepa de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha cepa de
levadura es capaz de producir una solucién de ensayo fermentada tras la incubacién en una solucién de
ensayo, en donde la solucién de ensayo es un extracto de malta y/o cereal que tiene un extracto aparente de
al menos 10° Pla, en donde dicha solucién de ensayo fermentada contiene como méaximo 60 ppb de diacetilo
en el punto de tiempo més temprano cuando el extracto aparente de dicha solucién de ensayo no ha disminuido
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en mas de 0,50° Pla en las 24 horas anteriores, en donde dicha fermentaciéon ocurre a una temperatura de
como maximo 18 °C.

10. La cepa de levadura segun la reivindicacién 9, en donde dicha cepa de levadura es capaz de generar al
menos 4,0 ml/l de etanol por °Plato, cuando dicha cepa de levadura se incuba en dicha solucién de ensayo.

11. La cepa de levadura segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha cepa de
levadura es capaz de crecer en medios con melibiosa como Unica fuente de carbono.

12. La cepa de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en donde dicha solucién de
ensayo fermentada contiene como maximo 60 ppb de diacetilo, tal como como como maximo 55 ppb de
diacetilo, tal como como como maximo 50 ppb de diacetilo, tal como como como méximo 45 ppb de diacetilo,
tal como como como méximo 40 ppb de diacetilo.

13. La cepa de levadura segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en donde dicho extracto acuoso
fermentado contiene al menos 25 mg/L de propanol, tal como al menos 30 mg/L de propanol y/o en donde
dicho extracto acuoso fermentado contiene como maximo 8 mg/L de isobutanol, tal como como como maximo
6 mg/L de isobutanol y/o en donde dicho extracto acuoso fermentado contiene una relacién de
propanol:isobutanol de al menos 2.0, tal como al menos 2.5, tal como al menos 3.0, tal como al menos 4.0, tal
como al menos 5.0, tal como al menos 5.5.

14. Un método para producir un extracto acuoso fermentado, comprendiendo dicho método las etapas de:

i) proporcionar un extracto acuoso de malta y/o cereal;

ii) proporcionar una cepa de levadura de la especie Saccharomyces pastorianus, en donde dicha cepa de
levadura es segun una cualquiera de las reivindicaciones 1a 13; y

iii) fermentar el extracto acuoso proporcionado en la etapa i) con dicha cepa de levadura de la etapa ii),
obteniendo de este modo un extracto acuoso fermentado.

15. Un método para producir una bebida, comprendiendo dicho método las etapas de:

i. preparar un extracto acuoso fermentado segun la reivindicacién 14, y

ii. procesar dicho extracto acuoso fermentado en una bebida,

en donde las etapas de procesamiento comprenden uno o mas de los siguientes:

i. Filtracion,

ii. Carbonatacién, carbonatacion,

iii. Maduracién, o

iv. Embotellado.

16. Una bebida preparada mediante el método segln la reivindicacién 15, en donde dicha bebida tiene una
gellsacic’)n propanol:isobutanol de al menos 3.0, tal como al menos 4.0, tal como al menos 5.0, tal como al menos
17. La bebida segun la reivindicacién 16, en donde dicha bebida es una cerveza.

18. La bebida segln una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 17, en donde dicha bebida contiene

al menos 25 mg/L de propanol, tal como al menos 30 mg/L de propanol y/o

como maximo 8 mg/L de isobutanol, tal como como como maximo 6 mg/L de isobutanol.
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Figura 2
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