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P A T E N T E I N V E N C I O ND E

por VEINTE años

s o l ic i t a d a  en España a fav or de LEPAFFRE ET CIE, de naciona 
l id a d  fra n c esa , dom ic iliada  en 41, rué  E tienne M arcel,
75001 P a r ís ,  F ran c ia , por "Método de producción de levadu ra  
de panadería  y s im ila re s " , con p r io r id a d  de l a  s o l ic i tu d  
b r i tá n ic a  54172/1976 de fecha 24 Diciembre 1976. --------  ----

MEMORIA DESCRIPTIVA

La invención tie n e  por o b je to  un método de produc 
ción de lev ad u ras  de p a n if ic a c ió n  y s im ila re s . ---------- --- -

Se conocen ya unas cepas rá p id a s  adaptadas a l a  
m altosa -e s  d e c ir  que perm iten  p re p a ra r  lev ad u ras  que dan 
un desprendim iento de CO2 im portante en un tiempo dado en 
p a s ta s  c o n s t itu id a s  por h a r in a  y agua— y que permanecen con 
a lto  rendim iento  en p a s ta s  poco azucaradas, es d e c ir  oue no 
contienen más del 5% en peso de azúcar con re sp ec to  a l a  ha 
r iñ a ,  o se a  menos de 3 , 3% en peso con re sp ec to  a l a  p a s ta .-

Se encuen tra  que e s ta s  cepas ven descender sus 
rendim ientos de forma a p rec ia b le  cuando e l  contenido de l a



p a s ta  en azúcar aumenta y en p a r t ic u la r  cuando sobrepasa e l 
10% en peso con resp ec to  a l a  h a r in a . Ahora b ien , dichas 
P astas  rep re sen tan  una p a r te  no n e g lig ib le  de l a  p a n if ic a ­
ción en c ie r to s  p a ís e s . - - - - - - - - - - - - - - - - -

Además, e s ta s  cepas, cuyo empleo se  ha g e n e ra liz a ­
do, en l a  in d u s t r ia  de levaduras desde hace aproximadamente 
10 años, son rápidam ente in h ib id a s  desde que l a  p a s ta  co n tie  
ne concen traciones s ig n i f ic a t iv a s  de ácido a c é tic o , só rb ico  
o propiónico  o de sus s a le s .  -------------------------- ---------------- -  -

Ahora b ien , l a s  p a s ta s  ácidas que en tran  en l a  fa  
b ric ac ió n  del pan de centeno, pan de lev ad u ra  y o tro s , cuya 
ac idez , que corresponde a un pH in f e r io r  a 4 , 7 , es aportada  
por una mezcla de aproximadamente 10-50% en peso de ácido 
a c é tic o  y de aproximadamente 50 a 90% en peso de ácido l á c t i  
co y que e s tá n  raram ente azucaradas, rep re sen tan  también 
una p a r te  no n e g lig ib le  de l a  p a n if ic a c ió n . ------------------------

F inalm ente, en todos lo s  p a ís e s , se  ad icionan  a 
lo s  productos de p a n if ic a c ió n  destinados a te n e r  una la r g a  
conservación o una conservación en condiciones d i f í c i l e s ,  
unos agen tes in h ib id o re s  de mohos ta le s  como lo s  ácidos acé 
t i c o ,  só rb ico , propiónico  y sus s a le s ,  e l lo  cu a lq u ie ra  que 
sea l a  dosis  de azúcar conten ida  en l a  p a s ta ; ahora b ien , se 
sabe que una lev ad u ra  de p a n if ic a c ió n  que r e s i s t e  a l  ácido 
a c é tic o , es d e c ir  cuyo poder fe rm en ta tivo  no es in h ib id o  de



manera s ig n i f i c a t iv a  en p re se n c ia  de ácido a c é tic o  no d iso c ia  
do, p re se n ta  en g en e ra l l a  misma propiedad, es d e c ir  una me­
jo r  r e s i s t e n c ia ,  f re n te  a d o s is  in h ib id o ra s  de lo s  ácidos 
prop ión ico  o só rb ico  no d iso c ia d o s . ----------- -  ___________  -

P ara  e v i ta r  l a s  in s u f ic ie n c ia s  de l a  té c n ic a  an te ­
r i o r  en m ate ria  de cepas de lev ad u ra  de p a n if ic a c ió n , l a  in ­
vención tie n e  por ob je to  p ropo rc ionar un procedim iento apro­
piado p a ra  p e rm it ir  l a  ob tención , de manera rep ro d u c ib le , de 
nuevas cepas adaptadas a  l a  m altosa , c a ra c te r iz a d a s  porque 
la s  lev ad u ras  ta n to  f re sc a s  como secas que perm ite  ob tener y 
de l a s  que algunas por lo  menos co n stitu y en  productos indus­
t r i a l e s  nuevos, son: ------------------------------------------------------------

-  o m ejor adaptadas a l a  m altosa , - - - - - - - -

-  o b ien  de a l to  rendim iento  en p a s ta s  azucaradas,
es d e c ir  que contienen  por lo  menos 5% en peso de azúcar con 
resp ec to  a l a  h a r i n a , _________ ________ ______________________

-  o b ien  de a l to  rendim iento  en p a s ta s  á c id as , -  -

-  o b ien , dotadas p referen tem en te , de dos de la s
t r e s  mencionadas propiedades y más p referen tem ente  aún de l a s  
t r e s . ---- ------ ------------ ------ ---

P ara  e l lo ,  e l técn ico  puede e le g i r  e n tre :  — -  — -
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-  por una p a r te ,  una acción sobre lo s  procedim ien­
to s  de propagación de l a  lev ad u ra , es d e c ir  sobre sus proce­
dim ientos de c u ltiv o  y , ---------- ------ ------ ------ --------------------------

-  por o t r a  p a r te ,  l a  obtención de nuevas cepas por/ . . .

mutación y /o  h ib r id a c ió n . - - - - -  ----  -  ----  ----------- --------

La m odificación  de lo s  procedim ientos de c u ltiv o  
es onerosa y d i f í c i l  de r e a l i z a r  y a menudo increm enta una 
propiedad más o menos en detrim ento  de o t ra .  -  -------  -----------

La búsqueda de nuevas cepas por h ib rid a c ió n  y muta 
ción p re se n ta  problemas com plejos. La misma es a ltam ente 
a le a to r ia  s i  lo s  o b je tiv o s  y lo s  fenómenos en juego no e s tán  
bien con tro lados y s i  lo s  p lanes de cruce o e l proceso de 
mutación no es tán  claram ente d e fin id o s . La misma provoca de 
todas maneras l a  ob lig ac ió n  de comprobar m ile s , in c lu so  de­
cenas de m illa re s  de c o lo n ia s , lo  que es im posible en un 
p lan  p rá c tic o  por medio de lo s  t e s t s  de desprendim ientos ga 
seosos en condiciones e sp e c if ic a s  (medio h a r in a , azúcar o 
ácidos o rg á n ic o s) , exigiendo dichos t e s t s  un c u lt iv o  en f e r  
mentador de algunos l i t r o s ,  como se ha d e sc r i to  en e l  ejem­
plo  1 de l a  s o l ic i tu d  de p a te n te  fra n c esa  no. 7 5  20943,
(que corresponde a l a  p a te n te  e s p a d a  444.558 p re sen tad a  e l  
8 ju l io  1976), l a  recog ida  de e s ta  lev ad u ra  y por lo  menos 
5 medidas de desprendim iento gaseoso según lo s  ensayos del 
tip o  A, del cual se h a b la rá  más a d e la n te . El problema se



complica debido a  que lo s  re s u lta d o s  ob ten idos son d i f í c i l ­
mente rep ro d u c ib le s ; por ejemplo, una l i g e r a  m odificación , 
d if íc i lm e n te  co n tro lab le  de la s  condiciones d e l c u ltiv o  pue 
de provocar im portan tes v a ria c io n e s  a n iv e l  de lo s  c r i t e r io s  
m edidos., -------------- -------------------------------- ---------------------------- ------

Sin embargo, l a  búsqueda de nuevas cepas es te ó r ic a  
mente l a  mejor so lu c ió n , ta n to  más cuanto que e l empleo de 
condiciones de c u ltiv o  e sp e c if ic a s  no pueden más que m ejorar, 
r e fo rz a r  l a s  propiedades n a tu ra le s  poseídas por lo s  h íb rid o s

1 0 . o m utantes ob ten id o s. ----------------------------: ------------- -------------

Las dos v ía s  de búsqueda son de hecho complementa­
r i a s  y no c o n c u r r e n t e s . --------------------------------------------------------

, El procedim iento de acuerdo con l a  invención e s t á '
c a ra c te riz ad o  porque por medio del prim ero y de po r lo  menos 

15. o tro  t e s t  descreen ing  e leg ido  de un conjunto de t e s t s  de
screen in g  en que no se re c u rre  a ninguna medida de despren­
dim iento gaseoso , se se lecc io n an  la s  cepas buscadas a p a r t i r  
de un conjunto de cepas d ip lo id e s  p reparadas previam ente o * 
b ien  por h ib rid a c ió n  o b ien  por mutación de cepas e x is te n -  

2 0 . - t e s ,  estando lo s  t e s t s  de dicho conjunto c o n s titu id o s  por: .-

-  un prim er t e s t  que c o n s is te  en m edir e l c o e f i­
c ie n te  de m u ltip lic a c ió n  medio de una cepa dada siguiendo l a  
v a r ia c ió n  de l a  densidad ó p tic a  de un medio s tan d ard  insem i 
nado por una suspensión de c é lu la s  ob ten idas a p a r t i r  de es
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t a  cepa,

-  un segundo t e s t  que c o n s is te  en medir de l a  mis­
ma manera e l c o e f ic ie n te  de m u ltip lic a c ió n  medio de d icha ce 
pa en p re sen c ia  de un ácido in h ib id o r  ad icionado a l  medio

5. s tan d ard , ------- --- ---------- --------- ----------------------------- --------------- --

-  un te r c e r  t e s t  que c o n s is te  en m edir l a  adapta­
ción a l a  m altosa de d icha cepa en p re sen c ia  de g lucosa  por 
determ inación de l a  can tidad  de m altosa su b s is te n te  en un me 
dio s tand ard  después de que una can tidad  conocida de g lucosa

1 0 . ad ic ionada a e s te  medio haya sido  completamente consumida, —

-  un cuarto  t e s t  que c o n s is te  en d o s i f ic a r  el con 
ten ido  de in v e r ta s a  de d icha cepa defin iéndose  l a  unidad in  
V ertasa  como l a  producción de un micromol de azúcares reduc 
to re s  en 5 m inutos por mg de m ateria s  secas de levadu ra  a

15* 303C y a pH 4 ,7 , s in  p la sm o lis is  de l a  lev ad u ra , o b ien  un
semi-micromol de sacarosa  in v e r t id a , - - - - - - - - -  ___ -

-  un qu in to  t e s t  que c o n s is te  en m edir e l  tiempo 
de la te n c ia  de d icha cepa, es d e c ir  e l re ta rd o  del in ic io  de 
l a  m u ltip lic a c ió n , siguiendo l a  v a r ia c ió n  de l a  densidad ó]3

2 0 . t i c a  de l a  suspensión de lev ad u ra  u t i l i z a d a  en l e  prim er
t e s t  después de haber conferido  a e s ta  suspensión una concen 
tra c ió n  de azúcar de po r lo  menos 20%. ----------------- -------------

En e l  mencionado proced im ien to , p a ra  e l  prim er t e s t ,
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se puede r e a l i z a r  un p re c u ltiv o  de 48 horas á 30SC en un tu  
bo de ensayo que contiene 10 mi de un medio que t ie n e  l a  com 
p o s ic ió n  s ig u ie n te :  -  -  -  ---------- ------------------------- --------- --- .

