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DESCRIPCION

Levadura de panaderia.

La invencion se refiere a la produccién de levadura de panaderia, en particular a una nueva composicién de levadura
y a un procedimiento de produccién de un caldo de fermentacion de levadura concentrado adecuado para su utilizacién
como la nueva composicién de levadura de panaderia.

Descripcion del estado de la técnica

La préctica de la produccion de levadura de panaderia es bien conocida y se encuentra ampliamente documenta-
da en la bibliografia. Buenos ejemplos de descripciones de la practica de produccién de levadura de panaderia son,
por ejemplo, Burrows, S. (1979) Baker’s yeast (Levadura de panaderia), Economic microbiology, vol. 4 (Rose, A.H.
ed.), pags. 31-64; Academic Press, Nueva York; Reed G. (1982) Production of bakers’ yeast (Produccién de levadura
de panaderia), Prescott & Dunn’s industrial microbiology, 4* ed. (Reed, G. ed.) pags. 593-633; AVI, Westport, CT.;
Chen, S.L. y Chiger, M. (1985) Production of baker’s yeast (Produccién de levadura de panaderia), Comprehensive
biotechnology, vol. 3 (Blanch, HW., Drew, S. y Wang, D.I.C eds.) pags. 429-461; Pergamon Press, Oxford; Trivedi,
N.B., Jacobson, G.K. y Tesch, W. (1986) Baker’s yeast (Levadura de panaderia). Crit. Rev. Biotechnol. 4, 75-110; y
Beudeker, R.F., Dam, H.W. van, Plaat, J.H. van der, y Vellenga, K. (1990) Developments in Baker’s yeast production
(Avances en la produccién de levadura de panaderia), Yeast (Verachtert, H y De Mot, R. eds.) pags. 103-146; Marcel
Dekker Inc., Nueva York. A continuacién, se proporcionard una atencion adicional a aspectos especificos de la produc-
cion y de la utilizacion de la levadura de panaderia que se pueden mejorar con la invencidn descrita en esta memoria
descriptiva.

Después de la produccion de la semilla de levadura en etapas multiples (Chen, S.L. y Chiger, M. (1985) Production
of baker’s yeast (Produccion de levadura de panaderia), Comprehensive biotechnology, vol. 3 (Blanch, H.W., Drew,
S. y Wang, D.I.C eds.) pags. 429-461; Pergamon Press, Oxford) sigue la produccién de la denominada levadura
comercial. En la prictica normal esto se hace en fermentaciones en discontinuo principalmente utilizando melazas
como sustrato de C y amoniaco o urea como la fuente principal de nitrégeno. Los sustratos se alimentan al fermentador
durante la fermentacion. Otros requisitos de crecimiento como fosfato, parte del nitrégeno, sales y vitaminas, se aiaden
al fermentador al comienzo de la fermentacion o justo en las primeras horas de fermentacién. Las melazas también
actiian como fuente de muchos oligoelementos, que se dosifican en cantidades suficientes o incluso en exceso mediante
la alimentacién de las melazas como fuente de carbono. La fermentacion tarda entre 10 y 20 horas y concluye con un
caldo que contiene entre 4 y 8% de sélidos de levadura seca.

Antes de que se pueda utilizar, la melaza necesita ser clarificada. Esto quiere decir que la melaza se diluye para
reducir la viscosidad y para hacer que la melaza se pueda bombear, aunque también para permitir la eliminacion de
sedimentos (arena, suciedad, materia coloidal) antes de la esterilizacién y de la alimentacién al fermentador.

Los programas de alimentacién utilizados para la melaza y para la fuente de nitrégeno y, en cierta medida también,
para los otros requisitos de crecimiento se consideran generalmente una informacién crucial y se publica poco acerca
de los programas que realmente se utilizan en la practica industrial. No obstante, estd claro que los programas son
de importancia primordial para la calidad de la levadura final obtenida. Como resulta evidente a partir de Burrows, S.
(1979) Baker’s yeast (Levadura de panaderia), Economic microbiology, vol. 4 (Rose, A.H. ed.), pags. 31-64; Academic
Press, Nueva York, y de un trabajo anterior de Drew, B. von, Specht, H. y Herbst, A.-M. (1962) Zur Ziichtung von
Backhefe in konzentrierter Melassewiirze. Die Branntweinwirtschaft 102, 245-247, los perfiles de alimentacién con
alto contenido de melaza conducen a una levadura mds activa y los perfiles de alimentacién con bajo contenido de
melaza conducen a una levadura menos activa que tiene una vida ttil mds larga. En la practica actual, la velocidad de
alimentacién méxima estd limitada, por un lado, por la velocidad de transferencia de oxigeno (OTR (oxygen transfer
rate)) del fermentador y, por otro lado, por la velocidad de crecimiento critica de la levadura, por encima de la cual
comienza a tener lugar la formacién de alcohol. La formacién de alcohol es indeseable debido a la mala calidad de
conservacion resultante de la levadura y a la pérdida de rendimiento sobre la fuente de carbono. Al parecer, un perfil
de alimentacién con un contenido de melaza demasiado bajo en relacion con la cantidad de levadura presente en
el fermentador puede conducir a una produccién de gas de la levadura demasiado baja. Asi, en Sher, H.N. (1962)
Continuous process for the production of yeast (Procedimiento continuo para la produccién de levadura), patente
U.S.A. 3032476, se declara que la velocidad de crecimiento de la levadura deberfa mantenerse por encima de 0,05 h™!
y preferentemente incluso por encima de 0,075 h™'. Asi, dado un porcentaje de inéculo adecuado econémicamente,
la velocidad de crecimiento minima considerada necesaria para un buen rendimiento de produccién de gas junto
con la velocidad de alimentacién méxima debida a las limitaciones de la velocidad de transferencia de oxigeno del
fermentador, conforma la base para el tiempo de fermentacién maximo de 20 h, tal como se indica por parte de
Chen, S.L. y Chiger, M. (1985) Production of baker’s yeast (Produccién de levadura de panaderia), Comprehensive
biotechnology, vol. 3 (Blanch, H.-W., Drew, S. y Wang, D.I.C eds.) pags. 429-461; Pergamon Press, Oxford.

