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DESCRIPCION
Acetolactato descarboxilasa
ANTECEDENTES

El diacetilo es en ocasiones un subproducto no deseado de procesos de fermentacion de sustancias que contienen
carbohidratos, por ejemplo, mosto o zumo de uva. La formacion de diacetilo es lo mas desventajoso debido a su olor
fuerte y desagradable y en el caso de la cerveza incluso pequenas cantidades de diacetilo de aproximadamente 0,10
a 0,15 mgl/litro tienen un efecto negativo sobre el aromay el sabor de la cerveza. Durante la maduracion de la cerveza,
el diacetilo se convierte en acetoina mediante reductasas en las células de levadura. La acetoina estd, con respecto
a un sabor y aroma aceptables en la cerveza, en concentraciones mucho mayores que el diacetilo.

La acetolactato descarboxilasa (ALDC) también puede usarse como enzima para impedir la formacion de diacetilo. El
a-acetolactato puede convertirse en acetoina afiadiendo una enzima ALDC durante la fermentacién. Sin embargo, la
ALDC puede ser inestable en las condiciones de fermentacién, especialmente aquellas de mostos de fermentacion
con un bajo contenido de malta.

El propésito de la presente invencidn es proporcionar enzimas ALDC que tengan una mejor estabilidad y/o actividad,
y, opcionalmente, el rendimiento de enzimas ALDC que pueden recuperarse a partir de microorganismos esté
mejorado.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente divulgacién proporciona composiciones y procesos para enzimas ALDC. La presente invencion se define
en las reivindicaciones adjuntas. La informacién que vaya mas alla del alcance de las reivindicaciones se proporciona
solo para informacion. La presente invencién proporciona un método para aumentar la actividad y/o estabilidad de una
enzima ALDC de EC 4.1.1.5 afadiendo cinc, en una concentracion de 1 uM a 5 mM o a una relacién molar de cinc
con respecto a enzima ALDC en la composicion de mas de 1, a un medio de fermentacion y/o medio de maduracioén
que comprende una célula huésped que produce ALDC durante una fermentacién de cerveza y/o vino y/o sidra y/o
perada y/o sake. La presente invencién proporciona ademas un medio de fermentacion y/o medio de maduracion de
cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake que comprende una composicién que comprende una enzima ALDC de
EC 4.1.1.5 y cinc, comprendiendo dicha composicidn cinc a una concentracion de 1 uM a 200 mM.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion se obtendra mediante la referencia
a la siguiente descripcion detallada que expone realizaciones ilustrativas, en las que se utilizan los principios de la
invencion, y los dibujos adjuntos de los que:

La Figura 1 muestra un mapa de plasmido de alrA(CB)RIHI-aldB para la expresion de acetolactato descarboxilasa,
aldB

La Figura 2 muestra un gréfico que representa la actividad de ALDC en relacién con cinc 0 mM frente a la
concentracion de cinc en mM.

La Figura 3 muestra SDS-PAGE con muestras de aldB que contienen una concentracién variable de ZnSQOa. Gel
A - carril 1) Marcador de peso molecular; carril 2-7) Patrén de BSA; carril 8-9) AldB con ZnSQO4 0 mM; carril 10-11)
AldB con ZnSO4 0,25 mM; carril 12-13) AldB con ZnS0O4 0,5 mM; carril 14-15) AldB con ZnSO4 1,0 mM; carril 16-
17) AldB con ZnSO4 2 mM; carril 18-19) AldB con ZnSO4 5 mM; carril 20-21) AldB con ZnSO4 7,5 mM; carril 22-
23) AldB con ZnSO4 10 mM y carril 24-25) AldB con ZnSO4 20 mM. Gel B - carril 1) Marcador de peso molecular;
carril 2-7) Patrén de BSA; carril 8-11) AldB con ZnSO4 0 mM; carril 12-15) AldB con ZnSO4 20 mM; carril 16-17)
AldB con ZnSQO4 40 mM; carril 18-19) AldB con ZnSQO4 60 mM; carril 20-21) AldB con ZnSO4 80 mM; carril 22-23)
AldB con ZnSO4 100 mM y carril 24-25) AldB con ZnSO4 120 mM.

La Figura 4 muestra SDS-PAGE con purificacién de aldB producida en B. subtilis. Carril 1) fermento de aldB crudo;
2-3) aldB purificada a partir de Sourcel5Q. El marcador de peso molecular se muestra a la izquierda y entre el carril
1y2.

La Figura 5 muestra el desarrollo de dicetonas vecinales (VDK) durante fermentaciones basadas en malta en
presencia o ausencia de 0,03 U/ml de variantes de enzima aldB de mosto con diferente actividad especifica: A)
919 U/mg, B) 1103 U/mg y C) 1552 U/mg de aldB. El desarrollo de VDK (suma de diacetilo y 2,3-pentanodiona) se
sigui6 durante los 7 dias de fermentacién a 14°C. Los valores de VDK promedio se calculan a partir de muestras
por duplicado y las etiquetas se muestran como inserto en la figura.
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La Figura 6 muestra el desarrollo de VDK en presencia de enzima aldB (0,04 U/ml de mosto) durante
fermentaciones basadas en malta con diferentes niveles de Zn* en el mosto (véanse las etiquetas). El desarrollo
de VDK (suma de diacetilo y 2,3-pentanodiona) se sigui6é durante los 7 dias de fermentacion a 14°C. Los valores
de VDK promedio se calculan a partir de muestras por duplicado y las etiquetas se muestran como inserto en la
figura.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente divulgacion proporciona métodos, composiciones, aparatos y kits que comprenden enzimas ALDC que
tienen una mejor estabilidad y/o actividad, y, opcionalmente, el rendimiento de enzimas ALDC que pueden recuperarse
a partir de microorganismos esta mejorado. En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos,
aparatos, composiciones y kits para el uso de iones metalicos para aumentar la estabilidad y/o actividad, v,
opcionalmente, que pueden usarse adicionalmente para recuperar las enzimas (por ejemplo, enzimas ALDC) a partir
de microorganismos en rendimientos mejorados.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que el entendido cominmente por un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta
divulgacién. Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 20 ED., John Wiley
and Sons, Nueva York (1994), y Hale & Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper
Perennial, NY (1991) proporcionan pericia con un diccionario general de muchos de los términos usados en esta
divulgacion.

Esta divulgacién no esta limitada por los métodos y materiales a modo de ejemplo dados a conocer en el presente
documento, y cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento puede usarse
en la practica o las pruebas de realizaciones de esta divulgacion. Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que
definen el intervalo. A menos que se indique lo contrario, cualquiera secuencia de acido nucleico esta escrita de
izquierda a derecha en la orientacion 5’ a 3’; las secuencias de aminoacidos estan escritas de izquierda a derecha en
la orientacion amino a carboxi, respectivamente.

Los encabezados proporcionados en el presente documento no son limitaciones de los diversos aspectos o
realizaciones de esta divulgacion que puedan tenerse mediante referencia a la memoria descriptiva en su totalidad.
Por consiguiente, los términos definidos inmediatamente a continuacion se definen de manera mas completa mediante
referencia a la memoria descriptiva en su totalidad.

Debe indicarse que tal como se usan en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en
singular “un”, “una” y “el/la” incluyen referentes en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por
tanto, por ejemplo, la referencia a “una proteasa” incluye una pluralidad de tales enzimas y la referencia a “la
alimentacion” incluye la referencia a una o mas alimentaciones y equivalentes de las mismas conocidas por los
expertos en la técnica, etcétera.

Las publicaciones discutidas en el presente documento se proporcionar Unicamente por su divulgacion antes de la
fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada en el presente documento debe interpretarse como una admision
de que tales publicaciones constituyan técnica anterior para las reivindicaciones adjuntas al mismo.

La invencion esta definida mediante las reivindicaciones. La informaciéon que vaya mas alla del alcance de las
reivindicaciones se proporciona solo para informacién.

ALDC

En algunos aspectos, la descripcion proporciona enzimas ALDC que tienen una mejor estabilidad y/o actividad, vy,
opcionalmente, el rendimiento de enzimas ALDC que pueden recuperarse a partir de microorganismos esta mejorado.
Los términos “mejor estabilidad” y “estabilidad aumentada” tal como se usan en el presente documento hacen
referencia a una enzima ALDC cuya actividad ALDC se mantiene durante un periodo de tiempo mas largo cuando
estan en presencia de un ion metalico (tal como Zn?*) en comparacion con la actividad ALDC de la enzima en ausencia
del ion metalico. Los términos “mejor actividad” y “actividad aumentada” tal como se usan en el presente documento
hacen referencia a una enzima ALDC que tiene una actividad ALDC aumentada cuando esta en presencia de un ion
metalico (tal como Zn?*) en comparacién con la actividad ALDC de la enzima en ausencia del ion metalico. El término
“mejorado” en relacion con el rendimiento de enzima ALDC se refiere a un aumento en la actividad ALDC que se
produce cuando un microorganismo huésped estd en presencia de un ion metélico (tal como Zn?*) en comparacion
con la actividad ALDC producida cuando el microorganismo huésped esta en ausencia del ion metdlico. Sin querer
restringirse a la teoria, el ion metalico (tal como Zn?*) puede afnadirse durante y/o después del proceso de cultivo (por
ejemplo, produccién de ALDC) con el fin de aumentar la estabilidad y/o aumentar la actividad y/o de aumentar el
rendimiento de enzimas ALDC. Los términos “célula huésped”, “microorganismo huésped”, “cepa” y “microorganismo”
pueden usarse de manera intercambiable en el presente documento.
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La acetolactato descarboxilasa (ALDC) es una enzima que pertenece a la familia de las carboxiliasas, que son
responsables de la escision de enlaces carbono-carbono. La acetolactato descarboxilasa cataliza la conversion de 2-
acetolactato (también conocido como 2-hidroxi-2-metil-3-oxobutanoato) a 2-acetoina y libera CO2. Los términos
“ALDC” y “enzima ALDC” pueden usarse de manera intercambiable en el presente documento.

Las enzimas acetolactato descarboxilasa catalizan la reaccién enzimatica que pertenece a la clasificacion EC 4.1.1.5
(actividad acetolactato descarboxilasa) y el ID de término de ontologia génica (GO) de GO: 0047605. El ID de término
de GO especifica que cualquier proteina caracterizada como que tiene este término GO asociado codifica una enzima
con actividad acetolactato descarboxilasa catalitica.

Diversos genes de acetolactato descarboxilasa (tal como alsD o aldB), que codifican enzimas acetolactato
descarboxilasa, se conocen en la técnica. El gen alsD, que codifica enzima ALDC, puede derivarse o es derivable a
partir de Bacillus subtilis. El gen aldB, que codifica enzima ALDC, puede derivarse o es derivable a partir de Bacillus
brevis. El gen alsD, que codifica enzima ALDC, puede derivarse o es derivable a partir de Bacillus licheniformis.
UNIPROT numero de registro Q65E52.1 es un ejemplo de una enzima ALDC. UNIPROT numero de registro Q65E52.1
es un ejemplo de una enzima ALDC derivada o derivable a partir de Bacillus licheniformis. Los ejemplos de genes de
acetolactato descarboxilasa incluyen, pero no se limitan a, gi|375143627|ref|YP_005006068.1| acetolactato
descarboxilasa [Niastella koreensis OR20-10]; gi|361057673|gb|AEV96664.1| acetolactato descarboxilasa [Niastella
koreensis OR20-10]; gi|218763415|gb|ACL05881.1| acetolactato descarboxilasa [Desulfatibacillum alquenivorans AK-
01]; gi|220909520|ref|[YP_002484831.1] acetolactato = descarboxilasa  [Cyanothece sp. PCC  7425];
gi|218782031|ref|YP_002433349.1| acetolactato descarboxilasa [Desulfatibacillum  alquenivorans AK-01];
0i|213693090|ref| YP_002323676.1| acetolactato descarboxilasa [Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697
= JCM 1222]; gi|189500297|ref|YP_001959767.1| acetolactato descarboxilasa [Chlorobium phaeobacteroides BS1];
0i|189423787|ref|[YP_001950964.1| acetolactato descarboxilasa [Geobacter lovieyi SZ];
0i|172058271|ref|[YP_001814731.1|  acetolactato = descarboxilasa  [Exiguobacterium  sibiricum  255-15];
0i|163938775|ref|[YP_001643659.1| acetolactato  descarboxilasa  [Bacillus  weihenstephanensis  KBAB4];
0i|158522304|ref[YP ~ 001530174.1] acetolactato = descarboxilasa  [Desulfococcus  oleovorans  Hxd3];
gi|57371670|ref|[YP_001479659.1| acetolactato descarboxilasa [Serratia proteamaculans 568];
gi|150395111|ref|[YP_001317786.1| acetolactato descarboxilasa [Staphylococcus aureus subsp. aureus JHI];
0i|150394715|ref|[YP_001317390.1| acetolactato descarboxilasa [Staphylococcus aureus subsp. aureus JHI1];
gi|[146311679|ref|[YP_001176753.1| acetolactato descarboxilasa [Enterobacter sp. 638];
gi|109900061|ref|YP_663316.1| acetolactato descarboxilasa [Pseudoalteromonas atlantica Téc];
0i|219866131|gb]ACL46470.1| acetolactato descarboxilasa [Cyanothece sp. PCC 7425];
0i|213524551|gb|ACJ53298.1| acetolactato descarboxilasa [Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697 =
JCM  1222];  @i|189420046|gb|ACD94444.1]  acetolactato  descarboxilasa  [Geobacter  lovleyi  SZ];
gi|158511130|gb|ABW68097.1| acetolactato descarboxilasa [Desulfococcus oleovorans Hxd3];
gi|157323434|gb|ABV42531.1| acetolactato descarboxilasa [Serratia proteamaculans 568];
gi|145318555|gb|ABP60702.1| acetolactato descarboxilasa [Enterobacter sp. 638]; gi|149947563|gb|ABR53499.1|
acetolactato descarboxilasa [Staphylococcus aureus subsp.aureus JH1]; gi|149947167|gbJABR53103.1]| acetolactato
descarboxilasa [Staphilococcusaureus subsp. aureus JH1]; i|163860972|gb|ABY42031.1| Acetolactato
descarboxilasa [Bacillus weihenstephanensis KBAB4]; gi|109702342|gb|ABG42262.1| Acetolactato descarboxilasa
[Pseudoalteromonas atlantica T6c]; gi|189495738|gb|ACE04286.1| acetolactato descarboxilasa [Chlorobium
phaeobacteroides BS1]; gi|171990792|gb|ACB61714.1| acetolactato descarboxilasa [Exiguobacterium sibiricum 255-
15]; 0i|223932563|ref|ZP_03624564.1 acetolactato  descarboxilasa  [Streptococcus  suis  89/1591];

0i|194467531|ref|ZP_03073518.1| acetolactato descarboxilasa [Lactobacillus reuteri 100-23];
0i|223898834|gb|EEF65194.1| acetolactato descarboxilasa [Streptococcus suis 89/1591];
0i[194454567|gb|EDX43464.1| acetolactato descarboxilasa [Lactobacillus reuteri 100-23];

