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II - o no. 466.015

PATENTE DE INVENCION

por VEINTE eflos

solicitada en Espafla a favor de LESAFFRE ET CIE, de naciona-
lidad frencesa, domiciliada en 41, rue Etienne Marcel,

R 75001 Paris, Francia, por "Procedimiento para la obtencién
de nuevas cepas de levaduras", con prioridad de la solicitud

briténice 54172/1976 de fecha 24 Diciembre 1976. -~ -

MEMORIA DESCRIPTIVA

7 La invencién tiene por objeto un procedimiento
19. . completo y reproducible para la obtencién de nuevas cepas

de levaduras de panificacifn, = = = = = = = = = = & R

. Se conocen ya unas cepas répidas adaptadas a la
maltosa -es decir que permiten preparar levaduras que dan
un desprendimiento de co, importante en un tiempo dado en’

pastas constituidas por harina y ague- y que permanecen con
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alto rendimiento en pastas poco azucaradas, es decir que no
contienen mds del 5% en peso de azdcar con respecto a la ha

rina, o sea menos de 3,3% en peso con respecto a la pasta.-

Se encuentira gue esjas cepas ven descender sus
rendimientos de forma apreciafle cuando el contenido de la
pasta en azdecar aumen€; Y en particular cuando sobrepasa el
10% en peso con respecto & la harina. Ahora bien, dichas
pastas representan una parte no negligible de la panifica-

cién en ciertos pafses. = = = = = =@ & m d m - - - - - ——a

Ademds, estas cepas, cuyo empleo se ha generaliza
do en la industria de levaduras desde hace aproximadamente
10 afios, son répidamente inhibidas desde que la pasta con- '
tiene concentraciones significativas de d4cido acético, sér-

bico o propidnico o0 de sus sales, = = = = « = = = = « - - -

Ahora bien, las pastas 4cidas que entran en la fa
bricacién del pan de centeno, pan de levadura y otros, cuya
acidez, que corresponde a un pH inferior a 4,7, es aportada
por una mezcla de aproximadamente 10-50% en peso de 4cido

acético y de aproximadamente 50 a 90% sn peso de dcido ldc-

" $ico Y que estén raramente azucaradas, representan también

una parte no negligible de la panificacifn, = = = = w = = =

Finalmente, en todos los pafnmas, se adicionnn a

los pioductos de panificacién destinados o tener una larga
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conservacién o una conservacién en condiciones diffciles,
unos agentes inhibidores de mohos tales como loa &cidos acg
tico, sérbico, propiénico y sus sales, sllo cualquiera que
gea la dosis de azdcar contenida en le pasta; amhora bien,

se sabe que una levadura de panificacidn que resiste al 4ci

do acético, es decir cuyo poder fermentativo no es inhibido

de manera significativa en presencia de dcido acético no di
sociado, presenta en general la misma propiedad, es devir
una mejor resistencia, frente a dosis inhibidoras de los

dcidos propidnico o 86Tbico N0 diS0ciadon, = = = = = = = =

Para evitar las insuficiencias de la técnica ante
rior en materia de cepas de levadura de panificacién, la in
vencién tiene por objefo'proponcionar un procedimiento apro
piado para permitir la obtencién, de manera reproducible,
de nuevas cepas adaptadas a la maltosa, caracierizadas por-
que las levaduras tanto frescas como secas que permite obte
ner y de las que algunas'pof lo menos constituyen productos

industriales NUEVOS, BON! = = = = = = = = = = = = = = = =

‘- 0 mejor adaptadas a la maltosa, = = = = = = = =

- 0 bien de alto rendimiento en pastas azucusradas,
es decir que contienen por lo menos 5% en peso de azdcar’

con respecto a la harina, = = = = = = w = = = =« = = o = «

- 0 bien de alto rendimiento en pastas &cidas, -




~ 0 bien dotadas, preferentemente, de dos de las

L tres mencionadas propiedades y mis preferentemente adn de

Para ello, el técnico puede elegir entre: — <« - -

. Se ' 7 - por una parte, wna aceién sobre los procedimien
tos de propagacidﬁ de la levadura, es deoir‘aobre sua procg

' dimientosdecultivoy,---—-——u-n------.....-

- por otra parte, la obtencién de nuevas cepas

por mutacién y/o hibridacifn. = = = = = = = « = = « = w = =

10, ILa modificacién de los procedimientos de cultivo

es onerosa y diffcil de realizar y a menudo incrementa una '

propiedad més o menos en detrimento de otra, = = = = = = =

La bisqueda de nuevas cepas por hibridacién y mu-.
técién presenta problemas complejos. La misma es altamente
15, aleatoria si los objetivos y los fenfmenoa en juego no es—
tén bien controlados y si los planes de cruce o el pruceso
de mutacién no estdn claramente definidos. La misma provoca
de todas maneras la obligacién de comprobar miles, incluso
decenas de millares de colonias, 1o que €8 imposible en un
20, plan préctico por medio de los tests de desprendimientos ga
seosos en condiciones espec{ficas (medio harina, azdear o
4oidos orgénicos), exigiendo dichos tests un ocultivo en fer

t

Eooop e ey mpntddorrde algunos litros, como se ha descrito en el ejem~
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plo 1 de la solicitud de patente franceaa n? 75 20943, (que
corresponde a la patente espafiola 449.5%8 presentada el 8
julio 1976), la recogida de esta levadura y por lo menos 5
hedidas de desprendimiento gaseoso segin los ensayos del ti
po A, del cual se hablard mis adelante. El problema se com~
plica debido a que los resuliados obtenidoﬁ son dificilmen~-
te reproducibles; por ejemplo, wna ligera modificacién, di-
ficilmente controlable de las condiciones del oultivo puede
provocar importantes variacibnes & nivel de los criterios

MedildoB. = = = = o w w - - - .- Em e = . e

Sin embargo, la bdsqueda de nuevas cepas es tebri
camente la mejor solucién, tanto mis cuanto que el empieo
de condiciones de cultivo especfficas no pueden mds que me-
jorar, reforzar las propiedades naturales posefdas por los

hibridos o mutantes obtenidoS. = = = m e = o = - - - o - -~

las dos vias de biisqueda son de hecho complementg

riagynoconcurrentes.----—-----——-—---—

El procedimiento de acuerdo con la invencién estd
caracterizado porque por medio del primero y de por lo me-
nos otro test de screening elegido de un conjunto de test
de screening no recurriendo a ninguna medida de desprendi-
miento gaseoso, se seleccionan las cepas buscadas a partir
de un conjunto de cepas diploides preparadas previam;ﬁte'b
bien por hibridacién, o bien por muitacién de cepas existen~

tes, estando los tests de dicho conjunto constituidos por:
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- un primer test que consiste en medir el coefi-
ciente de multiplicacién medio de una cepn dada siguiendo
la variacién de la densidad éptica de un medio standard in-
seminado por una suspensién de células obtenidas a partir

deeataoepa,---------'-------...-......:.....

- un segundo:-test que consiste en medir de ln mis
ma manera el coeficiente de multlplicaoidn medio de dinha
cepa en presencia de wn 4cido inhibidor adicionado al medio

standard, = = = = = = = = = = = = - e e e e e = -

= un tercer test que consiste en med;r la adapta-
cién a la maltosa de dicha cepa en presencia de glucona por
determinacién de la cantidad de maltosa subsistente en un
medio standard después de que una cantidad oonocida de glu-

cosa adicionadé a eate medio haya sido pompletamente consu-

MidB, = = = = = = = = = = = == —-——mm——————-—

- un cuarto test que consiste en dosificar el con

tenido de invertasa de dicha cepa, definiéndose la unidad

|" invertasa como la produccién de un micromol de azdcarss reduc

tores en 5 minutos por mg de materias secas de levadura a
309C y a pH 4,7, sin plasmélisis de la levadura, o bicn un

gsemi-micromol de sacarosa invertida, = « = = = = = = « =« -

- wn quinto test que consiste en medir el tiewpo '
de latencia de dicha cepa, es decir el retardo del inicio

de la multiplicacién, siguiendo la variacién de la densidad
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éptica de la suspensién de levadura utilizada en el primer
test después de haber conferido a esta suspensién una con-

centracién de azidcar de por 10 menos 20%, = = = = = = = = ~

En el mencionado procédimiento, para el primer
test, se puede realizar un precultivo de 48 horas a 304C en
un tubo de ensayo que contiene 10 ml de un medio que iiene

la composicidén siguiente: = = = = = = = = = = = = = = « = =

- extracto de levadura ., 1%
-peptona. sevseecensecney 2%

= S8CAT0SE ecossvecnvsccss 2%

designado en la continuacién del texto por la denominacién

"pedio YEPH, = = = = = = = = = = = I I

El precultivo puede realizarse también en otros

MEedioSe = = = = = = = = = = = = - - - - - == - - - - e -

Une cantidad conocida de este preculiivo sirve a
continuacién para inseminar un matraz éptico que contiene
30 ml de un medio idénﬁico o equivalente al medio YEP. la
curva de crecimiento d; la levadura se establece entonces

por medicién de la densidad 6ptica cada hora a 600 mp. - -

A partir de esta curva, se puede caloular el coe-

ficiente de multiplicacién medio p dado por: = = = = = = -

alf

=y
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donde x represénta la poblacién celular en el tiempo t. ~ -

‘Este primer test tiene un doble interés en el sen
tido de que puede servir de testigo para los otros tesls y

que permite eliminar todas las cepas diploides que no tie-

" nen un coeficiente de multiplicacién suficiente, es decir

susceptibles de dar un Tendimiento insuficiente o de tener
unos desprendimientos gaseosos muy pequefios, como por ajem-
plo las cepas demasiado penalizadas cuando tiene lugar un

tratamiento de mutacifn. — = = = = = « w =~ . T

Siempre en el mencionado procedimientp, para el
segundo test, el deido inhibidor adicionado al medio de cul
tivo consiste en una mezcla de dcido acético y de dcido ldgc’
tico en cantidad y en proporciones tales que inhibe a un
porcentaje comprendido entre 50% y 90% el crecimiento ide
una cepa testigo que presenta sobre pasta que contiene dci-
dos orgdnicos inhibidores y/o sobre pasta azucarada una dis

minucién importante de su poder de desprendimiento de CO,.

