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PATENTE DE INVENCION

por VEINTE aflos

solicitada en Espafia a favor de LESAFFRE ET CIE, de naciona
1idad francesa, domiciliada en 41, rue Etienne Marcel,
75001 Paris, Francia, por "Método de produccién de levadura

de vanaderfa y similares", con prioridad de la soliéitud )

britédnica 54172/1976 de fecha 24 Diciembre 1976, = = = ~ -

MEMORIA DESCRIPTIVA

La invencidn tiene por objeto un método de produc

cidén de levaduras de panificacién y similares. = = - = - -

Se conocen ya unas cepas rinidas adaptadasia la
maltosa -es decir que permiten Preparar levaduras que dan
un desprendimiento de 002 importante en un tiempo dadoren
pastas constituidas por harina y agua~ y que permanecen con
alto rendimiento en pastas poco azucaradas, es decir gque no
contienen mds del 5% en peso de azdcar con respécto a la ha

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

Se encuentra que estas cepas ven descender sus

‘rendimientos de forma apreciable cuando el contenido de la
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pasta en agzdcar aumenta y en particular cuando sobrepasa el
10% en peso con respecto a la harina. Ahora bien, dichas
rastas representan una parte no negligible de la panifica-

eidén en ciertos pafses. = = = = = = = = = = = « .~ < -——

Ademds, estas cepas, cuyo empleo se ha generaliza-
do.en la industria de levaduras desde hace aproximadsmente
10 afios, son répidamente inhibidas desde que ls paéfa contie
ne concentraciones significativas de acido acético, sérvico

0 propibnico o0 de sus sales., = = = - = = = = = = - - - - - =

Ahora bien, las pastas 4dcidas que entran en la fa
bricacién del pen de centeno, pan de levadura y otros, cuya
acidez, que corresponde a un pH inferior a 4,7, es sportada
por una mezcla de aproximadamente 10-50% en peso de d4cido
acético y de aproximademente 50 a 90% en peso de 4cido lécti
co y que estdn raramente aiucaradas, representan también

una parte no negligible de la panificacién. = = = = = - -

Finalmente, en todos los pafses, se adicionan a
los productos de panificacién destinados a tener uns largs
conservacién o una conservacién en condiciones diffciles,
unos agentes inhibidores de mohos tales como los fcidos acé
tico, sérbico, propidnico y sus sales, ello cualquiera que
sea la dosis de azlcar contenida en la pasta; ahora bien, se
sabe que una levadura de panificacién que resiste al écido

acético, es decir cuyo poder fermentativo no es inhibido de




5.7

10.

5.

20.

’
menera significativa en presencia de 4cido acético no disocia
do, presenta en general la misma propiedad, es decir una me-
jor resistencia, frente a dosis inhibidoras de los 4cidos

propidénico o sérbico no disociados. = =~ = = = = = = = = - -

, _
Para evitar las insuficiencias de la técnica ante-

rior en materia de cepas de levadura de panificacién, la in-
vencién tiene por objeto proporcionar un procedimiento apro-
pPiado para permitir la obtencidn, de manera reproducible, de
nuevas cepas adaptadas a la maltosa, céracterizadas porque

las levaduras tanto frescas como secas que permite obtener y
de las que algunas por lo menos constituyen. productecs indus-

triales nuevos’ son: - e en e e am W am em e W e - e s o e

- 0 mejor adaptadés 8 la maltosa, = = = = « =« = &

= 0 bien de alto rendimiento en pastas azucaradas,

es decir que contienen por lo menos 5% en peso de azdcar con

respecto & la haring, =~ - - = = = - - 0 o o oo L.

- 0 bien de alto rendimiento en pastas 4cidas, - =

- 0 bien, dotadas preferentemente, de dos de las

tres mencionadas propiedades ¥y méds preferentemente adn de las

Bres. = = = = ;e e e e C e C e e e e e e

Para ello, el técnico puede elegir entre: - - - -
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- por una parte, una accién sobre los procedimien-~

tos de propagacién de la levadura, es decir sobre sus proce-

dimientos de cultivo yy, = = = = = = = = = = = @ - = = = =~ =

- por otra parte, la obtencidén de nuevaé-cepas por
I

mutacién y/o hibridacibn. = = = = = = =« = = = = = = - o=~

La modificacién de los procedimientos de cuvltivo
es onerosa y diffcil de realizar y a menudo incrementa una

propiedad mds o menos en detrimento de otra, = = = = = = =« =«

La bisqueda de nuevas cepas por hibridacién y muta
cién presenta problemas complejos. La misma es altamente
aleatoria si los objetivos y los fenémenos en juego no estén
bien controladoé y 81 los planes de cruce o0 el proceso de
mutacibn no estin claramente definidos. La misma provoca de
todas maneras la obligacién de comprobar miles, incluso de-
cenas de millares de coloniae, 1o que es imposible en un
plan préctico por medio de los tests de desprendimientos ga
seosos en condiciones especificas (medio harina, azdcar o
dcidos orgdnicos), exigiendo dichos tests un cultivo en feé
mentador de algunos litros, como se ha descrito en el ejem-
plo 1 de la solicitud de patente francesa no. 75 20943;

(que corresponde a la patente espaola 444.553 presentada el
8 julio 1976), la recogida de esta levadura y por 1o menos

5 medidas de desprendimiento gaseoso segin los ensayos del

- %ipo A, del cual se hablari mis adelante. EL problema se
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complica debido a que los resultados obtenidos son dificil-
mente reproducibles; por ejemplo, una ligera modificaciédn,

dificilmente controlable de las condiciones del cultivo pue
de provocar importantes variaciones a nivel de los criterios

medidos,, = = = = = = = = = = = it i - -

Sin embargo, la bdsqueda de nuevae cepas es tebrica
mente la mejor solucién, tanto mds cuanto que el empleo de
condiciones de cultivo especificas no pueden més qué hejorar,
reforzar las propiedades naturales poseidas por los ﬁibridos

0 mutantes obtenidos. = = = = ¢ = = = 2 - - d e w oo

Las dos vias de busqueda son de hecho compiementa—
rias y no concurrentes. e - -

El procedimiento de acuerdo con la invencidn estf’
caracterizado porque por medio del primero y de por 16 menos
otro test descreening elegido de un conjunto de tests de
screeningfen que no se recurre a ninguna medida de despren-
dimiento gaseoso, se seleccionan las cepas buscadas s partir
de un conjunto de cepas diploides preparadas previamente o
bien por hibridacién o bien por mutacién de cepas existen-

tes, estando los tests de dicho conjunto constituidos por: -

- un primer test que consiste en medir el éoefi-
ciente de multiplicacién medio de una cepa dada siguiendo la
variacién de la densidad éptica de un medio standard'insemi

nado por una suspensifn de células obtenidas a pertir de es
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= un segundo test que consiste en medir de la mis-
ma maners el coeficiente de multiplicacién medio de dicha cg
Pa en presencia de un 4cido inhibidor adicionado al medio

standard,’ -------------------- - - - - - -

-~ 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 conocide de glucosa

adicionade a este medio haya sido completamente consumida, -

= un cuarto test que consiste en dosificar el con
tenido de invertasa de dicha cepa definiéndose la unidad in
vertasa como la ﬁroduccidn de un micromol de azicares redug
tores en 5 minutos por mg de materias secas de levadura a
30¢C y a pH 4,7, sin plasmolisis de la levadura, o bien un

semi~micromol de sacarosa invertidag, = = = = = = = = = = « =

- un quinto test que consiste en medir el tiempo
de latencia de dicha cepa, es decir el retardo del inicio Aé
la multiplicacién, siguiendo la variacién de la densidag ép
tica de la suspensién de levadura utilizada en le primer
test después de haber conferido a esta suspensidén una concen

tracién de azicar de por 10 menos 20%4, = = = - « - -———--

En el mencionado procedimiento, para el primer test,
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8e puede realizar un precultivo de 48 horas = 309°C en un tu
bo de ensayc que contiene 10 ml de un medio que tiene la com

posicién siguiente: = = = @ - - - m e oo an

extracto de levadura 1%

peptona .g...;...... o%

BaCaroSa cesecensscce 270

designado en la continuacién del texto por la denominacién

"medio YEP". = = = = = = = = = =@ = - o = = ——— - -

mg G108: = = = . e e e m e m e el e e m e e e oo

. Una cantidad conocida de este precultivo sirve a
continuacidn para inseminar un matragz éptico que contlene 30
ml de un medio idéntico o equivalente al medio YEP. La curva
de crecimiento de la levadura se establece entonces por medi

cién de la densidad Sptica cada hora a 600 e = = = = = = =

A partir de esta curva, se puede calcular el coefi

ciente de multiplicacién medlo/u dado POr: = = = = = = = = =
- 1idx
/A x dt

donde x representa la poblacién celular en el tiempo t. - - -

Este primer test tiene un doble interés en el senti
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. do de que puede servir de testigo para los otros tests y que

permite eliminar todas las cepas diploides que no tienen un

coeficiente de multiplicacién suficiente, es decir susceptible:

de dar un rendimiento insuficiente o de tener unoéAdgsprendi
mientos gasecsos muy pequefios, como por ejemplo las cepas de
magiade penalizadas cuando tiene lugar un tratamiento de mu~