-  e x tra c to  de lev ad u ra  1%
-  peptona  .................... 2%
-  sa c a ro sa   ...........  2%

designado en l a  con tinuación  de l te x to  por l a  denominación 
"medio Y E P " . ----------------- --------------- - ____________ *

El p re c u ltiv o  puede r e a l iz a r s e  también en o tro s  
medios. _____________ ________ _______________

, Una can tid ad  conocida de e s te  p re c u ltiv o  s irv e  a 
con tinuación  p a ra  insem inar un m atraz óp tico  que con tiene  30 
mi de un medio id é n tic o  o eq u iv a len te  a l  medio YEP. La curva 
de crecim ien to  de l a  lev ad u ra  se e s ta b le c e  entonces por medí 
ción de l a  densidad ó p tic a  cada hora a 600 api. -------  -  -  ____

A p a r t i r  de e s ta  curva, se puede c a lc u la r  e l  coefi. 
c íe n te  de m u ltip lic a c ió n  medio^u dado por:

n  ='  x d t

donde x re p re se n ta  l a  pob lación  c e lu la r  en e l  tiempo t .  _____

E ste  prim er t e s t  t ie n e  un doble in te r é s  en e l s e n t í
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do de que puede s e r v i r  de te s t ig o  p a ra  lo s  o tro s  t e s t s  y que 
perm ite e lim in a r todas la s  cepas d ip lo id e s  que no tien en  un 
c o e f ic ie n te  de m u ltip lic a c ió n  s u f ic ie n te ,  es d e c ir  su scep tib le ! 
de dar un rendim iento in s u f ic ie n te  o de te n e r  unos desprendí 
mientos gaseosos muy pequeños, como por ejemplo la s  cepas de 
masiado p ena lizadas cuando tie n e  lu g a r  un tra ta m ien to  de mu­
ta c ió n . —

Siempre en e l  mencionado procedim iento , p a ra  e l se 
gundo t e s t ,  e l ácido in h ib id o r  adicionado a l  medio de c u l t i  
vo c o n s is te  en una mezcla de ácido a cé tico  y de ácido l á c t i  
co en can tidad  y en proporciones ta le s  que inh ibe  a un por­
cen ta je  comprendido e n tre  50% y 90% e l  crecim ien to  de una ce 
pa te s t ig o  que p re se n ta  sobre p a s ta  que con tiene  ácidos orgá 
nicob in h ib id o re s  y /o  sobre p a s ta  azucarada una dism inución 
im portante de su poder de desprendim iento de COg. ----  -  -  -

Se ha h a llad o , en e fe c to , que e x i s t í a  una probabi 
l id a d  no n e g lig ib le  p a ra  que la s  cepas que, en un medio que 
contiene una can tidad  de ácido a c é tic o  apropiada para  in h i­
b i r  en una gran proporción  e l  crecim ien to  de lo s  h íb rid o s  * 
conocidos de levaduras rá p id a s  adaptadas a  l a  m altosa , p re ­
sen ten  un crecim ien to  mejor que e s to s  h íb r id o s , -----------------

-  o sean la 's e d e  de una in h ib ic ió n  menor en fermen 
ta c ió n  sobre p a s ta s  ác idas (más de 50% de p ro b a b ilid a d e s ) , -

-  o b ien  de mayor rendim iento y , a  menudo, in c lu so
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netam ente de más rendim ientos en p a s ta s  azucaradas que dichos 
h íb r id o s  rá p id o s , adaptados a l a  m altosa . - ------- ------------ ---

5.

Siempre en e l  mencionado procedim iento y p a ra  e l  
te r c e r  t e s t ,  l a  cepa de levadu ra  es p u esta  en p re se n c ia  de 
una so luc ión  azucarada que con tiene  una can tidad  conocida 
de g luco sa  y de m altosa . La can tidad  de g lucosa  se e lig e  de 
foima t a l  que sea  completamente consumida a l  f in a l  de l ensa-

10.

yo que dura en g e n e ra l 1 h o ra . Al f in a l  del ensayo, l a  reac  
ción es parada por c en trifu g a c ió n  en f r ío  y se  d o s if ic a  e l  
azúcar r e s ta n te  en e l sobrenadan te . De e l lo  se deduce e l  por 
c en ta je  de m altosa  consumida por l a  le v a d u ra . Se ha h a llad o  
que e l  p o rc en ta je  de m altosa  consumida traduce  generalm ente 
b ien  l a  adap tación  más o menos buena de l a  cepa ensayada a 
l a  ferm entación  de l a  m altosa  y también l a  rap id e z  de l a  ce -

15.

20.

Una v a r ia n te  c o n s is te  en se g u ir , en función  de l 
tiem po, l a  d e sap a ric ió n  de l a  g lucosa  y de l a  m altosa a d ic io  
nadas ju n ta s . Se sigue l a  d esap a ric ió n  de lo s  azúcares to ta ­
l e s  por d o s if ic a c ió n  con l a  an trona  y l a  de l a  g luco sa  por 
d o s if ic a c ió n  enzim ática  e s p e c íf ic a , determ inándose l a  c a n t i­
dad de m altosa  por d ife re n c ia . -  _________ ________________

Se ha constatado  que l a s  cepas no adaptadas a l a  
m altosa no hacen ferm en tar, en e s te  ensayo, l a  m altosa  míen 
t r a s  queda g luco sa ; por e l  c o n tra r io , l a s  cepas adaptadas a
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l a  m altosa hacen ferm entar más o menos rápidam ente l a  m alto­
sa in c lu so  cuando hay aún g luco sa . -------  ---------------------------

El mencionado ensayo se r e a l i z a  p a rtien d o  de una 
can tidad  conocida de m a te ria  seca  ob ten ida  a p a r t i r  de l a  
cepa de lev ad u ra  ensayada. E sta  can tidad  conocida de m ateria  
seca de levadu ra  puede, por ejem plo, ob ten erse  por f i l t r a ­
ción de l a  lev ad u ra  p resen te  en e l  m atraz óp tico  a l  f in a l  del 
prim er t e s t ,  o por f i l t r a c ió n  de una can tidad  de lev ad u ra  ob 
te n id a  en e l marco de un c u ltiv o  ag itado  s im ila r  y por d e te r  
minación de l a s  m ate ria s  secas de e s ta  to r t a ,  mateñas secas 
que son en genera l de l orden del 20%. ----------------------------------

La adap tación  a l a  m altosa puede s e r  también apre­
c iada  de una manera se m ic u a n tita tiv a  recubriendo  unas colo­
n ia s  de l a s  cepas ensayadas separadas regularm ente sobre una 
p lac a  de P e t r i  con un papel de f i l t r o  impregnado con una so­
lu c ió n  de m altosa, por ejemplo 0 , 1  m olar, y con un co lo ran te  
in d icad o r de ac idez  tip o  Bromo-Cresol Púrpura y v ig ilan d o  e l  
v i r a je  c o lo rim é trico  a l cabo de un tiempo dado. Este t e s t  
aproximado es una prim era aproxim ación p o s ib le , esencialm en­
t e ,  después de l a  m utación. De cu a lq u ie r  manera, e l método 
d e sc r i to  an terio rm en te  debe s e r  siempre empleado p a ra  a f in a r  
e s ta  prim era se lecc ió n  ev en tu a l. - - - - - - - - - - - - -

Siempre en e l mencionado proced im ien to , se  in d ic a , 
con re sp ec to  a l  cuarto  t e s t ,  que l a  unidad in v e r ta s a  puede
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se r  d o s if ic a d a  por ejemplo de l a  manera s ig u ie n te . Se p a r te  
de una can tid ad  conocida de m ate ria s  secas de levadu ra  del 
orden de 0 ,1  a 0 ,4  mg que pueden ob tenerse  por f i l t r a c ió n  
de l a  lev ad u ra  p resen te  en e l m atraz óp tico  a l  f in a l  del p r i  
mer t e s t .  E sta  can tidad  de m a te ria s  secas de lev ad u ra  es 
p u esta  en p re se n c ia  de sacaro sa  con concen tración  f in a l  0 , 1  

molar en un tubo de ensayo en medio tamponado, tampón c e ta -  
to  a pH 4 ,7 , colocado en baRo m aria a  309 C. Al cabo de 5 mi 
ñ u to s , l a  rea c c ió n  de in v e rs ió n  de l a  saca ro sa  es bloqueada 
por ad ic ión  de l re a c tiv o  a l  d i n i t r o s a l i c i l a to  de sodio que 
s irv e  p ara  d o s if ic a r  lo s  azúcares red u c to re s  formados por 
reacc ió n  c o lo r im é tr ic a . ---------- ---------------------------- --- _ _ _ _

La mayor o menor riq u e z a  en in v e r ta s a  puede s e r  
también ap rec iad a  de una manera s e m ic u a n tita tiv a  sobre colo­
n ia s  de l a s  cepas ensayadas sobre p lac a  de P e t r i ,  recu b rien  
do l a  p lac a  con un papel f i l t r o  impregnado de sacaro sa  y  
unos re a c tiv o s  n e ce sa rio s  p a ra  l a  d o s if ic a c ió n  enzim ática  
de l a  g lucosa  formada por reacc ió n  c o lo r im é tr ic a  (0- d ia n is i  
d ina  por e jem plo). Este t e s t  es una prim era aproxim ación po 
s ib le ,  esencialm ente después de m utación. Puede, en a lg u n o s- 
casos, p e rm it ir  una prim era se le cc ió n  muy b a s ta . De todas ma 
ñ e ra s , e l método sim ple y p rá c tic o  d e sc r i to  an terio rm ente  
debe siem pre s e r  empleado p ara  a f in a r  e s ta  prim era se le c c ió n .

Se ha ha llad o  que e x is te  una gran p ro b a b ilid a d  de 
que todas la s  cepas de lev ad u ra  que tengan menos de 35 u n i­
dades in v e r ta s a , p referen tem ente  menos de 30 unidades y , más
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preferentem ente aún, menos de 20 unidades in v e r ta sa , sean 
de a l to  rendim iento en p a s ta s  azucaradas, sobre todo s i  han 
dado buenos re su lta d o s  en e l prim er t e s t  y en e l te r c e r  
t e s t .  - - - - - - - - - - -  ----  - - - - - - - - - - - - -

A t i t u l o  in d ic a tiv o , se recuerd a  que lo s  h íb rid o s  
de levadu ra  rá p id a  adaptados a l a  m altosa, empleados h a s ta  
e l p resen te  en l a  in d u s t r ia  de lev ad u ras , tie n e n  un co n ten i­
do en in v e r ta s a  que es siem ure su p e rio r  a 40. ---------------------

Siempre en e l c itad o  procedim iento , se se ñ a la , con 
resp ec to  a l qu in to  t e s t ,  que cuanto más co rto  es e l tiempo 
de la te n c ia ,  más p ro b ab ilid ad es  tie n e  l a  cepa ensayada de 
s e r  osm oto leran te , es d e c ir  de a l to  rendim iento  en p a s ta s  
a z u c a r a d a s . ---- --------- --------- ------ ------------ ------ ----------------------

En conclusión , se ha subrayado que l a  u t i l i z a c ió n  
conjugada de l prim er y te r c e r  t e s t  pueden o b ien  p e rm it ir  
se le cc io n a r unas cepas aún más ráp id a s  y m ejor adaptadas a 
l a  m altosa que l a s  que se u t i l i z a n  actualm ente, o b ien  permi 
t i r  s e le c c io n a r, cuando son acoplados a lo s  o tro s  t e s t s  des/ 
c r i to s ,  unas cepas adaptadas a l a  m altosa y de más rendim ien 
to  en p a s ta s  azucaradas o, p re fe ren tem en te , en p a s ta s  á c id a s .

A sí, se ha ha llad o  que una se le cc ió n  r e a l iz a d a  u t i  
lizan d o  de forma conjugada e l prim er t e s t  de sc reen in g  (s ie n  
do e l c r i t e r i o  considerado que toda cepa se lecc io n ad a  presen 
t a  un c o e f ic ie n te  de m u ltip lic a c ió n  equ iv a len te  a l  de la s  me
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jo re s  cepas de lev ad u ra  de panadería  del comercio, e l  te r c e r  
t e s t  (siendo e l  c r i t e r i o  considerado que toda  cepa se le c c io  
nada p re se n ta  una adap tación  a  l a  m altosa que corresponde 
a una can tid ad  de m altosa consumida ig u a l a por lo  menos 50% 

5 . de l a  m altosa consumida en e l  modo o p e ra to r io  considerado
por l a s  m ejores cepas de lev ad u ra  de comercio adaptadas a l a  
m altosa) y e l  cuarto  t e s t  (siendo e l  c r i t e r i o  considerado 
que toda cepa se lecc io n ad a  p re se n ta  un contenido en in v e r ta  
sa  in f e r io r  a 35 un idades, p referen tem ente in f e r io r  a  30 u n i 

1 0 . dades, y más p re fe re n te  aún in f e r io r  a 20 unidades) conduce
a unas cepas m ejor adaptadas a l a  m altosa  o/y  de más re n d i­
m ientos en p a s ta s  azucaradas. ----  - - - - - - - - - - - - -

Todas l a s  cepas a s i  se le c c io n a d a s .tie n e n  c a ra c te ­
r í s t i c a s  nuevas con re sp ec to  a todas la s  cepas previam ente 

15. ' c o n o c i d a s . -------------------------------------------------------- -------------------

Se h a  h a llad o  también que una se le cc ió n  re a liz a d a  
u t i l iz a n d o  de forma conjugada e l  prim er t e s t  de screen ing  
(siendo e l  c r i t e r i o  considerado que toda cepa se lecc io nada  
p re se n ta  un c o e f ic ie n te  de m u ltip lic a c ió n  eq u iv a len te  a l  de 
l a s  m ejores cepas de p an ad ería  d e l com ercio), e l  te r c e r  
t e s t  (siendo  e l  c r i t e r i o  considerado que to da  cepa se le c c io  
nada p re se n ta  una adap tación  a l a  m altosa que corresponde a 
una can tid ad  de m altosa consumida ig u a l a por lo  menos 50% 
de l a  m altosa  consumida por l a s  m ejores cepas adaptadas a l a  
m altosa) y e l  segundo t e s t  (siendo  e l  c r i t e r i o  considerado25.



