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Souches de Saccharomyces cerevisiae aptes a la production de 

levures de panification osmotolerantes et presentant une resistance 

intrinseque aux acides organiques faibles, leurs procedes de preparation 

et applications 

5 

DEMANDE PARENTE 

La presente demande revendique la priorite de la demande frangaise 

numero FR 1151354 deposee le 18 fevrier 2011, dont le contenu est incorpore 

par reference. 

10 

DOMAINE DE L'INVENTION 

La 	presente 	invention 	a 	trait 	au 	domaine 	des 	souches 	de 

Saccharomyces cerevisiae aptes a la production de levures de panification, a 

leurs procedes de preparation, aux levures de panification produites a partir de 

15 ces souches, aux pates boulangeres les contenant ainsi qu'aux procedes et 

produits de panifications susceptibles d'8tres obtenus par la mise en oeuvre de 

ces pates. Plus specialement la presente invention concerne dans son aspect 

le plus general des souches de Saccharomyces cerevisiae, dites industrielles, 

aptes a produire des levures de panification osmotolerantes et presentant une 

20 resistance intrinseque aux acides organiques faibles. 

ART ANTERIEUR 

Le document WO 96/38538 enseigne des levures issues de souches de 

S. cerevisiae ameliorees presentant une osmotolerance accrue en ce qu'elles 

25 produisent des degagements gazeux (production de 002) avantageux dans des 

pates boulangeres contenant de fortes concentrations de sucre de 16% a 25% 

(pourcentages du boulanger). Ce document est muet quant au comportement 

de ces levures en presence d'inhibiteurs de moisissures, tels que des acides 

organiques faibles. 

30 Le document US 4318991 divulgue un procede de production de levures 

de boulangerie presentant une activite fermentative elevee dans une pate 

boulangere m8me en presence d'agents inhibiteurs de moisissures, tels que 

des acides organiques faibles comme I'acide acetique ou I'acide propionique. 
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DOMAINE DE L'INVENTION 

La presente invention a trait au domaine des souches de 

Saccharomyces cerevisiae aptes a la production de levures de panification, a 

leurs procedes de preparation, aux levures de panification produites a partir de 

15 ces souches, aux pates boulangeres les contenant ainsi qu'aux procedes et 

produits de panifications susceptibles d'etres obtenus par la mise en ceuvre de 

ces pates. Plus specialement la presente invention concerne dans son aspect 

le plus general des souches de Saccharomyces cerevisiae, dites industrielles, 

aptes a produire des levures de panification osmotolerantes et presentant une 

20 resistance intrinseque aux acides organiques faibles. 

ART ANTERIEUR 

Le document WO 96/38538 enseigne des levures issues de souches de 

S. cerevisiae ameliorees presentant une osmotolerance accrue en ce qu'elles 

25 produisent des degagements gazeux (production de CO2) avantageux dans des 

pates boulangeres contenant de fortes concentrations de sucre de 16% a 25% 

(pourcentages du boulanger). Ce document est muet quant au comportement 

de ces levures en presence d'inhibiteurs de moisissures, tels que des acides 

organiques faibles. 

30 Le document US 4318991 divulgue un procede de production de levures 

de boulangerie presentant une activite fermentative elevee dans une pate 

boulangere meme en presence d'agents inhibiteurs de moisissures, tels que 

des acides organiques faibles comme I'acide acetique ou I'acide propionique. 
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Ce procede comprend une etape d'ajout d'un tel acide, notamment lors de la 

multiplication de la levure et ce, dans le dernier stade de sa propagation de 

sorte a « adapter » la levure audit acide, notamment present sous forme de 

propionate de calcium (designe ci-apres par Calpro ou encore ppc) dans les 

5 pates boulangeres. Ce document ne precise pas le comportement des levures 

ainsi produites dans des pates a teneur elevee en sucre. 

Un document, au nom de la Demanderesse, US 4346115 decrit un 

procede de preparation d'une levure de boulangerie rendue resistante aux 

acides 	organiques faibles 	a 	partir d'une 	souche osmotolerante 	par ajout 

10 discontinu de melasse lors du dernier cycle de sa multiplication. 

Un autre document, encore au nom de la Demanderesse EP 1559322, 

enseigne des souches permettant de produire, apres adaptation aux acides 

faibles, des levures encore plus performantes selon des tests bien connus de 

l'homme du métier qu'une souche temoin qui a ete la reference pendant une 

15 vingtaine d'annees pour obtenir des levures commerciales performantes sur 

pates sucrees en presence d'inhibiteurs de moisissures. 

Outre le fait que ('adaptation, evoquee ci-dessus aux acides faibles, sous 

forme de propionate de calcium par exemple, au cours de la multiplication de la 

souche, a un cout certain, ce dernier peut presenter aussi un impact negatif sur 

20 l'activite fermentative de la levure, en particulier en presence de pates sucrees 

ou fortement sucrees. 

25 

Le point commun desavantageux de ces techniques de l'art anterieur 

visant a ameliorer la resistance de levures de panification aux acides faibles 

inhibiteurs de moisissures dans les pates boulangeres sucrees ou non sucrees, 

en adaptant les souches dont elles sont issues a ces derniers, est de ne 

conferer aux levures qu'une resistance provisoire/transitoire et non permanente 

aux acides faibles. L'adaptation consiste a exposer les cellules de levure a une 

quantite sub-letale d'acide faible 	lors de 	leur phase de croissance ; 	cette 

exposition prealable permet ensuite aux cellules adaptees de mieux tolerer la 

30 presence du meme acide faible lorsqu'elles sont mises en conditions de 

fermentation. Dans certains cas, un acide faible donne peut conferer une 

adaptation vis-a-vis de la presence ulterieure d'un autre acide faible en phase 

de fermentation. Ces notions sont exemplifiees dans ('article de Ferreira et coll. 
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25 en adaptant les souches dont elles sont issues a ces derniers, est de ne 

conferer aux levures qu'une resistance provisoire/transitoire et non permanente 

aux acides faibles. L'adaptation consiste a exposer les cellules de levure a une 

quantite sub-letale d'acide faible lors de leur phase de croissance ; cette 

exposition prealable permet ensuite aux cellules adaptees de mieux tolerer la 

30 presence du meme acide faible lorsqu'elles sont mises en conditions de 

fermentation. Dans certains cas, un acide faible donne peut conferer une 

adaptation vis-a-vis de la presence ulterieure d'un autre acide faible en phase 

de fermentation. Ces notions sont exemplifies dans I'article de Ferreira et coll. 
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(1997) 	International 	Journal 	of 	Food 	Microbiology 	36, 	145-153. 	Les 

mecanismes de l'adaptation aux acides faibles ont fait ('objet de plusieurs 

etudes. Certaines de ces etudes ont ete rassemblee dans ('article de revue de 

Piper 	et 	coll. 	(2001) 	Microbiology 	147, 	2635-2642. 	On 	y 	apprend 	que 

5 l'adaptation 	repose 	sur 	des 	mecanismes 	cellulaires 	impliquant 	plusieurs 

proteines dont certaines pompes membranaires. Ces mecanismes sont non-

genetiques et par essence transitoire : ils sont mis en place par les cellules en 

reaction au stress que represente l'acide faible mais finissent par disparaitre en 

absence de ce stress : les cellules prealablement adaptees reviennent a l'etat 

to de cellules non-adaptees. 

D'autres procedes bien plus complexes encore, tels ceux decrits dans 

les documents EP 645094 ou WO 99/51746, enseignent une modification 

genetique des souches aptes a produire des levures de boulangerie de sorte a 

les rendre intrinsequement resistantes aux acides faibles. 

15 La demanderesse, poursuivant ses travaux de recherche de souches 

toujours plus performantes a constate qu'une souche particuliere issue de sa 

collection interne de souches osmotolerantes presente un patrimoine genetique 

tel qu'en l'hybridant ou en la mutant, selon des procedes classiques par ailleurs, 

it 	est 	procure 	une 	souche 	apte 	a 	produire 	une 	levure 	de 	panification 

20 particulierement 	performante 	et 	ne 	necessitant, 	de 	maniere 	tout 	a 	fait 

surprenante, 	aucune 	adaptation 	avant 	son 	introduction 	dans 	des 	pates 

fortement sucrees contenant un acide faible sous forme de propionate de 

calcium (designe par calpro, ou ppc), par exemple. 