Se ha hallado, en efecto, que exist{a una probabi
lidad no negligible para que ias cepas gque, en un medio que
contiene una cantidad de écidp acético apropiada para inhi-
bir en una gran proporcidén el crecimiento de los hibridos
conocidos de levaduras rdpidas adaptadas a la maltosa, pre-

genten un crecimiento mejor que estos hibridos, = = = = - =

)

- 0 gean la sede de una inhibicidén menor en fer-
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mentacién sobre pastas 4cidas (mds de 50% de probabilida-

de8), = = = = == == = m e = e mem—-

= 0 bien de mayor rendimiento y, a menudo, inelu-
50 netamente de mds rendimiento en pastas azucaradas que ai

chos hibridos rédpidos, adaptados a la maltosa, = = = = = =

{ .
Siempre en el mencionado procedimiento y para el

tercer test, la cepa de levadura es puesta en presencia de
una solucidén azucarada que contiene una cantidad conocida
de glucosa y de maltosa; ia caﬂtidad de glucosa se elige de
forma tal que sea completamente consumida al final del ensa
Yo que dura en general 1 hora. Al finai del ensayo, la reac

cién es parada por centrifugacién en frio y se dosifica el

azicar restante en el sobrenadante. De ello se deduce &l

. porcentaje de maltosa consumida por la levadura. Se ha ha-

llado que el porcentaje de maltosa consumida traduce gahe-
ralmente bien la adaptacién més o menos buena de la cepa en
sayada a la fermentacién de la maltosa y también la rapidez

de la CePas = = = = = = 0 - m e m Em m e s - -

Una variante: consiste en seguir, en funcién del
tiempo, la desaparicién de la glucosa y de la maltosa adi-
cionadas juntas. Se sigue la desaparicidén de los azdcares
totales por dosificacién con la antrona Yy la de la glucosa
por dosificacién enzimitica especffica, determindndose la
cantidad de maliosa por diferénciaﬂ i I R

I i

§
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Se ha constatado que las cepas no adaptadas a la
maltosa no hacen fermentar, en este ensayo, la maltosn mien
tras queda glucosa; por el contrario, las cepas adaptudas a
la maltosa hacen fermentar mids o menos répidamente la malto

88 incluso cuando hay ain glucoSa, = = = = = « «w = = = = =

El mencionado ensayo se realiga partiendo de una
cantidad conocida de materia seca obtenida a partir de la
cepa de levadura ensayada. Esta cantidad conocida de mate-
ria-seca de levadura puede, por ejemplo, obtenerse por fil-
tracién de la levadura presente en el matraz éptico al fi-
nal del primer test, o por filtracidn de una canfidad de .
levadura obtenida en el marco de un cultivo agitado similar
¥ por determinacién de las materias secas de esta torta, mé.

|

terias secas que son en general del orden del 20%. = ~ = =

la adaptacién a la maltosa puede ser también apre .
ciada de une manera semicuantitativa recubriendo unas volo-
nias de las cepas ensayadas separadas regularmente sobrs
wna placa de Petri con un papel de filtro impregnado con
una solucién de maltosa, por ejemplo 0,1 molar, y con un co
lorante indicador de acidez tipo Bromo-Cresol Pirpura y vi-
gilando el viraje coloriméirico al cabo de un tiempo dado.
Este test aproximado es una primera aproximacién posible,
eseqcialmenten después de la mutacidén., De cualquier monera,
el método descrito anteriormente debe ser siempre empleado

para afinar esta primera seleccién eventual, = « = = « « -
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Siempre en el mencionado procedimiento, se indica,
con respecto al cuarto test, que la unidad invertasa puede
ser dosificada por ejemplo de la manera siguiente. Se parte
de una cantidad conocida de materias secas de levadura del
orden de 0,1 a 0,4 mg que pueden obtenerse por filtracién
de la levadura presente en el matraz 6ptico al final dsl
primer test. Esta cantidad de materias secas de levadura es
pussta en presencia de sacarosa con concentracién final 0,1
molar en un tubo de ensayo en medio-tamponado, tampén ceta-
to a pH 4,7, colocado en bafio marfa a 302C. Al cabo de 5 mi
nutos, la reaccién de inversién de la pacarosa e8 bloqueada
por adicién del reactivo al dinitrosalioilato de sodio que

sirve para dosificar los azicares reductores formados por

reaccidn colorimétricae. = = = = = ¢ - " " _-m - - - -- -

La mayor o menor riqueza en invertasa puede ser
también apreciada de wna manera semicuantitativa sobre colo
nias de las cepas ensayadas sobre placﬁ de Petri, recubrien
dorla placa con un papel filtro impregnado de aacarosa y
unos reactivos necesarios para la dosificacién enzimdtica
de la glucosa formada por reaccién colorimétrica (O-dianis;
dina por ejemplo). Esfé test es una primera aproximacidén Po
sible, esencialmente después de mutacién. Puede, en algunos
cagos, permitir una primera seleccién my basta. De todmss
maneras, el método simple y préctico descrito anteriormente
debersiempre ser empleado para afinar esta primera éeleo—

cién.'—---—--—-_----u-----rn_----i.--
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Se ha hallado que existe una gran probabilidad de
que todas las cepas de levadura que tengan menos de 35 uni-
dades invertasa, preferentemente menos de 30 unidades y,
més preferentementé ain, menos de 20 unidades invertasa,
sean de alto rendimiento en pastas azucaradas, sobre tqdo

81 han dado buenos resultados en el primer test y en el ter

A titulo indicativo, se recuerda que los hibridos
de levadura rdpida adaptados a la maltosa, empleados hasta
el presente en la industria de levaduras, tienen un conteni

do en invertase que es siempre superior 8 40, ~ = = = « = -

Siempre en el citado procedimiento, se seiiala,
con respecto al quinto test, que cuanto més corto es el
tiempq de latencia, mds probabilidades tiene la cepa ensaya
da de ser osmotolerante, es decir de alto rendimiento en

pastas azucargdag, = = = = = @ = - - - - - .- - —---- -

En conclusién, se ha subrayado que la utilizacién
conjugada del primer y tercer tests pueden o bien permlitir
seleccionar unas cepas ain mids rdpidas y ﬁejor adaptadas a
la maltosa que las que se utilizan actualmente, o bien per-
mitir seleccionar, cuando son acoplados a los otros tenta
descritos, unaes cepas adaptadas a la maltosa y de mds rendi

miento en pastas azucaradas o, preferentements, en pastas
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Asi, se ha hallado que una sgleccidn realiznda
utilizando de forma conjugada el primer teat de screening
(siendo el criterio considerado que toda cepa geleccionada
presenta un coeficiente de multiplicacién equivalente al de
las mejores cepas de levadura de panaderfa del comerclio),
el tercer test (siendo el criterio considerado que toda ce—
pa seleccionada presenta una adaptaci&n a la maltosa que co
rresponde & una cantidad de maltosa consumida iguel a por
lo menos 50% de la maltosa consumida en él modo operatorio
congiderado por las mejores cepas de levadura de comercio
adaptadas a la maltosa) y el cuarto test (siendo el corlte-
rio considerado que toda cepa seleccionada presenta un con-
tenido en invertasa inferior a 35 unidades, preferentemnnte
inferior a 30 unidades, y mds ﬁreferentemente ain inferior
a 20 unidades) conduce a unas cepas mejor adaptadas a la

maltosa ofy de mds rendimiento en pastas azucaradas. - - -

Todas las cepas asi seleccionadas tienen caracte-—
risticas nuevas con respecto a todas las cepas previauente