Después de la fermentacidn, las células de levadura se lavan de forma concienzuda mediante concentracion y dilu-
cion repetidas. Tipicamente, se lleva a cabo una concentracién mediante centrifugacidn hasta obtener una suspension
de aproximadamente el 20% de sélidos secos, y la suspension se diluye al menos una vez hasta mas del 100% del
volumen original, lo que da como resultado una concentracién de sélido que no es levadura en el liquido libre de
menos del 10% de la concentracién que existe en la fase de liquido libre del caldo de fermentacion. Asi, se obtiene una
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levadura en crema con una concentracién de sélidos secos de levadura comprendida entre 18-22% que, bien se vende
directamente como levadura en crema, o se procesa de forma adicional en bloques de levadura o en forma de levadura
granulada (entre 25-36% de sé6lidos secos) o se seca para obtener levadura seca activa o levadura seca instantdnea
con hasta el 97% de sélidos secos de levadura. El agua extracelular eliminada del caldo de este modo asciende hasta
aproximadamente el 50% para la levadura en crema, hasta casi el 100% para la levadura desecada. Junto con el agua
requerida para limpiar los sélidos no fermentados de la melaza, este agua forma una corriente de agua residual grande
que necesita tratarse. En la actualidad, el tratamiento completo de aguas residuales incluye una planta de evaporacién
que concentra la corriente de agua residual y que produce vinaza. A expensas de una elevada aportacién de energia,
esta etapa elimina aproximadamente entre 80-95% de la demanda biolégica de oxigeno (DBO) de la corriente de agua
residual. La DBO restante se trata en una planta anaerébica de tratamiento de agua residual y posteriormente en una
planta aerdbica de tratamiento de agua residual, de nuevo con un coste considerable. Ademads, estos costes aumentaran
en el futuro ya que la energia llegard a ser mds cara y también porque las demandas para el tratamiento de corrientes
residuales aumentardn debido a razones medioambientales.

El documento EP-A-0 229 976 describe cepas de levadura de accion rdpida con un rendimiento mejorado en una
masa dulce, normal y de bajo contenido graso. Las cepas de levadura se fermentan mediante procedimientos estandar
utilizando melazas como fuentes de carbono.

Caracteristicas de la invencion

La invencion se refiere a la produccion de levadura de panaderia, en particular a una nueva composicion de levadura
y a un procedimiento de produccién de un caldo de fermentacion de levadura concentrado, adecuado para su utilizacién
como la nueva composicion de levadura de panaderia.

De acuerdo con la invencidn, se describe un procedimiento de produccién y una nueva composicioén de levadura de
panaderia para la produccién de un caldo de fermentacién de levadura concentrado, adecuado para su utilizacién como
la nueva composicion de levadura de panaderia, que tiene un contenido de sélidos de levadura seca comprendido entre
10 y 22%, preferentemente entre 13 y 22%, mas preferentemente entre 16%-22%, y una fase acuosa con los compo-
nentes de la fermentacién constituida por componentes del medio y por metabolitos de la levadura. La composicién de
acuerdo con la invencién es una composicién de levadura de panaderia que tiene un componente de fase de agua celu-
lar y extracelular, obtenible mediante un procedimiento que comprende: (a) el comienzo de la fermentacién mediante
la alimentacién de semilla de levadura con una fuente de carbono que no sea melaza y con una fuente de nitrégeno y
con otros nutrientes esenciales para el crecimiento de la levadura, y (b) la continuacién de la fermentacién hasta que el
contenido de sdlidos de levadura seca del caldo de fermentacién comprende entre 10-22%, procedimiento en el que se
controla la velocidad de alimentacion de la fuente de carbono que no es melaza para evitar concentraciones de alcohol
mayores del 1% durante la fermentacién, comprendiendo la composicion:

- levadura de panaderia que tiene un contenido de sélidos de levadura seca comprendido entre 10y 22%; y

- una fase extracelular que contiene metabolitos de la levadura y compuestos orgdnicos y sales con una concentra-
cién de 0,2 osmol/kg o mayor.