tacibn, = = = = = - ¢ - - - - et f e e e - e .o

Siempre en el mencionado procedimiento, para el se
gﬁndo test, el Acido inhibidor adicionado al medio de culti
vo congiste en una mezcla de 4cido acético y de dcido lécti
co en cantidad y en proporciones tales que inhibe a un por-
centaje comprendido entre 50% y 90% el crecimiento de una ce
Pa testigo que presenta sobre pasta que contiene &cidos orgé
nicos inhibidores y/o sobre pasta azucarada una disminucién

importante de su poder de desprendimiento de 002. -----

Se ha hallado, en efecto, que existia una probabi
lidad no negligible para que las cepas que, en un medio que
contiene una centidad de 4cido acético apropiada para inhi-
bir en una gran proporcién el crecimiento de los hibridos
conocidos de levaduras répidas adaptadas a la maltosa, pre-

senten un crecimiento mejor que estos hibridos, = = = « = =

- 0 sean la’sede de una inhibicién menor en fermen

tacién sobre pastas dcidas (més de 504 de probabilidades), -

= 0 bien de mayor rendimiento ¥, & menudo, incluso
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netamente de mis rendimientos en pastas azucaradas que dichos

hfbridos rdpidos, adaptados a la maltosg. = = = = = = = = =

Siempre en el mencionado procedimiento y para el
tercer test, la cepa de levadura es puesta en presencia de
ung solucidén azucarada que contiene wna céntidad conocida
de glucosa y de maltosa. La cantidad de glucosa se eiige de
forma tal que sea completamente consumide al fihal del ensa-
Yo que dura en general 1 hora; Al final delrensayo, la reagr
cibn es parada por centrifugacién en frio y se ddsifica el
azicar restante en el sobrenadsnte. De ello se deduce ¢l por
centaje de maltosa consumida pof la levadufa. Se ha hallado
qQue el porcentaje de maltosa copsumida traduce generalmente
bien 13 adaptécién més'o menos buena de la cepa ensayada g
la fermentacién de la maltosa y tembién la rapidez de la ce-

PB. = = = == e e e e memmmo oo - -

Una veriante consiste en seguir, en funcién del
tiempo, la desaparicién de la glucosa y de la maltosa adicio
nadas juntas. Se sigue la desaparicién de los azlcares tota-
les por degsificacién con la ahtrona ¥ la de la glucosa por
dosificacién enzimética especifica, determindndose la canti-

déd de maltosa por diferencif. = .= = = = = = = = = = o - -

Se ha constatado que las cepas no adaptadas a la

mzl tosa no hacen fermentar, en este ensayo, la maltosa mien

Tras queda glucosa; por el contrario,'las cepas adaptades a



10.

5.

20.

- 10 -

la maltosa hacen fermentar mds o menos répidamente la mal to-

8a incluso cuando hay ain glucosa. = = = = = = = = = « « -

Il mencionado ensayo se resliza partiendq de una
cantidad conocida de materia seca obtenids a partir de la
cepa de levadura ensayada. Esta cantidad conocida‘dé materia
gseca de levadura puede, por ejemplo, obtenerse por filtra-
cién de la levadura presente en el matraz Sptico al fﬁnal del
primer test, o por filiracién de una cantidad de levsdura 0b
tenida en el marco de un cultivo agitado similar y pof deter
minacién de las materias secas de esta torta, materas secas

que son en general del orden del 20%, = = = = = = = « = = =

La adaptacién a la maltosa puede ser también apre-
ciade de una manera semicuantitativa recubriendo unas colo~
nigs de las cepas ensayadas separadas regularmente sobre una
placa de Petri con un papel de filtro impregnado con una so~
lucién de maltosa, por ejemplo 0,1 molar, y con un colorante
indicador de acidez tipo Bromo-Cresol Pérpura ¥y vigilando el
viraje colorimétrico al cgbo de un tiempo dado. Este test
aprokimado es una primera aproximacién posible, esencialmen~
Ye, después de la mutacién. De cualquier manera, el método
descrito anteriprmente debe ser siempre empleado pera afinar

esta primera seleccién eventual, = = = = = = = = = = = = =

Siempre en el mencionado procedimiento, se indica,

con respecto al cuarto test, que la unidad invertasa puede
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ser dosificada por ejemplo de la manera siguiente. Se parte
de ung cantidad conocida de materias secas de levadura del
orden de 0,1 a2 0,4 mg que pueden obtenerse por filtracién

dé la levadura presente en el matraz dptico gl final del pri
mer test. Esta cantidad de'materias secas de levadufa es
Puesta en presencia de sacarosa con concentracidén final 0,1
melar en un tubo de ehsayo en medio tamponado, tampénrceta-

to a pH 4,7, colocado en bafio maria a 3090; Al cabo de 5 mi

- nutos, la reaccibn de inversidén de la sacarossa es blogueads

por adicidn del reactivo sl dinitrosalicilato de sodio que
sirve para dosificar los azicares reductores formados por

reaccién colorimétrica, - = = = = = = = i I SR

La mayor o0 menor riqueza en invertasa puede ser 7
también apreciada de'ﬁna manera semicuantitativg sobré colo=-
nias de las cepas ensayadas sobre placa de Petri, recpbrieg
do la placa con un papel filtro impregnado de sacarosa y
unos reactivos necesarios para la dosificacién enzimgtica
de la glucosa formada por reaccién colorimétrica (0-dianisi
dina por ejemplo). Este test es una primera aproximacién po
sible, esenciglmente después ée mutacién. Puéde, én algunos-
casos, permitir una'primera seleccién muy bastsa. De todas ma,
neras, el método simple y prictico descrito anteriormente

debe siempre ser empleado para afinar esta primera seleccién.

Se ha hallado que existe una gran probabilidad de
que todas las bepas de levadura que tengan menos de 35 uni-

dades invertasa, preferentemente menos de 30 unidades y, mis
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preferentemente atin, menos de 20 unidades invertasa, sean
de alto rendimiento en pastas azucaradas, sobre todo si han
dado buenos resultados en el primer test y en el tercer

begt, == == ===-=m-===============-~

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-

d0 en invertasa que es siemore superior a 40. = = = = = - =

Siempre en el citado procedimiento, se sefiala, con
respecto al quinto test, que cuanto mis corto es el tiempo
de latencia, méds probabilidades tiene la cepa ensayada de
ser osmotolerante, es decir de alto rendimiento en pastas

azZUCAradas., = = = = = = = = = = = = - - = - - - - - - -

En conclusién, se ha subrayado que la utilizacién
conjugada del primer y tercer test pueden o bien permitir
geleccionar unas cepas aun mis ripidas y mejor adaptadas a
la maltosa que las que se utilizan actualmente, o bien permi
tir seleccionar, cuando son acoplados a los otros tests des’
critos, unas cepas adaptadas a la maltosa y de mis rendimien

to en pastasazucaradas o0, preferentemente, en pastas &cidas.

Asi, se ha hallado que una seleccién realizada uti
lizando de forma conjugada el primer test de screening (sien
do el criterio considerado que toda cepa seleccionada presen

ta un coeficiente de multiplicacién equivalente al de las me
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'jores cepas de levadura de panaderia del comercio, el tercer

test (siendo el criterio considerado que toda cepa seleccip
nadas presenta ung adsptacién a la meltosa que corresponde

a una cantidad de maltosa consumida igual a por lo menos 50%
de la maltosa consumida en el modo operatorid considerado
por las mejores cepas de levadura de comercioadaptadas a la
maltosa) y el cuarto test (siendé ;1 criterio considerado
que toda cepa seleccionada presenta un contenido enqihvertg
sa inferior a 35 unidades, preferentemente inferior a 30 uni
dades, y mds preferente ain inferior s 20 unidades) conduce
a unas cepas mejor adasptadas a la maltosa'o/yrde mis rendi-

mientos en pastas azucaradas. = = = = = = = = = = 0 =~ - - -
Todas las cepas asl seleccionadas tienen caracte-

risticas nuevas con respecto a todas las cepas previamente

conocidas. = = = = = = = = - - - - o - oo - T —--—

Se ha hallado también que una selecciédn realizada

‘utilizando de forma conjugada el primer test de screening

(siendo el criterio considerado que toda cepa seleccionada
presenta un coeficiente de multiplicacién equivalente al de

las mejores cepas de panaderfa del comercio), el tercer

test (siendo el criterio considerado que toda cepa seleccio

nada presenta una adaptacién a ls maltosa que corresponde g
ung cantidad de maltosa consumida igual & por lo menos 50%
de la magltosa consumida por las mejores cepas adaptadas a lg

maltosa) y el segundo test (siendo el criterio considerado
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que toda cepa seleccionada presenta unz inhibicién menor del
cultivo en presencia del 4cido acético adicionado al medio

standard) conduce @ unas cepas mejor adaptadas a la maltosa
o/y de mayor rendimiento en pastas dcidas y a menude igual-

mente de mayor rendimiento también en pastas azucaradas. - -

Todas las cepas asi seleccionadas tienern cavacteris
ticas nuevas con respecto a todas las cepas previamente cono

cidag, == = == = c = o= = cc--- - .-

Una seleccidén 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: = = = = = = =« - - -

v .