CONoCidaBSe = = = ® = w - - = = - em e mn e e am e e me e b e

Se ha hallado también que una seleccién realizada
utilizando de forma coﬁjugada el primer test de screening
(siendo el criterio considerado que toda cepa seleccionada
presenta un coeficiente de multiplicacién equivalente nl de
las mejores cepas de panaderf{a del comercio), el tercqr |
test {siendo el criterio considerado que toda cepa sa]uﬁcig

nada presenta una adaptacién a 1la maltosa que corresponde a
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ung cantidad de maltosa consumida igual a por lo menba;SO%
de la maltosa consumida por las mejores cepap aduptéﬁ&a a
la maltosa) y el segundo test (siendo el criterio considera
do que toda cepa seleccionada presenta una inhibicién menor
del cultivo en presencia del 4cido acético adicionado al me
dio standard) conduce a unas cepas mejor adaptadas a la mal
tosa o/y de mayor rend{miento en pastas dcidas y a menudo

igualmente de mayor rendimiento también en pastas azucara-

Todas las cepas asi seleccionadas tienen caracte-
risticas nuevas con respecto a todas las cepas previamente

conocidas.——---—n —————— o 60 wm Es Mm e Em e e e wm

'

Una 'seleccién realizada por medio de una combina-
cién de los cuatro primeros tests descritos anteriormente
conduce a unas cepas que tienen por lo menos dos y muy a me .

nudo tres de las propiedades siguientes! = = = = = = = = =
- adaptacidn mejorada a la maltosa, = = =« = = = «

- mejores rendimientos en pastas azucaradas que

tienen de 1 a 20% de azicar, = = » = = = ~ = «

- mejores rendimientos en pastas que contienan 4ci

do acético no diso0ciados = = = = = = - - . - -

Todas las cepas asi seleccionadas tienen caracte-

risticas nuevas con respecto a todas las cepas previamonte
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El quinto test (siendo el criterio de seleccién
considerado la bdsqueda de un tiempo de latencia lo mda cor
Yo posible cuando se ha adicionado & medio standard del pri
mer test una cantidad correspondiente a una concentracién
en sacarosa en el medio de 30%) puede servir para confir-
mar la significacién de los resultados del cuarto test (ba-
jo contenido en invertasa). Puede también servir, asociado
con el primer test, y preferentemente también con el cuarto
test (siendo el criterio de seleccién considerado un aconte-
nido en invertasa inferior a 20 unidades) para la bisqueda
de cepas particularmente de alto rendimiento en pastas con

10-25% de BRCAYOBA: = = = = = @ = = = = ~ = = == - - - =

Siendo asf y siempre en el mencionado procedimien
to, la hibridacién de acuerdo con la invencién consisto
esencialmente en cruces sistemdticos de haploides salidos
de bepas de Saccharomyces cerevisiae rdpidas adaptadas a la
maltosa y de haploides salidos de cepas my lentas, no adap ’
tadas a la maltosa, pero bien adaptadas a las pastas azuca-
radas y a veces tambiéﬁ a 1as'pastas écidés, que pertonecen
al género Saccharomyces, ¥y pafticularmente a ln especle

Saccharomyces cerevigifg. = = = = = = w =@ - v - - - v o - -

Como se ha indicado mds arriba, eatas cepas de lg
vadurag de panaderia Saccharomyces cerevisiae rdpidas, adap

tadas a la maltosa, son bien conocidas y son generalmente
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las que sirven actualmente para la fabricacién de las leva-
duras frescas comercializadas en el mundo. Dichas cepas son
por ejemplo descritas en las patentes briténicas 868 621
(cepa ATCC 13 601), 868.633 (cepa ATCC 13 602), 989.247
(cepas CBS Ng 740 y Ng 1777), etc. Esta lista de patentes y
de éepas presentadas en los centros de coleccién como la
ATCC (American Type Cuifure Collection), la CB3 (Centraal-
bureau voor Schimmel Cultures de Baarn) o la NCYC (National

Collection of Yeast Cultures) no es limitativa, ni comple-

Unas cepas lentas de la industria de levadurus
Saccharomyces cerevisiae, otras cepas de Saccharomyces con
cardcter osmé{ilo, como por ejemplo unas cepas de Saccharo=-
myces rosei, Saccharomyces rouxii estdn disponibles en los

principales centros de coleccién como lm ATCC, la CBS o la

Se ha hallado que ciertas cepas lentas de 1ln in-
dustria de levaduras, antiguamente utilizadas en Europa, ¥y
clertas cepas de destilerfa, como por ejemplo el aislado que
estd depositando en la NCYC-bajo el n? R 30 y qus se descri-
be en la patente francesa n? 75 20943, eran unos materlales

extremadamente interesantes para este trabajo de cruce, - -

La reproduccién por esporas de lag cepas de parti
da, la obtencién de los haploides y la conjugnocidn de sntos

haploides se efectdan segin las técnicas descritas en el ca
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pitulo 7 "Sporulation and Hybridization of Yeasts" escrito
por R.R. FOWELL del libro "The Yeasts", volumen 1, edituado
por Anthony H. ROSE y J.S. HARRISON, 1969, Aeademic Press,
London and New York. La técnica de hibridacidén considerada
entre haploides de Saccharomyces cerevisime ha sido lartéc—
nica del mass-mating. Ia micromanipulacidén puede ser éi mé-—
todo a preferir pare cruces donde intervienen haploides de

otros Saccharomyces distintos del Saccharomyces cerevimiae.

Se obtienen as{ unas cepas que responden a lom
criterios considerados en los primer y tercer tests as{ co-
mo a los criterios considerados en wno o varios de los

Otros treg teSiSe = = = = & = = = =@ o w = = - - = - - - - o

Se ha verificado que la gran mayor{a de las lava-
duras obtenidas a partir de las cepas seleccionadas con la
ayuda del conjunto de tests del procedimien;o de acuerdo
con la invencién tenfan en los diferentes estados de culti-
vo éucesivos, a saber en los estados de cultive 3 litros,
después de cultivo en fermentador pilotc, las propiedqﬁns
fermentativas enunciadas, siendo estas propiedades medldas
con la ayuda de los tegt A (realizados con la ayuda dql fer
mentémetro de BURROWS y HARRISON) y de los tests B (realiza
dos con la ayuda del zimotaquigrafo CHOPIN) que se descri-

ben mAs adelante, = = = = = = = - - = - - e - - - -

Siempre en el mencionado procedimiento, la muta-

cidén de acuerdo con la invencién y que constituye una via
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totalmente nueva para la obtencién de cepas industriales de
levaduras de panificacién, via que ha sido posible abordar
graclas al conjunto de tests del mismo procedimiento,_obn-
siste esencialmente en una mutagénesis efectuada gobre ha-
ploide o sobre diploide y que utiliza unos agentes mtdge-
nos tales como el etilmetano sulfonato y la N-metil,N-nitro,
N-nitrosoguanidina o Nfﬁ, pudiendo los haploides obtenidos
al final del tratamiento mutégeno ser entonces utilizados

como material de cruce en los trabajos de hibridacién, = -

Preferentemente, se recurre a una mutagénesis a
la NTG provocéndo un porcentaje de supervivencia comprendi-

doentre2¢y80¢. ———————— - e W mE G M G wn e e e e

Los'porcentajes de supervivencia elegidos deben
ger mis elevados cuando se trabaja sobre haploides que cuan
do se trabaja'sobre diploides de tai manera que estos ha-
ploides conservan su actitud para conjugarse. Los porcenta-
jes de supervivencia elegidos generalmente para el trabajo

sobre haploides han sido comprendidos entre 40% y 80%. - -

Se ha hallado que los mutantes diploides intare-
santes obtenidos por mutagénesis a la NIG permanecian mni

Se ha hallado también que era posible obtener unos

mitantes interesantes, & Saber: = = = « = = = = = = = = - -
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- unos mutantes haploides o diploides adaptadvs a
la maltosa utilizando como materiales de partida’ unas cespas
diploides lentas con alto rendimiento en pastas azucaradas
0, preferentemente, también de alto rendimiento en pastas

dcidas, o unos haploides obtenidos a partir de estas cepas,

~- unos mutantes haploides o diploides que tienen
un contenido en invertasa disminuido, una resistencia imejo-
rada a la acidez acética y/o un tiempo de latencia bajo uti
lizando como materiales de partida unas cepas diploides ré-
pidas adaptadas a la maltosa o unos haploides obtenidoas a

partir de estas cepaS. = = = = = - e e

Siendo as{, las nuevas cepas répidas y adaptudas
a la maltosa, obtenidas por realizacién del procedimiento
de acuerdo con la invencién, pueden estar caracterizadus
porque permiten la preparacién de levadurus-tanto freabas
como secas, caracterizadas a su vez por el desprendimiento
gaéeoso que dan en el marco de un cierto nimero de tents
designados por las referencias A (A1, A'l' Ayy A'yy A3. A'3,
A4, A'4, AS’ A'5) realizados con la ayuda del fermentdme-
tro de BURROWS y HARRISON y por las referencias B (B, B',
y B'3) realizados con la ayuda del zimotaquigrafo CHOPIN y

que serdn definidos a continuacifn, = = = =« = =« = = «@ « « =

- Test A1 (levaduras comprimidas frescas)

- A 20 g de harina incubada a 302C, se adicions
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un peso de levadura comprimida que corresponde & 160 mg de
materias secas, siendo esta levadura diluida en 15 ml de
agua que contienen 27 g de NaCl por litro y 4 g deLQOA‘!
(NH4)2 por litro; se malaxa con la ayuda de una esp&tuia du
rante 40 segundos, de manera que se obienga una pasta que
88 coloca al bafio marfa regulado a 30203 trece minutos des-
pués del prinecipio delyﬁalaxado, el recipienta que contiene
la pasta es cerrado herméticamente; la cantidad total de
gao producido es medida después de 60 y despuds de 120 minu
tos; esta cantidad est4 expresada en ml a 30%C y bajo 760

~ Tegt A'1 (levaduras secas)

- Idéntico al ensayo A1 pero, previamente al wmala
xado, se rehidrata la levadura seca en agua destilada, a
382C; se utiliza a esfe efecto 40% del volumen de agua de
hidratacién utilizado; el complemento de agua adicionado
con 405 mg de NaCl, es adicionado al final de los 15 minutos

de rehidratacifn, = = = = = = = = « - e - e o ew .