C'est cette decouverte qui est a la base de la presente invention. 

25 

Résumé des objets de la presente invention 

Aussi dans son aspect le plus general, la presente invention a trait a un 

procede de preparation d'une souche de S. cerevisiae apte a produire une 

levure 	de 	panification 	presentant 	une 	osmotolerance 	et 	une 	resistance 

30 intrinseque aux acides organiques faibles a partir d'une souche industrielle de 

S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de la CNCM (Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes, Institut Curie, 25 rue du docteur Roux, 75724 

Paris Cedex 15) sous le numero 1-4341, ou a partir d'une souche industrielle 
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apparentee a celle-ci par son profil Ty et/ou par cartographie de ses loci de 

caracteres quantitatifs (QTL mapping). 

A la connaissance de la Demanderesse, c'est la premiere fois qu'un 

procede de production de levure de panification est enseigne qui confere a 

5 celle-ci a la fois une osmotolerance et une resistance intrinseque aux acides 

faibles en s'affranchissant des procedes couteux et/ou complexes de l'art 

anterieur. 

Dans une premiere variante du procede selon la presente invention, le 

procede de preparation comprend une etape d'hybridation de ladite souche 

to industrielle et au moins une etape de selection de l'hybride obtenu choisie dans 

le groupe constitue par : 

(i) une activite fermentative, mesuree au fermentometre de Burrows et 

Harrison dans au moins le tests A5' ou les tests A5 et A5', l'hybride 

selectionne etant tel que son degagement gazeux est superieur d'au 

15 moins 10%, de preference d'au moins 15% a 25% a celui d'une souche 

temoin consistant en la souche S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 

aupres de la CNCM sous le numero 1-4341 ; 

(ii) un temps d'appr8t en No-Time Dough sur pate contenant 18% de sucre 

(pourcentages du boulanger) en presence de 0,4% de propionate de 

20 calcium, les hybrides selectionnes etant aptes a produire des levures de 

panification par multiplication, en l'absence d'adaptation au propionate 

de calcium, qui procurent un temps d'appret compris entre 85% et 105% 

et de preference compris entre 95% et 105% du temps d'appr8t procure 

par une levure de panification temoin produite a partir de Ia souche 

25 industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de Ia CNCM 

sous le numero 1-4341 par multiplication avec adaptation a Ia presence 

de propionate de calcium de celle-ci ; 

(iii) un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 23% de sucre 

(pourcentages du boulanger) en presence de 0,4% de propionate de 

30 calcium, les hybrides selectionnes etant aptes a produire des levures de 

panification par multiplication, en l'absence d'adaptation au propionate 

de calcium, qui procurent un temps d'appret compris entre 85% et 105% 

et de preference compris entre 95% et 105% du temps d'appr8t procure 
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A la connaissance de la Demanderesse, c'est la premiere fois qu'un 
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celle-ci a la fois une osmotolerance et une resistance intrinseque aux acides 

faibles en s'affranchissant des procedes couteux et/ou complexes de I'art 

anterieur. 

Dans une premiere variante du procede selon la presente invention, le 

procede de preparation comprend une etape d'hybridation de ladite souche 

industrielle et au moins une etape de selection de I'hybride obtenu choisie dans 

le groupe constitue par: 

(i) une activite fermentative, mesuree au fermentometre de Burrows et 

Harrison dans au moins le tests A5' ou les tests A5 et A5', I'hybride 

selectionne etant tel que son degagement gazeux est superieur d'au 

moins 10%, de preference d'au moins 15% a 25% a celui d'une souche 

temoin consistant en la souche S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 

aupres de la CNCM sous le numero 1-4341 ; 

(ii) un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 18% de sucre 

(pourcentages du boulanger) en presence de 0,4% de propionate de 

calcium, les hybrides selectionnes etant aptes a produire des levures de 

panification par multiplication, en I'absence d'adaptation au propionate 

de calcium, qui procurent un temps d'appret compris entre 85% et 105% 

et de preference compris entre 95% et 105% du temps d'appret procure 

par une levure de panification temoin produite a partir de la souche 

industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de la CNCM 

sous le numero 1-4341 par multiplication avec adaptation a la presence 

de propionate de calcium de celle-ci; 

(iii) un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 23% de sucre 

(pourcentages du boulanger) en presence de 0,4% de propionate de 

calcium, les hybrides selectionnes etant aptes a produire des levures de 

panification par multiplication, en I'absence d'adaptation au propionate 

de calcium, qui procurent un temps d'appret compris entre 85% et 105% 

et de preference compris entre 95% et 105% du temps d'appret procure 
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par une levure de panification temoin produite a partir de la souche 

industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de la CNCM 

sous le numero 1-4341 par multiplication avec adaptation a la presence 

de propionate de calcium de celle-ci ; 

5 	(iv) 	un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 25% de sucre 

(pourcentages du boulanger), les hybrides selectionnes etant aptes a 

produire des levures de panification 	par multiplication, 	en 	l'absence 

d'adaptation au propionate de calcium, qui procurent un temps d'appret 

compris entre 85% et 105% et de preference compris entre 95% et 105% 

10 du temps d'appr8t procure par une levure de panification temoin produite 

a partir de Ia souche industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 

2010 aupres de Ia CNCM sous le numero 1-4341 par multiplication avec 

adaptation a la presence de propionate de calcium de celle-ci. 

15 La presente invention a egalement trait aux hybrides suivants issus de Ia 

souche 1-4341 : 

- 	Ia souche de Saccharomyces cerevisiae deposee le 11 mai 2010 

aupres de Ia CNCM sous le numero 1-4312 

et 

20 - 	Ia souche de Saccharomyces cerevisiae deposee le 11 mai 2010 

aupres de Ia CNCM sous le numero 1-4313. 

le 

Selon 	Ia 	seconde 	variante 	du 	procede 	de 	Ia 	presente 	invention, 

procede comprend une etape de mutagenese de Ia souche industrielle de S. 

25 	cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de Ia CNCM sous le numero 1-4341, 

ou d'une souche apparentee a celle-ci par son profil Ty et/ou par cartographie 

de ses loci de caracteres quantitatifs (QTL mapping) et au moins une etape de 

selection du mutant obtenu choisie dans le groupe constitue par : 

(i) une activite fermentative, mesuree au fermentometre de Burrows et 

30 Harrison dans le test A5' ; le mutant selectionne etant tel que son 

degagement gazeux est superieur d'au moins 5% a 20% a celui d'une 

souche temoin consistant en Ia souche industrielle de S. cerevisiae 

deposee le 8 juillet 2010 aupres de Ia CNCM sous le numero 1-4341 ; 
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par une levure de panification temoin produite a partir de la souche 

industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de la CNCM 

sous le numero 1-4341 par multiplication avec adaptation a la presence 

de propionate de calcium de celle-ci; 

5 (iv) un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 25% de sucre 

(pourcentages du boulanger), les hybrides selectionnes etant aptes a 

produire des levures de panification par multiplication, en I'absence 

d'adaptation au propionate de calcium, qui procurent un temps d'appret 

compris entre 85% et 105% et de preference compris entre 95% et 105% 

10 du temps d'appret procure par une levure de panification temoin produite 

a partir de la souche industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 

2010 aupres de la CNCM sous le numero 1-4341 par multiplication avec 

adaptation a la presence de propionate de calcium de celle-ci. 

15 La presente invention a egalement trait aux hybrides suivants issus de la 

souche 1-4341 : 

- la souche de Saccharomyces cerevisiae deposee le 11 mai 2010 

aupres de la CNCM sous le numero 1-4312 

et 

20 - la souche de Saccharomyces cerevisiae deposee le 11 mai 2010 

aupres de la CNCM sous le numero 1-4313. 

Selon la seconde variante du procede de la presente invention, 

le procede comprend une etape de mutagenese de la souche industrielle de S. 