0i|384267135|ref|YP_005422842.1| acetolactato descarboxilasa [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU
B9601-Y2]; gi[375364037|rel| YP_005132076.1| acetolactato descarboxilasa [Bacillus amyloliquefaciens subsp.
plantarum CAU B946]; gi|34079323|ref|YP_004758694.1| acetolactato descarboxilasa [Corynebacterium variabile
DSM 44702]; gi|336325119|ref|YP_004605085.1| acetolactato descarboxilasa [Corynebacterium resistens DSM
45100]; gi|148269032|ref|YP_001247975.1| acetolactato descarboxilasa [Staphylococcus aureus subsp. aureus JH9J;
0i|148268650|ref|[YP_001247593.1| acetolactato descarboxilasa [Staphylococcus aureus subsp. aureus JH9J;
0i|1485433721|ref[YP_001270742.1] acetolactato = descarboxilasa [Lactobacillus  reuteri DSM  20016];
0i|380500488|emb|CCG51526.1| acetolactato descarboxilasa [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU
B9601-Y2]; i|371570031|emb|CCF06881.1| acetolactato descarboxilasa [Bacillus amyloliquefaciens subsp.
plantarum CAU B946]; gi|340533141|gb|AEK35621.1| acetolactato descarboxilasa [Corynebacterium variabile DSM
44702]; @i|336101101|gb|AE108921.1| acetolactato descarboxilasa [Corynebacterium resistens DSM 45100];
gi|148530406|gb|ABQ82405.1| acetolactato descarboxilasa [Lactobacillus reuteri DSM 20016];
gi|147742101|gb|ABQ50399.1| acetolactato descarboxilasa [Staphylococcus aureus subsp. aureus JH9];
0i|147741719|gb|ABQ50017.1| acetolactato descarboxilasa [Staphylococcus aureus subsp. aureus JH9J;
0i|392529510|ref|ZP_10276647.1| acetolactato descarboxilasa [Carnobacterium maltaromaticum ATCC 35586];
0i|366054074|ref|ZP_09451796.1] acetolactato  descarboxilasa [Lactobacillus  suebicus KCTC  3549];
0i|339624147|ref|ZP_08659936.1| acetolactato descarboxilasa [Fructobacillus jructosus KCTC 3544]; vy
0i|336393727|ref|ZP_08575126.1| acetolactato descarboxilasa [Lactobacillus coryniformis subsp. torquens KCTC
3535]. UNIPROT n.° de registro P23616.1 (Diderichsen et al., J Bacteriol. (1990) 172(8): 4315) es un ejemplo de una
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enzima ALDC. UNIPROT numero de registro P23616.1 es un ejemplo de una enzima ALDC derivada o derivable a
partir de Bacillus brevis.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a enzimas ALDC de Lactobacillus casei (Godtfredsen 1984),
Brevibacterium acetylicum (Oshiro, 1989), Lactococcus lactis (Vincent Phalip 1994), Leuconostoc lactis (O sulivan,
2001), Enterobacter aerogenes (Blomquist, 1993), Bacillus subtilis (Renna, 1993), Bacillus brevis (Svendsen, 1989) y
Lactococcus lactis DX (Yuxing, 2014). En algunas realizaciones, la enzima ALDC es de Lactobacillus casei,
Brevibacterium acetylicum, Lactococcus lactis, Leuconostoc lactis, Enterobacter aerogenes, Bacillus subtilis, Bacillus
brevis, Lactococcus lactis DX o Bacillus licheniformis. Tal como se usa en el presente documento, el término “enzima
ALDC es de” se refiere a que la enzima ALDC se deriva o es derivable a partir de.

Debe entenderse que cualquier enzima ALDC adecuada, es decir ALDC producida a partir de cualquier
microorganismo cuya actividad depende de iones metalicos, puede usarse segun la invencién. En algunas
realizaciones, la ALDC usada en los métodos y composiciones descritos en el presente documento es una ALDC de
Bacillus brevis o Bacillus licheniformis.

La actividad ALDC de la composicién enzimatica segun la descripcion se mide mediante los ensayos de ALDC tal
como se describen en el presente documento o cualquier ensayo adecuado conocido en la técnica. El ensayo estandar
se lleva a cabo a pH 6.0, y puede realizarse a diferentes valores de pH y temperaturas para la caracterizacion y
especificacion adicionales de enzimas.

Una unidad de actividad ALDC se define como la cantidad de enzima que produce 1 umol de acetoina por minuto en
las condiciones del ensayo (por ejemplo, pH 6,0 (o tal como se especifique) y 30°C).

En algunas realizaciones, la ALDC es un derivado de ALDC. En algunas realizaciones, el derivado de ALDC esta
caracterizado por el hecho de que la ALDC en un medio acuoso se trata con o se ha tratado con glutaraldehido. En
algunas realizaciones, la ALDC se trata con o se ha tratado con glutaraldehido en una concentracién que corresponde
a entre 0,1 y 5 g de glutaraldehido por e de proteina de ALDC pura, preferiblemente que corresponde a entre 0,25 y
2 g de glutaraldehido por g de proteina de ALDC pura.

En algunas realizaciones, la enzima ALDC comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70%, el
75%, €l 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% de identidad con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8 o cualquier fragmento funcional de las mismas. En algunas
realizaciones, la enzima ALDC esta codificada por una secuencia de &cido nucleico que tiene al menos el 70%, el
75%, €l 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% de identidad con SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
4 0 SEQ ID NO: 6 o cualquier fragmento funcional de las mismas.

En algunas realizaciones, la enzima tiene un 6ptimo de temperatura en el intervalo de 5-80°C, tal como en el intervalo
de 5-40°C o 15-80°C, tal como en el intervalo 20-80°C, tal como en el intervalo 5-152C, 10-40°C, 10-50°C, 15-20°C,
45-65°C, 50-65°C, 55-65°C o 60-80°C. En algunas realizaciones, la enzima tiene un éptimo de temperatura de
aproximadamente 60°C.

En algunas realizaciones, la enzima tiene un nimero total de aminoacidos de menos de 350, tal como menos de 340,
tal como menos de 330, tal como menos de 320, tal como menos de 310, tal como menos de 300 aminoé&cidos, tal
como en el intervalo de 200 a 350, tal como en el intervalo de 220 a 345 aminoacidos.

En algunas realizaciones, la secuencia de aminodcidos de la enzima tiene al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve o diez sustituciones de aminoacido en comparacion con una secuencia de aminodacidos cualquiera
seleccionada de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o cualquier fragmento
funcional de las mismas.

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la enzima tiene un maximo de una, dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve o diez sustituciones de aminoacido en comparacién con una secuencia de aminoacidos
cualquiera seleccionada de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o cualquier
fragmento funcional de las mismas.

En algunas realizaciones, la enzima comprende la secuencia de aminoacidos identificada por una cualquiera de SEQ
IDNO: 2, SEQID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7 0 SEQ ID NO: 8, o cualquier fragmento funcional de las mismas.

En algunas realizaciones, los medios y métodos segun la invencion comprenden una cualquiera 0 mas enzima
adicional. En algunas realizaciones, la una o mas enzima adicional se selecciona de la lista que consiste en
acetolactato reductoisomerasas, acetolactato isomerasas, amilasa, glucoamilasa, hemicelulasa, celulasa, glucanasa,
pululanasa, isoamilasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias hidroliticas de beta-glucano relacionadas, xilanasa,
enzimas accesorias de xilanasa (por ejemplo, arabinofuranosidasa, acido ferulico esterasa, xilano acetilesterasa) y
proteasa.
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En algunas realizaciones, los medios y métodos segun la invencién comprenden una enzima que presenta actividad
ALDC, estando la actividad de dicha enzima ALDC en el intervalo de 950 a 2500 unidades por mg de proteina. En
algunas realizaciones, los medios y métodos segln la invencién comprenden una enzima que presenta actividad
ALDC, estando la actividad de dicha enzima ALDC en el intervalo de 1000 a 2500 unidades por mg de proteina. En
algunas realizaciones, los medios y métodos segun la invencién comprenden una enzima que presenta actividad
ALDC, estando la actividad de dicha enzima ALDC en el intervalo de 1500 a 2500 unidades por mg de proteina. En
algunas realizaciones, la enzima que presenta actividad ALDC es una enzima que comprende una secuencia de
aminodcidos que tiene al menos el 80% de identidad con una cualquiera seleccionada de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o cualquier fragmento funcional de las mismas. En algunas
realizaciones, la enzima que presenta actividad ALDC esta codificada por una secuencia de acido nucleico que tiene
al menos el 80% de identidad con SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 o cualquier fragmento funcional de las
mismas.

lones metalicos

En un aspecto, la invencion proporciona métodos que comprenden enzimas ALDC que tienen una mejor estabilidad
y/o actividad.

Sorprendentemente, los presentes inventores han encontrado que el tratamiento de ALDC composiciones con ciertos
iones metdlicos a ciertas concentraciones proporciona enzimas ALDC que tienen una mejor estabilidad y/o actividad,
y, opcionalmente, el rendimiento de actividad ALDC que puede recuperarse a partir de microorganismos esta
mejorado.

En algunas realizaciones, el radio atdmico para el ion metalico es de aproximadamente 140 pm a aproximadamente
255 pm. En algunas realizaciones, el radio atomico para el ion metalico es de aproximadamente 140 pm a
aproximadamente 165 pm. En algunas realizaciones, el radio atomico para el ion metalico es de aproximadamente
140 pm a aproximadamente 150 pm. En algunas realizaciones, el radio atdbmico para el ion metélico es de
aproximadamente 142 pm a aproximadamente 146 pm.

Solo para informacién, los ejemplos de iones metalicos no segun la invencién reivindicada incluyen Mg?+, Mn2+, Co?*,
Cu?, Ba?*, Ca?* y Fe?* y combinaciones de los mismos. En los medios y métodos de la invencion, el ion metalico es
Zn?+, El término “cinc” tal como se usa en el presente documento puede ser intercambiable con el término “Zn?+". El
término “metal” tal como se usa en el presente documento puede ser intercambiable con el término “ion metélico”. El
término “metal” tal como se usa en el presente documento puede hacer referencia a compuestos que comprenden el
metal seleccionado del grupo que consiste en cinc, magnesio, manganeso, cobalto, cobre, bario, calcio y hierro; los
compuestos que comprenden estos metales son una fuente de los respectivos iones. El término “cinc” tal como se usa
en el presente documento se refiere a compuestos que comprenden cinc, tales compuestos son una fuente de iones
Zn?*, El sulfato de cinc (ZnSO4) es un ejemplo de cinc tal como se hace referencia en el presente documento y es un
ejemplo de una fuente de iones Zn?*. El sulfato de magnesio (MgSQOs4) es un ejemplo de magnesio tal como se hace
referencia en el presente documento y es un ejemplo de una fuente de iones Mg?*. El sulfato de manganeso(ll)
(MnSOs4) es un ejemplo de manganeso tal como se hace referencia en el presente documento y es un ejemplo de una
fuente de iones Mn2*. El cloruro de cobalto(ll) (CoCl2) es un ejemplo de cobalto tal como se hace referencia en el
presente documento y es un ejemplo de una fuente de iones Co?*. El sulfato de cobre(ll) (CuSQOa) es un ejemplo de
cobre tal como se hace referencia en el presente documento y es un ejemplo de una fuente de iones Cu?*. El sulfato
de bario (BaSQa) es un ejemplo de bario tal como se hace referencia en el presente documento y es un ejemplo de
una fuente de iones Ba?*. El sulfato de calcio (CaSQa4) es un ejemplo de calcio tal como se hace referencia en el
presente documento y es un ejemplo de una fuente de iones Ca?*. El sulfato de hierro(ll) (FeSQOa) es un ejemplo de
hierro tal como se hace referencia en el presente documento y es un ejemplo de una fuente de iones Fe?*.

Los presentes inventores han encontrado que iones metdlicos tales como Zn?*, Mn?+, Co?*, Cu?* y Fe?* aumentan la
estabilidad de enzima ALDC en diferentes formulaciones (véanse los ejemplos), y también mejoran los rendimientos
de recuperacioén a partir de microorganismos cuando los iones metalicos se usan durante la produccion de la enzima
en los medios de cultivo. Por tanto, en algunas realizaciones, la presente invencién proporciona métodos que
aumentan los rendimientos de recuperacion, la estabilidad y/o actividad de enzimas ALDC que pueden usarse
entonces, por ejemplo, para producir productos fermentados tal como en la elaboracién de cerveza.

En algunas realizaciones, la enzima ALDC tiene una actividad especifica de al menos aproximadamente 900 unidades
por mg de proteina (U/mg), al menos aproximadamente 1000 U/mg, al menos aproximadamente 1500 U/mg, al menos
aproximadamente 2000 U/mg, al menos aproximadamente 3000 U/mg, al menos aproximadamente 5000 U/mg, al
menos aproximadamente 6000 U/mg, al menos aproximadamente 7000 U/mg, al menos aproximadamente 8000 U/mg,
al menos aproximadamente 8500 U/mg, al menos aproximadamente 9000 U/mg, al menos aproximadamente 9500
U/mg o al menos aproximadamente 10000 U/mg tal como se mide mediante los ensayos descritos en el presente
documento o cualquier ensayo adecuado conocido en la técnica. En algunas realizaciones, la enzima ALDC tiene una
actividad ALDC en el intervalo de aproximadamente 950 a 2500 unidades por mg de proteina (U/mg), de
aproximadamente 1000 a 2500 U/mg o de aproximadamente 1500 a 2500 U/mg tal como se mide mediante los
ensayos descritos en el presente documento o cualquier ensayo adecuado conocido en la técnica. En algunas
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realizaciones, las composiciones de ALDC segun la descripcion comprenden una enzima ALDC con actividad ALDC
de al menos aproximadamente 900 unidades por gramo de producto, al menos aproximadamente 1000 U/g, al menos
aproximadamente 1500 U/g, al menos aproximadamente 2000 U/g, al menos aproximadamente 3000 U/g, al menos
aproximadamente 5000 U/g, tal como al menos aproximadamente 6000 U/g, tal como al menos aproximadamente
7000 U/g, tal como al menos aproximadamente 8000 U/g, tal como al menos aproximadamente 8500 U/g, tal como al
menos aproximadamente 9000 U/g, tal como al menos aproximadamente 9500 U/g, tal como al menos
aproximadamente 10000 U/g tal como se mide mediante los ensayos descritos en el presente documento o cualquier
ensayo adecuado conocido en la técnica. En algunas realizaciones, se usa una actividad ALDC diferente, por ejemplo,
dependiendo del contenido de acetolactato y los requisitos de condiciones, por ejemplo, para la elaboracién de
cerveza. En algunas realizaciones, las composiciones de ALDC segun la descripcién comprenden una enzima ALDC
con actividad ALDC de al menos aproximadamente 8000 U/g.

En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y un ion metalico, estando presente el
ion metdlico a una concentracién de aproximadamente 0,1 uM a aproximadamente 200 mM, tal como de
aproximadamente 1 uM a aproximadamente 200 mM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 500 uM, o de
aproximadamente 1 uM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 300 uM, o de
aproximadamente 10 uM a aproximadamente 100 pM, o de aproximadamente 15 uM a aproximadamente 50 pM, o de
aproximadamente 1 uM a aproximadamente 150 mM, o de aproximadamente 10 uM a aproximadamente 150 mM, o
de aproximadamente 20 pM a aproximadamente 120 mM, o de aproximadamente 25 uM a aproximadamente 100 mM,
o de aproximadamente 25 pM a aproximadamente 50 mM, o de aproximadamente 25 UM a aproximadamente 20 mM,
o de aproximadamente 25 uM a aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 20 mM,
o de aproximadamente 250 uM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM,
o de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 5 mM. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden
una enzima ALDC y un ion metalico, estando presente el ion metalico a una concentracion de aproximadamente 1 uM
a aproximadamente 300 puM, tal como de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente
6 uM a aproximadamente 50 pM, o de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 25 uM. En algunas realizaciones,
las composiciones comprenden una enzima ALDC y un ion metalico, estando presente el ion metalico a una
concentracién de aproximadamente 60 pM a aproximadamente 150 uM, o de aproximadamente 25 uM a
aproximadamente 150 uM. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y un ion
metdlico, estando presente el ion metalico a una concentracion de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 200
mM. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y un ion metdlico, estando presente
el ion metédlico a una concentracion de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 20 mM. En algunas
realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y un ion metalico, estando presente el ion metalico
a una concentracion de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 5 mM.