- Test A, (levaduras comprimidas frescas)

- Ensayo idéntico al ensayo A1. pero se adiclonan
a la harina 100 mg de sacarosa; la cantidad total de gas

producido es medida después de 60 minutog, = = = = = « = =

- Test A', (levaduras secas)

- Ensayo idéntico al ensayo A'1 pero se adicionan




a la harina 100 mg de sacarosa; ia cantidad total de gas

producido es medida después de 60 minutos, = = = w = =« = =

- Tagt A3 {levaduras comprimidas frescasl

- Ensayo idéntico al ensayo A1. pero se adiclonan
5 ° & la harina 2 g de sacarosa; la cantidad total de gas produ
cida es medida después de 60 minutoB. = = = = @ = =« « = ~

- Test A', (levaduras secas)
-’

~ Ensayo idéntico al ensayo A‘1, pero se adicio~
nan a la harina 2 g de sacarosa; la cantidad total de gas

10. producido es medida después de 60 minutos, = = = = = = « =

3

- Tegt A, (levaduras comprimidas frescas)

~ Ensayo idéntico al ensayo A1. pero se adicionan
a la harina 5,5 g de sacarosa; la cantidad total de gas pro

ducido es medida después de 60 MINULOS. = = = = = = = = = =

15. ~ TPegt A'4 (levaduras secas)

- Ensayo idéntico al ensayo A'4y pero se adicionan
a la harina 5,5 g de sacarosa; la cantidad total de gam pro

ducido es medida después de 60 mihutos. - .-

- Test Ag y Alc

L]

20. - = Ensayos idénticos respectivamente a los ensayos
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A1 y A'1, con la diferencia de que se adiciona a la sunpen-
sién de levadura, justo antes de la adicién de ésta a la ha
rina, una cantidad de 0,15 ml de una mezcla constituida por
15 g de dcido acético y 80 g de 4cido 1ldetico, substituyen-
Se do estos 0,15 ml a 0,15 ml de agua de dilucidén, = = = = « =

= Tegt B1 (levaduras comprimidas frescas y levaduras secas
ingtantdneas que no tienen necesidad de una rehidratacién

Erevia}

- A 250 g de harina, se adiciona un peso de leva-

10. dura comprimida o de levadura seca instantdnea que corres-
ponde a 1,6 g de materias secas de levadura, y 150 ml de
agua salada (50 g de sal/1,5 1 de agua); se amasa 6 minu-
tos; la temperatura de la pasta debe ser de 279C al final '
del amasado; se coloca la pasya en el aparato y 6 minutos,

15. exactamente medidos, después del final del amasado, se pone
a presién la cdmara a temperatura constante de 279C; se mi-
de el desprendimiento total registrado sobre grédfico, en

- Test B!, (levaduras secas gque deben ser rehidratadas)

20. - Ensayo idéntico al ensayo By pero previamente
al amasado la levadura seca es rehidratada en agua destila=-
da a 38e¢ (50 ml) durante 15 minutos; el complemento de

1| ’ur
1

e !
| “l! agua y de sal se adiciona al final de los 15 minutos de

I‘ehid'ra‘tacitsn.---—-—--—---—----------
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- Test B'3_

- Ensayo idéntico al ensayo B'1, con la diferen=-
cia de que se adicionan a la suspensidn de levadura obteni-
da después de dilucién de la levadura fresca o después de
rehidratacién de la levadura seca, justo antes del amasado,
una cantidad de 2 ml de una mezcla constituida por 15 g de
dcido acético y 80 g de 4cido ldetico, substituyendo estos
2ml a 2 ml de agua de dilucifn, = = = = = = = = = - - -

Las nuevas cepas obtenidas pueden por tanto estar,
caracterizadas por las levaduras comerciales que permiten

producir y que serdn definidas a continuacién. .

¥

1. Cepas que dan levaduras frescas de alto rendi-
miento en pastas azucaradas y caracterizadas por el hecho

de que dan lugar 8% = = = = = = = m " m = . = - .o -b--

- un desprendimiento gageoso igual o superior a
112 y, preferentemente, a 115 ml de 002 en el test A1 en 2
horas, un desprendimientd gase0s0 igual o superior a 1,500
ml de 002 en el test 31 en 3 horas y, preferentesmente,
igual o superior a 135 ml de CO, en el test Ay ya 1;700 ml

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
53, preferentemente & 55 ml de CO, en 1 hora en el test A,
¥, més preferentemente ain, igual o superior a 60 ml en es-
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tetesten‘lhora,----——------------....

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
50 ml de 002 en 1 hora en el test A3 Y preferentementé.
igual o superior a 55 ml en el test A3 en 1 horpy = = = = -

- un desprendimiento gaseoso igual o aupéfiq£ a
25 ml de 002 en el test A# ¥s preferentemente, igual o'aupg
rior a 30 ml de 002 en el test A4 en 1 hora y, mds prefafeg
temente avn, igual o superior a 35 ml de 002, - e - -

siendo las levaduras que alcanzan los valores preferentes
para dos de los mencionados tests particularmenfe preferi-
daB.—---—--—— ————— - oM G B B s em M s Em e wm e )

2. Cepas que dan levaduras secas de alto rendi-

miento en pastas azucaradas y caracterizadas porque dan lu-

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
98, preferentemente 100 ml de CO, en el test A'1 en 2 horas,
superior o igual & 1.350 ml de CO, en el test B, en 3 horas
¥y, preferentemente, igual o superior a 115 ml de CO2 en el
test A'1 Yy & 1.500 ml de 002 en el test B1 en 3} horas, = =

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
46, preferentemente a 48 ml de CO, en el test A'; en 1 hora

¥, preferentemente, igual o superior a 52 m) en el test
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= un desprendimiento gaseoso igual o superior a
44 ml de CO2 en el test A'3 Yy preferentemente, igual o su-
perior a 47 ml de CO, en el test A'3, R R

= un desprendimiento gaseoso igual o superior a

21 ml de 002 en el test A'4 ¥, preferentemente, igual 9 Su=-

perior a 26 ml de COpe = = = = = = = = = = = = = = = = = <

3. Cepas que dan levaduras frescas de alto rendi-

miento en pastas 4cidas y caracterizadas. porque dan lugar a:

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
115 ml de CO, en el test A, en 2 horas e igual o superior a
1.500 ml de 002 en el test B1 en 3 horas y, preferentemen-
tey, igual o superior a 135 ml d; CO2 en el teat*A1 y a 1.700
nl de 002 en el test 31, e e - .- ea-----.-

= un desprendimiento gaseoso igual o superior a-
40 ml de 002 en el test A5 en 1 hora y, preferentemente,
igual o superior a 45 ml de 002 en este test A5 en 1 hora,
un desprendimiento gaseoso igusl o guperior a 900 ml de 002
en el test §b3 en 3 horas y, preferentemente, igual o supe-

rior a 1.000 ml de CO, en este test B'y en 3 horas. = = = =

4. Cepas que dan unas levaduras secas de alto ren

dimiento en pastas dcidas y caracterizadas porque dan lugar

oo b :
a:‘-—--‘— ---------- - ees s N W W W M En e e e e

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
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100 ml de 002 en el test A'1 en 2 horas, superior a 1,350
ml de 002 en el test .'B1 en 3 horas y, preferentemente,
igual o superior a 115 ml de 002 en el test A'1 Yy a 1.500

ml de el test 31 en 3 horag, = = = @ = w = = - = - - o "=

5 : " - un desprendimiento gaseoso superior o igﬁél a
32 ml de CO2 en el test A'5 en 1 hora y, preferentemente,
igual o superior a 38 ml de CO, en el test A'S;,un despren=-
dimiento gaseoso igual o superior a 750 ml de 002 en el
test B'3 en 3 horas y, preferentemente, igual o superior a