Preferentemente, esto se logra mediante (a) el comienzo (por ejemplo mediante fermentacién en discontinuo) de
una fermentacién mediante la alimentacién de semillas de levadura con una fuente de carbono que no sea melaza y con
una fuente de nitrégeno y con otros nutrientes esenciales para el crecimiento de la levadura, y (b) la continuacién de la
fermentacién hasta que el contenido de sélidos de levadura seca del caldo de fermentacién comprende entre 10-22%,
y (¢) la concentracién de forma opcional del caldo comprende entre 16-22%, por ejemplo, mediante centrifugacion y
la utilizacién de la fase acuosa en la preparacion de una fermentacion ulterior.

Descripcion detallada de la invencion

El nuevo procedimiento para la fermentacioén y la produccién de levadura de panaderia a una escala industrial
comienza con una semilla de levadura adecuada, cuya calidad y cantidad deberia ser mas o menos igual que la de la
semilla de levadura utilizada de forma convencional. Asi, en este sentido, no existen requisitos especiales. Preferen-
temente, el procedimiento de la invencién se lleva a cabo a escala industrial. En la practica, para la fermentacién en
discontinuo se utilizardn fermentadores de entre 50-300 m* o de columna de burbujas, o con agitacion, bajo presién
normal o aumentada, para obtener velocidades de transferencia de oxigeno adecuadas para suministrar oxigeno a la
levadura que estd creciendo. El procedimiento de la invencién produce un caldo de fermentacién concentrado en los
fermentadores de levadura de panaderia existentes, industriales, sin requerir capacidades de transferencia de oxigeno
muy altas. Levadura de panaderia significa una cepa de S. cerevisiae producida de forma comercial o industrial.

El crecimiento en el fermentador se mantiene mediante la alimentacién de una fuente de carbono adecuada que no
sea melaza (por ejemplo, glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa, dextrinas, maltotriosa, rafinosa o alcohol o cualquier
mezcla de los mismos) con una concentracion lo suficientemente elevada de carbono presente en la alimentacion.
La concentracion en la alimentacién deberia ser lo suficientemente elevada para obtener la concentraciéon de sélidos
de levadura seca requerida, teniendo en cuenta el volumen de partida requerido del fermentador. Tipicamente, la
concentracién de azicar en la alimentacién serd de 250 g/l o mayor, aunque para hacer mds facil su manipulacién
preferentemente comprendera entre 400 y 600 g/I de azicar.
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La fuente de nitrégeno puede ser cualquier fuente convencional de nitrégeno utilizada para la practica normal
de la produccién de levadura de panaderia, o cualquier fuente de C/N rica en proteinas hidrolizadas (por ejemplo,
dcidos casamino, trypton, pepton, harina de soja) o una combinacién de las mismas. La dosis de N deberia ser lo
suficientemente elevada como para no ser limitante. La alimentacién total de N consumible se puede determinar
en un balance elemental para obtener contenidos de proteinas (N Kjeldahl * 6,25) comprendidos entre 40-60%. La
concentracion exacta es menos critica que para la fuente de carbono. Normalmente sera suficiente una disolucién de
amoniaco al 25% o cualquier otra fuente de nitrégeno equivalente en concentracién de N, aunque se pueden utilizar
otras concentraciones, preferentemente mayores.

De acuerdo con la practica actual, se pueden utilizar fosfato y otros nutrientes como sales y vitaminas y otras
sustancias de ayuda al procesado de calidad aptos para utilizacion alimentaria, tal como se describe en la bibliografia
accesible, teniendo cuidado de no administrar una dosis excesiva de componentes.

Todos los nutrientes descritos anteriormente se afladen tipicamente en forma de componentes relativamente puros
tales como jarabes de azicar, amoniaco, dcido fosférico, etc., aunque también se pueden afiadir en una forma menos
pura con tal de que no contengan ningiin componente que necesite eliminarse mediante lavado, a fin de hacer que
la levadura obtenida sea adecuada para la utilizacién en comestibles o en alimentacién. Los componentes se pueden
combinar de una forma que favorezca la composicién del metabolito de la fase acuosa del caldo de fermentacién en lo
que respecta al sabor y al aroma del producto.