25 cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de la CNCM sous le numero 1-4341, 

ou d'une souche apparentee a celle-ci par son profil Ty et/ou par cartographie 

de ses loci de caracteres quantitatifs (QTL mapping) et au moins une etape de 

selection du mutant obtenu choisie dans le groupe constitue par: 

(i) une activite fermentative, mesuree au fermentometre de Burrows et 

30 Harrison dans le test A5'; le mutant selectionne etant tel que son 

degagement gazeux est superieur d'au moins 5% a 20% a celui d'une 

souche temoin consistant en la souche industrielle de S. cerevisiae 

deposee le 8 juillet 2010 aupres de la CNCM sous le numero 1-4341 ; 
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(ii) un temps d'appr8t en No-Time Dough sur pate contenant 15% de sucre 

(pourcentages du boulanger) en presence de 0,4% de propionate de 

calcium, le mutant selectionne etant apte a produire des levures de 

panification par multiplication, en l'absence d'adaptation au propionate 

5 de calcium, qui procurent un temps d'appret compris entre 95% et 105% 

du temps d'appr8t procure par une levure de panification temoin produite 

a partir de la souche industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 

2010 aupres de la CNCM sous le numero 1-4341 par multiplication avec 

adaptation a Ia presence de propionate de calcium de celle-ci ; 

10 	(iii) un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 18% de sucre 

(pourcentages du boulanger) en presence de 0,4% de propionate de 

calcium, le mutant selectionne etant apte a produire des levures de 

panification par multiplication, en l'absence d'adaptation au propionate 

de calcium, qui procurent un temps d'appret compris entre 90 et 105% 

15 du temps d'appret procure par une levure de panification temoin produite 

a partir de Ia souche industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 

2010 aupres de Ia CNCM sous le numero 1-4341 par multiplication avec 

adaptation a Ia presence de propionate de calcium de celle-ci ; 

(iv) un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 23% de sucre 

20 (pourcentages du boulanger) en presence de 0,4% de propionate de 

calcium, le mutant selectionne etant apte a produire des levures de 

panification par multiplication, en l'absence d'adaptation au propionate 

de calcium, qui procurent un temps d'appret compris entre 90% et 105% 

du temps d'appret procure par une levure de panification temoin produite 

25 a partir de Ia souche industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 

2010 aupres de Ia CNCM sous le numero 1-4341 par multiplication avec 

adaptation a Ia presence de propionate de calcium de celle-ci . 

La presente invention a aussi pour objet les souches de Saccharomyces 

30 	cerevisiae deposee le 8 decembre 2010 aupres de Ia CNCM sous les numeros 

1-4409 et 1-4410. 
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(ii) un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 15% de sucre 

(pourcentages du boulanger) en presence de 0,4% de propionate de 

calcium, le mutant selectionne etant apte a produire des levures de 

panification par multiplication, en I'absence d'adaptation au propionate 

de calcium, qui procurent un temps d'appret compris entre 95% et 105% 

du temps d'appret procure par une levure de panification temoin produite 

a partir de la souche industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 

2010 aupres de la CNCM sous le numero 1-4341 par multiplication avec 

adaptation a la presence de propionate de calcium de celle-ci; 

(iii) un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 18% de sucre 

(pourcentages du boulanger) en presence de 0,4% de propionate de 

calcium, le mutant selectionne etant apte a produire des levures de 

panification par multiplication, en I'absence d'adaptation au propionate 

de calcium, qui procurent un temps d'appret compris entre 90 et 105% 

du temps d'appret procure par une levure de panification temoin produite 

a partir de la souche industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 

2010 aupres de la CNCM sous le numero 1-4341 par multiplication avec 

adaptation a la presence de propionate de calcium de celle-ci; 

(iv) un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 23% de sucre 

(pourcentages du boulanger) en presence de 0,4% de propionate de 

calcium, le mutant selectionne etant apte a produire des levures de 

panification par multiplication, en I'absence d'adaptation au propionate 

de calcium, qui procurent un temps d'appret compris entre 90% et 105% 

du temps d'appret procure par une levure de panification temoin produite 

a partir de la souche industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 

2010 aupres de la CNCM sous le numero 1-4341 par multiplication avec 

adaptation a la presence de propionate de calcium de celle-ci. 

La presente invention a aussi pour objet les souches de Saccharomyces 

cerevisiae deposee le 8 decembre 2010 aupres de la CNCM sous les numeros 

I-4409 et 1-4410. 
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La presente invention a encore pour objet une levure de panification 

susceptible d'8tre obtenue par multiplication sans adaptation a la presence 

d'acide(s) faible(s) d'une souche selon la presente invention, ou obtenue par un 

procede conforme a la presente invention. 

5 

La 	Demanderesse 	a 	constate 	que 	lorsque 	lesdites 	levures 	de 

panification sont produites avec adaptation le benefice en termes de reduction 

du proof time est amplifie. 

10 La presente invention a en outre pour objets : 

- 	une pate boulangere contenant une levure de panification selon 	la 

presente invention ; 

- 	ladite pate boulangere Otant de preference choisie parmi les pates dans 

lesquelles la fermentation 	est realisee en 	presence a 	la fois d'une 

15 pression osmotique due a la presence d'au moins 15% de sucre, de 

preference au moins 18% de sucre, de preference encore au moins 23% 

de sucre, et encore de preference au moins 25% de sucre (pourcentages 

du boulanger) et en presence d'un inhibiteur de moisissures de type 

acide organique faible, de preference sous la forme de propionate de 

20 calcium. 

La presente invention a encore pour objet un procede de preparation 

d'un produit cuit de panification par mise en ceuvre de ladite pate boulangere. 

25 La presente invention a encore pour objet un produit de panification 

susceptible d'8tre obtenu par ledit procede de preparation. 

D'autres caracteristiques et avantages vont maintenant etre decrits de 

maniere plus detainee a l'aide d'exemples de realisation de ('invention donnes a 

titre purement 	illustratif et non limitatifs. 

30 

Description detainee de la presente invention 

Dans 	la 	presente 	invention, 	on 	entend 	par 	levure 	de 	panification 

osmotolerante, une levure qui presente au moins une des proprietes suivantes : 
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• activite invertase inferieure a 35 unites, de preference inferieure a 30, et 

de maniere encore plus preferee inferieure a 20, ('unite invertase etant 

definie comme la production d'une micromole de sucres reducteurs en 

5 min par mg de matieres seches de levures a 30°C et a un pH de 4,7 

5 sans 	plasmolyse 	de 	la 	levure, 	a 	savoir 	une 	demi-micromole 	de 

saccharose inverse (test precise dans le brevet US 4318929) ; 

• passe favorablement l'un au moins des tests suivants au fermentometre 

de Burrows et Harrison decrit dans « Journal of Institute of Brewing », vol 

LXV, 	No. 	1, janvier-fevrier 1959 et sont definis dans le brevet EP 

10 1559322 comme A5, A5', A6 et A6' ; 

a. 

15 

passe favorablement l'un au moins des tests de panification suivants par 

comparaison avec la souche 1-4341 adaptee et toujours en presence 

dans la pate boulangere de propionate de calcium a 0,4% et de fortes 

teneurs en sucres, tests appeles dans Ia presente invention NT15%+, 

NT18%+, NT23%+, NT25%+ : ils correspondent a des mesures du 

temps d'appret en schemas « No-Time Dough » a savoir des procedes 

directs ou it n'y a pratiquement pas de premiere fermentation entre un 

petrissage intensif et Ia division de Ia pate, les patons obtenus etant 

fermentes en moule entre 35°C et 40°C. Cette derniere fermentation, qui 

20 est Ia fermentation essentielle dans un tel procede est appelee « proof » 

en anglais. Le proof-time ou temps d'appret est defini comme le temps 

necessaire 	pour qu'une 	pate de 	boulangerie 	atteigne 	une 	hauteur 

donnee dans le moule, correspondant au developpement souhaite de Ia 

pate pour qu'elle soit mise au four. 

25 De preference, une levure osmotolerante selon l'invention possede au 

moins deux des proprietes telles que definies dans les tests precites. 