~ adaptacién mejorada a la maltosa, = = = = = = =
- mejores rendimientos en paétas azucaradas que

tienen de 1 a 20% de azdcar, = = = — = = = = = -
- mejores rendimientos en pastas que contienen

dcido acético no disociado, = = = = = = = = = -

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

conocidags,. = = = @ = @@ = = - - - e e e o o - — . - -

El quinto test (eiendo el criterio de seleccidn
considerado la busqueda de un tiempo de latencia 10 més cor-

to posible cuando se ha adicionado a medio standard del pri-
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mer test una cantidad correspondiente a una concentracién

en sacarosa en el medio de 30%) puede servir para confirmar
la significacién de los fesultados del cuarto testv (tajo con
tenido en invertasa). Puede también servir, asociado con el
primer test, y preferentemente también con el cuarto test
(siendo el criterio de seleccién considerado un contsnido en
invertasa inferior a 20 unidades) para la bisqueda de cepas
particularmente de alto rendimiento en pastas con 10-25% de

SECAY088: = = = = = - - o o e . e e e e m . e .. .- -

Siendo aéi y siempre en el mencionado procedimien-
%o, la hibridacién de acuerdo con la invencién consiste esen
cialmente en cruces sistemdticos de haploides salidas de ce~
pas de saccharomyces cerevisiae rdpidas adaptadas a la mal to '
sSa y'dé haploideé salidas de cepasrmuy lentas, no adaptadas
a las pastas azucaradas y a veces también g las pastas 4ci-
das, que pertenecen al género Saccharomyces, y particularmeg

te a la especie saccharomyces cerevisige. = = = « - -—-- -

Como se ha indicado mds arriba, estas cepas de le-~
vaduras, de panaderia Saccharomyces cerevisiae répidas, adap
tadas a la maltosa, son bien conocidas y son generslmente las
que sirven actualmente para la fabrieacién de las levaduras
frescas comerciaslizadas en el mundo. Dichas cepas son por
ejemplo descritas en lespatentes britdnicas 868 621 (cepa
ATCC 13 601), 868.633 (cepa ATCC 13 602), 969.247 (cepas
CBS Ng 740 y Ng 1777), etc. Esta lista de patentes y de ce-

Pas presentadas en los centros de coleceidn como la ATCC
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(American Type Culture Collection), la CBS (Centraalbureau
voor Schimmel Cultures de Baarn) o la NCYC (National
Collection of Yeast Cultures) no es ni 1imitativa;’q; comple

g, = = = = v - .- m - m . --- -

Unas cepas lentas de la industria de levadu:as
Saccharomyces cerevisiae, otras cepas de Saccharomycés con
caricter osméfilo, como por ejemplo unas cepas de Saccharo
myces rouxii estdn disponibles en los principales centfos de

coleccién como la ATCC, la CBS 0 1o NCYCe = =~ = = = = = ~ =

Se ha hallado que ciertas cepas lentas de la indug
tria de levaduras, antiguasmente utilizadas en Zuropa, y cier
tas cepas de destilerfa, como por ejemplo el aislado que es-
t4 depositado en la NCYC bajo el n? R 30 y que se describe
en la patente francesa no. 75 20943, eran unos materiales ex

tremadamente interesantes para este trabajo de cruce. =- - =

La reproduccidn por esporas de las cepas de parti-

da, la obtencidén de los haploides y la conjugacibén de estos

haploides se efectian segiin las tépnicas descritas en el cg
pitulo 7 "Sporulation and Hybridization of Yeasts" escrito
por R.R. FOWELL del libro "The Yeasts", volumen 1, editado
por Anthony H. ROSE y J.S. HARRISON, 1969, Academic Press,

London and New York. La técnica de hibridacién considerads

entre haploides de Saccharomyces cerevisiae ha sido la téeni

ca del mass-mating. La micromanipulacién puede ser el método
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a preferir para cruces doude intervienen haploides de otros

Saccharomyces distintos del Saccharomyces cerevisiae. - — -

Se obtienen asf unas cepas que responden a los eri

terios consgiderados en los primer y tercer tests as{ como a

los criterios considerados en uno o varios de los o%trns tres

Se ha verificado que la gran mayorf{a de las leva~
duras obtenidas a partir de las cepas seleccionadas con la
ayuda del conjunto de tests del procedimiento de acuerdo con
la invenéién tenfan en los diferentes estados de cultivo su
cesivos, a saber en los estados de cultivo 3 litros. Jespués
de cultivo en fermentador piloto, las propiédades fermentatlr
vas enunciadas, siendo estas propiedades medidas coh la ayu
da de i1os test A (realizados Eon la ayuds del fermentémetro
de BURROWS y HARRISON) y de los tests B (realizados c&n la
ayuda del zimotaquigrafo CHOPIN) que se describen mis ade-

lante, == =~= === ==~ = = = = = = = = S

Siempre en el mencionado procedimiento, la muta- .
cién de acuerdo con la invencién y que constituye una via
totelmente nueva para la obtencién de cepas industriales de
levaduras de panificacidn, via que ha sido posible abordar
graéias al conjunto de tests del mismo procedimiento, consisg
te esencialmente en una mutagénesis efectuada sobre haploi-
de o sobre diploide ¥y que utiliza unos agentes mutigenos ta

les como el etilmetano sulfonato y la N-metil,N-nitro, N-ni
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trosoguanidina o NTG, pudiendo los haploides obtenidos al
final del tratamiento mutdgeno ser entonces utilizados como

material de cruce en los trabajos de hibridacidne':f‘- - - -

Preferentemente, se recurre g una mutagénesis a
la NIG provocando un porcentaje de supervivencia comprrendido

entre 2% y 80%., = = = = = = = . & & o - e e e -

Los porcentajes de supervivencia elegidos deben
ser mis elevados cuando se trabaja sobre haploides que cuan-
dose trabaja sobre diploides de tal manera que estcs haploi-
des conservan su actitud para conjugarse. Los porceutajes de
supervivencia elegidos generalmente para el trabejo sobre

haploides han sido comprendidos entre 40% y 80%. = = = = =

Se ha hallado que los mutantes diploides interesan
tes obtenidos por mutagénesis a la NIG permanecian casi siem

pre estables.: = = = = = = o - - 0 C D f - e h h e - -

Se ha hallado también que era posible obtener unos

mutantes interesantes, a saber: - — = = = = = @ @ = = - o

= unos mutantes haploides o diploides adaptados n
la maltosa utilizando como materiales de partida unag cepas
diploides lentas con alto rendimiento en pastas azucaradaé

0, preferentemente, también de alto rendimiento en pastas.

dcidas, 0 unos haploides obtenidos & partir de estas cepas,
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- unos mutantes haploides o diploides que tienen
un contenido en invertasa disminuido, una resistencia mejora
da o la acidez acética y/o un tiempo de latencia bajo utili-
zando como materiales de nartida unas cepas diploides répi
das adaptadas a la maltosa 0 unos haplOLdes obtenidos a par

tir de estas Cepas. — = = - = - - - - o - - = - .-

Siendo asi, las nuevas cepas rapidas y adaptadas

a la maltosa, obtenidas por realizacién del procedimiento de
acuerdo con la invencién, pueden estar caracterizaéas porque
permiten laz preparacién de levaduras tanfo frescas comoc se-
cas, caracteriza@as a su vez por el despréndimiento Zece0so
que dan en el marco de un cierto nimero de tests designados
por las referenclas A (A1, A'yy Ay Ay Ay A'yy Ag A "
Ag) A 5) reallzados con la ayuda del fermentémetro de

BURROWS y HARRISON y por las referencias B (B1, B'yy ¥ B'3)
realizados con la ayuda del zimotaquigrafo CHOPIN y que se-

rén definidos a continuacidn. = = = = = = = = = = = = o = =

- Test A, (levaduras comprimidas frescas)

- A 20 g de harina incubada a 309C, se adiciona un
peso de levadura comprimida que corresponde a 160 ﬁg de ma-
terias secas, siendo ests levadura diluida en 15 ml de agﬁa
que contienen 27 g de NaCl por litro y 4-g de 50, (NH4b por
litro; se malaxa con la ayuds, de una éspétula dqurante 40 se~

gundos, de manera que se obtenga una pasta que se coloca al
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bofio marfs regulado z 309C; trece minutos después del princi
vio del malaxado, el recipiente que contiene la pasta es ce~-
rrado herméticamente; la cantidad total de gas producido es
medida después de 60 y después de 120 minutos; esta canti-

dad estd expresada en ml a 302C y bajo 760 mm de Hg. - - - -

- Test A', (levaduras. secas)

- Idéntico al ensayo A4 pero, previamente al mala
xado, se rehidrata la levaduras seca en agua deetilada,,a
389C; se utiliza a este efecto 40% del volumen de agua de hi
dratacién utilizado; el complemento de agua adicionado con
405 mg de NaCl, es adicionado al final de los 15 minutos de

rehidratacifn, = = = = = = = 0 - - - - - - - .- .- - -

-

- Test 4, (levaduras comprimidas frescas)

- Ensayo idéntico al ensayo Ayr pero se adicionan
a la harina 100 mg de sacarosa; la cantidad total de gas pro

ducido es medida despubs de 60 minutos. - - - = = - = - = -

- Test 4', (levaduras secas)

- Ensayo idéntico al ensayo A', pero se adicionan
a la harina 100 mg de sacarosa; la cantidad total de gas pro

ducido es medida después de 60 minutos., = = = = = < =~ — - =
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- Test A, (levaduras combrimidas frescas)
-t