En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC vy cinc, estando presente el cinc a una
concentracién de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 200 mM, tal como aproximadamente de 1 uM a
aproximadamente 500 uM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 6 uM a
aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 10 uM a aproximadamente 100 pM, o de aproximadamente 15 uM
a aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 10 uM a aproximadamente 150 mM, o de aproximadamente 20
pUM a aproximadamente 120 mM, o de aproximadamente 25 uM a aproximadamente 100 mM, o de aproximadamente
25 pM a aproximadamente 50 mM, o de aproximadamente 25 uM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente
25 uM a aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente
250 uM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente 500 uM a aproximadamente 20 mM, o de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, o de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 5 mM, o de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 20 mM, o de
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 10 mM. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una
enzima ALDC vy cinc, estando presente el cinc a una concentracién de aproximadamente 1 uM a aproximadamente
300 uM, tal como de aproximadamente 6 pM a aproximadamente 300 pM o de aproximadamente 6 pM a
aproximadamente 25 pM. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y cinc, estando
presente el cinc a una concentracién de aproximadamente 25 uM a aproximadamente 150 uM o de aproximadamente
60 pM a aproximadamente 150 pM. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y
cinc, estando presente el cinc a una concentracion de aproximadamente 100 pM a aproximadamente 20 mM. En
algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y cinc, estando presente el cinc a una
concentracién de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 10 mM. En algunas realizaciones, las composiciones
comprenden una enzima ALDC y cinc, estando presente el cinc a una concentraciéon de aproximadamente 1 mM a
aproximadamente 5 mM.

En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y cinc, estando presente el cinc a una
concentracién de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 3 mM, o de aproximadamente 0,75 mM a
aproximadamente 4 mM, o de aproximadamente 0,5 mM a aproximadamente 5 mM, o de aproximadamente 0,25 mM
a aproximadamente 7,5 mM, o de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 10 mM. En algunas realizaciones, la
actividad de dicha enzima ALDC esta en el intervalo de 950 a 2500 unidades por mg de proteina, o de 1000 a 2500
unidades por mg de proteina, o de 1500 a 2500 unidades por mg de proteina.
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En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y cinc, siendo la relacion molar de cinc
con respecto a enzima mayor de 1 tal como 2:1, 0 3:1, 0 5:1, 0 10:1, 0 20:1 0 30:1, 0 50:1, 0 60:1, 0 100:1, 0 150:1, 0
200:1, 0 250:1, 0 500:1. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y cinc, siendo la
relaciéon molar de cinc con respecto a enzima de 2:1 o mayor. En algunas realizaciones, las composiciones
comprenden una enzima ALDC y cinc, siendo la relacién molar de cinc con respecto a enzima de 5:1 o mayor. En
algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y cinc, siendo la relacion molar de cinc con
respecto a enzima de 10:1 o mayor. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y
cinc, siendo la relacion molar de cinc con respecto a enzima de 20:1 o mayor. En algunas realizaciones, las
composiciones comprenden una enzima ALDC y cinc, siendo la relacion molar de cinc con respecto a enzima de 30:1
0 mayor. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC y cinc, siendo la relacién molar
de cinc con respecto a enzima de 60:1 o mayor. La concentracion molar de, por ejemplo, Zn?*, Mn?*, Co?* u otros
iones metalicos en disoluciéon puede determinarse mediante espectrometria de emision 6ptica de plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) o técnicas similares. La concentracion molar de la enzima ALDC puede determinarse
usando el sistema de SDS-PAGE Criterion (tal como se describe en los ejemplos) y la secuencia de aminoacidos.

En algunas realizaciones, la enzima ALDC es un derivado de ALDC. En algunas realizaciones, el derivado de ALDC
es una enzima ALDC tratada con glutaraldehido. En algunas realizaciones, la enzima ALDC se trata con glutaraldehido
a una concentracion que corresponde a de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5 g de glutaraldehido por g de
enzima ALDC pura.

En algunas realizaciones, la actividad de la enzima ALDC esta en el intervalo de 950 a 2500 unidades por mg de
proteina. En algunas realizaciones, la actividad de dicha enzima ALDC esta en el intervalo de 1000 a 2500 unidades
por mg de proteina. En algunas realizaciones, la actividad de dicha enzima ALDC esta en el intervalo de 1500 a 2500
unidades por mg de proteina. Por tanto, en algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC,
estando la enzima ALDC en el intervalo de 950 a 2500 unidades por mg de proteina o de 1000 a 2500 unidades por
mg de proteina o de 1500 a 2500 unidades por mg de proteina.

En algunas realizaciones, las composiciones comprenden una enzima ALDC vy cinc, estando presente el cinc a una
concentracién de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 20 mM, y estando la actividad de dicha enzima ALDC
en el intervalo de 1000 a 2500 unidades por mg de proteina. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden
una enzima ALDC o un derivado de ALDC y cinc, estando presente el cinc a una concentracion de aproximadamente
250 pM a aproximadamente 20 mM, y estando la actividad de dicha enzima ALDC en el intervalo de 1000 a 2500
unidades por mg de proteina.

En algunas realizaciones, las composiciones de enzima ALDC comprenden ademas al menos una enzima o derivado
de enzima adicional seleccionado del grupo que consiste en acetolactato reductoisomerasas, acetolactato isomerasas,
amilasa, glucoamilasa, hemicelulasa, celulasa, glucanasa, pululanasa, isoamilasa, endo-glucanasa y enzimas
accesorias hidroliticas de beta-glucano relacionadas, xilanasa, enzimas accesorias de xilanasa (por ejemplo,
arabinofuranosidasa, 4cido ferdlico esterasa y xilano acetilesterasa) y proteasa.

En algunas realizaciones, las composiciones de enzima ALDC descritas en el presente documento se usan durante la
fermentacion y/o maduracion de un proceso de preparacion de bebida, por ejemplo, cerveza y vino, para reducir los
niveles de diacetilo. Los términos “composicion de enzima ALDC”, “composicion que comprende una enzima ALDC”
y “composicién que comprende ALDC” tal como se usan en el presente documento hacen referencia a composiciones
que comprenden la enzima ALDC. La composicidén puede estar en forma de una disolucion. Tal como se usan en el
presente documento, los términos “composicion de enzima ALDC” y “composiciones que comprenden ALDC” son
mutuamente exclusivos con medio (tal como medios de cultivo, medios de fermentacién o medios de maduracioén) que
comprenden microorganismos que expresan ALDC y/o capaces de expresar ALDC cuando se cultivan en condiciones
que permiten la expresion de la enzima. Los ejemplos de composiciones de enzima ALDC y composiciones que
comprenden ALDC incluyen composiciones que comprenden ALDC en una forma purificada. ALDC puede purificarse
a partir de un medio que comprende microorganismos capaces de expresar ALDC, habiéndose cultivado dicho medio
en condiciones que permiten la expresion de ALDC. El término “purificada” significa que la ALDC esta presente a un
alto nivel. Preferiblemente, la ALDC es el componente predominante presente en la composicion. Preferiblemente, la
ALDC esta presente a un nivel de al menos aproximadamente el 90%, o al menos aproximadamente el 95% o al
menos aproximadamente el 98%, determinandose dicho nivel en base a peso seco/peso seco con respecto a la
composicién total en consideracion. En algunas realizaciones, una composicion de enzima ALDC comprende ademas
un ion metalico tal como cinc.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “bebida” y “producto de bebida(s)” incluyen bebidas
fermentadas que forman espuma tales como cerveza elaborada con un 100% de malta, cerveza elaborada segun
diferentes tipos de regulaciones, ale, cerveza seca, bebida afin a la cerveza, cerveza light, cerveza con bajo contenido
en alcohol, cerveza baja en calorias, porter, cerveza bock, stout, licor de malta, cerveza sin alcohol, licor de malta sin
alcohol y similares. El término “bebidas” o “producto de bebidas” también incluye cerveza que no forma espuma y
bebidas de malta alternativas tales como bebidas de malta con aroma de frutas, por ejemplo, con aroma citrico, tal
como bebidas de malta con aroma de limén, naranja, lima o frutas del bosque, bebidas de malta con aroma de licor,
por ejemplo, licor de malta con aroma de vodka, ron o tequila, o bebidas de malta con aroma de café, tal como licor
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de malta con aroma de cafeina, y similares. El término “bebidas” o “producto de bebidas” también incluye cerveza
elaborada con materiales alternativos distintos de la cebada malteada, tal como centeno, maiz, avena, arroz, mijo,
triticale, yuca, sorgo, cebada, trigo y una combinacién de los mismos. El término “bebidas” o “producto de bebidas”
también incluye otros productos fermentados tales como vino o sidras o perada o sake.

Se denomina cerveza tradicionalmente a una bebida alcohdlica derivada de malta, tal como malta derivada de grano
de cebada, y opcionalmente un complemento, tal como material vegetal que contiene almidén (por ejemplo, granos
de cereal) y opcionalmente aromatizada, por ejemplo, con lipulos. En el contexto de la presente invencion, el término
“cerveza” incluye cualquier mosto fermentado, producido mediante la fermentacion/elaboracién para cerveza de un
material vegetal que contiene almiddn, por tanto en particular también cerveza producida exclusivamente a partir de
complemento, o cualquier combinacién de malta y complemento. La cerveza puede elaborarse a partir de una variedad
de material vegetal que contiene almidén mediante esencialmente el mismo proceso, consistiendo el almidén
principalmente en homopolimeros de glucosa en los que los residuos de glucosa estan unidos mediante enlaces alfa-
1,4 o alfa-1,6, predominando los primeros. La cerveza puede elaborarse a partir de materiales alternativos tales como
centeno, maiz, avena, arroz, mijo, triticale, yuca, sorgo, trigo, cebada y una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un medio de fermentacién (por ejemplo, fermentacién de cerveza
y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake) que comprende una enzima ALDC e ion metélico a una concentracion de
aproximadamente 1 uM a aproximadamente 200 mM, tal como de aproximadamente 1 uM a aproximadamente
500 pM, o de aproximadamente 0,1 uM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente
300 pM, o de aproximadamente 6 UM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente
100 uM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 6 UM a aproximadamente
50 uM, o de aproximadamente 6 UM a aproximadamente 25uM. En algunas realizaciones, la invencién proporciona
un medio de fermentacion (por ejemplo, fermentacion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake) que
comprende una enzima ALDC e ion metalico a una concentracion de aproximadamente 0,1 pM a aproximadamente
100 mM, tal como de aproximadamente 0,1 uM a aproximadamente 10 uM, o de 1 uM a aproximadamente 100 mM,
o de 1 uM a aproximadamente 10 uM, o de 6 pM a aproximadamente 10 pM, o de aproximadamente 10 uM a
aproximadamente 200 uM, o de aproximadamente 50 uM a aproximadamente 1 mM, o de aproximadamente 100 uM
a aproximadamente 10 mM, o de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 50 mM, o de aproximadamente 100
MM a aproximadamente 100 mM, o de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 200 mM, o de aproximadamente
250 uM a aproximadamente 120 mM, o de aproximadamente 500 puM a aproximadamente 100 mM, o de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM, o de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM, o de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 5 mM. En algunas realizaciones, la invencién proporciona un medio de
fermentacion (por ejemplo, fermentacion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake) que comprende una enzima
ALDC e ion metdlico a una concentracion de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 200 mM, tal como
aproximadamente de 1 uM a aproximadamente 500 uM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 300 pM, o
de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 100 uM, o
de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 50 uM, o de
aproximadamente 6 uM a aproximadamente 25 uM. En algunas realizaciones, la invencion proporciona un medio de
fermentacion (por ejemplo, fermentacion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake) que comprende una enzima
ALDC e ion metdlico a una concentracion de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 300 puM, o de
aproximadamente 6 uM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 100 uM, o de
aproximadamente 1 pM a aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 6 pM a aproximadamente 50 uM o de
aproximadamente 6 uM a aproximadamente 25 uM. En el medio de la invencion, el ion metalico es Zn?*. En algunas
realizaciones, la actividad de dicha enzima ALDC esta en el intervalo de 950 a 2500 unidades por mg de proteina, o
de 1000 a 2500 unidades por mg de proteina, o de 1500 a 2500 unidades por mg de proteina. En algunas realizaciones,
el medio de fermentacién (por ejemplo, fermentacion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake) comprende
ademas al menos una enzima o derivado de enzima adicional seleccionado del grupo que consiste en acetolactato
reductoisomerasas, acetolactato isomerasas, amilasa, glucoamilasa, hemicelulasa, celulasa, glucanasa, pululanasa,
isoamilasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias hidroliticas de beta-glucano relacionadas, xilanasa, enzimas
accesorias de xilanasa (por ejemplo, arabinofuranosidasa, acido ferulico esterasa y xilano acetilesterasa) y proteasa.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un medio de maduracién (por ejemplo, fermentacién de cerveza
y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake) que comprende una enzima ALDC e ion metalico a una concentracién de 1 uM
a aproximadamente 200 mM, tal como de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 500 uM, o de aproximadamente
0,1 UM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 1 UM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente
6 pM a aproximadamente 300 pM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 100 uM, o de aproximadamente
1 uM a aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 6 pM a aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 6
UM a aproximadamente 25 pM. En algunas realizaciones, la invencion proporciona un medio de maduracion (por
ejemplo, fermentacién de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake) que comprende una enzima ALDC e ion
metalico a una concentracion de aproximadamente 0,1 puM a aproximadamente 100 mM, o de 1uM a
aproximadamente 100 mM, tal como de aproximadamente 0,1 puM a aproximadamente 10 uM, o de 1 uM a
aproximadamente 10 uM, o de 6 uM a aproximadamente 10 uM, o de aproximadamente 10 uM a aproximadamente
200 pM, o de aproximadamente 50 uM a aproximadamente 1 mM, o de aproximadamente 100 uM a aproximadamente
10 mM, o de aproximadamente 100 pM a aproximadamente 50 mM, o de aproximadamente 100 uM a
aproximadamente 100 mM, o de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 200 mM, o de aproximadamente 250
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MM a aproximadamente 120 mM, o de aproximadamente 500 pM a aproximadamente 100 mM, o aproximadamente
de 1 mM a aproximadamente 50 mM, o de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente
1 mM a aproximadamente 5 mM. En algunas realizaciones, la invencién proporciona un medio de maduracion (por
ejemplo, fermentacién de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake) que comprende una enzima ALDC e ion
metdlico a una concentracién de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 500 uM, o de aproximadamente 1 uM a
aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 1 uM a
aproximadamente 100 uM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 50 pM, o de aproximadamente 6 pM a
aproximadamente 50 pM, o de aproximadamente 6 pM a aproximadamente 25 uM. En algunas realizaciones, la
invencion proporciona un medio de maduracién (por ejemplo, fermentacidén de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada
y/o sake) que comprende una enzima ALDC e ion metélico a una concentracion de aproximadamente 1 uM a
aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 300 uM, o de aproximadamente 1 uM a
aproximadamente 100 uM, o de aproximadamente 1 UM a aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 6 uM a
aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 25 uM. En el medio de la invencién, el ion
metdlico es Zn?*. En algunas realizaciones, la actividad de dicha enzima ALDC esta en el intervalo de 950 a 2500
unidades por mg de proteina, o de 1000 a 2500 unidades por mg de proteina, o de 1500 a 2500 unidades por mg de
proteina. En algunas realizaciones, el medio de maduracion (por ejemplo, maduracién de cerveza y/o vino) comprende
ademas al menos una enzima o derivado de enzima adicional seleccionado del grupo que consiste en acetolactato
reductoisomerasas, acetolactato isomerasas, amilasa, glucoamilasa, hemicelulasa, celulasa, glucanasa, pululanasa,
isoamilasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias hidroliticas de beta-glucano relacionadas, xilanasa, enzimas
accesorias de xilanasa (por ejemplo, arabinofuranosidasa, acido ferdlico esterasa y xilano acetilesterasa) y proteasa.