Dans Ia presente invention on entend par resistance intrinseque d'une 

levure aux acides organiques faibles, presents par exemple sous forme de 

30 	propionate de calcium, une resistance ni induite, par adaptation par exemple, ni 

acquise apres modification genetique de ladite levure autre que par hybridation 

ou mutation de Ia souche dont elle est issue et telles qu'enseignees ci-dessous 
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Dans la 	presente 	invention on 	entend 	par souche 	industrielle, 	une 

souche qui contrairement aux souches dites de laboratoire n'est pas forcement 

haploIde ou diploIde mais dont la ploIdie est souvent plus complexe. 

Dans la presente invention on entend par profil Ty d'une souche, tout 

5 	profil obtenu par PCR en utilisant des amorces dirigees vers des sequences 

cibles correspondant a des « cicatrices » genetiques resultant de mouvements 

de transposons (Ty). Environ 100 copies de ces sequences sont presentes 

dans le genome de Saccharomyces cerevisiae, plus particulierement dans les 

sequences proches des genes codant pour les tRNA. 	Le nombre et la 

10 	distribution sur le genome des elements Ty est variable d'une souche a l'autre 

et permet de mettre en evidence un polymorphisme important entre souches. 

Cette technique est maintenant decrite dans la norme DIN CEN/TS 15790 

(mars 2009) pour ('identification des levures probiotiques pour ('alimentation 

animale. 

15 Dans la presente 	invention on entend 	par cartographie de loci de 

caracteres 	quantitatifs 	(QTL 	mapping) 	une 	technique 	qui 	consiste 	en 	la 

construction de cartes genetiques permettant de localiser des loci (regions du 

chromosome) impliques dans la variation de caracteres quantitatifs lies a des 

loci plus facilement identifiables, les marqueurs. 

20 	 Dans 	le 	cadre 	de 	la 	presente 	invention 	tous 	les 	pourcentages 

mentionnes dans les tests de selection, sauf mention du contraire, sont donnes 

en pourcentages dits du boulanger, bien connus de l'homme du metier, ces 

pourcentages representent des pourcentages en masse des ingredients (par 

exemple sucres, propionate de calcium etc) presents par rapport a la masse de 

25 	la farine representant 100%. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : Preparation des hybrides 

Les souches hybrides 1-4312 et 1-4313, objets de la presente invention 

30 	sont produites par croisements systematiques entre elles de souches de Ia 

collection interne de Ia Demanderesse choisie comme etant osmotolerantes 

et/ou osmotolerantes et peu sensibles a Ia presence des acides organiques 

faibles ou de leurs sets, utilises comme inhibiteurs de moisissures, telles que 
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celles deposees a la Collection Nationale de Culture de Micro-organismes de 

l'Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, France, le 8 

juillet 2010 sous le numero 1-4341 et le 9 fevrier 2011 sous le N° 1-4448. 

Le programme d'hybridation est realise selon des techniques classiques 

5 	comme celles decrites dans les chapitres « Techniques et Protocols » 21 a 23 

de l'ouvrage « Methods in Yeast Genetics, A Cold Spring Harbor Laboratory 

Course Manual, 2000 Edition >> de D. Burke, D. Dawson et T. Stearns, Cold 

Spring Harbor Laboratory Press (ISBN 0-87969-588-9). 

10 EXEMPLE 2 : Preparation des levures conformes a l'invention a 

partir des hybrides de l'Exemple 1 

De sorte a produire les levures de panification selon l'invention, les 

souches hybrides telles qu'obtenues a l'Exemple 1, sont mises en culture en 

fioles ou en fermenteurs dans des milieux connus, mais depourvus d'acide 

15 	faible. 

En fiole, on pourra utiliser le milieu de culture YPD tel que decrit dans 

l'appendix A consacre aux milieux de culture de l'ouvrage « Methods in Yeast 

Genetics, A Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual, 2000 Edition » 

de D. Burke, D. Dawson et T. Stearns, Cold Spring Harbor Laboratory Press 

20 	(ISBN 0-87969-588-9). 

En fermenteur, de fawn conventionnelle, les conditions de culture sont 

telles 	que 	le 	metabolisme 	de 	Ia 	souche 	de 	levure 	est 	essentiellement 

respiratoire et/ou telles qu'il n'y a essentiellement pas de production d'ethanol. 

Le terme « essentiellement D signifie que ces conditions sont verifiees 

25 	sur Ia duree totale de Ia culture, mais qu'il est possible que ponctuellement, ces 

conditions ne soient pas verifiees en mode semi-continu, par exemple pendant 

les premiere heures de Ia culture equivalentes a une duree comprise de 1/4 a 

1/3 de Ia duree de culture, et en particulier pendant les 5 premieres heures 

d'une culture en mode semi-continu. 

30 L'expression 	« le 	metabolisme 	de 	Ia 	souche 	de 	levure 	est 

essentiellement 	respiratoire >> 	signifie 	que 	le 	carbone 	est 	oxyde, 	et 	non 

fermente, sur Ia duree totale de Ia culture, une partie du carbone pouvant etre 

fermentee de maniere transitoire. 
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L'expression « it n'y a essentiellement pas de production d'ethanol D 

signifie que la concentration en ethanol en fin de culture est inferieure a 1%, de 

preference inferieure a 0,1%, plus preferentiellement inferieure a 0,01%, plus 

preferentiellement inferieure a 0,001%. 

5 L'homme du métier sait comment *ler les parametres de culture d'une 

souche de levure donnee, afin que les conditions de culture soient telles que le 

metabolisme de ladite souche est essentiellement respiratoire et/ou telles qu'il 

n'y a essentiellement pas de production d'ethanol. 

La souche de levure selon l'invention est mise en presence du milieu de 

10 culture en condition aerobie. 

De 	preference, 	la 	souche de 	levure 	selon 	l'invention 	est 	mise en 

presence du milieu de culture dans un fermenteur adapte a la production de 

levure. Le volume du fermenteur peut varier de quelques millilitres a plusieurs 

metres cube. 

15 Le fermenteur est egalement appele reacteur par la suite. 

Le fermenteur est de preference adapte pour une culture en condition 

aerobie. 

La souche de levure est de preference mise en presence du milieu de 

culture dans le cadre d'une culture en mode semi-continu et/ou en mode 

20 continu. 

Par ('expression « culture en mode semi-continu D ou « culture semi-

continue » ou « mode semi-continu D, appelee egalement « fed-batch », on 

designe ici une culture dans un fermenteur qui est alimente progressivement 

par le milieu de culture, mais dont aucun volume de milieu n'est soutire. Dans 

25 un 	tel 	procede, 	le volume de 	culture 	est variable 	(et croissant) dans 	le 

fermenteur. Le debit d'alimentation dans une culture en mode semi-continu est 

constant ou variable. 

Un exemple de culture semi-continue est une culture realisee dans les 

conditions decrites dans le livre de reference « Yeast Technology D, 2erne 

30 edition, 	1991, G. 	Reed et T.W. 	Nagodawithana, publie par Van 	Nostrand 

Reinhold, ISBN 0-442-31892-8. 

Le milieu de culture comprend comme constituants le mélange de sucre 

et les autres elements necessaires a la croissance des levures. 
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Les autres elements necessaires a la croissance des levures sont les 

suivants : au moins une source d'azote, au moins une source de soufre, au 

moins une source de phosphore, au moins une source de vitamines et/ou au 

moins une source de mineraux. 

5 Ces autres elements sont apportes en quantites suffisantes pour ne pas 

constituer un facteur limitant de la croissance des levures. 

La source d'azote est par exemple apportee sous la forme de sulfate 

d'ammonium, hydroxyde d'ammonium, di-ammonium phosphate, ammoniac, 

uree et/ou une combinaison de ceux-ci. 

10 La source de soufre est par exemple apportee sous la forme de sulfate 

d'ammonium, sulfate de magnesium, acide sulfurique et/ou une combinaison de 

ceux-ci. 

La source de phosphore est par exemple apportee sous la forme d'acide 

phosphorique, 	phosphate de 	potassium, 	di-ammonium 	phosphate, 	mono- 

15 	ammonium phosphate, et/ou une combinaison de ceux-ci. 

La source de vitamines est par exemple apportee sous la forme de 

melasse, hydrolysat de levure, solution de vitamine pure ou d'un mélange de 

vitamines pures et/ou une combinaison de ceux-ci. 