14 -

que toda cepa se lecc io nada  p re se n ta  una in h ib ic ió n  menor del 
c u ltiv o  en p re se n c ia  del ácido a cé tico  adicionado a l  medio 
standard) conduce a unas cepas mejor adaptadas a l a  m altosa 
o/y  de mayor rendim iento en p a s ta s  ac idas y a menudo ig u a l­
mente de mayor rendim iento también en p a s ta s  azucaradas. —

Todas l a s  cepas a s i  se lecc io nadas tien en  c a ra c te r is  
t i c a s  nuevas con re sp ec to  a todas l a s  cepas previam ente cono 
c id a s . - - - -  -  —  -  — ------- ------ --------- ------------ ------------ ---

Una se le cc ió n  r e a l iz a d a  por medio de una combina­
ción de lo s  cuatro  prim eros t e s t s  d e s c r i to s  an terio rm ente  
conduce a unas cepas que tie n e n  por lo  menos dos y muy a  me 
nudo t r e s  de la s  propiedades s ig u ie n te s : ---------------------------

-  adap tación  m ejorada a l a  m altosa , - - - - - -
-  m ejores rendim ientos en p a s ta s  azucaradas que 

tie n e n  de 1 a 20% de azúcar, - - - - - - - - -
-  m ejores rendim ientos en p a s ta s  que contienen  

ácido a cé tico  no d iso c iad o . - - - - - - - - - -

Todas la s  cepas a s i  se lecc io nadas tien en  c a ra c te ­
r í s t i c a s  nuevas con re sp ec to  a todas l a s  cepas previam ente 
c o n o c i d a s . ------- --- -  ------- ---------------------- ----------------------------

El quinto  t e s t  (siendo e l c r i t e r i o  de se le cc ió n  
considerado l a  búsqueda de un tiempo de l a te n c ia  lo  más cor­
to  p o s ib le  cuando se ha adicionado a medio s tan d ard  d e l p r i -
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10.

15.

20.

mer t e s t  una can tidad  correspondien te  a una concen tración  
en saca ro sa  en e l medio de 30%) puede s e r v i r  para  confirm ar 
l a  s ig n if ic a c ió n  de lo s  re su lta d o s  d e l cuarto  t e s t  (ba jo  con 
ten ido  en in v e r ta s a ) . Puede también s e r v ir ,  asociado con e l 
prim er t e s t ,  y p referen tem ente  también con e l  cuarto  t e s t  
(siendo  e l  c r i t e r i o  de se le cc ió n  considerado un contenido en 
in v e r ta s a  in f e r io r  a 20 unidades) para  l a  búsqueda de cepas 
p a rtic u la rm e n te  de a l to  rendim iento en p a s ta s  con 10-25% de 
sa c a ro sa . _____________________________ ____________ __

Siendo a s í  y siempre en e l mencionado procedim ien­
to , l a  h ib rid a c ió n  de acuerdo con l a  invención  c o n s is te  esen 
cialm ente  en cruces s is te m á tic o s  de hap lo id es s a lid a s  de ce­
pas de saccharomyces c e re v is ia e  rá p id a s  adaptadas a l a  malto 
sa  y de hap lo ides s a lid a s  de cepas muy le n ta s ,  no adaptadas 
a l a s  p a s ta s  azucaradas y a  veces también a la s  p a s ta s  á c i -  
das, que pertenecen  a l  género Saccharomyces, y particu la rm en  
te  a  l a  e sp ec ie  saccharomyces c e r e v i s i a e . -------------- ------------

Como se ha indicado más a r r ib a ,  e s ta s  cepas de l e ­
vaduras, de p anadería  Saccharomyces c e re v is ia e  rá p id a s , ada¿ 
tad as  a l a  m altosa , son b ien  conocidas y son generalm ente la s  
que s irv e n  actualm ente para  l a  fa b ric a c ió n  de l a s  levaduras 
f re sc a s  com ercializadas en e l mundo. Dichas cepas son por 
ejemplo d e s c r i ta s  en ls s p a te n te s  b r i tá n ic a s  868 6 21 (cepa 
ATCC 13  601), 8 6 8 .6 3 3  (cepa ATCC 13 602), 989.247 (cepas 
CBS Ng 740 y Ng 1777), e tc .  E sta  l i s t a  de p a te n te s  y de ce­
pas p resen tad as  en lo s  cen tro s  de co lecc ión  como l a  ATCC

25.
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(American Type C ulture  C o lle c tio n ) , l a  CBS (C entraalbureau  
voor Schimmel C u ltu res de Baam) o l a  NCYC (N ational 
C o llec tio n  o f Y east C ultu res) no es n i  l im i ta t iv a ,  n i  compije 
t a .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Unas cepas le n ta s  de l a  in d u s t r ia  de levadu ras 
Saccharomyces c e re v is ia e , o tra s  cepas de Saccharomyces con 
c a rá c te r  osm ófilo , como por ejemplo unas cepas de Saccharo 
myces ro u x ii  e s tán  d isp o n ib le s  en lo s  p r in c ip a le s  cen tro s de 
co lección  como l a  ATCC, l a  CBS o l a  NCYC. ---------------------------

Se ha ha llado  que c ie r ta s  cepas le n ta s  de l a  indus 
t r i a  de lev ad u ra s , antiguam ente u t i l i z a d a s  en Europa, y c ie r  
ta s  cepas de d e s t i l e r í a ,  como por ejemplo e l  a is la d o  que es­
tá  depositado en l a  NCYC bajo  e l  ns R 30 y que se describe  
en l a  p a te n te  fra n c esa  no. 75 20943, eran unos m a te r ia le s  ex 
tremadamente in te re s a n te s  p ara  e s te  tra b a jo  de c ruce . --------

La reproducción por esporas de l a s  cepas de p a r t i ­
da, l a  obtención de lo s  hap lo ides y l a  conjugación de e s to s  
hap lo ides se efec túan  según la s  té c n ic a s  d e s c r i ta s  en e l ca 
p i tu lo  7 "S p o ru la tio n  and H y b rid iza tio n  o f Y easts" e s c r i to  
por R.R. FOWELL del l ib r o  "The Y easts" , volumen 1 , ed itado  
por Anthony H. ROSE y J .S .  HARRISON, 1969, Academic P re ss , 
London and New York. La tá c n ic a  de h ib rid a c ió n  considerada 
e n tre  hap lo ides de Saccharomyces c e re v is ia e  ha sido  l a  té c n i 
ca del m ass-m ating. La m icrom anipulación puede s e r  e l  método
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5.

a p r e f e r i r  p a ra  cruces donde in te rv ie n e n  hap lo id es de o tro s  
Saccharomyces d i s t in to s  del Saccharomyces c e re v is ia e . ----  -

Se ob tienen  a s i  unas cepas que responden a lo s  cri^ 
te r io s  considerados en lo s  prim er y te r c e r  t e s t s  a s i  como a 
lo s  c r i t e r i o s  considerados en uno o v a r io s  de lo s  o tro s  t r e s  
t e s t s .  -  -  -  ------- --------- ------------ ------------ ------- --------- --------- --- -

10.

Se ha v e r if ic a d o  que l a  gran m ayoría de la s  le v a ­
duras ob ten idas a  p a r t i r  de l a s  cepas se lecc io n ad as  con l a  
ayuda de l conjunto de t e s t s  del procedim iento de acuerdo con 
l a  invención te n ía n  en lo s  d ife re n te s  estados de c u lt iv o  su 
ces iv o s , a sab e r en lo s  estados de c u ltiv o  3 l i t r o s ,  después 
de c u lt iv o  en term entador p i lo to ,  l a s  propiedades fe rm en ta ti 
vas enunciadas, siendo e s ta s  propiedades medidas con l a  ayu 
da de lo s  t e s t  A (re a liz a d o s  con l a  ayuda d e l fermentómetro

15. de BURROWS y HARRISON) y de lo s  t e s t s  3 (re a liz a d o s  con l a  
ayuda del zim otaquígrafo CHOPIN) que se describen  más ade- 
l a n te .  - ------- --- ----------------------- —  --------- ------------------- -  -

20.

25.

Siempre en e l  mencionado proced im ien to , l a  muta- . 
ción de acuerdo con l a  invención y que co n stitu y e  una v ia  
to ta lm en te  nueva para  l a  obtención de cepas in d u s t r ia le s  de 
lev ad u ras de p a n if ic a c ió n , v ia  que ha sido p o s ib le  abordar 
g ra c ia s  a l conjunto de t e s t s  del mismo proced im ien to , consis 
te  esencialm ente  en una m utagénesis e fec tuada  sobre h a p lo i-  
de o sobre d ip lo id e  y que u t i l i z a  unos agen tes mutágenos ta  
le s  como e l e tilm etano  su lfo n a to  y l a  N -m e til,N -n itro , N-ni25.
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tro soguan id ina  o NTG, pudiendo lo s  hap lo ides ob ten idos a l  
f in a l  del tra tam ien to  mutágeno s e r  entonces u t i l i z a d o s  como 
m a te r ia l de cruce en lo s  tra b a jo s  de h ib rid a c ió n .-* .- ' -  -  -  -

P referen tem ente, se re c u rre  a una m utagénesis a 
l a  NTG provocando un p o rcen ta je  de su p erv iv en cia  comprendido 
e n tre  2% y 80% . -------------------------------------------------------- ------------

Los p o rc en ta je s  de su perv iven cia  e leg id o s deben 
se r  más elevados cuando se t r a b a ja  sobre hap lo id es que cuan­
do se t r a b a ja  sobre d ip lo id e s  de t a l  manera que e s te s  h a p lo i­
des conservan su a c t i tu d  p ara  con jugarse . Los p o rc eu ta je s  de 
su perv iven cia  e leg idos generalm ente para  e l tra b a jo  sobre 
hap lo ides han sido  comprendidos e n tre  40% y 80%. --------------

Se ha h a llad o  que lo s  m utantes d ip lo id e s  in te re sa n  
te s  obten idos por m utagénesis a l a  NTG permanecían c a s i siem 
pre e s ta b le s . -------------------------------------------------------------------------

Se ha h a llad o  también que e ra  p o s ib le  ob tener unos 
m utantes in te re s a n te s , a saber: — — — — — — — — — —

-  unos m utantes hap lo ides o d ip lo id e s  adaptados a 
l a  m altosa u t i l iz a n d o  como m a te r ia le s  de p a r t id a  unas cepas 
d ip lo id e s  le n ta s  con a l to  rendim iento  en p a s ta s  azucaradas 
o, p referen tem en te , también de a l to  rendim iento  en p a s ta s  
ac id as , o unos hap lo ides ob ten idos a p a r t i r  de e s ta s  cepas,
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-  unos m utantes hap lo ides o d ip lo id e s  que tien en
un contenido en in v e r ta sa  dism inuido, una r e s i s t e n c ia  m ejora 
da a l a  ac idez  a c é t ic a  y /o  un tiempo de l a te n c ia  bajo  u t i l i ­
zando como m a te r ia le s  de p a r t id a  unas cepas d ip lo id e s  r á p i  
das adaptadas a l a  m altosa o unos hap lo ides ob ten idos a par 
t i r  de e s ta s  c e p a s . ---- ------ --------------- --------- ----------------------

Siendo a s i ,  l a s  nuevas cepas rá p id a s  y adaptadas 
a l a  m altosa , ob ten idas por re a liz a c ió n  del procedim iento de 
acuerdo con l a  invención , pueden e s ta r  c a ra c te r iz a d a s  porque 
perm iten  l a  p reparación  de lev ad u ras ta n to  f re sc a s  como se­
cas, c a ra c te r iz a d a s  a su vez por e l desprendim iento gaseoso 
que dan en e l marco de un c ie r to  número de t e s t s  designados 
por l a s  r e fe re n c ia s  A (A.,, A '.,, Ag, A 'g. Ay A 'y  Ay A 'y  
Ay A '5 ) re a liz a d o s  con l a  ayuda d e l ferm entóm etro de 
BURROWS y HARRISON y por la s  re fe re n c ia s  B (B y  B 'y  y B '^) 
re a liz a d o s  con l a  ayuda del z im otaquigrafo CHOPIN y que se­
rán  d e fin id o s  a con tinuac ión . ----  - - - - - - - -  ----  --------

-  Test A  ̂ (levad u ras comprimidas f re sc a s )