En algunas realizaciones, iones metalicos tales como Zn?*, Mg?*, Mn?*, Co?*, Cu?*, Ba?*, Ca®* y Fe?* y combinaciones
de los mismos se afaden al medio de cultivo y/o de fermentacién durante y/o después de la produccién de ALDC para
aumentar los rendimientos recuperados a partir de microorganismos.

El término “medio de cultivo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un medio que soporta el
crecimiento de microorganismos tal como una célula huésped que produce ALDC. Los ejemplos de un medio de cultivo
incluyen: medio a base de tampdn MOPs con, por ejemplo, urea como fuente de nitrégeno principal y maltrina como
fuente de carbono principal; y caldo TSB.

Pueden anadirse materiales a una composiciéon que contiene enzima para mejorar las propiedades de la composicion.
Los ejemplos no limitativos de tales aditivos incluyen: sales (por ejemplo, sales alcalinas, sales de metales térreos,
sales de cloruro adicionales, sales de sulfato, sales de nitrato, sales de carbonato, en las que los contraiones a modo
de ejemplo son calcio, potasio y sodio), minerales inorganicos o arcillas (por ejemplo, zeolitas, caolin, bentonita, talcos
y/o silicatos), carbohidratos (por ejemplo, sacarosa y/o almidon), pigmentos de coloracion (por ejemplo, didéxido de
titanio), biocidas (por ejemplo, Rodalon®, Proxel®), dispersantes, agentes antiespumantes, agentes reductores,
agentes &cidos, agentes alcalinos, estabilizadores enzimaticos (por ejemplo, poliol tal como glicerol, propilenglicol,
sorbitol, sales inorganicas, azlicares, azucar o un alcohol sacarico, acido lactico, acido bérico, o un derivado de acido
bérico y combinaciones de los mismos), inhibidores enzimaticos, conservante (por ejemplo, metilparabeno,
propilparabeno, benzoato, sorbato u otros conservantes aprobados para alimentos) y combinaciones de los mismos.
Los excipientes que pueden usarse en la composicion, o la preparacién de la misma, incluyen maltosa, sirope de
maltosa, sacarosa, glucosa (incluyendo sirope de glucosa o sirope de glucosa secado), almidon precocinado, almidon
gelatinizado, L-lactico, palmitato de ascorbilo, tocoferoles, lecitinas, acido citrico, citratos, fosforico, fosfatos, alginato
de sodio, carragenano, goma garrofin, goma guar, goma xantana, pectinas, carboximetilcelulosa soédica, mono- y
diglicéridos, ésteres de acido citrico de mono- y diglicéridos, ésteres de sacarosa, didxido de carbono, argoén, helio,
nitrégeno, 6xido nitroso, oxigeno, hidrégeno y octenilsuccinato sédico de almidon.

Métodos
En algunos aspectos, la invencion proporciona métodos para mejorar la estabilidad y/o actividad de enzimas ALDC.

En algunas realizaciones, la descripcién proporciona métodos para aumentar la actividad y/o estabilidad de una
enzima ALDC en una composicién que comprende ALDC, comprendiendo dicho método la etapa de afadir un ion
metalico a la composicién de modo que dicho ion metalico esté presente en dicha composiciéon a una concentracion
de aproximadamente 1 UM a aproximadamente 200 mM, tal como de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 500
MM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 300 UM, o de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 300
pM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 100 pM, o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 50
pM, o de aproximadamente 10 uM a aproximadamente 150 mM, o de aproximadamente 20 uM a aproximadamente
120 mM, o de aproximadamente 25 pM a aproximadamente 100 mM, o de aproximadamente 25puM a
aproximadamente 50 mM, o de aproximadamente 25 uM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente 25 uM
a aproximadamente 50 uM, o de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente 250
UM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente 500 pM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente
1 mM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM, o de aproximadamente
1 mM a aproximadamente 5 mM, o de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 20 mM, o de aproximadamente 5
mM a aproximadamente 10 mM. En los métodos de la invencion, el ion metélico es Zn?+.
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En algunas realizaciones, la invencion proporciona métodos para aumentar la actividad y/o estabilidad de una enzima
ALDC en un medio de fermentacién y/o maduracién que comprende una enzima ALDC, comprendiendo dicho método
la etapa de afiadir cinc al medio de modo que dicho cinc esté presente en dicho medio a una concentracion de
aproximadamente 1 pM a aproximadamente 300 pM, tal como de aproximadamente 6 UM a aproximadamente 300
MM, de aproximadamente 1 UM a aproximadamente 100 uM, de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 50 uM,
de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 25 uM o de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 25 uM. En
algunas realizaciones, los métodos para aumentar la actividad y/o estabilidad de una enzima ALDC comprenden afadir
un cinc a un medio de modo que el cinc esté a una concentracion de aproximadamente 25 uM a aproximadamente
150 uM en el medio. En algunas realizaciones, los métodos para aumentar la actividad y/o estabilidad de una enzima
ALDC comprenden afadir cinc a una concentracién de aproximadamente 100 uM a aproximadamente 20 mM. En
algunas realizaciones, los métodos para aumentar la actividad y/o estabilidad de una enzima ALDC comprenden afadir
cinc a una concentraciéon de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 5 mM. En algunas realizaciones, los
métodos para aumentar la actividad y/o estabilidad de una enzima ALDC comprenden afiadir cinc a una relaciéon molar
de cinc con respecto a enzima ALDC que es mayor de 1 tal como 2:1, 0 3:1, 0 5:1, 0 10:1, 0 20:1 0 30:1, 0 50:1, 0
60:1, 0 100:1, 0 150:1, 0 200:1 o0 250:1 en dicha composicién. En algunas realizaciones, los métodos para aumentar
la actividad y/o estabilidad de una enzima ALDC comprenden afadir cinc a una relacién molar de cinc con respecto a
enzima ALDC de 5:1 o mayor en dicha composicién. En algunas realizaciones, los métodos para aumentar la actividad
y/o estabilidad de una enzima ALDC comprenden anadir cinc a una relacién molar de cinc con respecto a enzima
ALDC de 10:1 o mayor en dicha composicion. En algunas realizaciones, los métodos para aumentar la actividad y/o
estabilidad de una enzima ALDC comprenden afadir cinc a una relaciéon molar de cinc con respecto a enzima ALDC
de 20:1 o mayor en dicha composicion. En algunas realizaciones, los métodos para aumentar la actividad y/o
estabilidad de una enzima ALDC comprenden afadir cinc a una relaciéon molar de cinc con respecto a enzima ALDC
de 30:1 o mayor en dicha composicion. En algunas realizaciones, el ion metdlico se anade (por ejemplo, como
suplemento) a un medio de cultivo durante la produccion de dicha enzima ALDC mediante una célula huésped que
produce ALDC. En algunas realizaciones, el ion metalico se afiade a una concentracion de aproximadamente 0,1 uM
a aproximadamente 1 mM, tal como de aproximadamente 25 uM a aproximadamente 150 uM, o de aproximadamente
40 pM a aproximadamente 150 uM, o de aproximadamente 60 uM a aproximadamente 150 uM, o de aproximadamente
25 uM a aproximadamente 50 uM, o de 30 uM a aproximadamente 40 uM. En los métodos de la invencion, el ion
metalico es Zn?*. Por tanto, en algunas realizaciones se afiade cinc (por ejemplo, como suplemento) a un medio de
cultivo durante la produccién de dicha enzima ALDC mediante una célula huésped que produce ALDC a una
concentracién de 1 uM a aproximadamente 1 mM, tal como de 25 pM a aproximadamente 150 uM, o de
aproximadamente 40 pM a aproximadamente 150 uM, o de 60 uM a aproximadamente 150 uM.

En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula huésped de Bacillus. En algunas realizaciones, la célula
huésped de Bacillus es Bacillus subtilis.

El ion metélico se afiade en el medio de fermentacion durante la fermentacién de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada
y/o sake. En los métodos de la invencion, el ion metalico es Zn2*. Por tanto, se afiade cinc en un medio de fermentacion
durante la fermentacién de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake. En algunas realizaciones, el cinc se afiade
a una concentracion de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 300 pM, o de aproximadamente 6 pM a
aproximadamente 300 pM, o de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 100 uM, o de 25 uM a aproximadamente
50 uM, o de 30 uM a aproximadamente 40 uM, o de 1 uM a aproximadamente 50 pM, o de 6 uM a aproximadamente
50 pM, o de 1 uM a aproximadamente 25 pM, o de 6 uM a aproximadamente 25 pM. En algunas realizaciones, el cinc
y la enzima ALDC se afiaden en una composicién, siendo la relacion molar de cinc con respecto a enzima ALDC en
la composicion mayor de 1, tal como 2:1, 0 3:1, 0 5:1, 0 10:1, 0 20:1 0 30:1, 0 50:1, 0 60:1.

El ion metalico se anade en el medio de maduracion durante la fermentaciéon de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada
y/o sake. En los métodos de la invencion, el ion metélico es Zn?*. Por tanto, se afiade cinc en un medio de maduracion
durante la fermentacion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake. En algunas realizaciones, el cinc se afiade
a una concentracion de 1 uM a aproximadamente 300 puM, o de aproximadamente 6 pM a aproximadamente 300 pM,
o de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 100 uM, o de 25 pM a aproximadamente 50 uM, o de 30 uM a
aproximadamente 40 uM, o de 1 pM a aproximadamente 50 uM, o de 6 pM a aproximadamente 50 pM, o de 1 upM a
aproximadamente 25 uM, o de 6 uM a aproximadamente 25 uM. En algunas realizaciones, el cinc y la enzima ALDC
se afiaden en una composicion, siendo la relacién molar de cinc con respecto a enzima ALDC en la composicién
mayor de 1, tal como 2:1, 0 3:1, 0 5:1, 0 10:1, 0 20:1 0 30:1, 0 50:1, 0 60:1.

Productos fermentados

Tal como se usa en el presente documento, un producto alcohdlico fermentado con “bajo contenido de diacetilo” se
refiere a un producto alcohdlico fermentado (por ejemplo, una cerveza y/o un vino y/o una sidra y/o una perada y/o
sake) producido mediante la fermentacién de un sustrato que contiene carbohidratos con una composicién que
comprende ALDC en presencia de un ion metdlico (tal como cinc) en el que los niveles de diacetilo son menores en
comparacién con el alcohdlico fermentado producido mediante la fermentacion de un sustrato que contiene
carbohidratos con una composicion que comprende ALDC en ausencia de un ion metdlico (tal como cinc) en las
mismas condiciones de fermentacion (por ejemplo, misma temperatura y durante la misma duracién de tiempo).
Ejemplos de productos alcohdlicos fermentados con bajo contenido de diacetilo son productos alcohdlicos fermentados
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en los que los niveles de diacetilo son menos de aproximadamente 1 ppm y/o los niveles de diacetilo estan por debajo
de aproximadamente 0,5 mg/l. De manera adecuada, los niveles de diacetilo son menos de aproximadamente 0,5
ppm, o menos de aproximadamente 0,1 ppm, 0 menos de aproximadamente 0,05 ppm, 0 menos de aproximadamente
0,01 ppm, 0 menos de aproximadamente 0,001 ppm. En una realizacién, los niveles de diacetilo son aproximadamente
menos de 0,1 mg/l, o aproximadamente menos de 0,05 mg/l, o aproximadamente menos de 0,01 mg/l o
aproximadamente menos de 0,001 mg/I.

Cuando sustratos que contienen carbohidratos, tales como mosto (por ejemplo, mostos con un bajo contenido de
malta) o zumos de fruta (tales como zumo de uva, zumo de manzana o zumo de pera), se fermentan con levadura u
otros microorganismos, tienen lugar diversos procesos ademas de la fermentacién de alcohol que pueden provocar la
generacién de subproductos no deseados, por ejemplo, la formacién de diacetilo que tiene un olor fuerte y
desagradable incluso en concentraciones muy bajas. Por tanto, las bebidas alcohdlicas, tales como cerveza o vino o
sidra o perada o sake, pueden tener un aroma y sabor inaceptables si el contenido de diacetilo supera
considerablemente ciertos limites, por ejemplo, en el caso de algunas cervezas aproximadamente 0,1 ppm.

La formacién de diacetilo también es desventajosa en la produccion industrial de etanol porque es dificil separar el
diacetilo del etanol mediante destilacion. Un problema particular surge en la preparacién de etanol absoluto, en la que
el etanol se deshidrata mediante destilacion azeotropica con benceno. El diacetilo se acumulara en la fase de benceno
durante la destilacién azeotropica, lo que puede dar lugar a mezclas de diacetilo y benceno, lo que hace dificil
recuperar el benceno usado para la destilaciéon azeotropica.

La elaboracion convencional de cerveza comprende fermentar el mosto con una especie adecuada de levadura, tal
como Saccharomyces cerevisae o Saccharomyces carlsbergensis.

Normalmente en la elaboraciéon de cerveza convencional, la fermentacion se efectia habitualmente en dos etapas,
una fermentacion principal de una duracion de normalmente 5 a 12 dias y una fermentaciéon secundaria - un
denominado proceso de maduracion — que puede durar hasta 12 semanas. Durante la fermentacion principal, la
mayoria de los carbohidratos en el mosto se convierten en etanol y diéxido de carbono. La maduracion se efectia
habitualmente a baja temperatura en presencia de una pequefia cantidad residual de levadura. Los propositos de la
maduracion son, entre otros, precipitar compuestos de alto peso molecular, no deseables, y convertir los compuestos
no deseables en compuestos, tales como dioles, que no afectan al sabor ni al aroma. Por ejemplo, butanodiol, el
producto final de la conversion de a-acetolactato y diacetilo en cerveza, se notifica normalmente como un compuesto
con caracteristicas sensoriales neutras. El término “medio de fermentacién” tal como se usa en el presente documento
se refiere a un medio que comprende sustratos que contienen carbohidratos que pueden fermentarse mediante
levadura u otros microorganismos para producir, por ejemplo, cerveza o vino o sidra o perada o sake. Los ejemplos
de medio de fermentacion incluyen: mosto, y zumos de fruta (tal como zumo de uva, zumo de manzana y zumo de
pera). El ejemplo 9 detalle un ejemplo de mosto adecuado. El término “medio de maduracion” tal como se usa en el
presente documento se refiere a un medio que comprende sustratos que contienen carbohidratos que se han
fermentado mediante levadura u otros microorganismos para producir, por ejemplo, cerveza o vino o sidra o perada o
sake. Los ejemplos de medio de maduracién incluyen mosto y zumos de fruta parcialmente fermentados (tal como
zumo de uva, zumo de manzana y zumo de pera). En algunas realizaciones, la invencion proporciona un medio de
fermentacion o maduraciéon para una célula huésped que produce ALDC que comprende un ion metalico a una
concentracién de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 300 pM. En algunas realizaciones, la invencién
proporciona un medio de fermentacién o maduracion para una célula huésped que produce ALDC que comprende un
ion metalico a una concentracion de aproximadamente 6 uM a aproximadamente 25 uM.

Por tanto, en algunas realizaciones, los métodos de la invencion estan caracterizados por el tratamiento de un sustrato
con una composicién que comprende ALDC o un derivado de ALDC tal como se describe en el presente documento
durante o a continuacion de un proceso de fermentacion, por ejemplo, maduracion.