La source de vitamines apporte a la levure l'ensemble des vitamines 

20 	dans des quantites au moins equivalentes a celles recommandees dans les 

ouvrages de reference. Plusieurs sources de vitamines peuvent etre associees. 

La source de mineraux est par exemple apportee sous la forme de 

melasse, un mélange de sels mineraux et/ou leur combinaison. 

La 	source 	de 	mineraux 	apporte 	a 	la 	levure 	l'ensemble 	des 

25 	macroelements et oligoelements dans des quantites au moins equivalentes a 

celles recommandees dans les ouvrages de reference. Plusieurs sources de 

mineraux peuvent etre associees. 

Une merne substance peut apporter plusieurs elements differents. 

Les conditions de production de la levure de boulangerie en fermenteur 

30 	sont explicitees en detail par A. Loiez dans le chapitre « Production de levure 

de panification par biotechnologie » des Techniques de l'Ingenieur, Reference 

J6013 du 10 mars 2003. 
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La source de vitamines apporte a la levure I'ensemble des vitamines 

20 dans des quantites au moins equivalentes a celles recommandees dans les 

ouvrages de reference. Plusieurs sources de vitamines peuvent etre associees. 

La source de mineraux est par exemple apportee sous la forme de 

melasse, un melange de sels mineraux et/ou leur combinaison. 

La source de mineraux apporte a la levure I'ensemble des 

25 macroelements et oligoelements dans des quantites au moins equivalentes a 

celles recommandees dans les ouvrages de reference. Plusieurs sources de 

mineraux peuvent etre associees. 

Une meme substance peut apporter plusieurs elements differents. 

Les conditions de production de la levure de boulangerie en fermenteur 

30 sont explicitees en detail par A. Loiez dans le chapitre « Production de levure 

de panification par biotechnologie » des Techniques de I'lngenieur, Reference 

J6013 du 10 mars 2003. 
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Le merne milieu de culture des hybrides selon ('invention est utilise pour 

la souche de reference 1-4341, a laquelle ils vont etre compares, mais en 

procedant pour ce qui Ia concerne a une etape supplementaire dite d'adaptation 

selon Ia technique decrite dans les brevets US 4318991 ou US 4346115 ou 

5 

10 

selon l'enseignement combine de ces deux documents. 

Le procede de preparation de Ia levure de panification comprend au 

moins 	les 	deux 	premieres 	etapes 	de 	l'ensemble 	des 	etapes 

suivantes consistant a : 

- 	multiplier une souche pure en conditions semi-aerobies puis aerobies, 

- 	separer par centrifugation 	Ia 	levure ainsi 	produite de son 	milieu de 

culture, de sorte a procurer une « crème de levure D liquide contenant de 

14% a 25% de matieres seches ou plus si Ia crème de levure est 

melangee a des produits osmotiques, 

- 	filtrer Ia crème de levure liquide ainsi obtenue, de preference sur un filtre 

15 rotatif sous vide et procurer une levure fraiche deshydratee contenant de 

26 a 35% de matieres seches, 

- 

	

	malaxer ladite levure ainsi obtenue, soit sous forme de pains de levure 

fraiche, soit sous forme de levure fraiche erniettee a environ 30% de 

matieres seches, soit encore sous forme de particules, de preference des 

20 granules, si Ia levure est destinee a etre sechee, 

- 	secher de maniere menagee, dans un courant d'air chaud, par exemple 

par fluidisation, des particules de levure obtenues apres extrusion, 

- 	emballer avant commercialisation. 

25 EXEMPLE 3: Comparaison des performances des levures non 

adaptees selon ('invention avec Ia souche temoin adaptee 

Exemple 3.1 : Presentation des tests 

3.1.1. Tests au fermentometre 

Les tests sont realises a l'aide du fermentometre de Burrows et Harrison 

30 decrit dans Ia « Journal of Institute of Brewing », vol. 	LXV, No. 1, janvier-fevrier 

1959 et sont definis de Ia maniere suivante : 

Test A5 
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Le meme milieu de culture des hybrides selon I'invention est utilise pour 

la souche de reference 1-4341, a laquelle ils vont etre compares, mais en 

procedant pour ce qui la concerne a une etape supplemental dite d'adaptation 

selon la technique decrite dans les brevets US 4318991 ou US 4346115 ou 

5 selon I'enseignement combine de ces deux documents. 

Le procede de preparation de la levure de panification comprend au 

moins les deux premieres etapes de I'ensemble des etapes 

suivantes consistant a : 

multiplier une souche pure en conditions semi-aerobies puis aerobies, 

10 - separer par centrifugation la levure ainsi produite de son milieu de 

culture, de sorte a procurer une « creme de levure » liquide contenant de 

14% a 25% de matieres seches ou plus si la creme de levure est 

melangee a des produits osmotiques, 

filtrer la creme de levure liquide ainsi obtenue, de preference sur un filtre 

15 rotatif sous vide et procurer une levure fraTche deshydratee contenant de 

26 a 35% de matieres seches, 

malaxer ladite levure ainsi obtenue, soit sous forme de pains de levure 

fraTche, soit sous forme de levure fraTche emiettee a environ 30% de 

matieres seches, soit encore sous forme de particules, de preference des 

20 granules, si la levure est destinee a etre sechee, 

secher de maniere menagee, dans un courant d'air chaud, par exemple 

parfluidisation, des particules de levure obtenues apres extrusion, 

emballer avant commercialisation. 

25 EXEMPLE 3 : Comparaison des performances des levures non 
adaptees selon I'invention avec la souche temoin adaptee 

Exemple 3.1 : Presentation des tests 

3.1.1. Tests au fermentonnetre 

Les tests sont realises a I'aide du fermentonnetre de Burrows et Harrison 

30 decrit dans la « Journal of Institute of Brewing », vol. LXV, No. 1, janvier-fevrier 

1959 et sont definis de la maniere suivante : 

Test A5 



5 

10 

15 

20 

25 

30 

WO 2012/110711 	 PCT/FR2011/051550 

14 

Une suspension de levure est preparee de la fagon suivante : 

1. 200 mg de matiere seche de la levure a tester 

2. 5 ml d'une solution a 108g/L de NaCI et 16g/L de (NH4)2SO4  

3. Mettre a volume a 20m1 avec de l'eau distillee. 

15m1 de la suspension ci-dessus (soit 150 mg de matiere seche levure) sont 

equilibres a une temperature de 30°C pendant 15 minutes. A cette suspension 

est ajoute un mélange de 20g de farine et 4g de saccharose prealablement 

equilibres une nuit a 30°C. L'ensemble est homogeneise pendant une duree de 

35 secondes. 

La pate formee est incubee dans un recipient ferme hermetiquement place a 

30°C. Le degagement gazeux (exprime en ml sous 760 mm Hg) est enregistre 

sur une duree totale de 120 minutes (cette duree peut etre adaptee). 

Test A5' 

Protocole identique au A5 sauf que : 

1. 	On ajoute 500p1 d'une solution a 16% (w/v) de propionate de calcium 

(calpro) 	par-dessus 	le 	mélange farine+sucre juste avant 	la 	phase de 

mélange de 35 secondes. 

Test A5" 

Protocole identique au A5 sauf que : 

1. 	On ajoute 1 ml d'une solution a 16% (w/v) de propionate de calcium par-dessus 

le mélange farine+sucre juste avant la phase de mélange de 35 secondes. 

Test A6 

Protocole identique au PS4g sauf que : 

1. La suspension de levure est preparee avec 400 mg de matiere seche (au 

lieu de 200 mg), ce qui entraine que c'est une quantite de 300 mg de 

matiere seche levure qui est mise en ceuvre dans le test. 

2. Le mélange farine + sucre est compose de 25g de farine (au lieu de 20g) et 

6.5g de saccharose (au lieu de 4g). 
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Une suspension de levure est preparee de la fagon suivante : 

1. 200 mg de matiere seche de la levure a tester 

2. 5 ml d'une solution a 108g/L de NaCI et 16g/L de (NH4)2S04 

3. Mettre a volume a 20ml avec de I'eau distillee. 

15ml de la suspension ci-dessus (soit 150 mg de matiere seche levure) sont 

equilibres a une temperature de 30°C pendant 15 minutes. A cette suspension 

est ajoute un melange de 20g de farine et 4g de saccharose prealablement 

equilibres une nuit a 30°C. L'ensemble est homogeneise pendant une duree de 

35 secondes. 