- Ensayo idéntico al ensayo A1. pero se adicionan
a la harina 2 g de sacarosa; la cantidad total de gas produ

cida es medida después de 60 minutosS. = = = = = = = = = = -

- Test A', (levaduras secas)

- Ensayo idéntico al ensayo A'4y pero se sdicionan
a la harina 2 g de sacarosa; la cantidad total de gés produ-

cido es medide después de 60 minutos. = - = = -m=-=-

- Test A, (levaduras comprimidas frescas)

- Ensayo idéntico sl ensayo A4y pPero se adicionan
a la harina 5,5 g de sacarosa; la cantidad total de gas pro

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

- Test A', (levaduras secas)

- Ensayo idéntico al ensayo A'1, pero se adicionan
a la harina'5,5'g de sacarosa; la cantidad total de gas pro

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

- Test A- .y A'5

- Ensayos idénticos respectivamente a los ensayos
Ay A‘1, con la diferencia de que se adiciona a la suspen=-

sidn de levadura, justo antes de la adicién de ésta a la ha
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rina, una cantidad de 0,15 ml de una mezcle constituida por
15 g de é4cido acético y 80 g de Acido laético, substituyen-

do estos 0,15 ml a 0,15 ml de agua de dilucién. —fo? - -

- Test B1 (levaduras comorimidas frescas y levaduras secas

instanténeas oue no tienen necesidad de una rehidratacién

Erevia}

- A 250 g de harina, se adiciona un peso de levadu
ra comprimida o de levadura seca instanténea aque corresponde
a 1,6 g de materias secas de levadura, y 150 ml de agua sala
da (50 g de sal/1,5 1 de agua); se amasa 6 minutos; la tempe
ratura de la pasta debe ser de 27°C al final del amasado; se
coloca la pasta en el aparato y 6 minutos, exactamente medi-
dos, después del' final del emasado, se pone a presién la cé
Mara a temperatura constante de 272C; se mide el desprendi-
miento total registrado sobre grifico, en ml, después de 1

hora y 3 horas. = = = = = = & ¢ 0 & ¢ ot e e D e DD -

-~ Test B'1 (levaduras secas que deben ser rehidratadas)

- Ensayo idéntico al ensayo B,» pero previamente
al amasado la levadura seca es rehidratada en agua destila-
da a 382C (50 ml) durante 15 minutos; el complemento de agua
¥ de sal se adiciona al final de los 15 minutos de fehidratg

CléN.e = = = = & = e - - e o e om0 - - — e e - e -
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Test B 3

- Ensayo idéntico al ensayo B',» con la diferencia
de que se adicionan a la susvensidn de levadufa obterida des
pués de dilucién de la levadura fresca o después de rehidra
tacién de la levadura seca, justd antes del amasado, una
cantidad de 2 ml de una mezcla constituida por 15 g de dci-
do acético y 80 g de dcido léctico, substituyendo estos 2

ml a 2 ml de agua de dilucién. = = = = = - = = = o - o o~

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

producir y que serdn definidas a continuacibn. = = = - - -

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

de que dan lugar a: = - = = = — = — - & - o - o - _

- un desprendimiento gaseoso igual o superior e

112 y, preferentemente, a 115 ml de 002 en el test A, en 2

1
horas, un desprendimiento gaseoso igual o superior a 1.500

ml de 002 en el test B1 en 3 horas y, preferentemente, igual

0 superior a 135 ml de 002 en el test Ay ¥y & 1.700 ml de CO2

en el test B1, ----------------------
= un desprendimiento gaseoso igual o superior g
53, preferentemente a 55 ml de CO, en 1 hora en el test A,

¥, més preferentemente atn, igual o superior z 60 ml en este
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test en 1 hora, = = = =~ = = = = = = = = © = = 4 - 00 e m

~ un desprendimiento gasecso igual o supgr;or a 50

v oA

.....

ml de CO2 en 1 hora en el test A3 ¥, preferentemente,; igual

0 superior a 55 ml en el test A3 en 1 horay, = - = = « - - -

= un desprendimiento gaseoso igual o eupefior a
25 ml de 002 en el test A4 Ys preferentemente, igual o supe-
rior a 30 ml de 002 en el test A4 en 1 nora y, més preferen~-

temente avn, igual o superior a 35 ml de COpy == == ===

siendo las levaduras que alcanzan los valores nreferentes Pa

ra dos de los mencionados tests varticularmente preferidas.-

2. Cepas que dan levaduras secas de alto rendimien

v

to en pastas azucaradas y caracterizadas porque dan lugar a:

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
98, preferentemente 100 ml de CO, en el test A', en 2 horas,
superior oigual a 1.350 ml de CO2 en el test B1 en 3 horas
¥» preferentemente, igual o superior a 115 ml de 002 en el .
test A'1 Y a 1.500 ml ge CO, en el test B1 en 3 horags. - - -

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a 46,
preferentemente a 48 ml de CO, en el test A', en 1 hora y,
preferentemente, igual o superior a 52 ml en el test A'z.

- un desprendimiento gaseoso igual o superior & 44




-10.

15.

20.

- 25 -

ml de 002 en el test A! 3 ¥ preferentemente, igual o superior

a 47 ml de CO, en el test A 3T T s m e

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
21 ml_dé CO2 en el test A'4 ¥, preferentemente, igual o su-
perior a 26 ml de €0yt == === === - mm e e o -~

3. Cepas que dan levaduras frescas de alte rendi-

miento en pastas dcidas y caracterizadas porque dan lugar a:

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
115 ml de 002 en el test Ay en 2 horas e igual o superior a
1.500 ml de CO2Ven el test B1 en 3 horas y, preferenfemente,

1gual o superlor a 135 ml de CO2 en el test A1 ¥y a2 1.700 ml
de 002 en el test B

e - -
- un desprendimiento gaseoso igual o superior a 40
ml de CO2 en el test A5 en 1 hora y, preferentemente, igual
0 superior a 45 ml de CO, en este test Ag en 1 hora, un des
Prendimiento gaseoso igual o superior a 900 ml de,CO2 en el
test B'3 en 3 horas y, preferentemente, igual o superior a.

1.000 ml .de CO2 en este test B'3 en 3 horas, = = = = = = «

4{ Cepas que dan unas levaduras secas de alto ren

dimiento en pastas dcidas y caracterizadas porque dan lugar




10.

15.

20.

- 26 =

- un desprendimiento gaseoso igual o sﬁperior a
100 ml ge €O, en el test A'1 en 2 horas, superior a 1.350 ml
de €O, en el test By en 3 horas y, preferentemente, igual o
superior a 115 ml de CO, en el test A', ¥y a 1.500 7l de el

test B, en 3 horas, - = =~ - - - === == - =~ ---

- un desprendimiento gaseoso superior o igual a 32
ml de Cbz en el test A'5 en 1 hora y, preferentemente, igual
0 superior a 38 ml de CO, en el test A'5; un desprendimiento
gaseoso igual o superior a 750 ml de CO, en el test B'3 en 3
horas y, preferentemente, igual o superior a 820 ml de 002

en el test B'3- ----------------------

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 dcidas y caracte

rizadas porque: = - = = = = = « = = = - - = % - - = - = -~

= las primeras dan lugar simulténeamente a los deg
Prendimientog presentados por las mencionadas levaduras fres
cas de alto rendimiento en pastas azucaradas & por las hen;
cionadas levaduras frescas de alto rendimiento en pastas dci

QB ¥y = — = = m = e e e e m e . e - - e - - .- -

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

mencionadas levaduras secas de alto rendimiento en pastas
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En lo que precede, se designa en genersl por leveg
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 si
do generalmente eclegido en el interior de las horquillas si

guientes: = = = = = = = = @ - ¢ - - e .t .- .- - -

-~ de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,5 e
ra las levaduras comprimidas frescas, = = =« = = = =« = = = «
- de aproximadamente 7,2 a aproximadamente 8.2 na

ra las levaduras SeCas. — = = = = = = = = = = ~ =~ = = ~ =

Una vez que se dispone de la cepa buscada, se pue
de preparar la levadura comprimida fresca correspendiente al
contenido en materias secas préximo a 28 a 35%7recurriendo ag
un esquema de propagacién clésica, apropiado para proporcid-~
ngr unas levaduras secas estables en conservaﬁién y estables
al secado. Estas levaduras puede, a continuacién, ser seca-
das a aproximadamente 92% de materias secas o mis con la

ayuda de un procedimiento de secado particularmente cuidado

SO0y = = = = = = - - e = e - e = - = B T T T U
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Preferentemente, se conducird el cultivo de la 1g

vadura de manera que se obtenga una levadura fresca con 28-

35% de materias secas que tengan las caracteristicas siguien

tes:

10.

15.

20.

~ cantidad de grumos inferior a 5% y, preferentemen-

te, inferior 8 1%, = = = = = =« = = = = = = = =« = &

descenso crioscépico del agua externa de la levadu

ra inferiocr a 0,59C, y, preferentemente, inferior
a 0,39C. /Se sefiala que, para medir el descenso
crioscépico del agua externa de una levadura pren-
sada con 30-35% de materias secas, se realiza una
crema con 100 g de la levadura prensada y 30 g de
agua perfectamente desmineralizada, se centriruga
esta crema y se mide el descenso crioscépico del
sobrenadante obtenido, por ejemplo con la ayude de
un cribscopo de tipo BECKMAN (PROLABO n? 0323 60O).
El descenso del punto de congelacién medido ea pro
porcional a la cantidad de moléculms-gramo de subg

tancias disueltas en el agua externg/. = = - - - '

Si se desean obtener unas levaduras muy répidas,

se elegirén unos contenidos en nitrégeno bastante elevados

8-8,5% de nitrégenc sobre materias secas, incluso un poco

més. Si se desean obtener unas levaduras que tengan unas ca

racteristicas mds particulares, por ejemplo la estabilidad

25, al secado, se busca sobre todo respetar las caracterfsticas
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- contenido en protefnas correspondiente al Sptimo

g —— g —y

10.