5. Cepas que dan unas levaduras frescas, por una
parte, y unas levaduras secas, por otra parte, de alto ren=
dimiento en pastas azucaradas y en pastas 4cidas y caracte-

rizadas POTQUES = = = = = = = = = = = = = = - - - - - - .-

i 15, - las primeras dan lugar simultdneamente a los
desprendimientos presentados por las mencionadas levaduras
frescas de alto rendimiento en pastas azucaradas y por las
mencionadas levaduras frescas de alto rendimiento en pastas

doidag yy = = = = = = = = = I R R

20, - las segundas dan lugar simultdneamente a los
desprendimientos presentados por las mencionadas levaduras
secas de alto rendimiento en pastas azucaradas y por las men

cionadas levaduras secas de alto rendimiento en pastas 4ci-

i ,!‘ {7 Jl|!ﬂ'l!- .IH“. ‘lu. A;tl- | ":|,M‘ '; 1,
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En lo que precede, se designa en general por leva
duras frescas las que tienen un contenido en materias secas
de aproximadamente 28 a 35% y por levaduras secas las que

tienen un contenido en materia seca superior al 92%. -

El contenido en nitrégeno de estas levaduras ha
sido generalmente elegido en el interior de las horquillas

8lguientes: = = = = = @ = = = = = = « - _ e e .. -—- -

~ de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,5 pa

ra las levaduras comprimidas frescas, = = = = @« = = =« = = =

~ de aproximadamente 7,2 a aproximadamente 8,2 pa

ra las levaduras secasS. = = = = = - « - e e - - ==

Una vez que se dispone de la cepa buscada, se puge
de preparar la levadura comprimida fresca correspondieﬁba
al contenido en materias secas préximo a 28 a 35% recurrien
do a un esquema de propagacién cldsico, apropiado para pro-
porcionar unas levaduras secas estables en conservacién y
estables al secado. Estas levaduras pueden,'a continuacién,
ser secadas a aproximadamente 92% de materias secas o mds
con la ayuda de un procedimiento de secado pariicularmente

cuid&dOBO. ----------- - e w Ge e ey e e om we e e em

Preferentemente, se conducird el cultivo de la le

vadura de manera que Se obtenga una levadura fresca con

28-35% de materias secas que tengan las caracteristicas si-
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“28-:'

- o e me e

- cantidad de grumos inferior a 5% y, preferentemen

te, inferiora‘l%,--"-"---h------—

~ descenso crioscépico del agua externa de lm leva-

durs inferigr a 0,59C, y, preferentemente, infe-

rior a 0,32C. /Se sefiala que, para medir el des-

censo crioscépico del agua externa de una levadu-
ra prensada con 30-35% de materias secas, se rea-
liza una crema con 100 g de 1la levadura prensada
Y 30 g de agua perfectamente desmineralizada, se

centrifuga esta crems y se mide el descenso criosg

- clpico del sobrenadante obtenido, por ejemplo con

la 'ayuda de un criéscopo de tipo BECKMAN (PHULABO
n? 0329 600). E1 descenso del punto de congela-

cién medido es proporcional a la cantidad de molé.

culas-gramo de substancias disueltas en

externa/. = = = = = = = - & S

5i se desean obtener unas levaduras muy
se elegirdn unos contenidos en nitrégeno bastante

8-8,5% de nitrégeno sobre materias secas, inclusp

el agua

rédpidas,
elevadon

un poao

mds. Si se desea obtener unas levaduras que tengan unas ca-

racteristicas m4s particulares, por ejemplo la estabilidad '

al secado, se busca sobre todo respetar las caracteri{sticas

\

Biguientes: = = = = = - 0 ¢ - C C m C Lt cc c e - ... .-
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~ * '

- = contenido en protefnas correspondiente al 6ptimo

de la cepa cultivada teniendo en cuenta las carag

i teristicas deseadas; este contenido varfa segin
las cepas y las caracteristicas déseadas para la
: Se levadura pero, para las cepas relativamente rdpi-
! - - das, es del orden de 7,5%#-8% de nitrégeno sobre
| materias secas e incluso menos; pudiendo defipir—
se el 6ptimo del contenido en nitrégeno para la
estabilidad al secado como el valor por encima del
10, cual cualquier'aumento de este contenido no da
| més que una ligera ganancia de actividad, pero,
después de secado, una pérdida suplementarin de
actividad igual o superior a esta ganancia. Este
6ptimo depende mucho de la cepa, de las condicio-
15. nes de cultivo, del test de referencia (con azd-
car, sin azdcar). No puede ser determinado mﬁs«
que experimentalmente caso por caso. Es evidente
para el técnico que todos los valores de nitrége=-
no sobre materias secas dados a continuacién no
20, son m4s que indicativos: = = = @ @ @~ = = - w -

-
A

trealosa ; ]
materias secas > 124 ;

" ~§-|“--' “z 7!!{{!!' “Mt! 0 ‘ IE‘I I ! ; ! »

N
'f 2,3 <§(¥ < 3’80

Preferentemenfe, se cuidard particularmente de

aportar al medio de cultivo los factores de crecimiento de

. POOR
o UAUTY
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los que cada cepa ftenga necesidad: biotina, vitaminas del

A la levadura destinada al pecado, se adiciona
preferentemente una fina emulsién constituida por un.emﬁl-
sionante apropiado, como por ejemplo loa ésteres de sorbi-
tol, los ésteres de poliglicerol a razén de 1,5 a'2%'&e ma-

terias secas de levadura y eventualmente de un agente espe-

La levadura destinada al secado, con 30-35% de ma
terias secas, es extruida a través de una reja de anchura

de malla 0,5 a 3 mm y, preferentemente, 0,5 a 1 mm, - - - -

i

La misma es a continuacidn secada a aproximndamen
te 924 de materias secas o mds, preferentemente con un con=-
tenido en materias secas comprendido entre 94 y 97%, por un
secado particularmente cuidadoso. Puede tratarse de un neca
do neumdtico rédpido, de un secado por lecho fluidizado o de
una combinacién de estos dos modos de mecado. Preferentemen
te, el secado se conducird de manera que la temperatura de
la levadura no sobrepase de 302C al principio del secado y

402C al final del secadOs = = = = = = w = « - e e e -

Para permitir comprender mejor la invencién, ne
describe a continuacién, con 1la ayuda de algunos e,jemp'loa,j
E L i
la obtencién de algunas cepas de acuerdo con la invencidn,

la preparacién de levaduras frescas y secas & partir de es-
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. tas cepas y las propiedades de las levaduras frescas y fe-

cas 391 Obtenidas. ----- ‘e W & an e

EJEMPILO 1

Se hacen reproducir por esporas dos cepas réﬁidas,

5. - adaptadas a la maltosa, estables al secado, depositadas por
| el solicitante en 1la N.C.Y.C. bajo 1los nimeros N.C.Y.C, 875
¥ NeCu¥eCu' 8760 = = = = = = = I

Se hacen reproducir por esporas dos cepas lentas,
muy osmotolerantes, es decir de muy alﬁo rendimiento en pas
10. - tas azucaradas, depositadas por el solicitante eﬁ la

N.C.Y.C. bajos los némeros R 30 y NuCoYeCo 8770 = = = = = =

Se aislan para cada grupo de cepas 10 haploides
N de mating tipo g b 10 haploides de mating tipc alfa. Se con
jugan a continuacién por mass-mating cada haploide de un
15. .grupo con todos los haploides de mating tipo opuesto del otro
grupo. Se obtienen as{ 196 hibridog. = = = = = = = - - -

Se ensayan estos 196 hibridos con el primero, el
segundo, el tercer tests de screening y el cuarto test de

SCreeninge — = = = = ~ =~ = = = = " = " .- _-——- -~

20. Lag curvas de crecimiento del primero y segundo

tests se realizan en unos matracea 6pticos, matraces provisg

SNy

l' " tos de un tubo calibrado que permite una lectura en el colo

rimetro sin extraccién del medio. El medio del cultivo YEP
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estd compuesto de extracto de levadura 1%, de peptona 2§ y

de sacarosa 2% y es inseminado'con 0,3 a 0,5 ml de un pre=-

“cultivo agitado del hibrido a ensayar en medio lfquido al

SETRI
;

1# de azcar. = = = = = = = = I R

El segundo test se practica adicionando al medio
de cultivo del primer ‘test dcido acético glacial a razén de
0,13 ml y 0,14 ml, o sea 0,433% y 0,466%, = = = = = = = = =

El tercero y el cuarto tests se practican sobre
levadura recogida por centrifugacién o filtraciép al final
del cultivo practicado en el marco del primer test. Larlevg
dura recogida es lavada para eliminar la cantidad de azdcaf

del medio de cultivo, azdcar que podria falsear los resultz

'GOBdeltercel“teBt.--—-—-—-—----—-—--_

El tercer test se practica en medio tampén fosfa=-

to 0,01 m, pH 6,5, comprendiendo la mezcla de reaccifnj = =

Levadura ses... 20 a 25 mg de materias secas
glucosa seveees 4 ng

maltosa eceseocee 2 ng

la reaccién se realiza a 302C durante 1 hora, y es parada
por brusco enfriamiento y centrifugacién en frfo. La dosifi
cacidén del azdcar sobrenadante se realiza por el método co-:

lorimétrico con 12 antrong. = = = = = = = « « = = = = = - -

El cuarto test se practica sobre 0,1 & 0,4 mg de
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materias secas de levadura que son puestas en presencia de
sacarosa con concentracién final 0,1 molar .en un tubo de en
sayo en medio tamponado al tampén acetato con pH 4,7, colo-
cado en un bafio marfa a 302C. Al cabo de 5 minutos, la reac
cién de inversién de la sacarosa es blogueada por adicidn
del reactivo al dinitrosalicilato de sodio que airve para
dosificar los azdcares .reductores formados por reaccién co-

lOI‘ilﬂét!‘ica.—-------—--—------------

Se determina, en el marco del primer test de-
screening, el coeficiente u : incremento de poblacién por
unidad de tiempo y por unidad de masa de poblacién para
unas cepas répidas de levadura del comercio o las cepas de

partida, siendo el valor testigo hallado designado por Byo

En el marco del primer test, e eliminan todos

los hibridos para 108 CUBlES: = = = = m = = & @ = = = = = =
B < 0,9 pg.