La pate formee est incubee dans un recipient ferine hermetiquement place a 

30°C. Le degagement gazeux (exprime en ml sous 760 mm Hg) est enregistre 

sur une duree totale de 120 minutes (cette duree peut etre adaptee). 

Test A5' 

Protocole identique au A5 sauf que : 

1. On ajoute 500|_il d'une solution a 16% (w/v) de propionate de calcium 

(calpro) par-dessus le melange farine+sucre juste avant la phase de 

melange de 35 secondes. 

Test A5" 

Protocole identique au A5 sauf que : 

1. On ajoute 1 ml d'une solution a 16% (w/v) de propionate de calcium par-dessus 

le melange farine+sucre juste avant la phase de melange de 35 secondes. 

Test A6 

Protocole identique au PS4g sauf que : 

1. La suspension de levure est preparee avec 400 mg de matiere seche (au 

lieu de 200 mg), ce qui entraTne que c'est une quantite de 300 mg de 

matiere seche levure qui est mise en ceuvre dans le test. 

2. Le melange farine + sucre est compose de 25g de farine (au lieu de 20g) et 

6.5g de saccharose (au lieu de 4g). 
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Test A51 et A51' (avec propionate de Calcium) 

Pour levure fraiche 

Une suspension de levure est preparee de la fagon suivante : 

1. 400 mg de matiere seche de la levure a tester 

5 	2. 	Delayer dans le volume d'eau distillee necessaire pour atteindre un volume 

total d'eau de 6.8 ml en tenant compte de l'eau apportee par la levure 

fraiche (typiquement 70% du poids d'une levure pressee). 

3. Equilibrer a 30°C pendant 22 minutes 

4. Ajouter 4.5 ml d'une solution a 73.6g/kg de NaCI et homogeneiser. 

10 	 A la suspension ci-dessus on ajoute 20g de farine et 3g de saccharose. 

L'ensemble est mélange pendant une duree de 35 secondes. 

Le degagement gazeux (exprime en ml sous 760 mm Hg) est enregistre 

sur une duree totale de 120 minutes (cette duree peut 8tre adaptee). La mesure 

dernarre 36 minutes apres le debut du protocole. 

15 	 Ce protocole existe dans une variante incluant la presence de propionate 

de Calcium. Dans ce cas, a l'etape 4 de la preparation de la suspension de 

levure, la solution a 73.6g/kg de NaCI contient en plus 17.4g/kg de propionate 

de Calcium. 

20 	 Pour levure seche 

Melanger 20g de farine, 3g de saccharose et 400 mg de matiere seche 

de la levure a tester. Equilibrer a 30°C pendant 12 minutes. 

Ajouter 6.8 ml d'eau distillee et 4.5 ml d'une solution a 73.6g/kg de NaCI 

et homogeneiser pendant 35 secondes. 

25 	 36 minutes apres l'ajout de l'eau distillee, 	proceder a 	une seconde 

homogeneisation identique a la premiere. 

Le degagement gazeux (exprime en ml sous 760 mm Hg) est enregistre 

sur une duree totale de 120 minutes (cette duree peut 8tre adaptee). La mesure 

dernarre 60 minutes apres le debut du protocole. 

30 

Test A61 et A61' (avec propionate de Calcium) 

Pour levure fraiche 

Une suspension de levure est preparee de la fagon suivante : 
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Test A51 et A51' (avec propionate de Calcium) 

Pour levure fraTche 
Une suspension de levure est preparee de la fagon suivante : 

1. 400 mg de matiere seche de la levure a tester 

5 2. Delayer dans le volume d'eau distillee necessaire pour atteindre un volume 

total d'eau de 6.8 ml en tenant compte de I'eau apportee par la levure 

fraTche (typiquement 70% du poids d'une levure pressee). 

3. Equilibrer a 30°C pendant 22 minutes 

4. Ajouter 4.5 ml d'une solution a 73.6g/kg de NaCI et homogeneiser. 

10 A la suspension ci-dessus on ajoute 20g de farine et 3g de saccharose. 

L'ensemble est melange pendant une duree de 35 secondes. 

Le degagement gazeux (exprime en ml sous 760 mm Hg) est enregistre 

sur une duree totale de 120 minutes (cette duree peut etre adaptee). La mesure 

demarre 36 minutes apres le debut du protocole. 

15 Ce protocole existe dans une variante incluant la presence de propionate 

de Calcium. Dans ce cas, a I'etape 4 de la preparation de la suspension de 

levure, la solution a 73.6g/kg de NaCI contient en plus 17.4g/kg de propionate 

de Calcium. 

20 Pour levure seche 

Melanger 20g de farine, 3g de saccharose et 400 mg de matiere seche 

de la levure a tester. Equilibrer a 30°C pendant 12 minutes. 

Ajouter 6.8 ml d'eau distillee et 4.5 ml d'une solution a 73.6g/kg de NaCI 

et homogeneiser pendant 35 secondes. 

25 36 minutes apres I'ajout de I'eau distillee, proceder a une seconde 

homogeneisation identique a la premiere. 

Le degagement gazeux (exprime en ml sous 760 mm Hg) est enregistre 

sur une duree totale de 120 minutes (cette duree peut etre adaptee). La mesure 

demarre 60 minutes apres le debut du protocole. 

30 

Test A61 et A61' (avec propionate de Calcium) 

Pour levure fraTche 
Une suspension de levure est preparee de la fagon suivante : 
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1. 700 mg de matiere seche de la levure a tester 

2. Delayer dans le volume d'eau distillee necessaire pour atteindre un volume 

total d'eau de 7.5 ml en tenant compte de l'eau apportee par la levure 

fraiche (typiquement 70% du poids d'une levure pressee). 

5 3. Equilibrer a 30°C pendant 22 minutes 

4. Ajouter 5.75 ml d'une solution a 73.6g/kg de NaCI et homogeneiser. 

A la suspension ci-dessus on ajoute 25g de farine et 6.5g de saccharose. 

L'ensemble est mélange pendant une duree de 35 secondes. 

10 Le degagement gazeux (exprime en ml sous 760 mm Hg) est enregistre sur 

une duree totale de 120 minutes (cette duree peut 8tre adaptee). La mesure 

demarre 36 minutes apres le debut du protocole. 

Ce protocole existe dans une variante incluant la presence de propionate de 

15 

Calcium. Dans ce cas, a l'etape 4 de la preparation de la suspension de levure, 

la solution a 73.6g/kg de NaCI contient en plus 17.4g/kg de propionate de 

Calcium. 

Pour levure seche 

Melanger 25g de farine, 6.5g de saccharose et 700mg de matiere seche 

20 de la levure a tester. Equilibrer a 30°C pendant 12 minutes. 

Ajouter 7.5 ml d'eau distillee et 5.75 ml d'une solution a 73.6g/kg de NaCI 

et homogeneiser pendant 35 secondes. 

36 minutes apres l'ajout de l'eau distillee, proceder a une seconde 

homogeneisation identique a la premiere. 

25 Le degagement gazeux (exprime en ml sous 760 mm Hg) est enregistre 

sur une duree totale de 120 minutes (cette duree peut 8tre adaptee). La mesure 

demarre 60 minutes apres le debut du protocole. 

3.1.2. Tests de panification, 4 recettes sont testees : 

30 - 	la recette PT1 contenant 15% en masse (pourcentage du boulanger) de 

saccharose et 0,4% en masse (pourcentage du boulanger) de propionate de 

calcium ; 
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1. 700 mg de matiere seche de la levure a tester 

2. Delayer dans le volume d'eau distillee necessaire pour atteindre un volume 

total d'eau de 7.5 ml en tenant compte de I'eau apportee par la levure 

fraTche (typiquement 70% du poids d'une levure pressee). 