Por tanto, en algunas realizaciones, el acetolactato se descarboxila enzimaticamente para dar acetoina, siendo el
resultado que, cuando no sea deseable, se evita la formacién de diacetilo a partir de acetolactato. En algunas
realizaciones, se usan otras enzimas en combinacion con ALDC para la conversién de a-acetolactato. Los ejemplos
de tales enzimas incluyen, pero no se limitan a, acetolactato reductoisomerasas o isomerasas.

En algunas realizaciones, las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento
se usan junto con levadura ordinaria en fermentacion por lotes.

En lugar de usar la enzima en un estado libre, puede usarse en un estado inmovilizado, afadiéndose la enzima
inmovilizada al mosto durante o a continuacién de la fermentacion (por ejemplo, durante la maduracién). La enzima
inmovilizada también puede mantenerse en una columna a través de la que se hace pasar el mosto en fermentacion
o la cerveza. La enzima puede inmovilizarse por separado, o pueden usarse células de levadura y acetolactato
descarboxilasa inmovilizadas conjuntamente.

En algunas realizaciones, las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento
se usan durante la fermentacién o maduracién de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake para reducir los
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niveles de diacetilo hasta por debajo de aproximadamente 1 ppm, o aproximadamente menos de 0,5 ppm, o
aproximadamente menos de 0,1 ppm, o aproximadamente menos de 0,05 ppm o aproximadamente menos de
0,01 ppm, o aproximadamente menos de 0,001 ppm. En algunas realizaciones, las composiciones de ALDC y/o de
derivado de ALDC descritas en el presente documento se usan durante la fermentacién o maduracién de cerveza y/o
vino y/o sidra y/o perada y/o sake para reducir los niveles de diacetilo hasta por debajo de 0,1 ppm.

En algunas realizaciones, las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento
se usan durante la fermentaciéon o maduracién de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake para reducir el
contenido de VDK por debajo de 0,1 mg/l, o aproximadamente menos de 0,05 mg/l, o menos de 0,01 mg/l o menos de
0,001 mg/l. VDK totales se refiere a la cantidad de diacetilo mas 2,3-pentanodiona. En algunas realizaciones, las
composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento se usan durante la fermentacién
0 maduracion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake para reducir el contenido de VDK total por debajo de
0,1 mg/l.

En algunas realizaciones, las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento
se usan durante la fermentacién o maduracién de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake para reducir los
niveles de diacetilo hasta por debajo de aproximadamente 0,5 mg/l, o aproximadamente menos de 0,1 mg/l, o
aproximadamente menos de 0,05 mg/l, o aproximadamente menos de 0,01 mg/l o aproximadamente menos de 0,001
mg/l. En algunas realizaciones, las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente
documento se usan durante la fermentacion o maduracion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake para
reducir los niveles de diacetilo hasta por debajo de 0,1 mg/l.

En algunas realizaciones, las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento
se usan durante la fermentacién o maduracion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake para reducir otras
dicetonas vecinales (tal como 2,3-pentanodiona) hasta por debajo de 0,1 mg/l, o aproximadamente menos de
0,05 mg/l, o menos de 0,01 mg/l o menos de 0,001 mg/I.

Los procesos de la invencién pueden usarse no solo en relaciéon con la elaboraciéon de cerveza, sino que también es
adecuado para la produccion de cualquier bebida alcohoélica adecuada en la que sea deseable una reduccién en los
niveles de diacetilo u otras dicetonas vecinales (por ejemplo, vino, sake, sidra, perada, etc.). En algunas realizaciones,
los procesos de la invencién pueden usarse en la produccién de vino en la que se obtienen ventajas similares, en
particular una reduccion en el periodo de maduracién y una simplificacion del proceso. De especial interés en este
contexto es el uso de enzimas convertidoras de acetolactato en relacion con la denominada fermentacién malo-lactica.
Este proceso que se ve afectado por microorganismos como especies de Leuconostoc, Lactobacillus o Pediococcus
se lleva a cabo tras la fermentacion principal del vino con el fin de aumentar el pH del producto asi como su estabilidad
biolégica y desarrollar el aroma del vino. Ademas, es altamente deseable llevar a cabo la fermentacién dado que hace
posible un embotellamiento rapido y de ese modo mejora el flujo de caja de las bodegas sustancialmente.
Desafortunadamente, sin embargo, el proceso puede dar lugar a aromas extrafios debido al diacetilo, cuya formacion
puede reducirse con la ayuda de enzimas convertidoras de acetolactato.

Por tanto, en algunas realizaciones, los procesos de la invencion proporcionan la produccién de bebidas alcohdlicas
con bajo contenido de diacetilo, en la que el tiempo requerido para producir las bebidas alcohdlicas con bajo contenido
de diacetilo se reduce en al menos el 10%, o al menos el 20% o al menos el 30%, o al menos el 40%, o al menos el
50%, o al menos el 60%, o al menos el 70%, o al menos el 80%, o al menos el 90% en comparaciéon con un proceso
sin el uso de las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento. En algunas
realizaciones, los procesos de la invencién proporcionan la produccion de bebidas alcohodlicas con bajo contenido de
diacetilo en comparacién con un proceso sin el uso de las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas
en el presente documento, en la que se elimina completamente una etapa de maduracion.

En algunas realizaciones, las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento
se usan durante un proceso de fermentacion (por ejemplo, fermentacion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o
sake), de modo que el tiempo requerido para el proceso de fermentacion se reduce en al menos el 10%, o al menos
el 20% o al menos el 30%, o al menos el 40%, o al menos el 50%, o al menos el 60%, o al menos el 70%, o al menos
el 80%, o al menos el 90%, en comparacion con un proceso sin el uso de las composiciones de ALDC y/o de derivado
de ALDC descritas en el presente documento. En algunas realizaciones, los procesos de la invencién proporcionan la
produccion de bebidas alcohdlicas con bajo contenido de diacetilo en comparacion con un proceso sin el uso de las
composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento, en la que se elimina
completamente una etapa de maduracion.

En algunas realizaciones, las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento
se usan durante un proceso de maduracién o acondicionamiento (por ejemplo, maduracién/acondicionamiento de
cerveza), de modo que el tiempo requerido para el proceso de maduracién o acondicionamiento se reduce en al menos
el 10%, o al menos el 20% o al menos el 30%, o al menos el 40%, o al menos el 50%, o al menos el 60%, o al menos
el 70%, o al menos el 80%, o al menos el 90%, en comparacién con un proceso sin el uso de las composiciones de
ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento. En algunas realizaciones, los procesos de la
invencion proporcionan la produccion de bebidas alcohdlicas con bajo contenido de diacetilo en comparacién con un
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proceso sin el uso de las composiciones de ALDC y/o de derivado de ALDC descritas en el presente documento, en
la que se elimina completamente una etapa de maduracion.

Ademas, en algunas realizaciones, los procesos descritos en el presente documento pueden usarse ventajosamente
para la preparacion industrial de etanol ya que se obtienen productos de fermentacion sin o practicamente sin ningtiin
contenido de diacetilo, lo que simplifica el proceso de destilacion, especialmente en el caso de azeotrdpica para la
preparacion de etanol absoluto, es decir etanol anhidro puro.

En algunas realizaciones, la enzima ALDC y dicho cinc se afiaden durante un proceso de fermentacion y/o un proceso
de maduracion. En algunas realizaciones, la enzima ALDC se afiade a una concentracion de aproximadamente 0,01
g a aproximadamente 10 g, o de aproximadamente 0,5 g a aproximadamente 10 g, o de aproximadamente 1 g a
aproximadamente 5 g por hectolitro de fermento de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake. Tal como se usa
en el presente documento, el término “fermento de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake” puede ser
intercambiable con el término medio. En algunas realizaciones, la actividad de dicha enzima ALDC esta en el intervalo
de 1000 a 2500 unidades por mg de proteina.

Produccion de enzimas ALDC

En un aspecto adicional, la célula huésped es una célula fangica. En ain un aspecto adicional, la célula fungica es del
género Trichoderma. En aun un aspecto adicional, la célula fingica es de la especie Trichoderma reesei o de la
especie Hypocrea jecorina. En otro aspecto, la célula huésped comprende, preferiblemente se transforma con, un
plasmido o un vector de expresién tal como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la célula huésped es una célula huésped bacteriana tal como Bacillus. En algunas
realizaciones, la enzima ALDC se produce mediante el cultivo de una cepa de Bacillus subtilis que contiene un gen
que codifica y expresa una enzima ALDC (por ejemplo, ALDC de Bacillus brevis). Ejemplos de tales células huésped
y el cultivo de las mismas se describen en el documento DK149335B.

Ejemplos de vectores de expresién y/o integracidon adecuados se proporcionan en Sambrook et al. (1989) citado
anteriormente, y Ausubel (1987) citado anteriormente, y van den Hondel et al. (1991) en Bennett and Lasure (Eds.)
More Gene Manipulations In Fungi, Academic Press pags. 396-428 y la patente estadounidense n.° 5.874.276.
También se hace referencia al Fungal Genetics Stock Center Catalogue of Strains (FGSC, http://www.fgsc.net) para
una lista de vectores. Los vectores particularmente utiles incluyen vectores obtenidos de, por ejemplo, Invitrogen y
Promega. Los plasmidos adecuados para su uso en células bacterianas incluyen pBR322 y pUC19 que permiten la
replicacién en E. coli y pE194, por ejemplo, que permite la replicacion en Bacillus. Otros vectores especificos
adecuados para su uso en células huésped de E. coli incluyen vectores tales como pFB6, pBR322, pUC18, pUC100,
pDONR™201, 10 pDONR™221, pENTR™, pGEM®3Z y pGEM®4Z.

Los vectores especificos adecuados para su uso en células fungicas incluyen pRAX, un vector de expresion de
propésito general util en Aspergillus, pPRAX con un promotor glaA, y en Hypocreal Trichoderma incluye pTrex3g con un
promotor cbhi.

En algunas realizaciones, las células huésped son células fungicas y opcionalmente células huésped fungicas
filamentosas. El término “hongos filamentosos” se refiere a todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycotina
(véase, Alexopoulos, C. J. (1962), Introductory Mycology, Wiley, Nueva York). Estos hongos estan caracterizados por
un micelio vegetativo con una pared celular compuesta de quitina, celulosa y otros polisacaridos complejos. Los
hongos filamentosos de la presente divulgaciéon son morfoldgica, fisioldgica y genéticamente distintos de las levaduras.
El crecimiento vegetativo mediante hongos filamentosos es mediante alargamiento de hifas y el catabolismo de
carbono es aerdbico obligatorio. En la presente divulgacion, la célula parental fungica filamentosa puede ser una célula
de una especie de, pero no se limita a, Trichoderma (por ejemplo, Trichoderma reesei, el morfo asexual de Hypocrea
jecorina, clasificado previamente como T. longibrachiatum, Trichoderma viride, Trichoderma koningii, Trichoderma
harzianum) (Sheir-Neirs et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 20:46-53 (1984); ATCC n.° 56765 y ATCC n.° 26921),
Penicillium sp., Humicola sp. (por ejemplo, H. insolens, H. lanuginosay H. grisea), Chrysosporium sp. (por ejemplo, C.
lucknowense), Gliocladium sp., Aspergillus sp. (por ejemplo, A. oryzae, A. niger, A sojae, A. japonicus, A. nidulans 'y
A. awamori) (Ward et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 39:738-743 (1993) y Goedegebuur et al., Curr. Genet. 41:89 -98
(2002)), Fusarium sp. (por ejemplo, F. roseum, F. graminum, F. cerealis, F. oxysporumy F. venenatum), Neurospora
sp., (N. crassa), Hypocrea sp., Mucor sp. (M. miehei), Rhizopus sp. y Emericella sp. (véase también, Innis et al.,
Science 228:21 -26 (1985)). El término “Trichoderma” o “Trichoderma sp.” o “Trichoderma spp.” se refieren a cualquier
género fungico clasificado previa o actualmente como Trichoderma.

En algunas realizaciones, las células huésped seran células bacterianas gram-positivas. Los ejemplos no limitativos
incluyen cepas de Streptomyces (por ejemplo, S. lividans, S. coelicolory S. griseus) y Bacillus. Tal como se usa en el
presente documento, “el género Bacillus” incluye todas las especies dentro del género “Bacillus”, tal como se conoce
por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, B. subtilis, B. licheniformis, B. lentus, B. brevis, B.
stearothermophilus, B. alkalophilus, B. amyloliquefaciens, B. clausii, B. halodurans, B. megaterium, B. coagulans, B.
circulans, B. lautus y B. thuringiensis. Se reconoce que el género Bacillus continda experimentando reorganizacion
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taxonémica. Por tanto, se pretende que el género incluya especies que se han reclasificado, incluyendo, pero sin
limitarse a, organismos tales como B. stearothermophilus, que ahora se denomina “Geobacillus tearothermophilus.”

En algunas realizaciones, la célula huésped es una cepa bacteriana gram-negativa, tal como E. coli o Pseudomonas
sp. En otras realizaciones, las células huésped pueden ser células de levadura tales como Saccharomyces sp.,
Schizosaccharomyces sp., Pichia sp. o Candida sp. En otras realizaciones, la célula huésped sera una célula huésped
modificada mediante ingenieria genética en la que se han inactivado genes nativos, por ejemplo, mediante delecion
en células bacterianas o fungicas. Cuando se desee obtener una célula huésped fungica que tenga uno o mas genes
inactivados, pueden usarse métodos conocidos (por ejemplo, los métodos dados a conocer en la patente
estadounidense n.° 5.246.853, la patente estadounidense n.° 5.475.101 y el documento WO 92/06209). La inactivacion
génica puede llevarse a cabo mediante delecion completa o parcial, mediante inactivacion insercional o mediante
cualquier otro medio que convierta un gen en no funcional para su propdsito previsto (de modo que se impida que el
gen exprese una proteina funcional). En algunas realizaciones, cuando la célula huésped es una célula de Trichoderma
y particularmente una célula huésped de T. reesei, los genes cbhl, cbh2, egll y egl estaran inactivados y/o
delecionados. Células huésped de Trichoderma reesei a modo de ejemplo que tienen proteinas delecionadas de
manera cuadruple se exponen y describen en la patente estadounidense n.° 5.847.276 y el documento WO 05/001036.
En otras realizaciones, la célula huésped es una proteasa deficiente o cepa proteasa negativa. El término “proteasa
deficiente” o una “cepa proteasa negativa” tal como se usa en el presente documento se refiere a una célula huésped
derivada o derivable a partir de una célula parental, comprendiendo la célula huésped comprende una o mas
alteraciones genéticas que provocan que las células huésped produzcan una cantidad disminuida de una o mas
proteasas (por ejemplo, proteasas funcionales) en comparacion con la célula parental; preferiblemente dicha célula
huésped es deficiente en una o mas proteasas seleccionadas del grupo que consiste en WprA, Vpr, Epr, IspA, Bpr,
NprE, AprE, ampsS, aprX, bpf, clpCP, clpEP, clpXP, codWX, lonA, lonB, nprB, map, mipA, mpr, pepT, pepF, dppA,
yqyE, tepA, yfiT, yflG, ymfF, ypwA, yrrN, yrrO y ywaD. Se proporciona una célula huésped variante derivada de una
célula parental, la célula huésped variante comprende una o mas alteraciones genéticas que provocan que las células
de la cepa variante produzcan una cantidad disminuida de una o mas proteasas en comparacion con la célula parental.

La introduccion de un vector o constructo de ADN en una célula huésped incluye técnicas tales como transformacion;
electroporacion; microinyeccién nuclear; transduccion; transfeccion, (por ejemplo, transfeccién mediada por lipofeccién
y mediada por DEAE-dextrina); incubacién con precipitado de ADN en fosfato de calcio; bombardeo de alta velocidad
con microproyectiles recubiertos con ADN; y fusion de protoplastos. Técnicas de transformacién generales se conocen
en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel et al. (1987) citado anteriormente, capitulo 9; y Sambrook et al. (1989)
citado anteriormente, y Campbell et al., Curr. Genet. 16:53-56 (1989)).