En el marco del segundo test, se constata que to-

das las cepas répidas,ﬁadaptadas a la méltosa empleadas tig

NEeYlL Ul = o m w m m w o= o0 =@ o = ow @ @™ M e E e = e e - -

M oen 0,433% de 4cido acético < 0y4 Py ¥y un
n en 0,466% de 4cido acético < 0,25 Py

pero que una cepa lenta muy osmotolerante y bastante poco

sensible al 4cido acédtico, como la cepa N.C.Y.U. R 30, tie-
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1 en 0,433% de dcido acético > 0,6 By ¥ un
B en 0,466% de 4cido acético > 0,4 Py

En el marco de este segundo test, me considerard

que deben considerarse para examen ulterior todas las'nopas

QUE QBNE = = = = = = = & m . - - - - - .--—-—--———— -

p en 0,433% de 4cido acético > 0,55 Py ¥ un
n en 0,466% de 4cido acético > 0,32 [ '

En el marco del tercer test, se constata que las.
cepas rdpidas consideradas como adaptadas a la maltosn, con
sumen 60-80% de la maltosa presente, pero que, par el con-
trario, una cepa lenta como la N.C.Y.C. R 30 consume menos
del 20%4 de la maltosa presente. En el marco de este tast,
se eliminan todas las cepas que consumen menos de 35% de la
maltosa presente y se retienen las cepaus que consumen mis
del 60% de la maltosa presente. Las cepas gue consumen ene-
tre 35% y 60% de la maltosa presente no son consideradas
mis que si han sido consideradas segin los criterios del sg

gundo test o segun los criterios del cuarto test, = = = - -

En el cuarto test, se consideran todas las cepas

r “qué titulan menos de 35 unidades invertasa ¥+ preferentemen

te, menos de 30 unidades invertasa y, mds preferentemetite

adn, menos de 20 unidades invertasg, = = = = = = « = = « =
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En el marco de la seleccién tal como se ha descri
to anteriormente, se consideran 10 h{bridos de los 196 obtg

Nido8 POY CTUCE: = = = = = = = = @ = @ = - owm--w -

Es destacable que los hibridos seleccionados bie-

nen las propiedades siguientes: = = = = =« @ « w w w aw w a =

- curva de crecimiento equivalente a los testigos

en el primer tegty = = = = = = = = " = - - e«

- adaptacién a la maltosa caracterizada por un - con=-
sumo de por lo menos 35% de la maltosa presente en
el segundo test, es decir por 1o menos 50% de la
maltosa consumida por las cepas rdpidas testigo

adaptadas a la maltosa) = = = = = = = = =« =« « = -

- contenido en invertgsé inferior a 35 unidades y,
preferentemente, inferior a 30 unidades y, adn
mAs preferentemente, inferior a 20 unidades en el
cuarto test, o/de preferencia un érecimiento en

presencia de 4cido acético caracterizado por un:

n en 0,433% de dcido acético > 0,55 My o/y un
M en 0,466% de 4cido acético > 0,32 Mir .

es decir una’inhibicién menor en presencia de Aci
do acético que las cepas répidas testigo adepla-

das a la maltoBa, = = = = =« = =« @ = = = = - ~ e e

son unas cepas nuevas para la produccién de levadura de pa=-
naderia, no reuniendo ninguna cepa autorizada en la indus-

tria de la levadura de panaderia estas tres o ocuatro carac-

torfsticag. = = @ = @ - & o - - ... .- ... —-m———- -
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Estos 10 hf{bridos seleccionados son a continua-

cién ensayados por medios Cl4SicCO8: = = = = @ = = = = = =

» cultivo en fermentadores de 3 litros tales como
los descritos en Yeast Technology, J. WHITE (1954),
pdginas 103 a 106 donde el medio de cultivo tiene
un volumen total de 1100 ml, el azdcar es abprta—
do en formaghe meléza, el aire es filtrado en mem
brana del tipo Millipore a razén de 1 m}/hafé y
la inseminacién se realiza por 300 mg de i;vadura

obtenida por cultivo anaerobio en matraces, = « =

o cultivo aéreo y agitado en baterlia de fermentado-
res New Brunswick Scientific Co. de volumen total
5 litros y de volumen dtil 3 a 3,5 litros, des- B

pués secado de las levaduras obtenidas, = = = = =

+ 0 cultivo en bateria de fermentadores piloto de
volumen ¥til 80 litros, tales como loa descritos
en el ejemplo 2 de la patente francesa n?

75 20943, después secad0s = = = = = = = « = « = -

Los cultivos en la fase fermentador de 3 litros
tipo WHITE ponen en evidencia que 5 de los 10 hibridos beleg
cionados presentan unas caracteristicas particularmente inte
resantes. Se dan en la tabla I los resultados obtenidos en
la misma serie de experigentos para estos 5 hibridos, varios
hibridos de levadura répida adaptados a la maltosa, tomados
como testigos, y una cepa lenta, a saber la N.C.Y.C. R 30

que es particularmente de alto rendimiento, = = = = = = = =
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TABLA I

Cepas Unidades |Test A

utilizadas|invertasal horsa 1 |Test A2 Test A3 Test A4

Testigos (Hi-
bridos de le-
vadura répida
adaptados a

la maltosa) 45 a 140| 57 64 46 . 8 a 16
N.C.Y.C. R 30 25 29 46 ‘ 56 - 26
Hibrido 1 23 52 61 55 | 24
Hibrido 2 37 58 68 51 17
Hi{brido 3 35 65 72 56 18
Hibrido 4 32 56 67 .62 . 23
HIbrido 5 29 52 62 60 25

Después de test en baterias de fermentadores de
volumen més importante y después de ensayos en fébricaé. son
los hibridos 3 y 5 que han sido considerados Yy depositados
en l1a NoC.YoCi = = = = = = = = e m e e

EL hibrido n? 3 ha recibido el nudmero N.C.Y.C.
848, el hibrido n? 5 ha recibido el ndmero N.C.Y.C. 847, - -

Se den en la tabla II los resultados obtenidos pa .
ra estos dos hibridos en fébrica después de cultivo de 100
3

m~ que conducen a recoger aproximadamente 25 toneladas de le

vadura fresca, llevada de manera que me obtenga: = = « =~ = -

« un contenido de nitrégeno sobre materias secas

de aproximadamente 8%, = = = = = = = = = = = =
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1

. un contenido de P205 sobre materias secar de

aproximadamente 2,35, = = = ~ = - - -

. un contenido de trealosa sobre materias necas de

poroximadamente 13%, = = « = = = « = = « = = =
5. . un porcentaje de grumos del orden de 1%, - - =

. un descenso crioscépico del agua externa de la

levadura del orden de 0,30C. = = = = = = ---

Se dan a t{tulo de comparacifn los resultados ob~
tenidos con un hibrido de levadura répida adaptado a la mal-
10. tosa y la N.C.Y.C. R 30 (tabla II en lo que concierne a la

levadura fresca y tabla III en lo que concierne a la levadu-

ra BeCa)y = = = === - - -~ === @eee------=
, TABLA II
LEVADURAS FRESCAS
Cepa - "
B1 I3 3
A A A A A
L 217317415 9] 3nf1n [ 3n
Hibrido de
levadura
répida adap 55+80=135 |59 | 49 | 22 | 28 | 3501700 6Q 400
tado a la '
maltosa
NCYC R 30 37+48= 85 [ 52 | 56 | 40 {33 | 26011200 | 120 650
NCYC 848 60+80=140 | 64 | 53 | 33 |53 | 420{1780 {200 |1160
. |,NCYC 847 55+75=130 { 63 | 57 | 37 | 50 | 4001700 | 250G {1200
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TABLA III

LEVADURAS  SECAS -

Cepa B1 B'3
1 ] - L [} ]
1h{ 3hj{1h|3h
Hibrido de
levadura

rdpida adap 48+70=118] 50 | 41| 18| 24| 300(1500 | 45| 300
tado a la ) :
maltosga

NCYC R 30 | 32+¢43= 75 45| 47| 32|29,5| 230{1050] 90 500
INCYC 848 51+68=119] 53 45 25 431 35011550 | 1201 830
NCYC 847 46+61=107| 53| 48| 28| 38| 300{1470] 110 830