La alimentacién al fermentador se inicia después de la adicion de la semilla de levadura. Como minimo a la fer-
mentacion se alimentan las fuentes de carbono y de nitrégeno, excepto una pequefia parte que se puede suministrar de
forma discontinua al comienzo de la fermentacién. Los otros nutrientes, como la fuente de fosfato, sales y vitaminas,
también se pueden alimentar al fermentador, o bien en parte o completamente. La alimentacién de estos componentes,
por separado o mezclados con la fuente de carbono y/o de nitrégeno tiene la ventaja de que se evitan concentraciones
muy elevadas al comienzo de la fermentacién. No obstante, es posible afiadir estos nutrientes al comienzo de la fer-
mentacidn, especialmente cuando las fuentes de carbono y de nitrégeno tienen una concentracién elevada, permitiendo
asf un volumen de partida del fermentador relativamente grande.

El programa de alimentacién para la fuente de carbono es tal que la velocidad de alimentacién de partida se adapta a
la velocidad a la que la semilla de levadura puede comenzar el crecimiento (mds convenientemente expresada en forma
de velocidad de crecimiento) y, a continuacién, aumenta hasta que se alcanza la velocidad de alimentacién madxima
para la fuente de carbono. Esta velocidad de alimentacién maxima para la fuente de carbono estd determinada, por
un lado, por la velocidad maxima de transferencia de oxigeno del fermentador y, por otro lado, por la velocidad de
crecimiento critica de la levadura, por encima de la cual comienza a tener lugar la formacién de alcohol. Claramente
cuando la dltima es limitante la velocidad de alimentacién, se puede aumentar todavia de forma exponencial debido al
crecimiento de la levadura, hasta que la velocidad de transferencia de oxigeno del fermentador llega a ser limitante. El
control de la velocidad de alimentacién deberia ser lo bastante estrecho como para evitar concentraciones de alcohol
mayores del 1% y preferentemente la concentracion de alcohol deberia permanecer por debajo del 0,5%. Cerca del
final de la fermentacién, la velocidad de alimentacién se puede reducir por debajo del valor maximo, a efectos de
permitir el consumo del sustrato de C y de C/N escasamente fermentable o para permitir el consumo del alcohol. La
velocidad de alimentacion se puede detener completamente durante algin periodo al final de la fermentacion, a efectos
de reducir el nimero de yemas (maduracion de la levadura).

La alimentacién de nitrégeno se puede programar de cualquier forma conveniente, por ejemplo, para minimizar la
utilizacién de productos quimicos para el control del pH, con tal de que el nitrégeno no llegue a ser limitante para el
crecimiento de la biomasa. Al igual que en el caso de la sobrealimentacion del sustrato de carbono, la infraalimentacién
de la fuente de nitrégeno conducird a la formacion excesiva de alcohol. La forma mds fécil de poder evitar esto es
mediante la alimentacién de la fuente de nitrégeno de forma proporcional a la fuente de carbono o alimentando una
cantidad mayor, especialmente en las fases tempranas de la fermentacién. De forma alternativa, parte del nitrégeno
se puede afiadir antes de la siembra. La alimentacién de nitrégeno se detiene cuando se alimenta al fermentador
la cantidad total de nitrégeno requerida, la cual se puede calcular facilmente a partir del balance de N durante la
fermentacién. Se puede decir lo mismo para los programas de alimentacién de otros nutrientes tales como fosfato,
sales y vitaminas, si estos no se afiaden antes de la siembra.

La temperatura se mantiene entre 20 y 45°C, preferentemente entre 25 y 36°C. El pH se mantiene entre pH 3 y 8§,
preferentemente entre pH 4 y 7, por ejemplo, pH 5,5.

La fermentacién se mantiene hasta que se alcanza la concentracién requerida de materia seca, que es el 10%, mas
preferentemente el 13%, de sélidos de levadura seca o mayor, preferentemente el 16% de sélidos de levadura seca o
mayor. Con las velocidades de alimentacién utilizadas, esto toma un tiempo de fermentacién tipicamente de mas de 20
horas, y mds tipicamente se requerird un tiempo de fermentacién comprendido entre 30-50 horas. Las velocidades de
crecimiento especifico al final de la fermentacion tipicamente disminuyen por debajo de 0,05 h™' durante un periodo
prolongado de 5 horas como minimo.

Después de la fermentacion, el caldo concentrado se transfiere a un tanque de almacenamiento y se enfria a una
temperatura baja, preferentemente entre 0-10°C y mds preferentemente entre 0-4°C. Si la concentracién de materia
seca estd comprendida entre 10 y 16% de biomasa de levadura, se puede emplear una etapa de concentracién mediante
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centrifugacién que da como resultado un caldo de fermentacién mds concentrado y una fase acuosa. La fase acuosa
se utiliza a continuacidn en la siguiente fermentacién como agua de relleno, ahorrando los componentes nutrientes.
Preferentemente, no se lleva a cabo lavado.