-  A 20 g de h a r in a  incubada a 30SC, se ad ic io n a  un 
peso de lev ad u ra  comprimida que corresponde a  160  mg de ma­
t e r i a s  se c a s , siendo e s ta  lev ad u ra  d i lu id a  en 15 mi de agua 
que contienen  27 g de NaCl por l i t r o  y 4 g de S0^ (N H ^ por 
l i t r o ;  se malaxa con l a  ayuda de una e s p á tu la  duran te  40 se ­
gundos, de manera que se obtenga una p a s ta  que se co loca  a l
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baño m aria regulado a 3030; tre c e  m inutos después del princi^ 
pió del malaxado, e l r e c ip ie n te  que contiene l a  p a s ta  es ce­
rrado  herm éticam ente; l a  can tidad  to t a l  de gas producido es 
medida después de 60 y después de 120 m inutos; e s ta  c a n t i­
dad e s tá  expresada en mi a 30SC y bajo  760  mm de Hg. -  -  -  -

-  Test A '  ̂ (levaduras secas)

-  Id én tico  a l  ensayo A.¡ pero , previam ente a l  mala 
xado, se r e h id r a ta  l a  lev ad u ra  seca  en agua d e s ti la d a , a
38aC; se u t i l i z a  a e s te  e fec to  40% del volumen de agua de h i 
d ra tac id n  u t i l i z a d o ;  e l  complemento de agua adicionado con 
405 mg de NaCl, es adicionado a l  f in a l  de lo s  15 minutos de
re h id ra ta c ió n . - -  -  —  - ------------- --------- ------ --------- ------ ---

 ̂ '

" Test A2 (levad u ras comprimidas fre sc a s )

-  Ensayo id é n tic o  a l  ensayo A^ pero se ad ic ionan
a l a  h a r in a  100 mg de sacarosa ; l a  can tidad  t o t a l  de gas pro 
ducido es medida después de 60 m inutos. - - - - - - - - - -

** Test A 'n (levaduras secas)

-  Ensayo id é n tic o  a l  ensayo A'^ pero se ad ic ionan  
a l a  h a r in a  100 mg de sacaro sa ; l a  can tidad  to t a l  de gas pro 
ducido es medida después de 60 m inutos. - - - - - - - - - -
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-  Test Ai (levad u ras comprimidas fre sc a s )

-  Ensayo id é n tic o  a l  ensayo A^, pero se  ad icionan
a  l a  h a rin a  2 g de sacaro sa ; l a  can tidad  t o t a l  de gas produ 
c id a  es medida después de 60 m inutos. -  -  - ------------------------

-  T est A'T (levad u ras secas)

-  Ensayo id é n tic o  a l  ensayo A ' p e r o  se ad ic ionan
a l a  h a r in a  2 g de sacaro sa ; l a  can tidad  to t a l  de gas produ­
cido es medida después de 60 m inutos, r -  ---------------------------

-  Test A/ (levad u ras comprimidas f re sc a s )

-  Ensayo id é n tic o  a l  ensayo A^, pero se ad icionan
a l a  h a r in a  5 .5  g de sacaro sa ; l a  can tid ad  to t a l  de gas pro 
ducido es medida después de 60 m inutos. ----  - - - - - - - -

-  T est A'^ (levad u ras secas)

-  Ensayo id é n tic o  a l  ensayo A '^, pero se ad icionan  
a l a  h a r in a  5 ,5  g de sacaro sa ; l a  can tidad  t o t a l  de gas pro 
ducido es medida después de 60 m inutos. -

* Test A ^y  A' 5

-  Ensayos id é n tic o s  respec tivam en te  a  lo s  ensayos 
Â  y A '^ , con l a  d ife re n c ia  de que se ad ic io n a  a  l a  suspen­
s ió n  de lev ad u ra , ju s to  a n te s  de l a  ad ic ió n  de é s ta  a  l a  ha
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r in a ,  una can tidad  de 0,15 mi de una mezcla c o n s t itu id a  por 
15 g de ácido a cé tico  y 80 g de ácido la ó t ic o ,  su b s titu y e n ­
do e s to s  0,15 mi a 0,15 mi de agua de d ilu c ió n . -  r  -  -  -  -

* Test 3  ̂ (levad uras comprimidas f re sc a s  y levadu ras secas 
in s ta n tá n e a s  oue no tien en  necesidad  de una re h id ra ta c ió n  
p rev ia )

-  A 250 g de h a rin a , se ad ic io n a  un peso de levadu
ra  comprimida o de levadu ra  seca in s ta n tá n e a  aue corresponde 
a 1 , 6  g de m ateria s  secas de lev ad u ra , y 150  mi de agua sa la  
da (50 g de s a l /1 ,5  1  de agua); se amasa 6 m inutos; l a  tempe 
r a tu r a  de l a  p a s ta  debe s e r  de 27°C a l  f in a l  del amasado; se 
coloca l a  p a s ta  en e l apara to  y 6 m inutos, exactam ente medi­
dos,' después del' f in a l  del amasado, se pone a p re s ió n  l a  cá 
mara a tem peratura  constan te  de 27^0; se mide e l  desprendi­
miento to t a l  re g is tra d o  sobre g rá f ic o , en mi, después de 1 

hora  y 3 h o r a s . ------------------------------------------- --------------------------

"  Test B '^ (levaduras secas que deben se r  re h id ra ta d a s )

-  Ensayo id é n tic o  a l  ensayo B^, pero previam ente 
a l  amasado l a  lev ad u ra  seca  es re h id ra ta d a  en agua d e s t i l a ­
da a 3S3C (50 mi) durante 15 m inutos; e l complemento de agua 
y de s a l  se ad ic io n a  a l  f in a l  de lo s  15 m inutos de r e h id ra ta
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-  Test B'^

** Ensayo id é n tic o  a l  ensayo B '^ , con l a  d i fe re n c ia  
de que se ad ic ionan  a l a  suspensión de levadu ra  ob ten ida  des 
pués de d ilu c ió n  de l a  lev ad u ra  f re s c a  o después de re h id ra  
ta c ió n  de l a  lev ad u ra  seca , ju s to  an tes  del amasado, una 
can tidad  de 2 mi de una m ezcla c o n s t i tu id a  por 15 g de á c i­
do a c é tic o  y 80 g de ácido l á c t ic o ,  substituyendo  es*cos 2 

mi a 2 mi de agua de d i l u c i ó n . ___________ __________ ____-

Las nuevas cepas ob ten idas pueden por ta n to  e s ta r  
c a ra c te r iz a d a s  por l a s  lev ad u ras com erciales que perm iten 
p ro d u c ir y que se rán  d e fin id a s  a con tinuac ión . - - - - - -

1. Cepas que dan levadu ras f re sc a s  de a l to  re n d i­
miento en p a s ta s  azucaradas y c a ra c te r iz a d a s  por e l hecho 
de que dan lu g a r  a : ---- ---------------------------------------------

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e r io r  a 
1 1 2  y , p re fe ren tem en te , a  115 mi de COg en e l  t e s t  en 2 

h o ras, un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 1.500 * 
mi de CO2 en e l  t e s t  en 3 horas y , p referen tem en te , ig u a l 
o su p e rio r  a 135 mi de COg en e l t e s t  A., y a 1.700 mi de COg 
en e l t e s t  B^,

un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 
53, p referen tem ente  a 55 mi de CÔ  en 1 ho ra  en e l t e s t  A  ̂
y , más p referen tem ente  aún, ig u a l o su p e rio r  a 60 mi en e s te
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t e s t  en 1 ho ra , ---------------------------------------------------------------------

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 50
mi de COg en 1 ho ra  en e l  t e s t  Â  y , preferentem ente,, ig u a l 
o su p e rio r  a  55 mi en e l t e s t  A  ̂ en 1 ho ra , ------------------------

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e r io r  a
25 mi de COg en e l t e s t  A  ̂ y , p referen tem en te , ig u a l o supe­
r i o r  a 30 mi de COg en e l t e s t  A  ̂ en 1 hora  y, más p re fe ren ­
temente aún, ig u a l o su p e rio r  a 35 mi de COg, - - - - - - -

siendo la s  lev ad u ras que alcanzan lo s  v a lo re s  p re fe re n te s  pa 
r a  dos de lo s  mencionados t e s t s  o a rticu la rm en te  p r e fe r id a s .-

2. Cepas que dan levadu ras secas de a l to  rendim ien 
to en p a s ta s  azucaradas y c a ra c te r iz a d a s  porque dan lu g a r  a:

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
98, p referen tem ente  100 mi de COg en e l t e s t  A'^ en 2 h o ras, 
su p e rio r  o igual a 1.350 mi de COg en e l t e s t  en 3 horas 
y , p referen tem en te , ig u a l o su p e rio r  a 115 mi de COg en e l - 
t e s t  A'., y a 1.500 mi de COg en e l t e s t  en 3 h o r a s . _____

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 46, 
preferentem ente a 48 mi de COg en e l t e s t  A'g en 1 hora  y , 
p referen tem ente , ig u a l o su p e rio r  a 52 mi en e l t e s t  A 'g,

— un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e r io r  a 44



mi de COg en e l t e s t  A '^ y , p re fe ren tem en te , ig u a l o su p e rio r 
a 47 mi de COg en e l t e s t  A' y ---- ------------------- ----------------------

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
21 mi de COg en e l  t e s t  A '^ y , p re fe ren tem en te , ig u a l o su­
p e r io r  a 26 mi de C O g . ---- ---------------------------- -------------------------

3. Cepas que dan levadu ras f re sc a s  de a l to  re n d i­
miento en p a s ta s  ác idas y c a ra c te r iz a d a s  porque dan lu g a r  a:

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
115 mi de COg en e l t e s t  Â  en 2 horas e ig u a l o su p e rio r  a 
1.500 mi de COg en e l t e s t  B̂  en 3 ho ras y , p referen tem en te , 
ig u a l o su p e rio r  a  135 mi de COg en e l t e s t  Â  y a 1.700 mi 
de COg en e l t e s t  B ^ , ------------------------------------------------- ------

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 40
mi de COg en e l t e s t  Â  en 1 ho ra  y , p referen tem en te , ig u a l 
o su p e rio r  a 45 mi de COg en e s te  t e s t  A5 en 1 hora , un des 
prendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 900 mi de COg en e l 
t e s t  B '^ en 3 horas y , p referen tem en te , ig u a l o su p e rio r  a 
1.000 m l.de COg en e s te  t e s t  B '^ en 3 h o r a s . ----------------- ---

4. Cepas que dan unas levadu ras secas de a l to  ren  
dim iento en p a s ta s  ác idas y c a ra c te r iz a d a s  porque dqn lu g a r
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-  un desprendim iento gaseoso ig ua l o su p e rio r  a
100 mi de COg en e l t e s t  A'^ en 2 h o ra s , su p e rio r  a 1.350 mi 
de COg en e l t e s t  en 3 horas y , p re fe ren tem en te , ig u a l o 
su p e rio r  a 115 mi de COg en e l  t e s t  A'^ y a 1 .5 0 0  mi de e l 
t e s t  B.j en 3 h o r a s , ---- --------- ------------------------------------------------

-  un desprendim iento gaseoso su p e rio r  o ig u a l a 32

mi de COg en e l t e s t  A't¡ en 1 ho ra  y , p re fe ren tem en te , ig u a l 
o su p e rio r  a 33 mi de COg en e l  t e s t  A '^; un desprendim iento 
gaseoso ig u a l o su p e rio r  a  750 mi de COg en e l t e s t  B '^  en 3 
horas y , p referen tem ente , ig u a l o su p e rio r  a 820 mi de COg 
en e l  t e s t  B 'y  ------- --------- --- -  -  ------- ------ ------------ --------- ---

5. Cepas que dan unas levaduras f re s c a s , por una 
p a r te ,  y unas levadu ras secas , por o t r a  p a r te ,  de a l to  ren  
dim iento en p a s ta s  azucaradas y en p a s ta s  ác id as  y c a ra c te  
r iz a d a s  porque: ---------------------------------------------------------------------

-  l a s  prim eras dan lu g a r  sim ultáneam ente a lo s  dee¡
prendim ientos presen tados po r l a s  mencionadas levadu ras f re s  
cas de a l to  rendim iento en p a s ta s  azucaradas y por l a s  men­
cionadas lev ad u ras f re sc a s  de a l to  rendim iento en p a s ta s  ác i 
das y , ----------------------------------------------------------------------------------

-  l a s  segundas dan lu g a r  sim ultáneam ente a  lo s  
desprendim ientos p resen tados por la s  mencionadas levaduras 
secas de a l to  rendim iento en p a s ta s  azucaradas y por l a s  
mencionadas levadu ras secas de a l to  rendim iento en p a s ta s
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á c id a s .