15.

20.

de la cepa cultivada teniendo en cuenta las carac
teristicas deseadas; este contenido varis segiin 1las
cepas y las caracteristicas deseadas para la ler-
dura pero, para las cepas relativamente rédpidas, es
del orden de 7,5%-8% de nitrdgeno sobre materias
secas e incluso menos; pudiendordefiﬁirse el bpti-
mo del contenido en nitrégeno para la estabilidad
alrsecado como el valor por encima del cual cual-
quier aumento de este contenido no da m&s que una
ligera ganancia de actividad, ﬁero, después de sg
cado, una pérdida suplementaria de actividad igual
0 superior a esta ganancia. Este dptiﬁo depende mu
cho de la cepa, de las condicionesrde cultivo, del
test de referencia (con azdcar, sin azdcar). No
buede ser determinado mis que experimentalmente cg.
so pbr caso. Es evidente para el técnico que todosj'
los valores de nitrégeno sobre materias secas daF

dos a continuacidén no son més que indicativog: - —

trealosa .
materlas secas >/ 2% ;

N
- 2,3 \<-;-< 3,8.
Po05




Preferentemente, se cuidard particularmente de
aportar al medio de cultivo los factores de crecimiento de
los que cada cepa tenga necesided: biotina, vitaminas del

grupo B’ etc- bl e e e e B e ot

5e A la levadura destinada sl secado, se adiciona pre
ferentemente una fina emulsidn constituida por un emulsionan
te apropiado, como por ejemplo los ésteres de sorbitol, los
ésteres de poliglicerol a razén de 1,5 a 2% de materias seces

de levadura y eventualmente de un asgente espesante. - - - -

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

mallg 0,5 g 3 mm y, preferentemente, 0,5 a 1 mm, = = = = = =

La misma es a continuacidn secada a aproximedamen=-

te 92%) de materias secas o mds, preferentemente con un conte

15. nido en materias secas comprendido entre 94 y 97%, por un se
cado particularmente cuidadoso. Puede tratarseds un secado

neumético répido, de un secado por lecho fluidizado o de una
combinacidn de estos dos modos de secado. Preferentemente,

el secado se conducird de manera que la temperatura de la le
20. vadura no sobrepase de 309C al principio del secado y 402C

al fingl del secad0s = =~ = = = = = = = - .- - -—— - -~

Para permitir comprender mejor la invencidn, se deg
cribe a continuacién, con la ayuda de algunos ejemplos, la

obtencién de algunas cepas de acuerdo con la invencién, la

JImrwrarrmen
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Preparacidén de levaduras frescas ¥y secas a partir de estas
cepas y las propiedades de las levaduras frescas y seces

as! obtenidas. = = = = = . - o o - - - - o - - - - -

EJEMPLO 1

Se hacen reproducir por esporas dos cepas répidas,
adaptadas a la maltosa, estables al seéado, depositadas por
el solicitante en la N.C.Y.C. bajo los nimeros N.C.Y.C. 875 _
¥y N.C.Y.C. 8760 = = = = = m e = o = - - - - - - -

Se hacen reproducir por esporas dos cepas lentas,
muy osmotolerantes, es decir de muy alto rendimiento en pas-

tas azucaradas, depositadas por el solicitante en la N.C.Y.C.

-bajo los n2s. R 30 y N.C.Y.CBT7. = =~ =% = e = o= - =

Se aislan para cada grupo de cepas 10 haploides de
matlng tipo a y 10 haploides de mating tipo alfa. Se conaugan
a continugcidn por mass-mating cada haploide de un grupo con ,

todos los haploides de mating tipo opuesto del otro grupo. Se

._.._,..--v

obtienen asf 196 hibridos. = = = = = = = = = w o= o o = o .

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

screenlng. T e e e e e e e e e e o m m a e — oa —

Las curvas de crecimiento del primero y ségundo

tests se realizan en unos matraces 6pticos, matraces provis-
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tos de un tubo calibradc que permite una lectura en el colo-
rimetro sin extraccién del medio. El medio de cultuvo YEP eg
t4 compuesto de extracto de levadura 1%, de peptona 2% y de
gacarosa 2% y es inseminado con 0,3 a 0,5 ml de un preculti-
vo agitado del hibrido a ensayar en medio liquido al 1% de

azdcar. — — = = = = = = - = & - - o .- . .- == - - .- -

El gegundo test se practica adicionando al medio
de cultivo del primer test dcido acético glacisl 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 lg
vadura recogids por centrifugacidn o filtracién al final del
cultivo practicado en el marco del primer test. La levaduras
recogida es lavada para eliminar la cantidad de azdcar del
medio de cultivo, azidcar que podria falsear los resultados

del tercer test. = = = = =~ = = = = = - - - - % - - .- - -

El tercer test se practica en medio tampén fosfato

0,01 m, pH 6,5, comprendiendo la mezcla de reaceidn: - - -

Levadura sseecececese 20 2 25 mg de materias secas
glucosa- L IR I B B BN BR A BN A ) 4mg

maltosa ecevecevsosesrs 2 Ig

La reaccién se realiza a 309C durante 1 hora, y es parada
por brusco enfriamiento y centrifugacién en frio. La dosifi

cacidén del azdcar sobrenadante se realiza vor el método colo
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rimétrico con la antrong. = — = = = = = = . - - o oo .- -

El cuarto test se practica sobre 0,1 a 0,4 mg de
materias’secas-de levadura que son puestas en presencia de
Sacaros=2 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 309C. Al cabo de 5 minutos, la reag
cién de inversién de la sacarosa es blogueada por adicién
del reactivo al dinitrosalicilato de sodio que sirve para do

sificar los azlcares reductores formados por reaccidén colo-

rimétrica, - = - = - = = e . e e ff D e L Lo

Se determina, en el marco del primer test de
screening, el coaficiente/u: incremento de poblacién por uni o
dad de tiempo y por unidad de masa de poblacién para unas cg"“
pas ripidas de levadura del comercio o las cepas de bartidé,

siendo el valor testigo hallado designado por/ut. - ————

g om e

En el marco delmrimer test, se eliminan todos los

hibridos para 1os cuales: = = = = = = = = = = = = = = .-

P< 09 py

En el marco del segundo test, se constata que todas
las cepas ripidas, adaptadas a la maltosa empleadas tienen

'Im: ————————————————————————————

M en 0,433 % de Zcido acético<:0,4/ut ¥y un
M en 0,466 % de 4cido acético<:0,25/ut

.~
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pero que una ceps lenta muy osmotolerante y bastante poco

sensible al.4cido acético, como la cepa N.C.Y.C. R 30, tie

M en 0,433 % de dcido acético >0,6 uy ¥y wn

5. poen 0,466 % de dcido acético >0,4 py

En el marco de este segundo test, se considerard
gue deben considerarse para examen ulterior todas las cepas

que dan: = = = = = = = = = & = = = .-~ - === -

Jen 0,433 % de dcido acético >>0,55/ut y wm
10. /u en 0,466 % de 4cido acético >'0'32,”t .

En el marco del tercer test, se constata que lag
cepas rédpidas consideradas como adavtadas a la maltosa, rccn
sumen 60-80% de la maltosa presente, pero que, por el coﬁ—
trario, una cepa lenta como la N.C.Y.C. R 30 consume menons

15. del 20% de la maltosa presente. En el marco de este test, se -
gliminan todag las cepas que consumen menos de 35% de la
maltosa presente y se retienen las cepas que consumen més
del 60% de la maltosa presente. Las cepas gue consumen entre
35% y €0% de la maltosa presente no son consideradas mis que

20. si han sido considerazdas segin los criterios del segundo test

0 segin log criterios del cuarto ftest, = = = = =~ =« = =« ~ =

En el cuarto test, se consideran todas las cepas

que titulan menos de 35 unidades invertasz y, preferentemente,
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15.

20.

..735...

menos de 30 unidades invertasa y, mds preferentemente =ain,

menos de 20 unidades invertasa, - = = = = = = = = = - - - -

En el marco de la seleccién tal como se ha descri-
to anteriormente, se consideran 10 hibridos de los 196 obte-

nidos PoOr Cruce. = == = = = = = .- e o e e -

Es destacable que los hibridos seleccionados tienen

las propiedades siguientes: = = = = = = & o - - - - - o o

= curva de crecimiento equivalente a los testigos en

el primer test, = = = = = = = = = - - - L L . Lo

- ad@ptgcidn a la maltosa caracterizada por un consu
mo de por lo menos 35% de la maltosa presente on |
el segundo test, es decir por lo menos 50% de la
maltosa consumide por las cepas répidas testigo

adaptadas a la maltosa, = = = = =« = = = = & & -

~ contenido en invertasé inferior a 35 unidades y,
~ preferentemente, inferior a 30 unidades y, aﬁn'més
preferentemente, inferior a 20 unidades en el cuar
to test, o/de preferencia un crecimiento en presen

cia de 4cido acético caracterizado por un: - - -

J:en 0,433 % de 4cido acético > 0,55 my o/y un
M oen 0,466 % de &cido acdtico > 0’32/nt"
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es decir una inhibicién menor en presencia de 4ci-
do acético que las cepas ripidas testigo adaptadas

a la maltosa, = = ~ = = = = = = = = = =~ = =« - - & .