El caldo de fermentacién concentrado obtenido es el nuevo producto de levadura de panaderia de acuerdo con
la invencion, y es una levadura en crema especial que se puede utilizar por parte del panadero de la misma forma
que una levadura en crema convencional. La levadura en crema especial se vende directamente como levadura en
crema normal o como levadura en crema especial estabilizada (EP-A-461725), o se utiliza para producir levadura en
bloques o levadura desecada, bien como levadura seca activa o como levadura seca instantdnea, utilizando cualquier
procedimiento apropiado.

El procedimiento de la invencion puede comprender ademas la adicién de un agente estabilizante para obtener un
preparado de levadura adecuado para utilizacion directa como levadura en crema estabilizada.

El procedimiento de la invencién puede comprender ademds el procesamiento adicional para obtener levadura en
bloque o levadura granulada, o el secado para obtener levadura seca activa o levadura seca instantdnea.

La levadura en crema especial preparada mediante el procedimiento de la invencién puede distinguirse facilmente,
no obstante, de una levadura en crema convencional porque la composicion de la fase extracelular es bastante diferen-
te. En las levaduras en crema convencionales que comprenden entre 18-22% de solidos secos de levadura, tipicamente
la concentracion total de los sélidos disueltos serd menor de 0,1 osmol/kg (tal como se mide mediante el descenso
del punto de congelacién, por ejemplo, mediante el equipo Osmomat 030 de Gonotec) y preferentemente serd me-
nor de 0,025 osmol/kg (para osmol, véase, por ejemplo, el Webster’s new collegiate dictionary (Nuevo diccionario
universitario Webster)). Las concentraciones dependen fuertemente de la eficacia del lavado de la levadura en cre-
ma, las levaduras en crema sin lavar contienen concentraciones altas y las levaduras en crema lavadas extensamente
contienen concentraciones muy bajas. Tipicamente, la composicion de la levadura en crema convencional comprende
componentes no fermentables procedentes de la melaza (de remolacha) y de metabolitos producidos por las células,
o que se filtran desde las células durante el almacenamiento. En las proporciones tipicas de melazas alimentadas y en
el consumo de las mismas por la levadura, principalmente se encuentran acido succinico y dcido acético, junto con
pequeias cantidades de betaina, 4cido pirrolidin carboxilico y sales de potasio y de sodio y otras sales. Una levadura
en crema especial obtenida mediante el procedimiento de la invencién contiene ademads de sélidos de levadura en la
fraccion extracelular, una multitud de sustancias orgdnicas procedentes del metabolismo de la levadura y sustancias
orgdnicas y componentes minerales procedentes del medio. La concentracién total de sélidos disueltos serd mayor
de 0,2 osmol/kg, y mds preferentemente mayor de 0,4 osmol/kg. Tal como se observé en la utilizacién de melazas,
tipicamente se evita una cantidad excesiva de sales. Ademds de sales sin consumir y otros componentes del medio,
se encuentran muchos metabolitos de la levadura que afectan de forma beneficiosa a las propiedades de sabor y de
aroma de los productos de pan preparados con dicha levadura. Estos componentes son productos del metabolismo de la
levadura comparables a la produccién de componentes durante la fermentacion de la masa, tales como glicerol, 4cido
succinico, dcido isobutirico, aminoacidos de dcido a-cetoglutdrico, dcido acético, vitaminas, etc. Estos componentes
pueden incluir polisacaridos, que se pueden detectar facilmente, por ejemplo, con técnicas de RMN. Las concentra-
ciones de estos componentes se encuentran tipicamente en el intervalo comprendido entre 0,1 y 1 gramos/litro de fase
acuosa o superior, para componentes tales como el dcido succinico y el piruvato.

La ventaja clara del procedimiento de la invencidén es que elimina por completo la produccién de agua residual en
la produccidn de levadura en crema y reduce a més de la mitad la produccién de agua residual para otras formulaciones
de levadura, tales como bloques de levadura, levadura granulada o levadura seca.

Otra ventaja es que no hay necesidad de lavar la levadura del fermentador en los separadores, a diferencia de la
préictica actual en la que la levadura producida con melaza se lava extensamente para eliminar los componentes no
deseados de la melaza procedentes de los procedimientos utilizados en la fabrica de azicar. Esto no solo proporciona
otro ahorro en agua residual, sino que también reduce considerablemente la cantidad de agua de alta calidad necesaria
para la produccién de la levadura.

Esto equivale a una reduccion de costes muy importante, puesto que el coste total asociado con el tratamiento del
agua residual y con la utilizacién de agua con calidad de agua potable puede ascender hasta el 25% del precio de coste
de la levadura de panaderia producida de forma convencional, dependiendo de las normativas locales. Es importante
tener en cuenta que esta reduccién de costes solo tenderd a aumentar en el futuro puesto que se basa en un ahorro en
la utilizacién de energia y en la utilizacién de agua limpia (potable), las cuales se espera que lleguen a escasear y a
encarecerse en el futuro. Como en el futuro también aumentaran las demandas de tratamiento de agua residual debido a
mayores demandas en la pureza del agua liberada al medioambiente, los costes asociados con el tratamiento bioldgico
del agua residual también aumentaran en el futuro. De nuevo, el procedimiento de la invencién ayuda a evitar dicho
aumento de costes que tienen un impacto sustancial sobre la produccién de levadura de panaderfa.