En lo  que precede, se designa en g en e ra l por le v a  
duras f re sc a s  la s  que tie n e n  un contenido en m ate ria s  secas 
de aproximadamente 28 a  35% y por levadu ras secas l a s  que 
tie n e n  un contenido en m a te ria  seca  su p e rio r  a l  92%. -----------

El contenido en n itró g en o  de e s ta s  lev ad u ra s  ha s i  
do generalm ente eleg ido  en e l i n t e r i o r  de l a s  h o rq u il la s  s i  
g u ien te s : ---------- ----------------------------------- --- -  ------- ------ ---------

-  de aproximadamente 7 ,5  a aproximadamente 8 ,5  p a ­
r a  l a s  lev ad u ras  comprimidas f re s c a s , --------------------- -------- -

-  de aproximadamente 7 ,2  a aproximadamente 8 . 2 pa
r a  la s  lev ad u ras  se c a s . -  ------------- --------- ------------------- ------

Una vez que se dispone de l a  cepa buscada, se pue 
de p re p a ra r  l a  lev ad u ra  comprimida f re s c a  co rrespond ien te  a l 
contenido en m a te ria s  secas próximo a  28 a  35% recu rrien d o  a  
un esquema de propagación c lá s ic a ,  apropiado p a ra  p ropo rc io ­
n a r  unas lev ad u ra s  secas e s ta b le s  en conservación y e s ta b le s  
al' secado. E stas  levadu ras puede, a con tinuación , s e r  seca­
das a aproximadamente 92% de m ate ria s  secas o más con l a  
ayuda de un procedim iento de secado p a rticu la rm en te  cuidado
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P referen tem ente, se conducirá e l c u lt iv o  de l a  le  
vadura de manera que se obtenga una lev ad u ra  f re s c a  con 28-  
35% de m aterias  secas que tengan la s  c a r a c te r í s t ic a s  s ig u ie n  
t e s : ------------------------------ ------------------- ------ ------------------------- ---

5. can tidad  de grumos in f e r io r  a 5% y , preferentem en­
te ,  in f e r io r  a 1% , -------------------------------------------------

10.

15.

-  descenso crio scóp ico  del agua ex te rn a  de l a  levadu 
r a  in f e r io r  a 0 ,53C, y , p referen tem en te , in f e r io r  
a 0,3SC. /Se se ñ a la  que, p a ra  m edir e l descenso 
c rio scóp ico  del agua ex te rn a  de una lev ad u ra  pren­
sada con 30-35% de m ateria s  secas , se r e a l i z a  una 
crema con 100 g de l a  lev ad u ra  prensada y 30 g de 
agua perfectam ente desm ineralizada , se c e n tr ifu g a  
e s ta  crema y se mide e l descenso c rio scó p ico  del 
sobrenadante ob ten ido, por ejemplo con l a  ayuda de 
un crióscopo de tip o  BBCKMAN (PROLABO ns 0329 C00). 
El descenso del punto de congelación medido es pro 
p o rc io n al a l a  can tidad  de m oléculas-gram o de cubs 
t a n d a s  d is u e lta s  en e l agua e x t e r n a ? * --------------

20.

25*

Si se desean obtener unas lev ad u ras muy rá p id a s , 
se e le g irá n  unos contenidos en n itró g en o  b a s ta n te  elevados 
8-8,5% de n itrógeno  sobre m ateria s  secas , in c lu so  un poco 
más. Si se desean obtener unas lev ad u ras que tengan unas ca 
r a c t e r í s t i c a s  más p a r t ic u la r e s ,  por ejemplo l a  e s ta b il id a d  
a l  secado, se busca sobre todo r e s p e ta r  l a s  c a r a c te r í s t ic a s
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s ig u ie n te s :

-  contenido en p ro te ín a s  co rrespond ien te  a l óptimo 
de l a  cepa c u ltiv a d a  teniendo en cuen ta  l a s  carac 
t e r í s t i c a s  deseadas; e s te  contenido v a r ia  según la s  
cepas y la s  c a r a c te r ís t ic a s  deseadas para  l a  le v a ­
dura pero , p a ra  la s  cepas re la tiv am en te  rá p id a s , es 
de l orden de 7,5%-8% de n itró g en o  sobre m ate ria s  
secas e in c lu so  menos; pudiendo d e f in ir s e  e l  ó p t i­
mo de l contenido en n itró g en o  p a ra  l a  e s ta b i l id a d  
a l  secado como e l v a lo r  por encima del cual c u a l-  

aumento de e s te  contenido no da más que una 
l i g e r a  ganancia de a c tiv id a d , pero , después de se 
cado, una p e rd ida  su p lem en taria  de a c tiv id a d  igual 
o su p e rio r  a e s ta  ganancia. Este óptimo depende mu 
cho de l a  cepa, de l a s  condiciones de c u lt iv o , del 
t e s t  de re fe re n c ia  (con azúcar, s in  a z ú c a r) . No 
puede s e r  determinado más que experimentalmeni:e ca 
so po r caso. Es ev iden te  p a ra  e l técn ico  que todos 
lo s  v a lo re s  de n itró g en o  sobre  m a te ria s  secas da- 

a con tinuación  no son más que in d ic a tiv o s : — —

tre a lo s a
N

2 0 . dos
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P referen tem ente, se cu idará  p a rtic u la rm e n te  de 
a p o rta r  a l  medio de c u ltiv o  lo s  fa c to re s  de crecim ien to  de 
lo s  que cada cepa tenga necesidad: b io tin a , v itam inas del 
grupo 3, e tc .  ------------------------------------------------------------------------

A l a  lev ad u ra  d estin ad a  a l secado, se ad ic io n a  pre 
ferentem ente una f in a  emulsión c o n s t i tu id a  por un emulsionan 
te  apropiado, como por ejemplo lo s  e s te re s  de s o rb i to l ,  lo s  
e s te re s  de p o l ig l ic e r o l  a razón de 1 , 5  a 2% de m ateria s  secas 
de lev ad u ra  y eventualm ente de un agente e sp esan te . ----  ----

La lev ad u ra  d es tin ad a  a l secado, con 30-35% de ma 
t e r i a s  secas , es e x tru id a  a tra v é s  de una r e j a  de anchura de 
m alla  0 ,5  a 3 nm y , p referen tem en te , 0 ,5  a 1 mm. -----------------

La misma es a continuación  secada a aproximadamen­
te  92% de m ateria s  secas o más, p referen tem ente con un conte 
nido en m aterias secas comprendido e n tre  94 y 9 7%, por un se 
cado p a rticu la rm en te  cuidadoso. Puede t r a ta r s e  de un secado 
neumático ráp id o , de un secado por lecho f lu id iz a d o  o de una 
combinación de e s to s  dos modos de secado. P referen tem en te , ' 
e l  secado se conducirá de manera que l a  tem peratu ra  de l a  l e  
vadura no sobrepase de 30SC a l  p r in c ip io  de l secado y 40SC 
a l  f in a l  del secado. ------- --- — ----------- -  -  -  — ---- ---------

P ara  p e rm itir  comprender mejor l a  invención , se  des 
c rib e  a con tinuación , con l a  ayuda de algunos ejem plos, l a  
obtención de algunas cepas de acuerdo con l a  invención , l a
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p rep arac ió n  de levaduras f re s c a s  y secas a p a r t i r  de e s ta s  
cepas y la s  propiedades de la s  lev ad u ras f re sc a s  y secas 
a s i  o b ten id as . -  ------- --------- ------ --------- ------ - ______ ______

EJEMPLO 1

Se hacen rep ro d u c ir  por esporas dos cepas rá p id a s , 
adaptadas a l a  m altosa , e s ta b le s  a l  secado, depositadas por 
e l s o l ic i t a n te  en l a  N.C.Y.C. bajo lo s  números N.C.Y.C. 875 
y N.C.Y.C. 876. ---------------------------------------------------------------------

Se hacen rep ro d u c ir  por esporas dos cepas le n ta s ,  
muy osm o to le ran tes , es d e c ir  de muy a l to  rendim iento  en pas­
ta s  azucaradas, depositadas por e l s o l i c i t a n te  en l a  N.C-Y.C. 
b a jo - lo s  n ° s . R 30 -y N.C.Y.C.877. r _____ '___________________

Se a ís la n  para  cada grupo de cepas 10 hap lo ides de 
m ating tip o  a y 10 hap lo ides de m ating tip o  a l f a .  Se conjugan 
a con tinuación  por mass-mating cada hap lo ide  de un grupo con 
todos lo s  hap lo id es de m ating tip o  opuesto de l o tro  grupo. Se 
ob tienen  a s i  196 h í b r i d o s . _____________ ___________________

Se ensayan e s to s  196 h íb rid o s  con e l  prim ero, e l  se 
gundo, e l t e r c e r  t e s t s  de sc reen in g  y e l cuarto  t e s t  de 
s c r e e n i n g . ---- --- —  -  —  - ___________ __ _ ________________

Las curvas de crecim ien to  de l prim ero y segundo 
t e s t s  se r e a l iz a n  en unos m atraces ó p tic o s , m atraces p ro v is -
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to s  de un tubo calib rad o  que perm ite una l e c tu r a  en e l colo­
rím etro  s in  ex tracc ió n  de l medio. El medio de cultuvo YE? e,s 
tá  compuesto de e x tra c to  de lev ad u ra  1%, de peptona 2% y de 
sacarosa  2% y es inseminado con 0 , 3  a 0 , 5  mi de un p r e c u l t i -  

5 . vo ag itado  de l h íb rid o  a ensayar en medio líq u id o  a l  1% de
azúcar. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

El segundo t e s t  se p ra c t ic a  adicionando a l  medio 
de c u ltiv o  del prim er t e s t  ácido a cé tico  g la c ia l  a razón de 
0,13 mi y 0 ,14 mi, o sea  0,433% y 0,466%. -  -  -  -  ----  ----  -

10. El te rc e ro  y e l  cuarto  t e s t s  se p ra c tic a n  sobre le
vadura recog ida  por cen trifu g a c ió n  o f i l t r a c ió n  a l  f i n a l  de l 
c u ltiv o  p rac ticad o  en e l marco del prim er t e s t .  La levadu ra  
recog ida  es lavada  p ara  e lim in a r l a  can tidad  de azúcar del 
medio de c u lt iv o , azúcar que p o d ría  f a l s e a r  lo s  re su lta d o s  

15. del te r c e r  t e s t .  — -------------- ------ --- -  -  -  — ---- ---— ------

El te r c e r  t e s t  se p r a c t ic a  en medio tampón fo s fa to  
0,01 m, pH 6 ,5 , comprendiendo l a  mezcla de reacc ió n : -------

L e v a d u ra ........................  20 a 25 mg de m aterias  secas
g l u c o s a ..........................  4 mg

2 0 . m a l to s a ..........................  2 mg

La reacc ió n  se r e a l i z a  a 30SC durante 1 ho ra , y es parada 
por brusco enfriam iento  y c en trifu g a c ió n  en f r í o .  La d o s if i  
cación de l azúcar sobrenadante se r e a l i z a  por e l  método colo
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r im é tr ic o  con l a  a n t r o n a . ---- --------- ---------------------------------  -

El cuarto  t e s t  se  p r a c t ic a  sobre 0 ,1  a 0 ,4  mg de 
m ateria s  secas de lev ad u ra  que son pu estas  en p re se n c ia  de 
sacaro sa  con concen tración  f in a l  0 , 1  molar en un tubo de en 
sayo en medio tamponado a l  tampón a c e ta to  con pH 4 , 7 , colo­
cado en un ba&o m aría a  30-C. Al cabo de 5 m inutos, l a  reac  
ción de in v e rs ió n  de l a  saca ro sa  es bloqueada por ad ic ión  
del re a c tiv o  a l  d in i t r o s a l i c i l a to  de sodio que s irv e  para  do 
s i f i c a r  lo s  azúcares red u c to res  formados por reacc ió n  co lo - 
r i m é t r i c a . _____________ ________________ ____________ ______

Se determ ina, en e l  marco del prim er t e s t  de 
sc reen in g , e l c o e f i c i e n t e i n c r e m e n t o  de pob lación  co r un í 
dad de tiempo y por unidad de masa de pob lación  p a ra  unas ce 
p&s rá p id a s  de lev ad u ra  del comercio o l a s  cepas de o a r t id a ,  
siendo e l  v a lo r  te s t ig o  h a llad o  designado por^u^.. -  -  -  -  -

En e l  marco delprim er t e s t ,  se elim inan todos lo s  ' 
h íb rid o s  p a ra  lo s  cu a les : ------- ------------------- -------------------------

<  0 .9  / i t

En e l  marco de l segundo t e s t ,  se c o n s ta ta  que todas 
l a s  cepas rá p id a s , adaptadas a l a  m altosa  empleadas tie n e n  
un: ----

en 0,433 % de ácido a c é t i c o < 0 , 4 û̂ . 
/A en 0,466 % de ácido a cé tico  < 0 ,2 5  ̂ û .



-  3 4 -

pero que una cepa le n ta  muy osm otolerante  y b a s ta n te  poco 
se n s ib le  a l  ácido a c é tic o , como l a  cepa N.C.Y.C. R 30, t i <3 

ne u n : --------------------------------- --------------------------------------------- --

5.