S0n unas cepas nuevas para la produccidn de levadura de pang
der{a, no reuniendo ninguna cepa autorizades en la industria
de la levadura de panaderfa estas tres o cuatro caracterfisti

CaS: = = = = = = = = - - e e e e e e e e m e e e e m .- -

Estos 10 hibridos seleccionados son a continuacién

ensayados por medio clésicos: = = = = = = = = & @ - " .. ’

« cultivo en fermentadores de 3 litros tales corwo
los descritos en Yeast Technology, J. WHITE (1954),
péginas 103 a 106 donde el medio de cultivo tiene
un volumen total de 1100 ml, el azdcar es aportado
en forma de melaza, el zirees filtrado en membrana
del tipo Millipore a razén de 1 m3/hora y la inse-~
minacidén se realiza por 300 mg de levadura obteni

da por cultivo anaerobio en matraces, = = = - - -

. cultivo aéreo y agitado en bateria de fermentadores
New Brunswick Scientific Co. de volumen total 5 1i
tros y de volumen dtil 3 2 3,5 litros, después se

cado de las levaduras obtenidas, = = - = = = = =

+ 0 cultivo en baterfa de fermentadores piloto de

volumen Util 80 litros, tales como los descritos

GRS S A i Lty i BTN TR L% aaliioaal e
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en el ejemplo 2 de la patente francesa n? 75 20943,

después secado.

- e e wm R o e ew mm am e G e em e e A e

Los cultivos en la fase fermentador de 3 litros ti

po WHITW ponen en evidencia que 5 de los 10 hibridos selec-

cionados presentan unas caracteristicas particularmente inte

resantes. Se dan en la tabla I los resultados obtenidos en

la misma serie de experimentos para estos 5 hibridos, varios

hibridos de levadura ripida adaptados a la maltosa, tomados

como testigos, y una cepa lenta, a saber la N.C.Y.C. R 30

10. que es particularmente de alto rendimiento.

TABLA I

|
|
/ +4
Cepas Unidades Test A.l.
utilizadas invertass | 1 hora! Test Ay | Test Ay Test A |
Testigos
(hibridos de 1g
vadura répida
adaptados a la s
maltosa) 45 a 140 57 &4 46 8 a 16
N.C.Y.C. R 30 25 29 46 56 26 bk
Hibrido 1 23 52 61 55 24 .
Hivrido 2 37 58 68 51 17 .
Hibrido 3 35 65 72 56 18
Hibrido 4 32 56 67 62 23
Hibrido 5 29 52 62 60 25

Después de tests en baterfas de fermentadores de

volumen més importante y después de ensayos en fébricas, son

los'hibridos 3 ¥ 5 que han sido considerados y depositados

en la N.C.Y.C.

m em wm e v ke e e am am wm e e e e wm me e e e we .
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15,

20.

1 hibrido n? 3 ha recibido el ndmero N.C.Y.C.

648, el hibrido n? 5 ha recibido el ndmero ¥.C.Y.C. 847. - =

Se dan en la tadla II los resultados obitenidos va
ra estos dos hibridos en fabrica después de cultive de 100
3

m” que conducen a recoger aproximadamente 25 toneladss Ade

levadura fresca, llevada de manera que se obtenga: - - - -

« un contenido de nitrégeno sobre materias secas de
aproximadamente &%,

- un contenido de P,05 sobre materias secas de apro
ximadamente 2, 3%, '

. un contenido de trealosa sobre materias secas de
aproximademente 13%,

. un porcentaje de grumos del orden de 1%,

. un descenso crioscépico del agua externa de laflg

vadura del orden de 0,32C. = = = = = = = = = - -

Se dan a titulo de comparacién los resultados oh
tenidos con un hibrido de levadura ripida adaptado a la mal
tosa y la N.C.Y.C. R 30 (%abla II en lo que concierne z la’
levadura fresca y tabla III en lo que concierne a la levadu

TQ SECAJ: = = = = = = = = = - - - o o e o -




TABLA IT

LEVADURAS FRESCAS

Cepa i
4
3, By
Ay A MM S FFTTE TS T
HAIbrido de
levadura

rdpida adap [55+80=135| 59| 49| 22| 28 | 350 | 1700 | 60| 400
tado a la

maltosa

NCYC R 30 137+48= 85 | 52| 56| 40| 33 | 260 [1200 | 120| 650
NCYC 848 60+80=140 | 64| 53| 33} 53 | 420 | 1780 | 200 {1160
NCYC 847 23+75=130 | 63| 57| 37! 50 | 400 |1700 | 250 [1200

TABLA IIT

LEVADURAS SECAS , 5

. Cepa : i
B, Bty

Aa [MolAalAy M RTIE TR

Hibrido de ) i
levadura dl
répida 48+70=118{ 50| 41| 18 | 24 300 1500 45.1-300 |

adaptado a I
la maltosg I

NCYC R 30 [32+43= 75| 45| 47| 32 29,5 | 230]1050- | 90! 5001
NCYC o485 [51+68=119] 53| 45| 25 | &3 350 11550 1 12071 830!
NCYC 847 |46+61=107 53| 48] 28| 38 30011470 1107}8§0§

Las principales caracterfsticas taxondmicas de las
cepas de Saccnaromyces Cerevisiae N.C.Y.C. 847 y B.C.Y.C..

848 estén relacionadas en la tabla VI.

- e e e e W we e A .
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SJENPLO 2

Para probar de obtener unas cepas 142 bajo conteni-~
do de invertasa, se cruzan los haploides de las cepas lentas
obtenilas en el marco del ejemplo 1 que han parecido mds in-
teresantes, con unos haploides de cepas rédpidag adaptalss a
la maltosa que han sufrido un trataniento de mutacién des-

tinado a descender su contenido en inverftaca, - - - - - - -

El ftratamiento mutdgerno ez conducido de la mznera

siguiente: = « = = = = w w o L oL L L Lo oo oo

La cepa haploide que proviene de un precultivo
fresco es puesia de nuevo en medio de cultivo ¥y 1levada a la .
Tase exponenciai de crecimiento. La levadura es recogida €s
térilmente por centrifugacién ¥ puesta de nuevo en suspéﬁéién»
en un tampén Tris de pH 6,6. La concentracién final en célu-

7

las serd de 10 a 108 células por nl. El agente mutdgeno ni

trosoguanidina es adicionado con una concentracidn final de

200 a 400 microgramog/ml. = = = = = = = = = = = & = = . - -

La reaccidn se realiza =& 309C durante un tiempo de
15 a 60 minutos. Al final de 1a reaccién, después de dilucién
con une gren cantidad de agua salada, se centrifuga en frio.
Las célulae haploides tratadas son entonces llevadas a dilu
cién conveniente y colocadas en medio gelosado en caja de

Petri. Se obtienen, segin las cepas haploides tratadas, unog

Kbl hite b CALR LoDt vibnh nie e A 2

POOR
QUALITY
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porcentajes de superviviencia de 10 a 80%. =~ = = = = « ~ = «

Se consideran para screening los haploides trata-
dos en los tratamientos que han dz2do una supervivencia supe
al g

rior gl 40%. = ~ = = = = = = = - . e e e e e - - o~ .o

5. Se emvlean como test de screening, para seleccio-
nar estos haploides, el primer test y el cuarto test: conteni

do en invertasa inferior z 20 unidades. = = = = = = = - - =

Se conduce este trabajo hasta la obtencién de: - --

= 5 haploides mutantes de mating tipo a

10. - 5 haploides mutantes de mating tipoet

5

que respondan positivemente a estos dos Test y para los'cug
les se ha verificado, por medioc del tercer test, que conser

van su caracteristica de adaptacidén a la maltosa. =~ — ~ — =
Se cruzan estos hibridos con: - = = — = = - - - _ T

15. - - & haploides salidos de las cepas lentas de'maQ'

ting tipo a,

-~ 4 haploides salidos de las cepas lenfas de ma-

ting tipool.

Se obtienen asf 50 hibridos que se ensayan con la

20. ayuda del primer test, del cuarto test (contenido en inver-

tasa inferior a 20 unidades) y del tercer.test como se ha

~ e



descrito en el ejemplo 1.

7 hivridos.