Las prinéipales caracteristicas taxondmicas de las
cepas de Secharomyces Cerevisiae N.C.Y.C. 847 y N.C.Y.C. 848

estén relacionadas en la tabla Ve = = = = = = = = = - —-— -

EJEMPLO 2

Para probar de obtener unas cepas de bajo conteni
do de invértasa, se cruzan los haploides de las cepas lentas
obtenidas en el marco del ejemplo 1 que han parecido méé in-
teresantes, con unos haploides de cepas rédpidas adaptadns a

la maltosa que han sufrido un tratamiento de mutacién desti-~

nado a descender su contenido en invertasa, = = = @« « =« = =

El tratamiento mutégeno es conducido de la manera

81guiente= @ @ ax e @ = ea = = e - e G Wn R s M ER W W W W W e
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La cepe haploide que proviene de un precultivo
fresco es puesta de nuevo eﬂ medio de cultivo y llevada a
la fase exponencial de crecimiento. La levadura es recogida
estérilmente por centrifugacién y puesta de nuevo en éuspeg
sién en un tampén Tris de pH 6,6. La concentracién final en

7

células serd de 10 a'joa células por ml. El agente mgtﬁgeno

nitrosoguanidina es adicionado con una concentracidén final

de 200 a 400 microgramos/ml, = = = = @ = = = = « « = « =« =

La reaccién se realiza a 309C durante un fiempo
de 15 a 60 minutos. Al final de la reaccién, después-de dilu
c¢ién con una gran cantidad de agua salade, se centrifuga en
frio. Las células haploides tratadas mon entonces llevadasla
dilucién conveniente y colocadas en medio gelosado en;onja'
de Petri. Se obtienen, semin las cepas haploides tratadas,

unos porcentajes de supervivencia de 10 a 80f, = = =~ = = = -

Se consideran para screening los haploides trata-
dos en los tratamientos que han dado una supervivencia supe-

v ly- Se 'emplean como test de screening, para seleccio-

nido en invertasa inferior a 20 unidades, = =« = =« =« « =» = =
Se conduce este trabajo hasta la obtencién de: =

= 5 haploides mutantes de mating tipo a
- 5 haploides mutantes de mating tipo &

L
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que respondan positivamente a estos doer Test y para los cuales
se ha verificado, por medio del tercer test, que conservan su

caeracteristica de adaptacién a la maltosa, = = = ~ = = = -
Se cruzan estos hibridos con: = = = = = = = - - -

= 6 haploides salidos de las cepas lentas de mating tipo By

- 4 haploides salidos de las cepas lentas de mating tipo™d

Se obtienen asf{ 50 hibridos que se ensayan con la
ayuda del primer test, del cuarto test (contenido en inver-
tasa inferior a 20 unidades) y del tercer teat como se ha

descrito en el éjemplo e == = = = g

Gracias a estos tests de screening se selecoionan

7 hibridoB. = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = @ = ~ -

Después de cultivo WHITE, ensayos en fermentado-
res NEW BRUNSWICK y ensayos a escala industrial, se conside
ra 1 hibrido. Este hibrido ha sido depositado en la N.C.Y.C.
bajo el nimero N.C.Y.C. 878. Los resultados obtenidos con eg
te hibrido en ensayos.fn fermentadores tipo WHITE de 3 litros

¥y ensayos industrialeé est4n relacionados en la tabla IV, -

SARIURTN]
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TABLA IV
Test A1
inver Test|Test| Tent| Test
taga |1 hora |2 horas A2 A3 A4 A5

Resultados levadu
ras con 32% de ma
terias secas des~

oués de cultivo 15 43 53 | 61| 28
en fermentadores
tipo WHITRE

Resultados levadu

ras frescas des-~ _
ués de ensayos 5 |42+ 70= 112 53 | 61 | 44 | 35

industriales

R RN R IR IR SESESRUSESEES

Test A', Ay A'3 Aly |A's

EREES=SSREEIRSES

Resul tados levagg ’
ros gecas despueés .
de ensayos indus- 37 + 62 = 99 47 | 48 ] 35 |31
triales

EJEMPLO

Se hacen reproducir por esporas las cepas mds in-

terssantes obtenidas en los ejemplog 1y 2, = = = = = = = =

Se cruzan los haploides obtenidos a partir de es~
tas nuevas cepas de levadura con los haploides de més alto
rendimiento, es decir los que han conducido una o, preferente

mante, varias veces a unas cepag seleccionadas, = « = = = = =

Se efectdan as{ 110 cruces que conducen a 21 hivri

dos considerados después de seleccién megin el primer test,
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el cuarto-test y el tercer test, los tres utilizados como en

el ejemplo 1y = = = = = = = = = = = . = % - - -

Después de ensayos, se consideran dos hibridos en
definitiva y han sido depositados en la N.C.Y.C. con losg ni-

5. meros N.C.Y.C. 879 Y N.C.Y.C. 8800 - - mem = ... -

t

Los resultados obtenidos con estos hibridos en en
sayos en fermentadores tipo WHITE de 3 litros estén relacio-
nados en la tebla V siguiente. Sus caracterimticas taxonémi-
cas estédn relacionadas en la tabla VI. Los 5 hibridos deposita

10. dos en el marco de estos ejémplos han sido todos identifica=-

dos como unos Saccharomyces Cerevisiae por la N.C.Y.C, - - - -

TABLA V
Resultados con Test A N {
cultivo en fer |Invertasa 1 hor 1 | Test A2 Test A3 Test A¢ :
mentadores ti- a
o WHITE
[N.C.Y.C. 879 21 48 58 63 28
N.C.Y.C. 880 16 42 54 64 31

Estas dos cepas N.C.Y.C. 879 y 880 tienen unas prg¢
piedades préximas a la cepa N.C.Y.C. 878, es decir que son
m4s répidas en todos los test que la N.C.Y.C. R 30, compren-

15. dido el test Ay Que corresﬁonde a una pasta muy azuocarada. -
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EJEMPLO 4

A todo lo largo del trabajo descrito en los ejem-
'ploa 1 a 3, se han llegado a reconocer un cierto nimero de
haploides de alto rendimiento en particular que conducen a

5e unos hfbridos seleccionados y reconocidos a continuacién co

mo que tienen propiedades interesantea nuevas, = = = = - - -

5 de estos haploides particularmente de alto ren-—
dimiento han sido depositados en la N.C.Y.C. Fstos son los

haploides: = « = = = = = = = = = = = = = = = - -

10. ~ Ha 1 haploide de mating tipo a que ha recibido el n¢
N.C.Y.C. 881

- Ha 2 haploide de mating tipo a que ha recibido el ne
N.C.Y.C. B82

- Het. 3 heploide de mating tipo o que ha recibido el n®
N.c.Y.C. 883

15. - He 4 haploide de mating tipo o que ha recibido el n¢
N.C.Y.C. 884

- He 5 haploide de mating tipo « que ha recibido el n¢
N.C.Y.C. 885

Estos haploides han sido obtenidos por reproduc-

20. cién por esporas de cepas de Saccharomyces Cerevisiae, = - =«

Estos haploides cultivados en fermentadores tipo

WHITE han dado los resultados siguientes: = = « = « = « =
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Ha
Ha
Hd3
Hd4
H¢5

AR AR BTR U Tt T

contenido de| TeSt Ay | Test A, | Resultado del test Ay . 100 I
invertasa en 1 hora | en 1 hora| Resultado del test A, i
18 ‘a1 29 121
1 29 17 109
8 - 50 13 ™
"33 15 89
13 26 35 139 :

y Ha, (N.C.Y.C. n2- 882) son particularmente destacables: - -

Los dos primeros haploides Ha, (N.C.Y.C. n? 881)

- puesto que tienen caracteres rédpidos, es decir

de adaptacién a la maltosa y osmotolerantes, sn decir de adag .

tacién a los fuertes contenidos de azdcar, = - - - - = - -

- puesto que imponen el cardcter invertasa bajo

después de conjugacién, es decir que dan sistemAticamente

unas cepes diploides con invertasa baja. = -~ - - - - ~ « - =

Dan resultados interesantes tanto cuando son con-

jugados con haploides salidos de levaduras rdpldas como cuan

do son conjugados con haploides salidos de levaduras lentas.