10.

15.

20.

yu en 0,433 % de ácido acético > - 0 , 6 y un 

û en 0,466 % de ácido acético >0,4 û̂

En e l  marco de e s te  segundo t e s t ,  se co n sid e ra rá  
que deben co nsidera rse  p a ra  examen u l t e r i o r  todas la s  cepas 
que d a n : ------- ------ ------------ --------- --------- ------ -------------------------

yU en 0,433 % de ácido a c é tic o  > 0 , 5 5 y un 
^u en 0 ,466  % de ác id o  a c é t ic o  >  0 ,3 2 û.¡- .

En el.m arco del t e r c e r  t e s t ,  se c o n s ta ta  que la s  
cepas ráp id a s  consideradas como adaptadas a l a  m altosa , ccn 
sumen 60- 80% de l a  m altosa p re se n te , pero que, por e l  con­
t r a r i o ,  una cepa le n ta  como l a  N.C.Y.C. R 30 consume menos 
del 20% de l a  m altosa p re se n te . En e l  marco de e s te  t e s t ,  se 
elim inan todas la s  cepas que consumen menos de 35% de ls. 
m altosa p re sen te  y se re t ie n e n  la s  cepas que consumen más . 
del 60% de l a  m altosa p re se n te . Las cepas que consumen en tre  
35% y 60% de l a  m altosa p resen te  no son consideradas más que 
s i  han sido  consideradas según lo s  c r i t e r i o s  de l segundo t e s t  
o según lo s  c r i t e r i o s  de l cuarto  t e s t .  - -  ------------------------

En e l cuarto  t e s t ,  se consideran todas l a s  cepas 
que t i t u l a n  menos de 35 unidades in v e r ta s a  y , p referen tem en te ,



menos 3e 30 unidades in v e r ta s a  y , más p referen tem ente  aún, 
menos de 20 unidades in v e r ta s a . ----  -  ----  - - - - - - - - -

En e l  marco de l a  se le cc ió n  t a l  como se ha d e sc r i­
to  an te rio rm en te , se consideran  10 h íb rid o s  de lo s  196 obte­
n idos por cruce . -  ---- --------- ------ ---------------------- --------- ------

Es d estacab le  que lo s  h íb rid o s  se leccionados tien en  
l a s  propiedades s ig u ie n te s : — ---- --------- --------- ------------ ------

-  curva de crecim ien to  eq u iv a len te  a lo s  te s t ig o s  en
e l prim er t e s t , ---- ---------------------- ------------------- ------

-  adap tación  a l a  m altosa c a ra c te r iz a d a  por un consu
mo de p o r lo  menos 35% de l a  m altosa  p re sen te  en 
e l  segundo t e s t ,  es d e c ir  por lo  menos 50% de l a  
m altosa  consumida por l a s  cepas ráp id a s  te s t ig o  
adaptadas a l a  m a l t o s a , ---- --------- ------ ---------

-  contenido en in v e r ta s a  in f e r io r  a  35 unidades y, - 
p re fe ren tem en te , in f e r io r  a 30 unidades y , aún más 
p referen tem en te , in f e r io r  a 20 unidades en e l cuar 
to  t e s t ,  o /de p re fe re n c ia  un crecim ien to  en presen 
c ia  de ácido a c é tic o  c a ra c te r iz a d o  por un: — — —

en 0,433 % de ácido a c é t i c o  0 , 5 5 ^u.¡. o /y  un 
^u en 0,466 % de ácido a c é t i c o s  0,32^u.¡. .



es d e c ir  una in h ib ic ió n  menor en p re sen c ia  de á c i­
do a cé tico  que la s  cepas ráp id as  te s t ig o  adaptadas 
a l a  m altosa,

son unas cepas nuevas p ara  l a  producción de lev ad u ra  de pana 
d e r la , no reuniendo ninguna cepa a u to riz a d a  en l a  in d u s tr ia  
de l a  levadu ra  de panadería  e s ta s  t r e s  o cua tro  c a r a c t e r í s t i  
cas . - - - -  ----

Estos 10 h íb rid o s  se lecc ionados son a continuación  
ensayados por medio c l á s i c o s : ---- --------- ------ --------------- --- -

. c u ltiv o  en ferm entadores de 3 l i t r o s  t a le s  como 
lo s  d e sc r i to s  en Y east Technology, J .  WHITE (1954), 

" páginas 103 a 106 donde e l  medio de c u ltiv o  tie n e
un volumen to ta l  de 11 00  mi, e l azúcar es aportado 
en forma de m elaza, e l  a ire e s  f i l t r a d o  en membrana 
de l tip o  M illip o re  a razón de 1 m ^/hora y l a  in se ­
minación se r e a l i z a  por 300 mg de levadura  ob ten i 
da por c u ltiv o  anaerobio en m atraces, -  ----  -  -  -

. c u lt iv o  aéreo y ag itado  en b a te r ía  de ferm entadores 
New Brunswick S c ie n t i f ic  Co. de volumen to t a l  5 l i  
t ro s  y de volumen ú t i l  3 a 3 , 5  l i t r o s ,  después se 
cado de la s  lev ad u ras o b ten idas, -------------------- ---

. o c u ltiv o  en b a te r ía  de ferm entadores p i lo to  de 
volumen ú t i l  80 l i t r o s ,  t a le s  como lo s  d e s c r i to s
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en e l ejemplo 2 de l a  p a ten te  fra n c e sa  n9 75  2 0 9 4 3 , 
después secado . -  -  -  - - -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -

Los c u lt iv o s  en l a  fa se  term entador de 3 l i t r o s  tjL 
po WHITü ponen en ev idenc ia  que 5 de lo s  10 h íb rid o s  s e le c -  

5* cionados p resen tan  unas c a r a c te r í s t ic a s  p a rticu la rm en te  in te
re s a n te s . Se dan en l a  ta b la  I  lo s  re s u lta d o s  ob ten idos en 
l a  misma s e r ie  de experim entos p ara  e s to s  5 h íb r id o s , v a r io s  
h íb rid o s  de lev ad u ra  rá p id a  adaptados a l a  m altosa, tomados 
como te s t ig o s ,  y una cepa le n ta ,  a sab e r l a  N.C.Y.C. R 30 

1 0 . que es p a rticu la rm en te  de a l to  rend im ien to . — — — — — — — —

TABLA I

Cepasu t i l i z a d a s Unidadesin v e r ta sa T est A. 1 hora Test A2 T est A^ Tes i; Â
T estigos (h íb rid o s  de lj? vadura rá p id a  adaptados a l a  m altosa) 45 a 140 57 64 46 8 a 16N.C.Y.C. R 30 25 29 46 56 26H íbrido 1 23 52 61 55 24H íbrido 2 37 58 68 51 17 -H íbrido 3 35 65 72 56 18H íbrido 4 32 56 67 62 21H íbrido 5 29 52 62 60 25 - ;

Después de t e s t s  en b a te r ía s  de term entadores de 
volumen mas im portan te  y después de ensayos en fá b r ic a s , son 
lo s  h íb rid o s  3 y 5 que han sido  considerados y depositados 
en l a  N.C.Y.C. ---------------------------------------------------------------------



-  3 8 -

31 h íb rid o  n 6 3 ha rec ib id o  e l  número N.C.Y.C.
S4 8 , e l h íb rid o  nS 5 ha rec ib id o  e l número N.C.Y.C. 847. ----

Se dan en l a  ta b la  I I  lo s  re su lta d o s  obten idos pa 
ra  esto s dos h íb rid o s  en fá b r ic a  después de c u ltiv o  de ICO 

5* que conducen a recoger aproximadamente 25 toneladas de
lev ad u ra  f re sc a , l le v a d a  de manera que se obtenga: -  -  -  -

. un contenido de n itrógeno  sobre m ate ria s  secas de 
aproximadamente 8%,

. un contenido de sobre m ate ria s  secas de apro
1 0 . ximadamente 2 , 3%,

. un contenido de t r e a lo s a  sobre m ate ria s  secas de 
aproximadamente 13%,

. un po rcen ta je  de grumos del orden de 1%,

. un descenso c rio scóp ico  del agua e x te m a  de l a  le
15. vadura del orden d e O ,3 B C .---- --------------  -

Se dan a t i t u l o  de comparación lo s  re su lta d o s  oh 
ten idos con un h íb rid o  de levadu ra  rá p id a  adaptado a l a  mal 
to sa  y l a  N.C.Y.C. R 30 ( ta b la  I I  en lo  que concierne a la* 
levadu ra  f re s c a  y ta b la  I I I  en lo  que concierne a l a  levadu 

2 0 . r a  s e c a ) . ---- ------------ --- -  ------- --- - ___- - - - - ______ _
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TABLA II

Cepa LEVADURAS FRESCAS
- ....................................

*1 A2 *3 -'4 A5
' 1 S '3

1 h 3 h 1 h 3 h
H íbrido de 1 evadura rá p id a  ada]3 tado a  l a  m altosa

55+80=135 59 49 22 28 350 1700 60 400

NCYC R 10 37+48= 85 52 56 40 33 260 1200 120 650
NCYC 848 60+80=140 64 53 33 53 420 1780 200 1 1 6 O
NCYC 847 55+75=130 63 57 37 50 400 1700 250 1200

TABLA I I I

Cepa LEVADURAS SECAS \  ;

A'^ 1 A' 2 ^*3 A '^ 4 A'5 ^1 3  * 3- * !1 h 3 h 1 h 3 h i
H íbrido de lev ad u ra  rá p id a  adaptado a l a  m altosa

48+70=118 50 41 18 24 300 1500 45.
¡J  

300 í

NCYC R 30 32+43= 75 45 47 32 29,5 230 1050- 90 500-i' NCYC d48 51+63=119 53 45 25 43 350 1550 170 8 3 0 !
NCYC 847 46+6 1 = 1 0 7 53 48 28 38 300 1470 110 .830-,

Las p rin c ip a le s  c a r a c te r ís t ic a s  taxonómicas de la s  

cepas de Saccnaromyces C e re v is ia e  N .C .Y.C . 847 y N .C .Y .C .. 

848 están relacio n ad as en l a  ta b la  V I. -----------------------------



P ara  p robar de ob tener unas cepas de bajo con ten i­
do de in v e r ta sa , se cruzan lo s  hap lo ides de la s  cepas le n ta s  
ob ten idas en e l  marco del ejemplo 1 que han parecido más in ­
te re s a n te s , con unos hap lo ides de cepas ráp id a s  adaptadas a 
l a  m altosa que han su frid o  un tra tam ien to  de mutación des­
tinado  a descender su contenido en in v e r ta s a . -------  ----  ----

El tra tam ien to  mutágeno es conducido de l a  manera 
s ig u ie n te : ---------- ________________________________ _ _ _ _ _

La cepa haplo ide que proviene de un p re cu ltiv o  
fre sco  es p u esta  de nuevo en medio de c u ltiv o  y lle v a d a  a l a  
fase  exponencial de c rec im ien to . La lev ad u ra  es recog ida  es 
té rilm e n te  por cen trifu g a c ió n  y p u esta  de nuevo en suspensión 
en un tampón T ris  de pH 6 ,6 . La concen tración  f in a l  en cé lu - 
l a s  s e ra  de 10 a 10 c é lu la s  por mi. El agente mutágeno n i 
tro soguan id ina  es adicionado con una concen tración  f in a l  dé 
200 a 400 microgramos/ml.

La reacc ió n  se r e a l i z a  a 302C durante  un tiempo de 
15 a 60 m inutos. Al f in a l  de l a  reacc ió n , después de d ilu c ió n  
con una gran can tidad  de agua sa lad a , se c e n tr ifu g a  en f r í o .  
Las c é lu la s  hap lo ides tra ta d a s  son entonces lle v a d a s  a d ilu  
ción conveniente y colocadas en medio gelosado en c a ja  de 
P e t r i .  Se ob tienen , segiin la s  cepas hap lo ides tr a ta d a s ,  unos

P00R
QUAUTY
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p o rc e n ta je s  de su p e rv iv ie n c ia  de 10 a 80%. -  --------------------

Se consideran p a ra  sc reen in g  lo s  hap lo id es t r a t a ­
dos en lo s  tra ta m ien to s  que han dado una su perv iven cia  supe 
r i o r  a l  40%.  ---- ---------------------- --------- ------ — . ------ —

Se emplean como t e s t  de sc reen in g , para  se le c c io ­
n a r e s to s  h ap lo id es , e l  prim er t e s t  y e l  cuarto  t e s t :  con ten í 
do en in v e r ta s a  in f e r io r  a 20 un idades. ----  ------------------------

Se conduce e s te  tra b a jo  h a s ta  l a  obtención de: -  -

-  5 h ap lo id es  m utantes de m ating tip o  a
-  5 hap lo ides m utantes de m ating tipo<^-

que respondan positivam ente  a e s to s  dos Test y p ara  lo s  cua 
l e s  se h a  v e r if ic a d o , por medio del te r c e r  t e s t ,  que conser 
van su c a r a c te r í s t i c a  de adap tación  a l a  m a l t o s a . --------------"

Se cruzan e s to s  h íb rid o s  con: - - -  ----

-  6 hap lo ides sa lid o s  de la s  cepas le n ta s  de ma­
t in g  tip o  a,

-  4 hap lo ides sa lid o s  de la s  cepas le n ta s  de ma­
tin g  tipoc¿ .