Métodos de transformacion para Bacillus se da a conocer en numerosas referencias incluyendo Anagnostopoulos C.
y J. Spizizen, J. Bacteriol. 81:741-746 (1961) y el documento WO 02/14490.

Métodos de transformacién para Aspergillus se describen en Yelton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1470-1474
(1984); Berka et al., (1991) en Applications of Enzyme Biotechnology, Eds. Kelly and Baldwin, Plenum Press (NY);
Cao et al., Protein Sci. 9:991-1001 (2000); Campbell et al., Curr. Genet. 16:53-56 (1989) y el documento EP 238 023.
La expresion de proteina heteréloga en Trichoderma se describe en la patente estadounidense n.° 6.022.725; la
patente estadounidense n.° 6.268.328; Harkki et al. Enzyme Microb. Technol. 13:227-233 (1991); Harkki et al.,
BioTechnol. 7:596-603 (1989); el documento EP 244.234; el documento EP 215.594; y Nevalainen et al., “The
Molecular Biology of Trichoderma and its Application to the Expression of Both Homologous and Heterologous Genes”,
en Molecular Industrial Mycology, Eds. Leong and Berka, Marcel Dekker Inc., NY (1992) pags. 129-148). También se
hace referencia al documento W096/00787 y Bajar et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8202-8212 (1991) para la
transformacién de cepas de Fusarium.

El término “célula huésped que produce ALDC” tal como se usa en el presente documento se refiere a una célula
huésped capaz de expresar enzima ALDC cuando dicha célula huésped se cultiva en condiciones que permiten la
expresion de la secuencia de acido nucleico que codifica ALDC. La secuencia de acido nucleico que codifica la enzima
ALDC puede ser heteréloga u homéloga con respecto a la célula huésped. En algunas realizaciones, la célula huésped
que produce ALDC es Bacillus subtilis. En algunas realizaciones, la célula huésped que produce ALDC es Bacillus
subtilis que comprende un gen que codifica y expresa la enzima ALDC, comprendiendo la enzima ALDC una secuencia
de aminodcidos que tiene al menos el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%
de identidad con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o cualquier fragmento
funcional de las mismas. En algunas realizaciones, la célula huésped que produce ALDC es Bacillus subtilis que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica ALDC, teniendo dicha secuencia de &cido nucleico que
codifica ALDC al menos el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% de identidad
con SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6 o cualquier fragmento funcional de las mismas. En algunas
realizaciones, la célula huésped que produce ALDC es Bacillus subtilis que comprende un gen que codifica ALDC
derivada de Bacillus brevis.
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EJEMPLOS

La presente divulgacion se describe en mas detalle en los siguientes ejemplos, que no pretenden de modo alguno
limitar el alcance de la divulgacién reivindicada. Las figuras adjuntas pretenden considerarse partes integrales de la
memoria descriptiva y la descripcién de la divulgacion. Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no limitar,
la divulgacién reivindicada.

Ejemplo 1 - Expresion heterdloga de acetolactato descarboxilasa, aldB

El gen aldB de acetolactato descarboxilasas (ALDC) de Brevibacillus brevis (que puede denominarse Bacillus brevis)
se identificd previamente (Diderichsen et al., J Bacteriol. (1990) 172(8): 4315), con la secuencia expuesta como
UNIPROT n.° de registro P23616.1. La secuencia de este gen, aldB, se representa en la SEQ ID NO:1. Los nucledtidos
destacados en negrita y subrayados son los nucleétidos que codifican el péptido sefal.

SEQ ID NO: 1 expone la secuencia de nucledtidos del gen aldB:
atgaaaaaaaatatcatcacttctatcacatctetggetetgetigecggectatetttgactgettttgeagctacaacggcetactgtac
cagcaccacctgccaagecaggaatccaaacctgeggttgecgetaatcecggeaccaaaaaatgtactgtttcaatactcaacgatcaatgea
ctcatgcttggacagtttgaaggggacttgactitgaaagacctgaagetgecgaggegatatggggcttggtaccatcaatgatctcgatgga
gagatgattcagatgggtacaaaatictaccagatcgacagcaccggaaaattatcggagetgecagaaagtgtgaaaactccatttgeggt
tactacacatttcgagccgaaagaaaaaactacattaaccaatgtgcaagattacaatcaattaacaaaaatgettgaggagaaatttgaaaac
aagaacgtcttttatgccgtaaagetgaccggtacctttaagatggtaaaggctagaacagtticcaaaacaaaccagaccttatccgecagetg
actgaagtaaccaaaaaacaatccgagtttgaatttaaaaatgttaagggaaccctgattggettctatacgecaaattatgcagecagecectga
atgttcccggattccatctccacttcatcacagaggataaaacaagtggcggacacgtattaaatctgeaatttgacaacgegaatctggaaat
ttctccgatccatgagtttgatgtacaattgecgeacacagatgattttgeccactetgatctgacacaagttactactagccaagtacaccaag

ctgagtcagaaagaaaataa

SEQ ID NO: 6 expone un ejemplo de una secuencia de nucledtidos que codifica una acetolactato descarboxilasa
- los nucleodtidos destacados en negrita y subrayados son los nucleétidos que codifican el péptido sefal:

atgaaaaaaaatatcatcacttctatcacatctetggctetegtigecggactgtetttgactgettttgecagetacaacggetactgta
ccageaccacctgecaageaggaatccaaacctgtggtigccgetaateccggeaccaaaaaatgtactgtttcaatactcaacgat

tgatctcgatggagagatgattcagatgggtacaaaattctaccagatcgacagecaccggaaaattatccgagetgecagaaagtgtgaaaa
ctccatttgcggttactacacatttcgagecgaaagaaaaaactacattaaccaatgtgcaagattacaatcaattaacaaaaatgettgagga

gaaatttgaaaacaagaacgtcttttatgccgtaaagetgaccggtacctttaagatggtaaaggctagaacagttccaaaacaaaccagace
ttatccgcagctgactgaagtaaccaaaaaacaatccgagtitgaatttaaaaatgttaagggaaccctgattggettctatacgccaaattatg
cagcagccctgaatgttcceggattccatctccacttcatcacagaggataaaacaagtggeggacacgtattaaatctgeaatttgacaacg
cgaatctggaaatttctccgatccatgagtttgatgtacaattgecegeacacagatgattttgcccactctgatctgacacaagttactactagec

aagtacaccaagctgagtcagaaagaaaataa

La proenzima codificada por el gen aldB se representa en la SEQ ID NO: 2. En el extremo N-terminal, la proteina tiene
un péptido sefnal con una longitud de 24 aminoacidos tal como se predice mediante SignalP-NN (Emanuelsson et al.,
Nature Protocols (2007) 2: 953-971). Esta secuencia de péptido sefnal esta subrayas y esta en negrita en la SEQ ID
NO:2. La presencia de un péptido sefial indica que esta acetolactato descarboxilasa, aldB, es una enzima secretada.
La secuencia de la cadena madura totalmente procesada, predicha, (aldB, 261 aminodcidos) se representa en la SEQ
ID NO: 3.

SEQ ID NO: 2 expone la secuencia de aminodcidos del precursor de acetolactato descarboxilasa (ALDC) aldB:
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MKKNIITSITSLALVAGLSLTAFAATTATVPAPPAKQESKPAVAANPAPKNVLFQYSTI
NALMLGQFEGDLTLKDLKLRGDMGLGTINDLDGEMIQMGTKFYQIDSTGKLSELPESV
KTPFAVTTHFEPKEKTTLTNVQDYNQLTKMLEEKFENKNVFYAVKLTGTFKMVKARTV
PKQTRPYPQLTEVTKKQSEFEFKNVKGTLIGFYTPNYAAALNVPGFHLHFITEDKTSGGH
VLNLQFDNANLEISPIHEFDVQLPHTDDFAHSDLTQVTTSQVHQAESERK

SEQ ID NO: 7 expone un ejemplo de una secuencia de aminodcidos del precursor de acetolactato descarboxilasa
(ALDC) aldB - la secuencia de péptido sefial esté subrayada y esta en negrita:

MKKNIITSITSLALVAGLSLTAFAATTATVPAPPAKQESKPVVAANPAPKNVLFQYSTI
NALMLGQFEGDLTLKDLKLRGDMGLGTINDLDGEMIQMGTKFYQIDSTGKLSELPESV
KTPFAVTTHFEPKEKTTLTNVQDYNQLTKMLEEKFENKNVFYAVKLTGTFKMVKARTV
PKQTRPYPQLTEVTKKQSEFEFKNVKGTLIGFYTPNYAAALNVPGFHLHFITEDKTSGGH
VLNLQFDNANLEISPIHEFDVQLPHTDDFAHSDLTQVTTSQVHQAESERK

SEQ ID NO: 3 expone la secuencia de aminoacidos predicha de la acetolactato descarboxilasa (ALDC) madura
aldB (261 aminoacidos):

ATTATVPAPPAKQESKPAVAANPAPKNVLFQYSTINALMLGQFEGDLTLKDLKLRGDM
GLGTINDLDGEMIQMGTKFY QIDSTGKLSELPESVKTPFAVTTHFEPKEKTTLTNVQDYN
QLTKMLEEKFENKNVFYAVKLTGTFKMVKARTVPKQTRPYPQLTEVTKKQSEFEFKNV
KGTLIGFYTPNYAAALNVPGFHLHFITEDKTSGGHVLNLQFDNANLEISPIHEFDVQLPHT
DDFAHSDLTQVTTSQVHQAESERK

SEQ ID NO: 8 expone un ejemplo de la secuencia de aminodcidos predicha de la acetolactato descarboxilasa
(ALDC) madura aldB (261 aminoacidos):

ATTATVPAPPAKQESKPVVAANPAPKNVLFQYSTINALMLGQFEGDLTLKDLKLRGDM
GLGTINDLDGEMIQMGTKFYQIDSTGKLSELPESVKTPFAVTTHFEPKEKTTLTNVQDYN

QLTKMLEEKFENKNVFYAVKLTGTFKMVKARTVPKQTRPYPQLTEVTKKQSEFEFKNV
KGTLIGFYTPNYAAALNVPGFHLHFITEDKTSGGHVLNLQFDNANLEISPIHEFDVQLPHT
DDFAHSDLTQVTTSQVHQAESERK

El gen aldB de la cepa Brevibacillus brevis que codifica una enzima acetolactato descarboxilasa (ALDC) se produjo
en B. subtilis usando un casete de expresion integrado que consiste en el promotor aprE de B. subtilis, la secuencia
de péptido senal aprE de B. subitilis, la aldB madura y un terminador BPN’. Este casete se cloné en la orientacion de
cabeza a cabeza con respecto al casete de expresion y al casete de expresion aldB introducido en B. subtilis mediante
recombinacion homologa.

Un mapa del vector que contiene el gen aldB (RIHI-aldB) se muestra en la Figura 1.

La secuencia madura de nucleétidos del gen aldB en el plasmido RIHI-aldB se representa en la SEQ ID NO:4.
gctacaacggctactgtaccagcaccacctgccaagcaggaatccaaacctgeggttgeccgetaatccggeaccaaaaaatgtactgttte
aatactcaacgatcaatgcactcatgcttggacagtttgaaggggacttgactttgaaagacctgaagetgecgaggegatatggggcttggta
ccatcaatgatctcgatggagagatgattcagatgggtacaaaattctaccagatcgacagecaccggaaaattatcggagetgecagaaagt
gtgaaaactccatttgcggttactacacatttcgagccgaaagaaaaaactacattaaccaatgtgcaagattacaatcaattaacaaaaatgc
ttgaggagaaatttgaaaacaagaacgtcttttatgccgtaaagetgaccggtacttttaagatggtaaaggctagaacagttccaaaacaaa
ccagaccttatccgeagetgactgaagtaaccaaaaaacaatccgagtttgaatttaaaaatgttaagggaaccctgattggettetatacgee
aaattatgcagcagccctgaatgttcccggattccatctccacttcatcacagaggataaaacaagtggeggacacgtattaaatctgcaattt
gacaacgcgaatctggaaatttctccgatccatgagtttgatgttcaattgccgeacacagatgattttgeccactctgatctgacacaagttact

actagccaagtacaccaagctgagtcagaaagaaaa
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La secuencia de aminoacidos de la proteina precursora aldB expresada a partir del plasmido RIHI-aldB se representa
en la SEQ ID NO:5.

vrskklwisllfaltliftmafsnmsaqa ATTATVPAPPAKQESKPAVAANPAPKNVLFQYSTINALML
GQFEGDLTLKDLKLRGDMGLGTINDLDGEMIQMGTKFYQIDSTGKLSELPESVKTPFAV
TTHFEPKEKTTLTNVQDYNQLTKMLEEKFENKNVFYAVKLTGTFKMVKARTVPKQTRP
YPQLTEVTKKQSEFEFKNVKGTLIGFYTPNYAAALNVPGFHLHFITEDKTSGGHVLNLQF
DNANLEISPIHEFDVQLPHTDDFAHSDLTQVTTSQVHQAESERK

La secuencia de péptido sefnal esta en negrita, mindscula, cursiva, en la SEQ ID NO:5.

Condiciones de cultivo a pequefna escala

Para producir aldB, se cultivé un transformante de la cepa B. subtilis que contenia el casete de expresiéon aldB en
tubos Falcon de 15 ml durante 5 horas en TSB (caldo) con 300 ppm de beta-cloro-D-alanina (CDA), y 300 pl de este
precultivo se afiadieron a un matraz de 500 ml llenado con 30 ml de medio de cultivo (descrito mas adelante)
suplementado con 300 ppm de CDA y Zn?* 50 pM. Los matraces se incubaron durante 24, 48 y 72 horas a 33°C con
mezclado rotacional constante a 180 rpm. Los cultivos se recogieron mediante centrifugacion a 14500 rpm durante 20
minutos en tubos cénicos. Los sobrenadantes de cultivo se usaron para la determinacion de proteina y ensayos. El
medio de cultivo era un medio semidefinido enriquecido basado en tamp6n MOPs, con urea como fuente de nitrégeno
principal, maltrina como fuente de carbono principal.

Condiciones de fermentacién alimentada por lotes

Para producir aldB, se cultivé un transformante de la cepa B. subtilis que contenia el casete de expresién aldB en un
matraz de 250 ml que contenia 30 ml de medio complejo con 300 ppm de beta-cloro-D-alanina (CDA). El matraz se
incubé durante 6 horas a 37°C con mezclado rotacional constante a 180 rpm.

El cultivo se transfiri6 a un fermentador agitado que contenia 7 litros de componentes de medio esterilizados tal como
se describe en la tabla 1 mas adelante. La temperatura se controlé a 37°C; el pH se controlé a 7,5 usando hidréxido
de amonio como solucién volumétrica alcalina; el oxigeno disuelto se mantuvo al 40% o mas manteniendo un flujo de
aire de 7 litros/min, una sobrepresion constante de 1 bar y ajustando la velocidad de agitacion. Cuando se agot6 la
glucosa inicial, se inici6 un perfil de alimentacién que alimentaba una disolucién de glucosa al 60% al fermentador (la
velocidad de alimentacion inicial era de 20 g/h que aument6 linealmente hasta 32,8 g/h a lo largo de 7 horas y se
mantuvo constante a esa velocidad hasta la terminacion de la fermentacion).

El tiempo de fermentacion total fue de 44 horas.