Ademds, mediante el procedimiento descrito se han superado los problemas que se pueden prever a partir de la bi-
bliografia. Asi, de forma sorprendente, se ha descubierto que el producto obtenido en el procedimiento de la invencién
no tiene la desventaja de una baja produccién de gas debido al largo tiempo de fermentacién a bajas velocidades de
crecimiento. La nueva composicién de levadura obtenida al final de la fermentacion, de acuerdo con la invencion, es
lo bastante activa como para utilizarse de forma normal por parte del panadero. La actividad es tipicamente mayor de
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10 ml de gas producido en 3 horas por parte de una cantidad de levadura que contiene 1 mg de nitrégeno Kjeldahl en
una masa de bajo contenido graso (véanse los ejemplos). Preferentemente, la produccién de gas de tal preparado de
levadura es comparable a la de un preparado de levadura en crema convencional.

Otro problema mas que se puede encontrar estd relacionado con la energia de mantenimiento requerida para man-
tener la integridad de la levadura (Herbert, D. (1959); Recent progress in Microbiology (Avances recientes en micro-
biologia) (Tunevall, G. ed) pag. 381; Pirt, S.J. (1965) Proc. R. Soc. Lond. Ser. B 163, 224). Como la energia para
el crecimiento, ésta procede del sustrato de carbono pero no se utiliza para la conversion del sustrato de carbono en
materia seca de levadura, sino que, en lugar de eso, se utiliza para mantener la integridad de la célula de levadura
(Tempest, D.W. y Neyssel, O.M (1984) The status of YATP and maintenance energy as biologically interpretable phe-
nomena (EI estatus del YATP y de la energia de manteminiento como fenémenos interpretables biolégicamente). Ann.
Rev. Microbiol. 38, 459-486). Entre otras cosas, esto incluye la energia requerida para mantener los gradientes de
concentracion para varias sales entre el interior y el exterior de la célula. El aumento de la concentracién de biomasa
en un procedimiento convencional con melaza como sustrato conduciria a una pérdida importante de rendimiento. Tal
pérdida de rendimiento no se encuentra, debido al hecho de evitar concentraciones excesivas de sal.

Una ventaja clara también es que la levadura en crema especial obtenida mediante este procedimiento ain contiene
una alta concentracién de metabolitos de levadura, que en una levadura en crema convencional se eliminan mediante
lavado o no se producen en absoluto. Estos metabolitos retenidos en el producto potenciardn el valor nutricional y
también el sabor y el aroma de los productos preparados con la levadura.

Esto implica que la invencion se extiende no solo a la levadura en crema especial obtenible mediante un procedi-
miento de la invencidn, sino que también se extiende a otros preparados de levadura procedentes de tal levadura en
crema especial (por ejemplo, bloques, levadura granulada, levadura seca instantdnea activa), a masas de harina que
incorporan dichos preparados de levadura y a productos horneados procedentes de las mismas.

La composicién de acuerdo con la invencién se puede utilizar para preparar levadura en crema con un contenido de
sOlidos secos de levadura comprendido entre 16-22% también se puede utilizar para preparar una levadura comprimida
con un contenido de sélidos secos de levadura comprendido entre 26-38%, o se puede utilizar para preparar una
levadura seca o una levadura seca activa con un contenido de sélidos secos de levadura comprendido entre 90-98.

Ejemplos
Nutrientes utilizados en el procedimiento de fermentacion
Fuente de carbono

Como fuente de carbono se puede utilizar una disolucién de glucosa al 60%. De forma alternativa, se puede
utilizar un jarabe de azicar comercial que contiene 58% de materia seca, de la cual 47% es glucosa, 0,1% fructosa,
5% disacéridos, 2% trisacaridos y 4% otros componentes.

Fuente de nitrégeno

Como fuente de nitrégeno se puede utilizar una disolucién de urea al 50% o también una disolucién de amoniaco
al 25%, o una combinacién de una disolucién de amoniaco al 25% y una dosis de trypton o una mezcla de aminodcidos
seleccionados.

Fuente de fosfato

Como fuente de fosfato, lo mds conveniente es utilizar 4cido fosférico, aunque también se puede utilizar fosfato de
mono- o diamonio.

Sales, oligoelementos y vitaminas

En el caso de la utilizacién de sustratos de carbono (en parte o para la alimentacién total para la fermentacién)
que no contengan sales, oligoelementos o vitaminas, estos necesitan suplementarse. En la bibliografia se encuentra
disponible una amplia informacién acerca de la composicién de los medios de crecimiento. En general, la composicién
depende de la cepa y del tipo de procedimiento, donde se deberia intentar conseguir la adicién de suplementos lo mas
baja posible a fin de ahorrar costes.