Se ob tienen  a s í  50 h íb rid o s  que se ensayan con l a  
ayuda del prim er t e s t ,  del cuarto  t e s t  (contenido en in v e r— 
ta s a  in f e r io r  a 20 unidades) y del t e r c e r . t e s t  como se ha



d es c r i to  en e l  ejemplo 1.

G racias a e s to s  t e s t  de sc reen in g  se se lecc io nan  
7 h íb r id o s . — ------- ---------------------- --------- ------ --------- ---------

Después de c u ltiv o  WHITE, ensayos en ferm entadores 
5. NEW BRUNSWICK y ensayos a e sc a la  in d u s t r i a l ,  se considera  1

h íb rid o . E ste h íb rid o  ha sido depositado en l a  N.C.Y.C. bajo 
e l número N.C.Y.C. 878. Los re su lta d o s  ob ten idos con e s te  
h íb rid o  en ensayos en ferm entadores tip o  WHITE de 3 l i t r o s  
y ensayos in d u s t r ia le s  e s tán  re lac io n ad o s en l a  ta b la  IV. -

TA3LAIV

R esultados levadu ra s  con 32*% de ma te r ia s  se c as .d es­pués de c u ltiv o  tip o  WHITE

r-------- ^
in v er - ta s a

Test A.,
Test Test

*3
Test
^4

—

Test
1 hora T o tal 

2 horas

15 43 53 61 28

R esultados le v a ­duras fre sc a s  después de ensa­yos in d u s t r ia le s
5 42 + 70 = 112 53 6i 44 35

R esultados levadu ra s  secas después de ensayos indus­t r i a l e s

Test A'^ ^ 2 ^ 3 A'4 A '5

37 + 62 = 99 47 48 35 31
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EJEMPLO 1

Se hacen rep ro d u c ir  por esporas l a s  cepas más in te  
re s a n te s  ob ten idas en lo s  ejemplos 1 y 2 .  - - - - - - - - -

Se cruzan lo s  hap lo ides obten idos a p a r t i r  de es­
ta s  nuevas cepas de lev ad u ra  con lo s  h ap lo id es  de más a l to  
rend im ien to , es d e c ir  lo s  que han conducido una o, p re fe ren  
tem ente, v a r ia s  veces a unas cepas se lecc io n ad as . --------------

Se e fec túan  a s í  110 cruces que conducen a 21 h í ­
b rid o s  considerados después de se le cc ió n  según e l  prim er 
t e s t ,  e l cuarto  t e s t  y e l te r c e r  t e s t ,  lo s  t r e s  u t i l iz a d o s  - 
como en e l ejemplo 1.

Después de ensayos, se consideran dos h íb rid o s  en 
d e f in i t iv a  y han sido  depositados en l a  N.C.Y.C. con lo s  nú 
meros N .c.Y .C . 879 y N.C.Y.C. 8 8 o . --------------------------- _ _ _

Los re su lta d o s  ob ten idos con e s to s  h íb rid o s  en en 
sayos en ferm entadores tip o  WHITE de 3 l i t r o s  e s tán  r e la c io  
nacos en l a  ta b la  V s ig u ie n te . Sus c a r a c te r í s t ic a s  taxonómi 
cas están  re lac io n ad as  en l a  ta b la  VI. Los 5 h íb rid o s  ob ten i 
nos en e l marco de e s to s  ejemplos han sido  todos id e n t i f ic a ­
dos como unos Saccharomyces C ere v is iae . ----  -  ___ - -  ___
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TABLA V

R esultados con c u ltiv o  en Termentadores t ip o  WHITE In v e rta sa
Test A. en1 hora Test A2 Test A^ Test Â  j

N.C.Y.C. 879 21 48 58 63 28

N.C.Y.C. 880 16 42 54 64 31

E stas dos cepas N.C.Y.C. 879 y 880 tien en  unas 
propiedades próximas a l a  cepa N.C.Y.C. 878, es d e c ir  que 
son más ráp id as  en todos lo s  t e s t s  que l a  N.C.Y.C. R 30, 
comprendiendo e l t e s t  A  ̂ que corresponde a una p a s ta  muy 

5. a z u c a r a d a . ---- --------- ------------ --------- ------ --------- --------------- --- -

EJEMPLO 4

A todo lo  la rg o  del trabajo  d e sc r i to  en lo s  ejemplos 
1 a 3 ) se han lleg ad o  a reconocer un c ie r to  número de haploj. 
des de a l to  rendim iento en p a r t ic u la r  que conducen a unos h í 

1 0 . b ridos se lecc ionados y reconocidos a con tinuación  como que
tien en  propiedades in te re s a n te s  nuevas. - - - - - - - - - -

5 de e s to s  hap lo ides p a rticu la rm en te  de a l to  ren ­
dimiento han sido  depositados en l a  N.C.Y.C. Estos son lo s  
h ap lo ides: - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

15. -  Ha 1 hap lo ide de m ating tip o  a que ha rec ib id o  e l nc N.C.Y.C. 881

"  Ha 2 " " t ip o  a que ha re c ib id o  e l n° N.C.Y.C. 882

'  H¿ 3 " " tip o  <¿ que ha rec ib id o  e l nS N.C.Y.C. 883
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-  Hot-4 hap lo ide  de m ating tip o  que ha re c ib id o  e l  nh K.C.Y.C. 884

-  5 " " tip o  y que ha re c ib id o  e l  n 2 N.C.Y.C. 885

E stos hap lo ides han sido  obten idos por reproduc­
ción por esporas de cepas de Saccharomyces C ere v is iae . -  -  -

5. Estos hap lo ides c u ltiv a d o s  en ferm entadores t ip o
WHITE han dado lo s  re su lta d o s  s ig u ie n te s : - - - - - - - - -

Contenido de in v e r ta sa
T est Â  

en 1 ho ra
T est A  ̂

en 1 ho ra
Resultado d e l t e s t  A-, .. 
R esultado d e l t e s t  A„

Ha^ 18 41 29 121
Hap 11 29 17 109

85 50 13 75
33 15 89

HH5 13 26 35 139

Los dos prim eros hap lo id es Ha  ̂ (N.C.Y.C. n9 8&1 ) y 
Ha2 (N.C.Y.C. nS 8 8 2 ) son p a rticu la rm en te  d e s ta c ab le s : ----  -

-  puesto  que tie n e n  c a ra c te re s  ráp id o s , es d e c ir
5. de adap tación  a l a  m altosa  y o sm oto leran tes, es d e c ir  de

adap tación  a  lo s  fu e r te s  contenidos de azúcar, - - - - - -

-  puesto  que imponen e l  c a rá c te r  in v e r ta sa  bajo 
después de conjugación, es d e c ir  que dan sistem áticam ente  
unas cepas d ip lo id e s  con in v e r ta s a  b a ja . - - - - - - - - - -

10. Dan re su lta d o s  in te re s a n te s  ta n to  cuando son con
jugados con hap lo id es s a lid o s  de lev ad u ras rá p id a s  como cuan
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do son conjugados con h ap lo iáes  sa lid o s  de levaduras le n ta s .

Los dos hap lo ides (N.C.Y.C. ns 8 8 3) y ^  
(N.C.Y.C. n9 8 8 4) son ejemplos in te re s a n te s  y de a l to  ren d í 
miento de hap lo ides sa lid o s  de levaduras ráp id as  no osmoto— 
le r a n te s .  -  -  —  -

El hap lo ide  1%̂  es un buen ejemplo de un hap lo ide  
que tie n e  unas c a r a c te r ís t ic a s  de muy buena adaptación a la s  
p a s ta s  a z u c a r a d a s . ---- ------ ------ ---------------------- --------- -------------
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Este ú ltim o ejemplo hace aparecer que lo s  t e s t s  
de screen ing  d e s c r i to s  conducen rápidam ente a d e f in i r  unos 
hap lo ides p a rticu la rm en te  de a l to  rend im ien to , que pueden im 
poner c a r a c te r ís t ic a s  buscadas como por ejemplo un bajo con­
ten ido  en in v e r ta sa . ----  - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Estos hap lo ides se lecc io nados, debido a que han 
conducido una o, p referen tem en te , v a r ia s  veces a cepas d ip lo i  
des se lecc io n ad as , rep re sen tan  un m a te ria l gen é tico  de p a r t í  
da p a rticu la rm en te  in te re s a n te .  Los mismos pueden se r  carac 
te r iz a d o s  por lo s  te s t s  c lá s ic o s  según sus propiedades como 
h ap lo id es , y , de una manera aún más in te re s a n te ,  según la s  
propiedades que con fie ren  a lo s  hap lo ides después de cruce .

, A continuación  de lo  cual y cu a lq u ie ra  que sea  e l
modo de re a liz a c ió n  adoptado, se dispone a s í : ----------------- ---

* por una p a r te , de nuevas cepas de lev ad u ras , -  -

— por o t r a  p a r te , de levaduras f re sc a s  y comprimí 
das ob ten idas a p a r t i r  de e s ta s  nuevas cepas y que c o n s titu  
yen unos productos in d u s t r ia le s  nuevos, ---------------------------

e s ta s  nuevas cepas, a s í  como la s  levadu ras f re sc a s  y secas 
qué de e l l a s  se derivan  p resen tan , con re sp ec to  a la s  que
e x is ten  ya, l a s  numerosas v e n ta ja s  expuestas en l a  descrup- 
c ión . - - - - - -  ----
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Desde luego y como r e s u l t a  además de lo  que an te ­
cede, l a  invención no se l im i ta  en modo alguno a  aq u e llo s 
modos de re a liz a c ió n  y de adap tación  que han sido  más espe­
cialm ente p re v is to s  sino  que abarca, por e l c o n tra r io , todas 

5* l a s  v a r i a n t e s . _______ _______________

A lo s  e fe c to s  co n sig u ien tes se declaran  de novedad 
y propiedad p a ra  España, sus t e r r i t o r i o s  y p laz as  de sobera­
n a ,  l a s  re iv in d ic a c io n e s  que siguen . ----------- ------------  --------
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R E I V I N D I C A C I O N E S

1 .-  Método de producción de lev ad u ra  de panadería  
y s im ila re s , c a ra c te riz ad o  por p a r t i r  de una cepa que se 
se lecc io n a  por medio del prim ero y por lo  menos o tro  t e s t  
de screen ing  e leg idos en un conjunto de t e s t  de sc reen in g  
en que no se re c u rre  a ninguna m edición de desprendim iento 
gaseoso, a p a r t i r  de un conjunto de cepas d ip lo id e s  p rep ara  
das previam ente o bien por h ib rid a c ió n  o b ien  por mutación 
de cepas e x is te n te s , estando lo s  t e s t s  de dicho conjunto 
c o n s titu id o s  por: --------------------------------- ' -------------------------------

-  un prim er t e s t  que c o n s is te  en m edir e l coei'ic ien  
te  de m u ltip lic a c ió n  medio de una cepa dada siguiendo l a  va 
r ia c ió n  de l a  densidad ó p tic a  de un medio s tan d ard  insem ina 
do por una suspensión de c é lu la s  ob ten idas a p a r t i r  de e s ta  
c e p a , --------------------------------------------------------------------------------------

-  un segundo t e s t  que c o n s is te  en m edir de l a  mis_ 
ma manera e l c o e f ic ie n te  de m u ltip lic a c ió n  medio de d icha  
cepa en p re sen c ia  de un ácido in h ib id o r  adicionado a l  medio 
s t a n d a r d , --------------------------------------------- ------ ------------------- ---

-  un te r c e r  t e s t  que c o n s is te  en medir l a  adap ta­
ción a l a  m altosa de d icha cepa en p re sen c ia  de g lucosa  por 
determ inación de l a  can tidad  de m altosa  su b s is te n te  en un 
medio stand ard  después de que una can tidad  conocida de g lu ­
cosa ad ic ionada a e s te  medio haya sido  completamente consu-
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mida,

-  un cuarto test que consiste en dosificar el con
tenido de invertasa de dicha cepa, ------------------------ --------

-  un quinto test que consiste en medir el tiempo
5- de latencia de dicha cepa. -  -  -  --------------- --

2 .- Método segiin la  reivindicación 1, caracteriza 
do porque parapreparar levaduras de panadería y similares, 
frescas y estables en la  conservación y al secado, se culti 
va la  cepa seleccionada bajo condiciones tales que: -  -  -

" l a  cantidad de grumos o yemas de esta levadura 
fresca es inferior a 5% y, preferentemente, in­
ferior a l % , ______ _ ________ . ________ ___

-  su contenido en proteínas corresponde al óptimo
de la  cepa seleccionada, - - - - -  ---- - - - -

15' * su composición corresponde a las desigualdades
s ig u ie n te s : ----------------------------------------------

trealosa materias secas >  1 2 %

. 2 ,3 ^ - R — ^  3 , 8?2°5
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5.