Tabla 1 Férmula de medio para la fermentacion de ALDC

Componente Conc. de formula (g/kg de caldo)
Harina de soja 50,0

Acido citrico 0,10

Sulfato de magnesio heptahidratado  |2,29

Fosfato de potasio, monobasico 5,44

Sulfato ferroso, heptahidratado 0,029

Sulfato de manganeso monohidratado 0,051

Sulfato de cinc heptahidratado 0,001

Glucosa monohidratada 1,10

Agente antiespumante 3,00

Ejemplo 2 - Métodos de determinacion de proteina

Determinacion de proteina mediante generador de imagenes Stain Free Criterion

La proteina se cuantific6 mediante gel de SDS-PAGE y densitometria usando el sistema de formacién de imagenes
Gel Doc™ EZ. Reactivos usados en el ensayo: tampén de muestra Laemmli concentrado (2x) (Bio-Rad, n.° de catalogo
161-0737); gel Bis-Tris al 4-12% en XT de 26 pocillos (Bio-Rad, n.° de catalogo 345-0125); marcadores de proteina
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“Precision Plus Protein Standards” (Bio-Rad, n.° de catélogo 161-0363); patrén de proteina BSA (Thermo Scientific,
n.° de catéalogo 23208) y SimplyBlue Safestain (Invitrogen, n.° de catélogo LC 6060). El ensayo se llevo a cabo tal
como sigue: En una placa de PCR de 96 pocillos se mezclaron 50 uL de muestra de enzima diluida con 50 pl de
tampon de muestra que contenia 2,7 mg de DTT. La placa se sellé mediante pelicula Microseal ‘B’ de Bio-Rad y se
coloc6 en una maquina de PCR para calentarse hasta 70°C durante 10 minutos. Después de eso, la camara se llen6
mediante tampdn de migracion, se fijo el casete de gel. Entonces se cargaron 10 ul de cada muestra y patron (0,125-
1,00 mg/ml de BSA) en el gel y se cargaron 5 ul de los marcadores. Después de eso se ejecuté la electroforesis a 200
V durante 45 min. Tras la electroforesis, el gel se aclaré 3 veces 5 min en agua, entonces se tifid en Safestain durante
la noche y finalmente limpi6 en agua. Entonces se transfirié el gel al generador de imagenes. Se usé software Image
Lab para el calculo de la intensidad de cada banda. Conociendo la cantidad de proteina de la muestra estandar, puede
elaborarse la curva de calibracion. La cantidad de muestra puede determinarse mediante la intensidad de las bandas
y la curva de calibracién. El método de cuantificacién de proteina se empleé para preparar muestras de enzima
acetolactato descarboxilasa aldB usadas para ensayos mostrados en ejemplos posteriores.

Ejemplo 3 - Método de ensayo de actividad

Ensayo espectrofotométrico de a-acetolactato descarboxilasa

La a-acetolactato descarboxilasa (ALDC) cataliza la descarboxilacién de a-acetolactato para dar acetoina. El producto
de reaccion acetoina puede cuantificarse colorimétricamente. La acetoina mezclada con a-naftol y creatina forma un
color rojo caracteristico que absorbe a OD522 nm. La actividad ALDC se calculé basandose en ODs22 nm y una curva
de calibracion de acetoina. El ensayo se llevé a cabo tal como sigue: se prepar6 sustrato de acetolactato 20 mM
mezclando 100 pl de 2-acetoxi-2-metilacetoacetato de etilo (Sigma, n.° de catalogo 220396) con 3,6 ml de NaOH 0,5
M a 10°C durante 10 min. Se afiadieron 20 ml de MES 50 mM pH 6,0, se ajust6 el pH a pH 6,0 y se ajusté el volumen
a 25 ml con MES 50 mM pH 6,0. Se mezclaron 80 pl de sustrato de acetolactato 20 mM con 20 pl de muestra de
enzima diluida en MES 50 mM, pH 6,0, NaCl 0,6 M, BRIJ 35 al 0,05% y BSA al 0,01%. La mezcla de sustrato/enzima
se incub6 a 30°C durante 10 min. Entonces se transfirieron 16 pl de la mezcla de sustrato/enzima a de 200 pl de NaOH
1 M, a-naftol al 1,0% (Sigma, n.° de catalogo 33420) y creatina al 0,1% (Sigma, n.° de catalogo C3630). La mezcla de
sustrato/enzima/reactivo de color se incub6 a 30°C durante 20 min y entonces se leyé la ODs22 nm. Una unidad de
actividad ALDC se define como la cantidad de enzima que produce 1 p mol de acetoina por minuto en las condiciones
del ensayo.

Ejemplo 4 - Influencia del cinc sobre la actividad de ALDC

La presencia de Zn?* durante la fermentacién en matraz de agitacion

Se afadié ZnSO4 a los medios de cultivo para fermentaciones a pequefa escala tal como se describe en el ejemplo 1
a concentraciones que oscilan entre 0 mM y 800 pM. aldB. Se cultivé un transformante de B. subtilis que contenia el
casete de expresion aldB en tubos Falcon de 15 ml durante 5 horas en TSB (caldo) con 300 ppm de beta-cloro-D-
alanina (CDA), y se anadieron 300 pl de este precultivo a cada matraz de 500 ml llenado con 30 ml de medio de cultivo
suplementado con 300 ppm de CDA y que contenian Zn?* 0, 5, 25, 50, 100, 200, 400 y 800 uM. Los matraces se
incubaron durante 24 y 48 horas a 33°C con mezclado rotacional constante a 180 rpm. Los cultivos se recogieron
mediante centrifugacién a 14500 rpm durante 20 minutos en tubos coénicos. Los sobrenadantes de cultivo se usaron
para la determinacién de proteina y ensayos de actividad ALDC (tabla 2 y 3). Se ve claramente que el aumento de la
concentracion de Zn?* en los medios de fermentacion aumenté la actividad ALDC total y la actividad especifica de
enzima aldB expresada.

Tabla 2 Actividad ALDC de muestras de fermentacion aldB con niveles variables de Zn?* tras 24 y 48 horas de
fermentacion

Actividad ALDC
ZnS0O4 en muestra 24 horas de fermentacion 48 horas de fermentacion
KM U/ml U/ml
298,6 235,3
5 371,9 354.,8
25 533,9 808,0
aldB 50 606,4 965,3
100 633,4 668,8
200 617,6 629,5
400 691,1 488,5
800 4281 474,0
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Tabla 3 Actividad ALDC, proteina aldB y actividad especifica de muestras de fermentacion aldB con niveles variables
de Zn?+ tras 48 horas de fermentacion

ZnSOs en muestra | Actividad ALDC | Proteina aldB | Actividad especifica
UM U/ml mg/ml U/mg
0 235,3 0,626 375,9
354.,8 0,736 482,1
aldB 25 808,0 1,437 562,3
50 965,3 1,573 609,9
100 668,8 0,957 698.,9

Ejemplo 5 - Modulacion de la actividad especifica de muestras de aldB

Respuesta a la dosis de cinc de ALDC a 50°C

Se anadié ZnSO4 a la muestra de fermentacion de ALDC para producir concentraciones que oscilaban entre 0 mM y
20 mM. Las muestras se mantuvieron a 50°C durante 60 min y entonces se midio la actividad tal como se describe en
el ejemplo 3. En relacién con una muestra sin cinc, las muestras afadidas con cinc >0,5 mM tenian una actividad
>200% superior. La Figura 2 muestra los resultados.

Ejemplo 6 - Modulacion de la actividad especifica de fermento aldB

La actividad AldB se produjo tal como se describe (en el ejemplo 1) y la actividad se determiné tal como se describe
(en el ejemplo 3). Una muestra de fermento AldB se diluyé en MES 50 mM pH 6,0, NaCl 0,6 M, Brij al 0,05%, BSA
(albumina sérica bovina) al 0,01% hasta aproximadamente 1000 U/ml y entonces se incubd con una concentracion
variable de ZnSOs4 en las siguientes etapas: 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 5, 7,5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 mM. Todas las
muestras se incubaron a 4°C durante 68 horas, entonces se centrifugaron y el sobrenadante se analizé para la
actividad y proteina mediante analisis de SDS-PAGE Criterion. Los resultados del andlisis de SDS-PAGE se muestran
en la Figura 3 y la actividad, concentracion de proteina y actividad especifica determinadas se facilitan en la tabla 4.
Puede verse que la actividad ALDC aumenta con una concentracion creciente de ZnSO4 en la muestra hasta
aproximadamente 5-10 mM, desde donde es mas o menos constante con las concentraciones superiores de ZnSOa.
Se determiné que la concentracion de proteina aldB en la muestra era mas o menos constante en todas las muestras
indicando un aumento aparente en la actividad especifica desde 968 U/mg en la muestra sin ZnSO4 hasta 2200-2400
U/mg en muestras con ZnSO4 5 mM o mas tras la incubacion.

Tabla 4 Actividad ALDC, concentracion de proteina aldB y actividad especifica de muestra de aldB incubada con
ZnS04 a 4°C durante 68 horas.

ZnS04 en la muestra |Actividad ALDC |Proteina aldB |Actividad especifica
mM U/ml mg/ml U/m
0 556 0,57 968
0,25 875 0,63 1387
0,5 949 0,63 1512
1 1058 0,59 1792
2 1271 0,60 2124
5 1411 0,60 2354
aldB 7,5 1485 0,64 2311
10 1520 0,64 2368
20 1492 0,64 2344
40 1499 0,67 2239
60 1495 0,64 2345
80 1500 0,65 2324
100 1607 0,64 2520
120 1520 0,69 2209
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Ejemplo 7 - Purificacion de aldB

La produccion de aldB en B. subtilis se llevd a cabo tal como se describe en el ejemplo (1). El medio de fermentacion
se clarific6 mediante centrifugacion (4000 rpm a 15 min) y filtracion (VacuCap 90, 0,2 um). La muestra se desalinizé
en una columna PD10, preparada tal como se describe por el fabricante y equilibrada con Tris/HCI 20 mM, pH 8,0. El
eluato se mantuvo en hilo después, antes de purificarse adicionalmente mediante cromatografia de intercambio
anionico sobre una Source 15Q XK26/15. La columna se equip6é en un sistema explorador AKTA usado para la
purificacién de proteina y segun el método descrito por el fabricante (GE healthcare, EE. UU. - n.° de cat. 18-1112-
41).

La columna se prepardé tal como se describe por el fabricante y se equilibré con Tris/HCI 20 mM, pH 8,0 (tampdn A).
La muestra desalinizada se aplico a la columna a una velocidad de flujo de 5 ml/min y la columna se lavé con tampén
A. Las proteinas unidas se eluyeron con un gradiente lineal de NaCl 0-0,30 M en Tris/HCI 20 mM, pH 8,0 (7 mi/min,
40 min). Durante toda la ejecucidn, se recogieron fracciones de aproximadamente 10-20 ml.

Las fracciones de la purificacién se analizaron mediante SDS-PAGE usando una minicélula Xcell y segun el método
descrito por el fabricante (Invitrogen, EE. UU. - n.° de cat. EI0001) usando: gel Nu-PAGE (Invitrogen, EE. UU. - n.° de
cat. NP0321), tampén de migracion MES (Invitrogen, EE. UU. - n.° de cat. NP0002), marcador estandar See Blue
(Invitrogen, EE. UU. - n.° de cat. LC5925) y se tifi6 con azul brillante Coomasie.

Se observé que aldB se unio6 a la columna Source 15Q y se eluia con NaCl aproximadamente 30 mM. Se recogieron
fracciones de aldB, se concentraron (en un UF Vivaspin de 10 kDa) y se desalinizdé en tampén HEPES 25 mM que
contenia NaCl 150 mM, pH 8,0. La pureza estimada de aldB estaba por encima del 95% vy el resultado del analisis de
SDS-page de la aldB purificada se muestra en la figura 4.

Ejemplo 8 - Modulacion de la actividad especifica de aldB purificada

La proteina aldB purificada se limpid de iones divalentes mediante la incubacion de aldB (aproximadamente 2 mg/ml)
con EDTA 20 mM en 0,2x tampén de ensayo (MES 50 mM pH 6,0, NaCl 0,6 M, Brij al 0,05%, BSA al 0,01%) a 37°C
durante la noche. El material tratado con EDTA se desalinizé en una columna PD10 preparada tal como se describe
por el fabricante y equilibrada con MES 50 mM pH 6,0, NaCl 0,6 M, Brij al 0,05%, BSA al 0,01%. La actividad ALDC y
la concentracion de proteina AldB en la muestra antes y después del tratamiento con EDTA y la columna de
desalinizacion se determinaron tal como se describe en el ejemplo (2 y 3) y los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5 Actividad ALDC, concentracion proteina de aldB y actividad especifica de aldB purificada antes y después del
procedimiento de EDTA-desalinizacion.

Actividad Concentracion de proteina |Actividad
ALDC aldB especifica
U/ml mg/ml U/mg

AldB purificada 5187 5,6 928

AldB purificada - tratada con EDTA

y desalinizada 9 1,0 9

Se mezclaron 50 pl de la muestra de aldB tratada con EDTA y desalinizada con 450 pl de 0,2x tamp6n de ensayo
(MES 50 mM pH 6,0, NaCl 0,6 M, Brij al 0,05%, BSA al 0,01%) con ZnSOs4 variable en la etapa: 0, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 2,
5, 10 y 20 mM respectivamente. Las muestras se incubaron a 37°C durante la noche. Las muestras se centrifugaron
a 13000 rpm durante 10 min y la actividad ALDC y la concentracion de proteina AldB se determinaron en el
sobrenadante. Los resultados se muestran en la tabla 6. Puede verse que la actividad ALDC aumenta con la
concentracion creciente de ZnSO4 durante la incubacion. Se determin6 que la concentracion de proteina aldB en la
muestra era constante en todas las muestras indicando un aumento en la actividad especifica desde 2 U/mg de aldB
en la muestra sin ZnSO4 hasta 1800 U/mg de aldB en muestras con ZnSOs 5 mM o mas tras la incubacion.

Tabla 6 Actividad ALDC, concentracion de proteina aldB y actividad especifica de aldB purificada antes y después de
la incubacion con ZnSOa.

Concentracion de ZnSOs en 0,2X |Concentracion final de |Actividad |Concentracion Actividad
tampon de ensayo ZnSO04 ALDC de proteina aldB |especifica
mM mM U/ml mg/ml U/mg

0 0 0,1 0,092 2

0,05 0,045 4,4 0,092 48

0,1 0,09 26,1 0,092 283

0,5 0,45 1471 0,092 1599
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Concentracion de ZnSOs en 0,2X |Concentracion final de |Actividad |Concentracion |Actividad
tampon de ensayo ZnS04 ALDC de proteina aldB |especifica
mM mM U/ml mg/ml U/mg
0,9 157,7 0,092 1714
2 1,8 157,9 0,092 1716
5 4,5 166,4 0,092 1809
10 9 174,6 0,092 1898
20 18 173,5 0,092 1886

Ademas, se mezclaron 20 pl de la muestra de aldB tratada con EDTA y desalinizada con 180 pl de MES 50 mM pH
6,0 suplementado con o bien ZnSO4, MnSO4 0 CoCl2 10 mM respectivamente. Las muestras se incubaron a 37°C y
se sometieron a ensayo después de 45 minutos, 1 dia, 2 dias y 3 dias. Los resultados se muestran en la tabla 7. La
actividad aumento para la incubacion con los tres iones divalentes en el orden Zn?*, Mn?+ y Co?* en comparacion con
el control (adicion de H20). Tras 45 min se mostr6 que la actividad disminuia a lo largo del tiempo. La adicion de Zn?+,
Mn?+ y Co?* dio como resultado en todos los casos una estabilidad (actividad) aumentada tras 3 dias en comparacion
con el control con adicion de H20. La actividad residual medida tras 3 dias en relacién con la inicial era del 76,9%, del
73,5% y del 70,7% tras la adicion de Zn?*, Mn?* y Co?* en comparacién con el 56,0% obtenido con Hz20, tal como se
muestra en la tabla 7.