5 3. Equilibrer a 30°C pendant 22 minutes 

4. Ajouter 5.75 ml d'une solution a 73.6g/kg de NaCI et homogeneiser. 

A la suspension ci-dessus on ajoute 25g de farine et 6.5g de saccharose. 

L'ensemble est melange pendant une duree de 35 secondes. 

10 Le degagement gazeux (exprime en ml sous 760 mm Hg) est enregistre sur 

une duree totale de 120 minutes (cette duree peut etre adaptee). La mesure 

demarre 36 minutes apres le debut du protocole. 

Ce protocole existe dans une variante incluant la presence de propionate de 

Calcium. Dans ce cas, a I'etape 4 de la preparation de la suspension de levure, 

15 la solution a 73.6g/kg de NaCI contient en plus 17.4g/kg de propionate de 

Calcium. 

Pour levure seche 

Melanger 25g de farine, 6.5g de saccharose et 700mg de matiere seche 

20 de la levure a tester. Equilibrer a 30°C pendant 12 minutes. 

Ajouter 7.5 ml d'eau distillee et 5.75 ml d'une solution a 73.6g/kg de NaCI 

et homogeneiser pendant 35 secondes. 

36 minutes apres I'ajout de I'eau distillee, proceder a une seconde 

homogeneisation identique a la premiere. 

25 Le degagement gazeux (exprime en ml sous 760 mm Hg) est enregistre 

sur une duree totale de 120 minutes (cette duree peut etre adaptee). La mesure 

demarre 60 minutes apres le debut du protocole. 

3.1.2. Tests de panification, 4 recettes sont testees ; 

30 - la recette PT1 contenant 15% en masse (pourcentage du boulanger) de 

saccharose et 0,4% en masse (pourcentage du boulanger) de propionate de 

calcium ; 
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la recette 	PT2 contenant 

saccharose et 0,4% en 

calcium ; 

la recette PT3 contenant 

saccharose et 0,4% en 

calcium ; 

la recette PT4 contenant 

saccharose et 0,4% en 

calcium. 

Dans les tests 1 a 4, 

et avec des recettes donnees, 

levure skhe obtenue avec 

skhe obtenue avec une souche 

pourcentages d'ecart entre 

negatif correspond a une performance 

Les recettes utilisees 

boulanger sont donnees dans 

egalement le detail des differents 

TEST 

18% en masse (pourcentage du boulanger) 

masse (pourcentage du boulanger) de propionate 

23% en masse (pourcentage du boulanger) 

masse (pourcentage du boulanger) de propionate 

25% en masse (pourcentage du boulanger) 

masse (pourcentage du boulanger) de propionate 

on mesure, dans un procede de panification 

l'ecart en Proof Time entre, d'une part, 

la souche a Ovaluer, et, d'autre part, une 

temoin « T D. La performance est mesuree 

la souche testee et la souche ternoin. Un 

superieure a celle de la souche ternoin. 

dans les tests et exprimees en pourcentage du 

le tableau suivant. Ce tableau comprend 

protocoles utilises. 

de 

de 

de 

de 

de 

de 

donne 

une 

levure 

en 

kart 

No Time 

15%+ 

No Time 

18%+ 

Rotimani 

23%+ 

No Time 

25%+ 

PT1 	PT2 	PT3 	PT4 

FORMULES Recette 1 Recette 2 Recette 3 Recette 4 

Farine 100% 100% 100% 100% 

Eau 54% 52% 45% 50% 

Saccharose 15% 18% 23% 25% 

Sel 1,7% 1% 1,5% 1,7% 

Levure seche 1,5% 1% 2,3% 2% 

Matiere Grasse 7,5% 5% 10% 7,5% 

Arneliorant - 0,5% 0,3% - 

1% - - 1% 

WO 2012/110711 
17 

PCT/FR2011/051550 

- la recette PT2 contenant 18% en masse (pourcentage du boulanger) de 

saccharose et 0,4% en masse (pourcentage du boulanger) de propionate de 

calcium ; 

- la recette PT3 contenant 23% en masse (pourcentage du boulanger) de 

5 saccharose et 0,4% en masse (pourcentage du boulanger) de propionate de 

calcium ; 

- la recette PT4 contenant 25% en masse (pourcentage du boulanger) de 

saccharose et 0,4% en masse (pourcentage du boulanger) de propionate de 

calcium. 

10 

Dans les tests 1 a 4, on mesure, dans un procede de panification donne 

et avec des recettes donnees, I'ecart en Proof Time entre, d'une part, une 

levure seche obtenue avec la souche a evaluer, et, d'autre part, une levure 

seche obtenue avec une souche temoin « T ». La performance est mesuree en 

15 pourcentages d'ecart entre la souche testee et la souche temoin. Un ecart 

negatif correspond a une performance superieure a celle de la souche temoin. 

Les recettes utilisees dans les tests et exprimees en pourcentage du 

boulanger sont donnees dans le tableau suivant. Ce tableau comprend 

20 egalement le detail des differents protocoles utilises. 

No Time No Time Rotimani No Time 

15%+ 18%+ 23%+ 25%+ 

TEST PT1 PT2 PT3 PT4 

FORMULES Recette 1 Recette 2 Recette 3 Recette 4 

Farine 100% 100% 100% 100% 

Eau 54% 52% 45% 50% 

Saccharose 15% 18% 23% 25% 

Sel 1,7% 1% 1,5% 1,7% 

Levure seche 1,5% 1% 2,3% 2% 

Matiere Grasse 7,5% 5% 10% 7,5% 

Ameliorant - 0,5% 0,3% -

1% - - 1% 
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10 

Poudre de lait - 4% 3% _ 

les 

de 

2 

CEufs - 6% 10% - 

Calpro 0,4% 0,4% 0,3% 0,4% 

TEMPERATURES Recette 1 Recette 2 Recette 3 Recette 4 

Local+Farine+Eau 64°C 70°C 70°C 64°C 

Bain-marie Petrins 22,5°C 23,5°C 24,5°C 22,5°C 

Pate 27°C 28°C 29°C 27°C 

DIAGRAMME Recette 1 Recette 2 Recette 3 Recette 4 

Petrissage 	Mac Duffy L5 R5 H4 

L1 +MG1 

L1 H4 

L1 +MG1 

L1 H5,5 
L5 R5 H4 

Pointage Masse 10 min 15 min 10 min 10 min 

Division 320 g 320 g 320 g 320 g 

Boulage - Détente 

Temps Fin petrissage - 

debut faconnage 25 min 50 min 25 min 
25 min 

Faconneuse 

Faconnage 	US 

Appret 	Etuve Forma 

35°C 

90%HRE 

35°C 

90%HRE 

35°C 

90%HRE 

35°C 

90%HRE 

Cuisson 	Four Reed 

21 min 

190°C 

21 min 

190°C 

21 min 

190°C 

21 min 

190°C 

DETAIL DU MODE OPERATOIRE : 

Le protocole d'essai appliqué aux 

tests PT1 a PT4 est le suivant : 

1. Peser les divers ingredients 

2. Mesurer la temperature ambiante 

3. Regler la temperature de l'eau de 

pate, a +/-0.5°C, de 27°C pour les 

et 29°C pour la recette 3. 

differentes recettes ci-dessus dans 

et la temperature de la farine 

maniere a obtenir une temperature 

recettes 1 et 4 ; 28°C pour la recette 
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Poudre de lait - 4% 3% -

CEufs - 6% 10% -

Calpro 0,4% 0,4% 0,3% 0,4% 

TEMPERATURES Recette 1 Recette 2 Recette 3 Recette 4 

Local+Farine+Eau 64°C 70°C 70°C 64°C 

Bain-marie Petrins 22,5°C 23,5°C 24,5°C 22,5°C 

Pate 27°C 28°C 29°C 27°C 

DIAGRAMME Recette 1 Recette 2 Recette 3 Recette 4 

Petrissage Mac Duffy L5 R5 H4 

L1 +MG1 

L1 H4 

L1 +MG1 

L1 H5,5 
L5 R5 H4 

Pointage Masse 10 min 15 min 10 min 10 min 

Division 320 g 320 g 320 g 320 g 

Boulage - Detente 

Temps Fin petrissage -

debut fagonnage 25 min 50 min 25 min 
25 min 

Fagonneuse 

Fagonnage US 

Appret Etuve Forma 

35°C 

90%HRE 

35°C 

90%HRE 

35°C 

90%HRE 

35°C 

90%HRE 

Cuisson Four Reed 

21 min 
190°C 

21 min 
190°C 

21 min 
190°C 

21 min 
190°C 

5 

DETAIL DU MODE OPERATOIRE : 

Le protocole d'essai applique aux differentes recettes ci-dessus dans les 

tests PT1 a PT4 est le suivant: 

1. Peser les divers ingredients 

2. Mesurer la temperature ambiante et la temperature de la farine 

3. Regler la temperature de I'eau de maniere a obtenir une temperature de 

pate, a +/-0.5°C, de 27°C pour les recettes 1 et 4 ; 28°C pour la recette 2 

et 29°C pour la recette 3. 
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4.  Placer les ingredients dans une cuve Mac Duffy® d'un petrin Hobart 

A200®, dont la double enveloppe est prealablement thermostatee avec 

une eau a 22.5°C (recettes 1 et 4) ou 23.5°C (recette 2) ou 24.5°C 

(recette 3). 