-  sien&o e l  descenso crio scóp ico  d e l agua ex te rn a  
de l a  lev ad u ra  in f e r io r  a 0 , 5 ^ 0 . ---- --- -  ------- ---

3 . -  Método Begún l a  re iv in d ic a c ió n  1 ó 2, c a ra c te r i  
zado porque, p a ra  f a b r ic a r  una lev ad u ra  seca y a c t iv a , a l a  
lev ad u ra  preparada se l e  ad ic io n a  un em ulsionante de l grupo 
que comprende e l m onoestearato de s o rb i to l  y e l á s te r  de po- 
l i g l i c e r o l  y porque se seca  l a  lev ad u ra  a s í  t r a ta d a  bajo con 
d ic iones cuidadosas que son la s  de la s  té c n ic a s  de secado en 
f lu id iz a c ió n , de secado neumático o l a  combinación de esto s

10. dos tip o s  de secado. - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

15.

4 .-  Método según l a  re iv in d ic a c ió n  2, c a ra c te r iz a  
do porque l a  cepa se lecc io n ad a  perm ite ob tener una lev ad u ra  
f re s c a , de a l to  rendim iento en p a s ta s  azucaradas y que da: -

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e r io r  a 
112 y , p referen tem en te , a 115 mi de COg en e l  t e s t  A.¡ en 2 
h o ras, un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e r io r  a 1.500 
mi de COg en e l  t e s t  en 3 horas y , p referen tem en te , ig u a l 
o su p e rio r  a 135 mi de COg en e l t e s t  A-¡ y a 1-700 mi de CCg
en e l t e s t  3^, ---------------------------------------------------------------------

20. — un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e r io r  a 
53 preferentem ente a 55 mi de COg en 1 hora  en e l t e s t  Ag 
y , más p referen tem ente , aún, ig u a l o su p e rio r  a 60 mi en es 
te  t e s t  en 1 hora , ----  - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 
50 mi de CO  ̂ en 1 hora  en e l  t e s t  Aj y , p referen tem en te , 
ig u a l o su p e rio r  a 55 mi en e l  t e s t  A-̂  en 1 hora , -  -  -  -  -

- u n  desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 25 
5- mi de COg en e l t e s t  A  ̂ y , p referen tem en te , ig u a l o su p e rio r

a 30 mi de CO2 en e l t e s t  Â  en 1 ho ra  y , más preferentem en­
te  aún, ig u a l o su p e rio r  a 35 mi de COg* ----  - - - - -  ----

5 .-  Método según l a  re iv in d ic a c ió n  3, c a ra c te r iz a ­
do porque l a  cepa se lecc io n ad a  perm ite  ob ten er unas levadu- 

1 0 . r a s  secas de a l to  rendim iento en p a s ta s  azucaradas y que
dan: - ----------------------------- -------------------------------- -------------------

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r a
93, p referen tem en te  a 100 mi de CO2 en e l  t e s t  A'^ en 2 horas, 
su p e rio r  o ig u a l a 1.350 mi de COg en e l t e s t  B̂  en 3 horas 

15. y , p referen tem en te , ig u a l o su p e rio r  a 115 mi de CÔ  en e l
t e s t  A'^ y a 1.500 mi de CO2 en e l  t e s t  en 3 h o ras, -  -  -

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 
46, p referen tem ente  a 48 mi de COg en e l t e s t  A' 2 en 1 hora  
y, p referen tem en te , ig u a l o su p e rio r  a 52 mi en e l t e s t  A ^ "

2 0 * -  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
44 mi de CO2 en e l t e s t  A'^ y , p referen tem en te , ig u a l o supe 
r i o r  a 47 mi de COg en e l t e s t  A ' y -------------------------------------
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-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e r io r  a 21 
mi de COg en e l  t e s t  A '^ y , p referen tem en te , ig u a l o su p e rio r  
a  26 mi de C O g - ------------------------------------ * ------ ------ --------- --

6 .  -  Método según l a  re iv in d ic a c ió n  2, c a ra c te r iz a ­
do porque l a  capa se lecc io nada  perm ite ob tener una levadu ra  
f re sc a  de a l to  rendim iento en p a s ta s  ác id as  y que da: -  ----

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
115 mi de COg en e l  t e s t  Â  en 2 horas e ig u a l o su p e rio r  a 
1.500 mi de COg en e l t e s t  B̂  en 3 horas y , p referen tem en te , 
ig u a l o su p e rio r  a 135 mi de COg en e l  t e s t  Â  y a 1.700 mi 
de COg en e l  t e s t  B^, - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
40 mi de COg en e l  t e s t  Â  en 1 hora  y , p referen tem en te , 
ig u a l o su p e rio r  a 45 mi de CO2 en e s te  t e s t  Â  en 1 hora, 
un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 900 mi de COg 
en e l  t e s t  B '^ en 3 horas y , p referen tem en te , ig u a l o supe­
r i o r  a 1000 mi de COg en e s te  t e s t  B'^ en 3 h o ras. -----------

7 .  -  Método según l a  re iv in d ic a c ió n  3, c a ra c te r iz a ­
dos porque l a  cepa se lecc io n ad a  perm ite  o b ten er unas levadu 
ra s  secas de a l to  rendim iento en p a s ta s  ác idas y que dan: -

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 
100 mi de COg en e l t e s t  A'^ en 2 h o ras, su p e rio r  a 1-350 mi 
de COg en e l t e s t  B̂  en 3 horas y, p re fe ren tem en te , ig u a l o
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su p e rio r  a  115 mi de COg en e l t e s t  A'^ y a 1.500 mi en e l 
t e s t  en 3 h o ra s , ------------------------------------ -------------------------

-  un desprendim iento gaseoso su perio r o ig u a l a  32
mi de CO2 en e l  t e s t  A'^ en 1 ho ra  y , p re fe ren tem en te , ig u a l 
o su p e rio r  a 38 mi de COg en e l  t e s t  A '^; un desprendim iento 
gaseoso ig u a l o su p e r io r  a 750 mi de COg en e l t e s t  B '^ en 3 
horas y , p re fe ren tem en te , ig u a l o su p e rio r  a 820 mi de COg 
en e l t e s t  B ' ^ . ------------------------------ -------------------------------- ------

8 . -  Método según l a  re iv in d ic a c ió n  2, c a ra c te r iz a ­
do porque l a  cepa se lecc io n ad a  perm ite  ob tener levadu ras 
f re s c a s  que p re sen tan  sim ultáneam ente l a s  propiedades s ig u ien  
te s :  ---------- — ------ ------ ---------------------- ------ ---------------------- -

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 
112 y , p re fe ren tem en te , a 115 mi de COg en e l  t e s t  A,¡ en 2 
h o ra s , un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e r io r  a 1.500
mi de COg en e l t e s t  en 3 h o ra s , y , p referen tem en te , ig u a l 
p su p e rio r  a 135 mi de COg en e l  t e s t  Â  y a  1.700 mi de COg 
en e l t e s t  B - j , ---------------------------------------- ---------------------- -- -

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
53 p referen tem en te  a 55 mi de COg en 1 ho ra  en e l t e s t  Ag 
y, más p referen tem ente  aún, ig u a l o su p e rio r  a  60 mi en es­
te  t e s t  en 1 hora , -  -------  - - - - -  -  -  -  - - - - -  - - -

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
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50 mi de COg en 1 hora  en e l t e s t  A  ̂ y , p referen tem en te , 
ig u a l o su p e rio r  a 55  mi en e l t e s t  Aj en 1 hora , —  -------

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
25 mi de COg en e l t e s t  A  ̂ y , p referen tem en te , ig u a l o supe­
r i o r  a 30 mi de COg en e l t e s t  A  ̂ en 1 hora  y , más p re fe ren  
temente aún, ig u a l o su p e rio r  a 35 mi de COg, -  -----------------

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
40 mi de COg en e l  t e s t  Â  en 1 hora  y , p referen tem en te , 
ig u a l o su p e rio r  a 45 mi de COg en e s te  t e s t  Â  en 1 hora , 
un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 900 mi de COg 
en e l t e s t  B '^ en 3 horas y , p referen tem en te , ig u a l o supe­
r i o r  a 1000 mi de COg en e s te  t e s t  B '^ en 3 h o ra s . --------------

9 . -  Método según l a  re iv in d ic a c ió n  3, c a ra c te r iz a  
do porque l a  cepa se lecc io n ad a  perm ite ob ten er unas levadu­
ra s  secas que p resen tan  sim ultáneam ente la s  propiedades s i ­
g u ien te s : --------------------------------------------------------------- ----------------

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 
9 8 , p referen tem ente  a 100 mi de COg en e l t e s t  A'^ en 2 horas 
su p e rio r  o ig u a l a 1-350 mi de COg en e l t e s t  B̂  en 3 horas 
y , p referen tem en te , ig u a l o su p e rio r  a 115 mi de COg en e l 
t e s t  A'.j y a 1.500 mi de COg en e l t e s t  B̂  en 3 h o ra s . -  -

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a
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46, p referen tem ente  a 48 mi de COg en e l t e s t  A'g en 1 hora  
y , p re fe ren tem en te , ig u a l o su p e rio r  a 52 mi en e l t e s t  A '2 .

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e r io r  a 
44 mi de CO2 en e l  t e s t  A '^ y* p re fe ren tem en te , ig u a l o su -

5. p e r io r  a 47 mi de COg en e l  t e s t  A ' y ---------------------------------

-  un desprendim iento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 21
mi de CO2 en e l  t e s t  A '^ y , p referen tem en te , ig u a l o su p e rio r  
a 26 mi de COg, ------- ----------------------------------- -  - _________

-  un desprendim iento gaseoso su p e r io r  o ig u a l a
10. 32 mi de CO2 en e l  t e s t  A'^ en 1 hora , y p referen tem en te ,

ig u a l o su p e rio r  a 38 mi de COg en e l t e s t  A '^ ; un desprendí 
miento gaseoso ig u a l o su p e rio r  a 750 mi de COg en e l  t e s t  
B' 2  en 3 horas y , p referen tem en te , ig u a l o su p e rio r  a 820 mi 
de COg en e l t e s t  B ' y ____________________________ ______ _

1 0 .- Método según l a s  re iv in d ic a c io n e s  1 a  3, carac 
te r iz a d o  porque l a  cepa se lecc io n ad a  u t i l i z a d a  es l a  cepa 
depositada  en l a  N atio nal C o llec tio n  o f Y east C u ltu re  (NCYC) 
bajo e l  número NCYC 8 4 7 . ---- ---------------------- ------------ ------ ------

11 .- Método según la s  re iv in d ic a c io n e s  1 a 3, ca­
ra c te r iz a d o  porque l a  cepa se lecc io nada  u t i l i z a d a  es l a  cepa 
depositada  en l a  N ational C o llec tio n  o f Y east C u ltu res (NCYC) 
bajo e l  número NCYC 8 4 8 . -----------------------------------------------------
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12.- Método según la s  re iv in d ic a c io n e s  1 a 3. ca­
ra c te r iz a d o  porque l a  cepa se lecc io n ad a  u t i l i z a d a  es l a  ce 
pa depositada  en l a  N ational C o llec tio n  o f Y east C u ltu res 
(NCYC) bajo e l número NCYC 878. ---------- -------------------—  —

5. 1 3 .-  Método según la s  re iv in d ic a c io n e s  1 a 3  ̂ cara_c
te r iz a d o  porque l a  cepa se lecc io n ad a  u t i l i z a d a  es l a  cepa dê  
p o s ita d a  en l a  N ational C o llec tio n  o f Y east C u lu tres (NCYC) 
bajo  e l número NCYC 879. -----------------------------------------------------

14. -  Método según la s  re iv in d ic a c io n e s  1 a 3t caran
10. te r iz a d o  porque l a  cepa se lecc io nada  u t i l i z a d a  es l a  cepa

depositada  en l a  N atio nal C o llec tio n  of Y east C u ltu res (NCYC) 
bajo  e l número NCYC 880. --------------------------------------------------------

15. -  "METODO DE PRODUCCION DE LEVADURA DE PANADE­
RIA Y SIMILARES". -----------------------------------------------------------  -

15. Todo e l lo  conforme se describe  y r e iv in d ic a  en ,la . 
p resen te  memoria que consta  de c incuen ta  y ocho h o jas  f o l i a  
das y m ecanografiadas por una so la  de sus c a ra s . '

MADRID2 9 Sil. <378
f. A At CUKRÍ SUÑOt
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