Una adicién ttil por kg de equivalentes de glucosa es: 24 g de K,SO,; 12 g de MgSO,-7ac; 1,6 g de CaCl,-2ac;
25 mg de vitamina B1; 1,25 mg de vitamina B2; 95 mg de vitamina BS5; 12 mg de vitamina B6; 0,5 mg de biotina;
5,8 mg de 4cido p-aminobenzoico; 40 mg de 4cido nicotinico; 40 mg de nicotinamida; 1,44 g de inositol; 1025 mg
Fe(NH,),(SO4),-6ac; 192 mg de ZnSO,-7ac; 30 mg de CuSO,-7ac; 17 mg de MnSO,-ac; 23 mg de H;BOs; 23 mg de
Na,MoQ,-2ac; 11 mg de KI; 43 mg de Ribitol.
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Receta de la fermentacion
Adiciones

Utilizando los medios anteriores se puede disefiar una fermentacién con las siguientes adiciones totales para un
volumen final de 6 litros: 55 g de sé6lidos de levadura seca de semilla de levadura; 2950 g de equivalentes de glucosa;
125 g de N, 44,5 g de equivalentes de P,O5 con suplemento de sales, oligoelementos y vitaminas tal como se explic6
anteriormente.

Programas de alimentacion

La fuente de carbono se alimenta de manera que la velocidad de crecimiento especifica aumenta desde 0,08 h™'
hasta 0,21 h™! en 6 horas de fermentacién. A partir de entonces, la velocidad de alimentacién de la fuente de carbono
se incrementa de forma exponencial hasta que se alcanza la velocidad de alimentacién méxima en el fermentador
(dependiendo de la OTR méxima del fermentador). A partir de entonces la velocidad de alimentacién de carbono se
mantiene constante hasta que se alimenta al fermentador la cantidad total requerida de carbono. En un fermentador
estandar esto tarda tipicamente entre 40-50 horas de fermentacion.

El nitrégeno se alimenta en relacién al carbono alimentado o a una velocidad constante hasta el final de la fermen-
tacion. Si es necesario, se puede detener la alimentacion antes, creando de ese modo la posibilidad de aumentar las
concentraciones de nitrégeno en el caldo al principio de la fermentacién para potenciar la asimilacién de nitrégeno
por parte de las cepas que lo requieren.

Otros pardmetros de fermentacion

El pH se mantiene constante a pH 5,5, la temperatura se mantiene constante a 32°C. La aireacion se hace de manera
que la concentracion de oxigeno disuelto es el 2% del valor de saturacién o mayor.

Fermentaciones con una etapa de concentracion

El procedimiento se puede llevar a cabo tal como se describi6 anteriormente. La alimentacién se mantiene durante
20 horas, lo que da como resultado el 12% de materia seca de levadura. El caldo de fermentacién se concentra en un
separador dando como resultado una levadura en crema especial del 20% de materia seca de levadura y aproxima-
damente 0,4 kg de fase acuosa. La fase acuosa se utiliza en la siguiente fermentacion como la fase de partida de la
fermentacién. La adicién de los componentes del medio, especialmente la adicién de las sales, se puede reducir con las
cantidades ya disponibles en la fase acuosa del separador. En una serie de fermentaciones sucesivas, la composicién
del producto de levadura en crema especial estard en equilibrio y serd aproximadamente la misma que para el producto
sin la etapa de separacion.

Caracterizacion del producto
Composicion de la fase de agua extracelular

La composicién quimica de la levadura es muy similar a la de la levadura de panaderia normal. Se obtuvo un
contenido de materia seca del 16%. La composicion de la fase de agua extracelular es, no obstante, claramente di-
ferente, lo que se puede observar, por ejemplo, en un espectro de RMN del sobrenadante de una levadura en crema
especial, tal como se describe en este ejemplo, utilizando glucosa pura como sustrato de carbono en un procedimiento
de fermentacién de 45 h. En contraposicion a una levadura en crema convencional, hemos descubierto que en el pro-
ducto de acuerdo con la presente invencién se incrementd la cantidad de dcido succinico y de polisacaridos, ademds
de una multitud de componentes, tal como se describié anteriormente. Se obtuvo un valor osmético de 0,8 osmol/kg
en contraposicion con valores osméticos de 0,025 osmol/kg o menos para una levadura en crema estandar.