Gracias z estos test de screening se seleccionzn

- wm em e e me Am M an me M e M Se Ge RS we EE AR W e Ge e

Después de cultivo WHITE, ensayos en fermentadores

NEW BRUNSWICK y ensayos a escala industrial, se considera 1

hibrido. Este hibrido ha sido depositado en le N.C.Y.C. bajo

el numero N.C.Y.C. 878. Los resultzdos obtenidos con este

hibrido en ensayos en fermentadores tipo WHITE de 3 litros

y ensayos industriales estén relacionados en la tabla IV. -

——————

. N DY N

TABLA IV
Test A1 .
inver . Test | Test |Test [Test
taga | 1 hora Total A, Ay Ay kg
2 horas -
Resultados levadu
ras con 32% de ma
terias secas.des~| 15 43 53 61 28
pués de cultivo
tipo WHIIE
Resul tados leva~
duras frescas =
después de ensa- 5 42 + 70 = 112 53 61 44 35
yos industriales
Test A'1 A’2 A'3 A‘4 A'5
Resultados levadu
ras secas despuds —
de ensayos indus- 37 + 62 = 99 47 48 35 ¢ 3
triales
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EJEMPLO 3
Se hacen reproducir por esporas las cepas més inte
resantes obtenidas en los ejemplos 1y 2. = = = = = = = = =

Se cruzan los haploides obtenidos a partir de es—
tas nuevas cepas de levadura con log haploides de mis alito
rendimiento, es decir los que han conducido una ¢, preferen

temente, varias veces a unas cepas seleccionadas., = = = - «

Se efectdan asi 110 cruces que conducen a 21 hi-
brides considerados después de seleccidn segin el primer

test, el cuarto test y el tercer test, los tres utiligzados -

 como en el ejemplo 1. = = = = = = = = = = o= om e o e

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

mEI‘OS NanYiC' 879 y N'C-YCCQ 880: oA e e e - e - - -"'.'—"

Los resultados obtenidos con estos hibridos en en
gayos en fermentadoresrtipo WHITE de 3 litros estdn relacié
nados en la tabla V siguiente. Sus caracteristicas taxonééi
Cas estdn relacionadas en la tabla VI. Los 5 hibridOS'obteni
dos en ¢l marco de estos ejemplos nan sido todos identifica-

dos como unos Saccharomyces Cerevisiae, = — — = = = — — — -
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TAZLA V
Resultados con cultivo en «ezg Ay :
fermentadores tipo WHITE | Invertasa 1 hora | Le8t A, | Test A, | Test Ay
N.C.Y.C. 879 21 48 58 63 28
N.C.Y.C. 330 16 42 54 64 31

Estas dos cepas N.C.Y.C. 879 y 880 tienen unss
propiedades préximas a la cepa N.C.Y.C. 878, ez decir que
son més réipidas en todos los tests que la N.C.Y.C. R 30,

comprendiendo el test A4 Que corresponde a una pasta muy

o em e e e e e e e e S e e me e e e e e e e o e e

5. azucarada.

EJEMPLO 4

A todo lo largo del trabajo descrito en los ejemplos
1 a 3, se han llegado a reconocer un cierto némero de haploi
des de alto rendimiento en particular que conducen a unos hi

10. bridos seleccionados y reconccidos a continuacién como gue

tienen propiedades interesantes nuevas.

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

naploides:

n A wm m W we e e me M G e AP e e mm e e e e e e e mm

5. - Ha 1 haploide de mating tipo a que ha recibido el n? N.C.Y.C. &81

- Ha 2 " " tipo a que ha recivido el n? N.C.Y.C. 832

- Hl 3 m " tipo o que ha recibido el n® N.C.Y.C. 883




- A5 -

- Hot 4 haploide de mating tipo « que ha recibvido el n2 W.C.Y.C. 88¢

—_ H“’. 5 "

cién por esporas de cepas de Saccharomyces Cerevisiae. = -

H

tipo L que ha recibido el n? N.C.Y.C. 835

Estos haploides han sido obtenidos por revroduc-

5. Estos haploigdes cultivados en fermentadores tipo
WHITE han dado los resultados siguientes: = - - - - - - - -
Contenido de Test Ay Test Ay Resultado del test A3 % 100
invertasa en 1 hora | en {1 hora | Resultadc del test A2

Ha, 18 41 29 121
Ha, 11 29 17 109
Hx3 85 50 13 75
H¢4 33 15 89
Hds 13 26 35 139

10.

Los dos primeros haploides Ha, (¥.c.y.C. 10 881) y -

Ha, (N.C.Y.C. ne 882) son varticularmente destacables: - - —

- puesto que tienen caracteres rdpidos, es decir

de adaptacién a la maltosa y osmotolerantes, es decir de

adaptacidn a los fuertes contenidos de azicar,

~ puesto que imponen el caricter invertasa bajo

- después de conjugacién, es decir que dan sistemdticamente

unas cepas dipleides con invertasa baja.

Dan resultados interesantes tanto cuando son con

- e e e wm e ew e em o=

jugados con haploides salidos de levaduras ripidas como cuan
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do son conjugados con haploides salidos de levaduras lentas.

Los dos haploides Hd3 (N.C.Y.C. n2 883) y Hy
(N.C.Y.C. n? 884) son ejemplos interesantes y de alto rendi
miento de haploides salidos de levaduras ripidas no osmoto-

lermies. = = = = = 0 & & d e e e C L e oo oo

El haploide M{S €s un buen ejemplo de un haploide
que tiene unas caracterfeticas de muy buena adaptacién a las

pastas azucaradas. = = = = = = = = = = @ - o o - o oo o

CEARTE S 1 SR gy ) iad
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Este Wltimo ejemplo hace aparecer que los tests
de screening descritos conducen répidamente a definir unos
haploides particularmente de alto rendimiento, que pueden im
poner caracteristicas buscadas como por ejemplo un bajo con-

5. tenido en invertasa., = = = = = = = = « - - - e e . e - -~

Estos haploides selecciohados, debido a que han

conducido una o, preferentemente, varias veces a cepas diploi
des seleccionadas, representan un material genético de parti
da particularmente interesante. Los mismos pueden ser carac
10. terizados por los tests clisicos segin sug propiedades como
haploides, 'y, de una manera ain mis interesante, segin lésﬁ

propiedades que confieren a los haploides después de cruce.

v

A continuacién de lo cual y cualquiera que sea el

modo de realizacidn adoptado, se dispone asf: -« « = - = - -
15. ~ Por una parte, de nuevas cepas de levaduras, - -

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

yen unos productos industrisles nuevos, = = = = = = = = « -

estas nuevas cepas, as{ como las levaduras frescas y secas
20. que de ellas se derivan presentan, con respecto a las que

existen ya, las numerosas ventajas expuestas en la descrup-

cibn, = = = @ = - - - e = e e e e e o o e e e e e o e -
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Desde luego'y como resulta ademis de 1o que ante-
cede, la invencién no se limita en modo alguno a aguellos
modos de realizacién ¥y de adaptacién que han sido mis espe-

cialmente previstos sino que abarca, por el contrario, todas

4 los efectos consiguientes se declaran de novedad
¥y propiedad para Espafia, sus territorios y plazas de sobera- :

nla, las reivindicaciones que siguen.
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REIVINDICACIONES

1.- Método de produccién de levadura de pesnaderia
y similares, caracterizado por partir de una cepa que se
selecciona por medio del vrimero y por 1o menos otro test
de screening elegidos en un conjunto de test de screening
en que no se recurre a ninguna medicién de desprendimiento
gaseogo, a partir de un conjunto de cepas diploides prepara
dag previamente o bien por hibridacién o bien por mutacién

de cepas existentes, estando los tests de dicho conjunto

~constituidos por: = = = = = = = = = - - T - - = -

- un primer test que comsiste en medir el coeficien
te de multiplicacidén medio de una cepa dada siguiendo la va
riacidén de la densidad éptica de un medio standard inseming
do por una suspensidén de células obtenidas a partir de ezta

CEPA) = = = = = = = = = - - e = - e = .- - .- - - -

- un segundo test que consiste en medir de la mig
ma manera el coeficiente de multiplicacidén medio de dicha
cepa en presencia de un Acido inhibidor adicionado al medis

standerd, = = = == === === ==~ = = = = = = « = - =

- un tercer test que consiste en medir la zdapta-~
cibén a la maltosa de dicha cepa en presencia de gluéosa por
determinacidén de la cantidad de maltosa subsistente en un
medio standard después de que una cantidéd conocida de glu-

cosa adicionada a este medio haym sido completamente consu-
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Mida, = = = = = m e e e e e e e e e e oS Cooa
= un cuarto test que consiste en dosificar el con
tenido de invertasa de dicha Cepa,y = = = = = = = - -~ =
- un quinto test que consiste en medir el tienmpo
5. de latencia de dicha cepa. = = = = = = 0 = o = 0 & 4 - - o o

2.~ liétodo segin la reivindicacién 1, caracteriza
do porque parapreparar levaduras de panaderia y similares,
frescas y estables en la conservacién y al secado, se culti

va la cepz seleccionada bajo condiciones tales que: - -

10. - la centidad de grumos o yemas de esta levadura
fresca es inferior a 5% y, preferentemente, in-
ferior a 1%, = = = = = & 0« 0 o 0 = - o - - -

= su contenido en protefnas corresponde al Sptime
de la cepa seleccionade, - m e - - - - -

15.