Los dos haploides Huy (N.C.Y.C. n? 883) y !y

(N.C.Y.C. n? 884) son ejemplos interesantes y de alto rendi

miento de haploides salidos de levaduras répidas no osmotole

rantés,r-_..--.._-_-...-..---- _________
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El haploide H¢5 £s un buen ejemplo de un haploide
que tiene unas caracter{sticas de muy buena adaptacién a las

pastas azucaradas., = = = = = = = = = --— .. - - .- - - -
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Este dltimo ejemplo hace aparecer que los tests

‘de screening descritos conducen répidamente a definir unos

haploides particularménte de alto rendimiento, que pueden im
poner caracter{sticas buscadas como por ejemplo un bajo con-

tenido en invertasa, = = = = = = = @ .- = - = - - - = - - = =

' Estos haplgides seleccionados, debido a que han
conducido una o, preferentemente, varians veces a cepas diploi
des seleccionadas, representan un material genético de parti -
da particularmente interesante. Los mismos pueden ser carac~
terizados por los tests clésicos segin sus propiedadea como
haploides, y, de una manera ain mis interesante, segin las.
propiedades que confieren a los haploides derpués de cruce.-

)
i

A continuacién de lo cual y cualquiera que sea el

modo de realizacién amdoptado, se dispone asit = = = = « = =
- por uns parte, de nuevas cepas de levadurams, = -

- por otra parte, de levaduras frescas y comprimi
das obtenidas a partir de estas nuevas cepas y que constitu-

yen unos productos industriamles nuevos, = = = = = =~ = - = =

estas nuevas cepas, as{ como las levaduras frescas y secas
que de ellas se derivan presentan, con respecto a las que
existen ya, las numerosas ventajas expuestas en la desorip-

cién. ————————————————— - o ws @ e W e

Desde luego y como resulta ademés de lo que prece



de, la invencidén no se limita en modo alguno a aaguellos modos
de realizacién y de adaptacién aque han sido mds especinlmente

previstos sino que abarca, por el contrario, todas lan varian

.tes_ - e e e E oo - e o - e am em o e e e e m e e = -

A los efectos consiguientes se declaran de nove-
dad.y propiedad para Espafia, sus territorios y plazas de so-

berania, las reivindicaciones que siguen, = = = = = = = = =«
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 REIVINDICACIONES

1.=- Procedimiento para la obtencidén de nuevas ce-
pas de levaduras, caracterizado porque, por medio del prime
ro y de por lo menos otro test de screening elegidos en un
conjunto de tests de screening en que no se recurre a ningunsa
medicién de desprendiﬁiento gaseos0, se seleccionan las cepas
buscadas a partir de un conjunto de cepas diploides prepara-
das previamente o bien por hibridacién o bien por mutacién

de cepas existentes, estando los tests de dicho conjunto

constituidos por: == = = = = = = = = = B

- uh primer test que consiste en medir el-cbefi-
ciente de multiplicacién medio de una cepa dada siguiendo ia
variacién de ia densidad éptica de un medio standard insemi
nado por una suspensién de células obtenidas a vartir de eg

tacepay = = = = = = = = = m - - .- ... - --a- --- -

- un segundo test que consiste en medir de la mis-
ma manera el coeficiente de multiplicacidén medio de dicha ce
pPa en presencia de un dcido inhibidor adicionado al medio

standard, = = = - - O P U g gt

- un tercer test que consiste en medir la adapta=-
cién a la maltosa de dicha cepa en presencia de glucosa por'
determinacién de la cantidad de maltosa subsistente en un me

dio standard después de que una cantidad conocida de glucosa
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Ehic{onada a este medio haysa sidd“completamente consumida, -

- un cuarto test que consiste en dosificar el conte

nido de invertasa de dicha tepa, = = = & = = = = o - = = =

. = un quinto test que consiste en medir el tiempo

de latencia de dicha cepa. = = = = = = = & = = « o = = = -

2.= Procedimiento segun.la reivindicacién 1, carac
terizado porque lé hibridacién qonsiste esencialmente en cru
ces sistemédticos de haploides‘salidos de cepas de Saccharomy-
ces Cerevisiae répidas adaptadaé a la maltoéa y de haplides

salidos de cepas muy lentas, no adaptadas a la maltosa, pero

‘bien adaptadas a las pastas azucaradas en su caso también a

las pastas dcides, que pertenecen al género Saccharomyces y,

particulaermente, a la especie Saccharomyces Cerevisiae. - =

3+~ Procedimiento segun la reivindicacién 1, c;rag
terizado porque la mutacién de cepas existentes consiste
esencialmente en una mutagénesis efectuada sobfe haploide o
sobre diploide y utilizando agentes mutégenos del grupo que.
comprende el etilmetaﬂh sulfonato y la N-metil, N-nitro, N-
nitrosoguaniding o NTG, pudiendo los haploides obtenidos al
fingl del tratamiento mutdgeno ser utilizados entonces como

material de cruce en los trabajos de hibridacién.. - -—-

4.- Procedimiento segin la reivindicacién 2, carac

terizado porque las cepas répidas adaptadas a la maltosa uti




5

10.

15,

II ; - 52 -

'

lizadas son 1;s>depositadas en 1la N.C.Y.C. bajo los nos.

875 y 876 y porque las cepas lentas son las depositadas en

_1a N.C.Y.C. bajo 108 nos. R 30 ¥ NeC.Y.Co 8770 =~ = = = = = =

5.= Procedimiento segin cualquiera de las reivindi
caciones 1 a 4, caracterizado porque se utiliza como mate-
rial genérico de part{ﬁa los haploides para los cuales los.
ensayos de cruce sucesivos han mostrado que conducen general
mente a unas cepas diploides seleccionadas por los tests de
screening, estando estos haploides caracterizados eegﬂn,sus
propiedades como haploides y segin las propiedades que con-

fieren a los diploides después de CruUCe. = = = = = = = = =,

6.~ Procedimiento segun la reivindicacién 5, carqé
terizado porque uno de los haploides utilizados como material
genético de partide es el haploide Ha, depositado en la
N.C.Y.C. bajo el n2 881 == = = = = = ceccmaa S

7.~ Procedimiento segin la reivindicacién 5, carag
terizado porque uno de los haploides utilizados como material
genético de partida es el haploide Ha, depositado en la.
N.C.Y.C. bajo el n? 882, = = = = = =~ el BN S -

8.~ Procedimiento segin la reivindicacién 5, carac
terizado porque uno de los haploides utilizados como material
genético de partids es el haploide Hd3 depositado en la

NOCOYOCObajoeln9883c G 3 SB mE W A A W AP R R A W ae ek e s am
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Q.= Procedimientd'segdﬁ la reivindicacién 5, carac
terizado porqﬁe uno de los haploides utilizados como mate-
rial genético de partida es el haploide Hd4 depositado en
la N.C.Y.C. bajo el ne 884, = = = = = = = = = = = = = = -

10.- Procedimiento segin la reivindicacidn.s, ca-
racterizado porque uno de los haploides utilizados como mate
rial genético de partida es el haploide Hi; depositado en la
NeC.Y.C. bajo e1 n2 885, =~ = = = = = = = = = = = = = = = =~

11.~ Procedimiento segin una deé las reivindicacio-
neé 1 a 10, caracterizado porque se realiza la seleccién uti
lizando de forme conjugada el primer test de screening (sien
do el criterio considerado que toda cepa seleccionadé presen
te un coeficiente de multiplicacién equivalente al de las me
jores cepas de levadura de panaderfa del cqmercio), el ter-
cer test (siendo el criterio conéiderado que todé cepa se~-
leccionada presente una zdaptacién a la maltosa que correspon
da a wa centidad de maltosa consumida igual a por lo menos
50% de la maltosa consumida en el modo operatorio coﬁsiderg
do para las mejoras cqpas de levadura del égmercio adaptadaé
ala maltqsa) y el cuarto test (siendo el criterio coﬂsiderg_
do que toda cepa seieccionada presente un contenidordé inver

tasa inferior & 35 unidades)e = = - - - - f— e - - ==

12.- Procedimiento segin la reivindicacién 11, ca
racterizado porque el criterio considerado en el cuartd test

es un contenido de invertasa inferior a 30 unidades y, prefe

«
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rehtemente, inferior a 20 unidadéé invertasg. = - === = =

13.~ Procedimiento segin una de las reivindicacio-
nes 1 a 10, caracterizado porque se realiza la seleccién uti
1izando de forma conjugadae el primer test de screening (sieg
do el eriterio considerado que toda cepa seleccionada preseé
te un coeficiente de multiplicacién equivalente al de las me
jores cepasrde levadura de panaderia del comercio), el tercer
test (siendo el criterio considerado que toda cepa seleccio-
nads presente una adaptacién a la maltosa correcpondiente a
una centidad de maltosa consumida igual & por lo menos 50%
de la maltosa consumida por las mejores cepas—adaptaéas a ;a .
maltoéa) y el segundo test (siendo el criterio considerado
que toda cepa seleccionada presente una inhibicién menor dél
cultivo en presencia de fcido acético adicionado al medio

standard)., = = = = = = = = = @ = = - = = == == o= oo~

14.- Procedimiento segin la reivindicacién 13, ca
racterizado porque se realiza la seleccién utilizando ademis
el cuarto test (siendo el criterio considerado que toda cepa

seleccionada presente un contenido de invertasa inferior a

" 35 unidades). = = = - - - - I I

15.- Procedimiento segin la reivindicacién 13, ca
racterizado porque se realiza la seleccidén utilizando ademés
el cuarto test (siendo el criterio considerado que toda cepa

seleccionads presente un contenido de invertasa inferior a




II - - 55 -

[N 3 P

v P

w -~ - o

30 uﬁidades“yr preférentemenfe, inferior a 20 unidades inver

tasa) ¢ T T o M om oo mommwm-- - - = e - - - - - -
16.~ "PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE NUEVAS
CEPAS DE LEVADURAS". = = = == = = = = = = = = = = = = = = =
5e Todo ello conforme se describe y reivindica en la

Presente memoria que consta de cincuenta y cinco hojas folia

das y mecanografiadas por una sola de sus ceras.

BARCELONA, 23 DIC. 1977
P.A. M. CURELL SsuftoL
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