Tabla 7 Actividad ALDC tras la incubacion a pH 6,0 con MnSOa4, CoCl2 0 ZnSO+ a diversos tiempos.

Actividad U/ml
H20 Mn?2+ Co? Zn3+
45min 21,8 217,3 101,8 319,7
1 dia 18,9 219,6 90,5 288,5
2 dias 22,5 216,2 95,2 2954
3 dias 12,2 153,6 74,8 2457

Ejemplo 9 - Reduccion en diacetilo y 2,3-pentanodiona durante la fermentacion de cerveza mediante el uso de
aldB con diferente actividad ALDC especifica

El objetivo de este analisis era someter a prueba la capacidad de diferentes variantes de formulacion de aldB
(acetolactato descarboxilasa) para reducir el desarrollo de diacetilo y 2,3-pentanodiona (dicetonas vecinales, VDK)
durante una fermentacion de 7 dias a 14°C.

Andlisis de elaboracién de cerveza con malta pura

Se disolvieron 1100 g de extracto Munton’s Light Malt Extract (lote XB 35189, fecha de caducidad 24/05/2014) en 3000
ml de agua corriente caliente (45°C). Esta suspension se agitdé durante aproximadamente 10 min hasta que el liquido
era homogéneo y el pH se ajust6 a 5,2 con acido sulfurico 2,5 M. A la suspensioén se le afadieron 10 pellets de lUpulos
amargos de Hopfenveredlung, St. Johann: contenido de alfa del 16,0% (andlisis de HPLC especifico EBC 7.7 0,
01/10/2013), entonces se dividié en botellas de tapdn azul de 500 ml y se hirvieron durante 1 hora para garantizar la
precipitacion de proteina y evitar una contaminacién microbiana potencial. El extracto de malta filtrado (mosto) se
muestred para la determinacién del peso especifico y amino nitrégeno libre (FAN). El mosto final tenia un peso
especifico inicial de 1048 (es decir 12°Plato). Se afadieron 200 g del mostro filtrado a un matraz cénico de 500 ml
(recipiente de fermentacién; FV (Fermenting Vessel)), y entonces se enfriaron hasta 13°C. Cada matraz coénico se
dosificé con levadura recién producida W34/70 al 0,5% (Weihenstephan) (1,0 g de levadura por 200 g de mosto). Las
enzimas se dosificaron en actividad ALDC similar (0,03 U/ml de mosto, 8 unidades ALDC por 200 g de mosto). El
recipiente de fermentacion control sin enzima recibié una cantidad de agua desionizada que correspondia a la cantidad
de muestra de enzima.

Las muestras de mosto se fermentaron en matraces conicos de 500 ml en condiciones de prueba de laboratorio
estandarizadas a 14°C con agitacion suave a 150 rpm en un incubador orbital. Cuando la pérdida de peso era de
menos de 0,25 g a lo largo de 24 horas, la temperatura de fermentacion se disminuy6 hasta 7°C. La fermentacion se
detuvo tras 7 dias en total. Se tomaron muestras de 10 ml para andlisis de diacetilo y 2,3-pentanodiona dos veces al
dia, preferiblemente con de 11 a 14 horas entremedias; al final de la fermentacion solo se tom6 1 muestra por dia. Se
permitio que la levadura se depositase antes de la toma y cada muestra se enfrié a 10°C durante 10 minutos y entonces
se centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos a 8°C para sedimentar cualquier levadura residual. El sobrenadante se
separ6 del sedimento de levadura y a las muestras para el andlisis de GC se les anadieron 0,5 g de NaCl por ml de
muestra. Esta suspension se transfirié a un vial headspace y se traté con calor a 65°C durante 30 minutos antes de
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que se llevara a cabo el andlisis para diacetilo y 2,3-pentanodiona mediante cromatografia de gases con deteccion de
espectrometria de masas (GCMS).

Los andlisis se llevaron a cabo en un Agilent 6890N/5973N GC con automuestrador headspace CombiPAL y software
de adquisicion y andlisis MSChemStation. Las muestras se equilibraron a 70°C durante 10 minutos antes de inyectarse
500 pl de la fase gaseosa por encima de la muestra sobre una columna J&W 122-0763 DB-1701 (60m x 0,25mm de
DI x 1 pm). La temperatura de inyeccion era de 260°C y el sistema se hizo funcionar con un flujo de helio constante
de 2 ml/min. La temperatura de horno era: 50°C (2 min), 160°C (20°C/min), 220°C (40°C/min), espera 2 min. La
deteccion de MS se hizo con 500 pl a una relacion de division de 5:1 a iones seleccionados. Todas las muestras se
ejecutaron por duplicado y se elaboraron patrones usando agua corriente con la adicion de diacetilo o 2,3-
pentanodiona.

La concentracién de un compuesto se calcula como

Area
Compuesto (mg/l) = RF x
1000 x W
donde,
RF es el factor de respuesta de acido acético

Area  es el area de GC de acido acético
Ws es la cantidad de muestra usada (en ml)

El limite de cuantificacién de diacetilo se determin6 a 0,016 mg/l y el limite de cuantificacién de 2,3-pentanodiona se
determiné a 0,012 mgl/l.

Para comprobar que la adicion de enzimas ALDC no influia en el grado real de fermentacion (RDF, Real Degree of
Fermentation) y el alcohol producido en volumen: el RDF se midié usando un Anton Paar (DMA 5000) siguiendo la
Instruccion Estandar de Elaboracién de Cerveza, 23.8580-B28 y el alcohol mediante la Instruccion Estandar de
Elaboracion de Cerveza, 23.8580-B28.

El valor de grado real de fermentacién (RDF) puede calcularse segun la ecuacién a continuacion:

RE
RDF(%) = 1—0 x100

inicial
donde: RE = extracto real = (0,1808 x °Pinicia) + (0,8192 x °Piinal), °Pinicial €S €l peso especifico de los mostos
estandarizados antes de la fermentacion y ®Piinal €s el peso especifico de los mostos fermentados expresado en grados
Plato.

En el presente contexto, el grado real de fermentacion (RDF) se determind a partir del peso especifico y la
concentracion de alcohol.

El peso especifico y la concentracion de alcohol se determinaron en las muestras fermentadas usando un Beer
Alcolyzer Plus y un medidor de densidad DMA 5000 (ambos de Anton Paar, Gratz, Austria). Basandose en estas
mediciones, el valor de grado real de fermentacion (RDF) se calcul6 segun la ecuacién a continuacién:

RDF (%) =

OE—EW) 100
OFE

donde: E(r) es el extracto real en grados Plato (°P) y OE es el extracto original en °P.

La capacidad para reducir el desarrollo de diacetilo y 2,3-pentanodiona (dicetonas vecinales, VDK) durante una
fermentacion de 7 dias a 14°C se estudié6 mediante la adicion de aldB con diferente actividad ALDC especifica
(obtenida variando la concentracion de ZnSOa4 en la muestra) se facilita en la tabla 8. La variante de aldB constituye:
A) una preparacion bruta de aldB, B) una preparacién bruta de aldB que incluye ZnSO4 20 mM afadido al caldo
clarificado y C) una preparacion bruta de aldB que incluye ZnSO4 50 uM anadido al medio de fermentacion y ZnSO4
20 mM a caldo clarificado.
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Tabla 8 Actividad ALDC, concentracion de proteina aldB y actividad especifica de muestra de aldB A, By C.

Actividad ALDC |Proteina aldB |Actividad ALDC especifica
U/ml mg/ml U/mg

Variante A de aldB 426 0,463 919

Variante B de aldB 511 0,463 1103

Variante C de aldB 719 0,463 1552

Las variantes de enzimas se dosificaron en 0,03 U/m| de mosto de actividad ALDC similar dando como resultado una
concentracion diferente de proteina aldB en el mosto, como se ve en la tabla 9. La concentracién de proteina aldB
calculada en el mosto era de 33,4, 28,0 y 19,9 g/l de mosto con adicion de variante A, B y C respectivamente.

Tabla 9 Actividad ALDC y proteina aldB en mosto con adicion de variante A, B y C de aldB.

Actividad [Cantidad de muestra Volumen de |Actividad en |Proteina aldB
ALDC para la dilucién previa [dilucién el mosto en mosto
previa

U/ml g ml U/ml Mo/l

Variante A |426 0,721 50 0,03 33,4

de aldB

Variante B [511 0,604 50 0,03 28,0

de aldB

Variante C (719 0,430 50 0,03 19,9

de aldB

Las fermentaciones se realizaron y el desarrollo de VDK se analizd tal como se describié anteriormente. Las
fermentaciones se compararon con un control sin ninguna enzima anadida. El desarrollo de VDK se muestra en la
figura 5.

Las tres variantes de aldB redujeron el desarrollo de VDK durante la fermentacion en comparacién con el control. Los
datos sugieren que las tres variantes tuvieron un rendimiento muy similar, sin embargo con menos aumento en VDK
durante el periodo de fermentacién desde 20 hasta 40 horas para la variante C en comparacion con Ay B, pero esto
esta cerca de la desviacion estandar relativa del andlisis (RSD del 7,5%). La reduccién relativa en VDK tras 40 horas
de fermentacioén era del 63,1%, del 58,8% y del 63,2% para la variante A, B y C respectivamente. Ademas, el tiempo
de fermentacién requerido para cada nivel umbral de 0,1 mg/ml de VDK o menos, se observd que era de
aproximadamente 112 horas para las tres variantes. Por tanto, la mayor actividad especifica de la variante C en
comparacién con A o B puede posibilitar una reduccion de VDK similar con menos proteina aldB.

Ejemplo 10 - Reduccion en diacetilo y 2,3-pentanodiona mediante aldB durante la fermentacion de cerveza con
diversa concentracion de cinc en el mosto

El objetivo de este andlisis era someter a prueba la reduccion de diacetilo y 2,3-pentanodiona (dicetonas vecinales,
VDK) mediante aldB durante una fermentacion de 4 dias a 14°C en presencia de diverso nivel de ZnSO4 en el mosto.

La configuracion de analisis de elaboraciéon de cerveza era tal como se describe en el ejemplo 9. Se elabor6 una
solucion madre de ZnSO4 en mosto enfriado (0,686 g en 1000 ml de mosto) y se aplicd a las muestras de mosto
(preparadas tal como se describe en el ejemplo 9) antes de la fermentacion, dando como resultado las siguientes
concentraciones de Zn?+ 0, 0,1, 0,5, 0,75, 1, 2,5, 5,0 y 20,0 ppm respectivamente. Se afiadieron posteriormente enzima
ALDC vy levadura a las muestras. Se dosific6 una preparacion de enzimas ALDC de manera similar a todas las
muestras (0,04 U/ml de mosto, que corresponde a 8 unidades ALDC por 200 g de mosto). Cada matraz de
fermentacion conico se dosifico con levadura recién producida W34/70 al 0,5% (Weihenstephan) (1,0 g de levadura
por 200 g de mosto) y se llevaron a cabo andlisis tal como se describe en el ejemplo 9. Las fermentaciones con enzima
se compararon con un control sin ninguna enzima afiadida. El desarrollo de VDK se muestra en la figura 6.

Todas las muestras tratadas con aldB proporcionaron menos aumento en el desarrollo de VDK durante la fermentacion
en comparacion con el control. El aumento de la concentracién de Zn?* en las muestras dio como resultado menos y
menor aumento de generacion de VDK. Especialmente, el aumento de la concentracion de Zn?* hasta 0,5 ppm o mas
afecté enormemente a la actividad enzimética para evitar la generacion de VDK. Suplementar el mosto con 1 ppm de
Zn?* 0 mas garantizé un nivel de VDK por debajo del umbral de aroma de 0,1 mg/l por todo el periodo de fermentacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aumentar la actividad y/o estabilidad de una enzima ALDC de EC 4.1.1.5, comprendiendo dicho
método la etapa de anadir cinc a un medio de fermentacién y/o medio de maduracién que comprende una célula
huésped que produce ALDC durante una fermentacion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake:

(i) a una concentracién de 1 uM a 300 pM, preferiblemente de 6 uM a 300 pM; o
(i) a una concentracion de 1 uM a 50 pM; o
(iii) a una concentracion de 1 uM a 25 uM, preferiblemente de 6 uM a 25 uM; o
(iv) como composicion que comprende ALDC y cinc, en la que:
(a) dicho cinc esta presente en dicha composicién a una concentracion de 1 mM a 5 mM; o

(b) la relacién molar de cinc con respecto a enzima ALDC en la composicion es mayor de 1; 0 2:1 o mayor; o
10:1 0o mayor; 0 20:1 0 mayor; o 30:1 o mayor; o 60:1 o mayor.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicha enzima ALDC y dicho cinc se afiaden durante un proceso de
fermentacion o un proceso de maduracién.

3. Elmétodo segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que dicha enzima ALDC se afiade a una concentracién
de 0,5 g a 10 g por hectolitro de fermento de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake.

4. El método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que dicha enzima ALDC se afiade a una concentracion de
1 g a5 g por hectolitro de fermento de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake.

5. El método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que la actividad de dicha enzima ALDC esta en el intervalo
de 1000 a 2500 unidades por mg de proteina.

6. El método segun cualquier reivindicacién anterior, en el que dicha enzima ALDC es de Lactobacillus casei,
Brevibacterium acetylicum, Lactococcus lactis, Leuconostoc lactis, Enterobacter aerogenes, Bacillus subtilis, Bacillus
brevis, Lactococcus lactis DX o Bacillus licheniformis, en el que preferiblemente la enzima ALDC es de Bacillus brevis
o Bacillus licheniformis.

7. El método segun cualquier reivindicacién anterior, en el que dicha enzima ALDC tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 80% de identidad con una cualquiera seleccionada de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8 o cualquier fragmento funcional de las mismas.

8. Un medio de fermentacion y/o medio de maduracion de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake que
comprende una composicion que comprende una enzima ALDC de EC 4.1.1.5 y cinc, en el que dicha composicién
comprende cinc a una concentracion de 1 uM a 200 mM, preferiblemente en el que:

(i) el cinc esta presente en la composicion a una concentracién de 1 uM a 300 uM, preferiblemente de 6 uM a 300
uM; o

(i) el cinc esta presente en la composicién a una concentracion de 1 uM a 50 uM, preferiblemente de 6 pM a
50 uM, o de 6 uM a 25 pM; o

(iii) el cinc y la enzima ALDC se afiaden en una composicion, estando presente el cinc en la composicion a una
concentracién de 1 mM a 20 mM, preferiblemente de 1 mM a 5 mM; o

(iv) el cinc y la enzima ALDC se afaden en una composicion, siendo la relacion molar de cinc con respecto a
enzima ALDC en la composicién mayor de 1; 0 2:1 o mayor; o 10:1 o mayor; o 20:1 o mayor; o 30:1 o mayor; o
60:1 o mayor.

9. El medio de fermentacion y/o medio de maduraciéon de cerveza y/o vino y/o sidra y/o perada y/o sake segun la
reivindicacién 8, en el que: la actividad de dicha enzima ALDC esta en el intervalo de 1000 a 2500 unidades por mg
de proteina; y/o comprendiendo dicho medio ademés al menos una enzima o derivado de enzima adicional
seleccionado del grupo que consiste en acetolactato reductoisomerasas, acetolactato isomerasas, amilasa,
glucoamilasa, hemicelulasa, celulasa, glucanasa, pululanasa, isoamilasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias
hidroliticas de beta-glucano relacionadas, xilanasa, enzimas accesorias de xilanasa (por ejemplo,
arabinofuranosidasa, cido ferdlico esterasa y xilano acetilesterasa) y proteasa.
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