—~ su composicién corresponde a las desigualdades

siguientes: = = = = « = 0 o 0 oo - o

trealosa o
' Waterias secas = 19F
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- siendo el descenso crioscépico del agua externa

de la levadura inferior a 0,59C. ~ = = = = = - =

3.~ Método segin la reivindicacién 1 6 2, caracteri

zado porque, para fabricar una levadura seca y activa, a la

levadura preparada se le adiciona un emulsionante del grupo

Que comprende el monoestearato de sorbitol y el éster de po-
liglicerol y porque se seca la levadura asi tratada bajo con
diciones cuidadosas que son las de las técnicas de secado en
fluidizacién, de secado neumdtico o la combinacién de estos

dos tipos de Secadt. = = = = = = = 0 - & C e - - -

4.- Método segin la reivindicacién 2, caracteriza
do porque la cepa seleccionads permite obtener una levadura

freéca, de alto rendimiento en pastas azucaradas y que da: -

- un desprendimiento gaseoso igual o superior g
112 y, preferentemente, a 115 ml de 002 en el test Ajen 2
horas, un desprendimiento gaseoso igual o superior a 1.500
ml‘de 002 en el test B1 en 3 horas y, preferentemente, iguai

o superior a 135 ml de CO, en el test Aj y & 1.700 ml de 53,

en el test R i

- un desprendimiento gaseoso igual o superior =
53 preferentemente a 55‘ml de 002 en 1 hora en el test A,
y» més preferentemente, ain, igual o superior a 60 ml en es

te test en 1 hora, = = = = = - - = = 0 oo o - o - Lo
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Y, oreferentemente, igual o superior a 52 ml en el test A'

...53...

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
50 ml de CO2 en 1 hora en el test A3 ¥, Preferentemente,

igual o superior a 59 ml en el test Ay en 1 hora, -~ -=---

~-un desprendimiento gaseoso igual o superior a 25
ml de CO2 en el test A4 ¥, preferentemente, igual o superior
a 30 ml de co, en el test Ay en 1 hora y, més preferentemen~

te ain, igual o superior a 35 ml de 002. ---------

5.- Método segin la reivindicacidén 3, caracteriza~
do porque la cepa seleccionads permite obtener unas levadu-

ras secas de alto rendimiento en pastas azucaradas y que

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a 7
93, preferentemente az 100 ml deVCO2 en el test A'1 en 2 horas,
superior 0 igual a 1.350 ml de CO2 en el test B1 én 3 horas
¥y preferentemente, igual o superior a 115 ml ae CO, en el

test A', ¥y 2 1.500 ml de CO, en el test B, en 3 horas, — - -
1 2 1

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a

46, preferentemente a 48 ml de CO2 en el test A'2 en 1 hora

27"

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a

44 ml de CO2 en el test A'3 Yy preferentemente, igual o supe

rior a 47 ml de 002 en el test A'3, ------------
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- un desprendimiento gaseoso igual o superior a 21
ml de 002 en el test A'4 ¥, preferentemente, igual o superior
a26m de COpr == == === ===========-=-=--

6.~ Método seglin la reivindicacidn 2, caracteriza-
do porque la capa seleccionads permite obtener una levadura

fresca de alto rendimiento en pastas 4cidas y que da: - - -

- un desprendimiento gaseoso igual 0 superior a
115 ml de 002 en el test A1 en 2 horas e igual o0 superior a
1.500 ml de 002 en el test B1 en 3 horas y, preferentemente,
igual o superior a 135 ml de CO, en el test Ajy a 1,700 ml

de CO2 ern el test B1, ...................

- un desprendimiento gasecso igual 0 superior ab
40 ml de 002 en el test A5 en 1 hora y, preferentemente,
igual o superior a 45 ml de 002 en este tesi AS en 1 hora,
un desprendimiento gaseoso igual o superior a 500 ml de eo,
en el test B’3 en 3 horas y, preferentemente, igual o supe-

rior a 1000 ml de 002 en este test B'3 en 3 noras. = = = ~

7.~ ¥étodo segin le reivindiecacién 3, caracteriza-
dos porque la cepa seleccionada vermite obtener unas levadu

ras secas de alto rendimiento en pastas 4cidas y que dan: -

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
100 ml de 002 en el test A'1 en 2 horas, superior a 1.350 ml

de CO2 en el test B1 en 3 horas y, preferentemente, igual o
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superior a 115 ml de CO2 en el test A'1ry a 1.500 ml en el

test B, en 3 horas, = = = = = =~ = == =« -cooo--

- un desprendimiento gaseoso superiaro igusl a 32
ml de 002 en el test A'5 en 1 hora ¥y preferentemente, igual
o éuperior a 38 ml de CO, en el test A's; wn desprendimiento
gaseoso igual o superior a 750 ml de CO, en el test B'3 en 3
horas y, preferentemente, igual o superior a 820 ml de o,
en el fest B'3- ----- i iy

8.~ Método segin la reivindicacién 2, caracteriza-
do porque la cepa seleccionadas permite obitener levaduras

frescas que presentan simultédneamente las propiedades siguien

teS! = - = - e e m m et - - e - e - e - e -~ -

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a ,
112 ¥y, preferentemente} a 115 ml de Co, en el test Ay en 2
horas, un desprendimiento gaseoso igugl o superior a 1.500
m; de CO, en el test B1 en 3 horas, ¥y, ﬁreferentemente, 1gual -
o0 superior a 135 ml de CO2 en el test A1 Yy a 1.700 ml de CQZ
en el test B1, e - - e e e et cm e e e

- un desprendimiento gaseoso igual 0 superior a
53 preferentemente a 55 ml de 002 en 1 hora en el test A,
¥y, més preferentemente avn, igual o superior a 60 ml en es-

te test en 1 hora, = = = = = = = = ¢ 0 6 o c - - .- -

-~ un desprendimiento gaseoso igual o superior a
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50 ml de 002 en 1 hora en el test A3 y, preferentemente,

igual o superior a 55 ml en el test Ay en 1 horgy = = = - =

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
25 ml de 002 en el test A4 yy preferentemente, igual o supe-
rior a 30 ml de 002 en el test Ay en 1 hora y, més preferen

temente aun, igual o superior a 35 ml de CO,, - = e - -~

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
40 ml de CO2 en el test A5 en 1 hora y, preferentemente,
igual o superior a 45 ml de CO, en este test Ag en 1 hore,
un desprendimiento gaseoso igual o superior a 900 ml de 002
en el ftest B'3 en 3 horas y, preferentemente, igual o supe-
rior a 1000 ml de CO, en este test B'; en 3 horas. - = ~ - -

9;- Nétodo segin la reiviﬁdicacidn 3, caracteriza
do porque lg cepa seleccionada permite obiener unas levadu- A
ras secas que presentan simulidneamente las propiedades si-

guientes: = = = = = = = = = = = = = = = = = - = - - - - =~

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
098, preferentemente a 100 ml de CO, en el test A'1 en 2 horas
guperior o igual a 1.350 ml de 002 en el test B1 en 3 horas

¥y preferentemente, igual o superior a 115 ml de CO, en el

test A'1 ¥y & 1.500 ml de CO, en el test B1 en 3 horas. = =

- un degprendimiento gaseoso igual o superior a
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4€, vreferentemente a 48 ml de 002 en el test A'2 en 1 hora

¥, vreferentemente, igual o superior a752 ml en el test A'2, i

- un desprendimiento gaseoso igual o superior a
44 ml Qde CO2 en el test Af3 YV preferéntemente, igual o su~

perior a 47 ml de CO2 en el test A'3, - e - - - - (.

— un desprendimiento gaseoso igﬁal 0 superior g 21
ml de 002 en el test A‘4 ¥, vreferentemente, igual o superior

a 26 ml de 002’ ----------------------

= un desprendimiento gaseoso sﬁperior o igual =a
32 ml de CO, en el test A'5 en 1 hora, y preferentemente,
igual o superior a 38 ml de CO, en el test A'5; un desprendi
miento gaseoso igual o superior a 750 ml de CO, en el test
B'3Jen 3 horas'i, preferentemente; igual o superior a 820 al

de CO, en el test B'3- ------------- -—— - -

10.- Método segin las reivindicaciones 1 a 3,rcarqgi
terizado porque la cepa seleccionada utilizada es la cepa '
depbsitada en le National Collection of Yeast Culture (NCY&)
bajo el mimero NCYC 847. = = = = = o o o o o ;o = o 0w o

11.~ Método segin las reivindicaciones 1 a 3, ca-
i
racterizado porque la cepa seleccionads utilizada es la cepa l
depositada en la National Collection of Yeast Cultures (NgYC)

bajo el nimero NCYC 848, = = = = = o - o o 0w m oo o o
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12.- Método segin las reivindicaciones 1 a 3, ca-
racterizado porque la cepa seleccionada utilizada es la cg
pa depositada en la National Collection of Yeast Cultures
(NCYC) bajo el nimero NCYC 878, = = = = = = = = = = = = - -

5. 13.- Método seglin las reivindicaciones 1 a 3, caragc
terizado porque lé cepa seleccionada utilizada es la cepa de
pogitada en la National Collection of Yeast Culutres (NcYe)
bajo el nimero NCYC 879, = = = = = = = = = = = = = = = = =

14.= Método segin las reivindicaciones 1 a 3, carac

10, terizado porque la cepz seleccionada utilizada es la cepa
depositada en ia National Collection of Yeast Cultures (NCYC)
bajo el nimero NCYC 880: = = = = = = = = = = = = = = = = = =~

M [

15.- "METODO DE PRODUCCION DE LEVADURA DE PANALR-
RIA Y SIMILARES": = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

15. Todo ello conforme se describe y reivindica en,ié]
Presente memoria que consta de cincuenta y ocho hojas fol;gj
das y mecanografiadas por una sola de gus caras.

MADRILZ § Si7,1378
P A M CURELL SUROL

meme.




	Bibliographic data
	Description
	Claims