Ensayo de produccion de gas en la masa

Para ensayar la produccién de gas, se prepara una masa normal de bajo contenido graso. En relacién con la cantidad
de harina, la masa contiene el 55% de agua, el 2% de sal y el 0,45% de sélidos de levadura seca. La masa se mezcla
de forma normal para obtener una masa desarrollada de forma adecuada, y a continuacién, se pone en un dispositivo
de medida de la produccion de gas, esencialmente tal como se describe por parte de Burrows y Harrison (1959), a
28°C y se incuba durante hasta 3 horas. La cantidad de gas producida se recalcula para la cantidad de gas producida
durante un tiempo de 3 horas por una cantidad de levadura que contiene 1 mg de nitrégeno determinado mediante el
procedimiento Kjeldahl. Después de recalcular, la cantidad de gas fue de 14 ml. La cantidad de gas producida por una
levadura en crema ordinaria bajo estas condiciones es de 15 ml.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién de levadura de panaderia, que tiene un componente de fase de agua celular y extracelular, obtenible
mediante un procedimiento que comprende: (a) el comienzo de la fermentacién mediante la alimentacion de semilla
de levadura con una fuente de carbono que no sea melaza y con una fuente de nitrégeno y con otros nutrientes
esenciales para el crecimiento de la levadura, y (b) la continuacién de la fermentacién hasta que el contenido de
s6lidos de levadura seca del caldo de fermentacién comprende entre 10-22%, en el que se controla la velocidad de
alimentacion de la fuente de carbono que no es melaza para evitar concentraciones de alcohol mayores del 1% durante
la fermentacion, comprendiendo la composicion:

- levadura de panaderia que tiene un contenido de sélidos de levadura seca entre 10y 22%; y

- una fase extracelular que contiene metabolitos de la levadura y compuestos orgdnicos y sales con una concentra-
cién de 0,2 osmol/kg o mayor.

2. Procedimiento de produccién de un caldo de fermentacién de levadura para utilizaciéon directa como compo-
sicién de levadura de panaderia, segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque comprende (a) el comienzo de la
fermentacion mediante la alimentacién de semilla de levadura con una fuente de carbono adecuada que no sea melaza
y con una fuente de nitrégeno y con otros nutrientes esenciales para el crecimiento de la levadura, y (b) la continua-
cién de la fermentacion hasta que el contenido de sélidos de levadura seca del caldo de fermentacion comprende entre
10-22%.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 2, que comprende: la alimentacion de semilla de levadura con la fuente
de carbono que no es melaza, a una velocidad inicial tal como para permitir el comienzo del crecimiento de la levadura
y, a continuacidn, el aumento de la velocidad de alimentacién de la fuente de carbono, de manera que se consigue la
velocidad méaxima de alimentacién de la fuente de carbono mientras que se mantiene la concentraciéon de alcohol a un
nivel no mayor del 1%, a una temperatura comprendida entre 20-45°C y a un pH comprendido entre 3-8.

4. Procedimiento, segtn las reivindicaciones 2-3, que comprende la continuacién de la fermentacion hasta que el
contenido de sélidos de levadura seca del caldo de fermentacién comprende entre 10-22%, o bien con el manteni-
miento de la velocidad mdxima de alimentacion de la fuente de carbono o con el mantenimiento de esa velocidad de
alimentacion durante un periodo seguido de una reduccién de la velocidad de alimentacién de la fuente de carbono
para conseguir el consumo del sustrato de carbono de fermentacién reducida y/o del alcohol.

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 3, en el que el tiempo de fermentacién es de mds de 20 horas.

6. Procedimiento, segtin la reivindicacion 2, en el que la velocidad de crecimiento especifica de la levadura al final
de la fermentacion se encuentra por debajo de 0,05 h™' durante un periodo prolongado de 5 horas como minimo.

7. Procedimiento, segin la reivindicaciéon 2, que ademds comprende la concentracion del caldo de fermentacion
hasta un contenido de sélidos secos comprendido entre 16-22%.

8. Procedimiento, segtin la reivindicacion 7, mediante el cual la fase acuosa que procede de la concentracién se
utiliza en una fermentacién ulterior.

9. Procedimiento, segtin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, que ademds comprende la adicién de un agente
estabilizante para obtener un preparado de levadura adecuado para utilizacién directa como levadura en crema estabi-
lizada.

10. Procedimiento, segin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, que comprende el procesamiento adicional
para obtener levadura en bloque o levadura granulada o el secado para obtener levadura seca activa o levadura seca
instantdnea.

11. Masa de harina que incorpora la composicién de levadura segin la reivindicacion 1.

12. Producto horneado preparado utilizando la masa de harina segun la reivindicacién 11.

13. Utilizacién de la composicion, segun la reivindicacién 1, en panificacion.

14. Utilizacién de la composicién, segtn la reivindicacién 1, para producir una levadura en crema con un contenido
de solidos secos de levadura comprendido entre 16-22%.

15. Utilizacién de la composicién, segiin la reivindicacién 1, para producir una levadura comprimida con un con-
tenido de sélidos secos de levadura comprendido entre 26-38%.

16. Utilizacién de la composicion, segin la reivindicacion 1, para producir una levadura seca o una levadura seca
activa con un contenido de sélidos secos de levadura comprendido entre 90-98%.
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