5 5.  Melanger les ingredients secs en premiere vitesse pendant 1 minute 

6.  Le diagramme de petrissage depend de la recette employee : 

- recettes 1 et 4 : 

- la matiere grasse est incoporee apres le premelange a sec 

- l'eau de coulage est ajoutee 

10 - malaxage 5 minutes en premiere vitesse (L5) 

- repos 5 minutes (R5) 

- petrissage 4 minutes en seconde vitesse (H4) 

- recette 2 : 

- l'eau de coulage est ajoutee apres le premelange a sec 

15 - malaxage 1 minute en premiere vitesse (L1) 

- repos 1 minute pour l'ajout de la matiere grasse (+MG1) 

- malaxage 1 minute en premiere vitesse (L1) 

- petrissage 4 minutes en seconde vitesse (H4) 

- recette 3 : 

20 - l'eau de coulage est ajoutee apres le premelange a sec 

- malaxage 1 minute en premiere vitesse (L1) 

- repos 1 minute pour l'ajout de la matiere grasse (+MG1) 

- malaxage 1 minute en premiere vitesse (L1) 

- petrissage 5 minutes 30 secondes, en seconde vitesse (H5.5) 

25 7.  Verifier la temperature de la pate obtenue en fin de petrissage 

8.  Pointage de la masse a 23°C pendant 10 minutes (recettes 1, 3 et 4) ou 

15 minutes (recette 2) 

9.  Division en patons de 320g 

10.  Bouler peu sere et couvrir 

30 11.  Laisser reposer 10 minutes (recettes 1, 3 et 4) ou 30 minutes (recette 2) 

12.  Fagonnage de la pate 

WO 2012/110711 
19 

PCT/FR2011/051550 

4. Placer les ingredients dans une cuve Mac Duffy® d'un petrin Hobart 

A200®, dont la double enveloppe est prealablement thermostatee avec 
une eau a 22.5°C (recettes 1 et 4) ou 23.5°C (recette 2) ou 24.5°C 

(recette 3). 

5 5. Melanger les ingredients sees en premiere vitesse pendant 1 minute 

6. Le diagramme de petrissage depend de la recette employee : 

- recettes 1 et 4 : 

- la matiere grasse est incoporee apres le premelange a sec 

- I'eau de coulage est ajoutee 

10 - malaxage 5 minutes en premiere vitesse (L5) 

- repos 5 minutes (R5) 

- petrissage 4 minutes en seconde vitesse (H4) 

- recette 2 : 

- I'eau de coulage est ajoutee apres le premelange a sec 

15 - malaxage 1 minute en premiere vitesse (L1) 

- repos 1 minute pour I'ajout de la matiere grasse (+MG1) 

- malaxage 1 minute en premiere vitesse (L1) 

- petrissage 4 minutes en seconde vitesse (H4) 

- recette 3 : 

20 - I'eau de coulage est ajoutee apres le premelange a sec 

- malaxage 1 minute en premiere vitesse (L1) 

- repos 1 minute pour I'ajout de la matiere grasse (+MG1) 

- malaxage 1 minute en premiere vitesse (L1) 

- petrissage 5 minutes 30 secondes, en seconde vitesse (H5.5) 

25 7. Verifier la temperature de la pate obtenue en fin de petrissage 

8. Pointage de la masse a 23°C pendant 10 minutes (recettes 1, 3 et 4) ou 

15 minutes (recette 2) 

9. Division en patons de 320g 

10. Bouler peu serre et couvrir 

30 11. Laisser reposer 10 minutes (recettes 1, 3 et 4) ou 30 minutes (recette 2) 

12. Fagonnage de la pate 
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5 

10 

13. Mise en moule des patons de 320 g (dimensions : base du moule 

185x75 mm ; haut du moule de 200x90 mm ; hauteur du moule 

75 mm) 

14. Determination 	du 	temps d'appret, 	denomme 	Proof Time, 	dans 

incubateur Stericult0 a 35°C et 90% d'humidite relative. Le Proof Time 

est le temps entre la mise en place des moules dans l'incubateur et 

moment oC.1 la pate atteint une hauteur de 85 mm dans le moule 

15. Cuisson dans un four a balancelle REED® 21 minutes a 190°C. 

Exemple 3.2 : Resultats 

Tableau 	1 : 	tests 	au 	fermentometre. Ecarts 	hybride 	selon 

('invention vs parent 1-4341 

Biomasse produite en fiole, evaluation sur levure fraiche 

de 

de 

un 

le 

Test 

Parent 1 

1-4341 

sans 

Parent 2 

1-4448 

sans 

1-4312 

sans 

1-4313 

sans 

adaptation adaptation adaptation adaptation 

A5 122 120 137 132 

A5' 

Gain /parents 

92 98 114 

17 & 24% 

115 

18 & 24% 

Biomasse produite en fermenteur 7L, evaluation sur levure fraiche 

Test 

1-4341 

sans 

1-4341 

avec 

1-4312 

sans 

1-4313 

sans 

adaptation adaptation adaptation adaptation 

A5 96 99 121 126 

A5' 79 108 114 107 

A61 139 179 209 225 

A61' 88 105 121 131 

15 

WO 2012/110711 
20 

PCT/FR2011/051550 

13. Mise en moule des patons de 320 g (dimensions : base du moule de 

185x75 mm ; haut du moule de 200x90 mm ; hauteur du moule de 

75 mm) 

14. Determination du temps d'appret, denomme Proof Time, dans un 

incubateur Stericult® a 35°C et 90% d'humidite relative. Le Proof Time 

est le temps entre la mise en place des moules dans I'incubateur et le 

moment ou la pate atteint une hauteur de 85 mm dans le moule 

15. Cuisson dans un four a balancelle REED® 21 minutes a 190°C. 

Exemple 3.2 : Resultats 

Tableau 1 : tests au fermentonnetre. Ecarts hybride selon 

I'invention vs parent 1-4341 

Biomasse produite en fiole, evaluation sur levure fraTche 
Parent 1 Parent 2 

1-4341 I-4448 1-4312 1-4313 

sans sans sans sans 

Test adaptation adaptation adaptation adaptation 

A5 122 120 137 132 

A5' 92 98 114 115 

Gain /parents 17 & 24% 18 & 24% 

Biomasse produite en fermenteur 7L, evaluation sur levure fraTche 

1-4341 1-4341 1-4312 1-4313 

sans avec sans sans 
Test adaptation adaptation adaptation adaptation 

A5 96 99 121 126 

A5' 79 108 114 107 

A61 139 179 209 225 

A61' 88 105 121 131 
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Biomasse produite en fermenteur 20L, evaluation sur levure seche 

1-4341 

sans 

1-4341 

avec 

1-4312 

sans 

1-4313 

sans 

Test adaptation adaptation adaptation adaptation 

A5 102 105 105 97 

A5' 99 107 90 80 

A51 159 214 173 209 

A51' 124 160 107 134 

A61 167 232 169 241 

A61' 95 114 97 125 

Tableau 2 : test en No-Time Dough hybride selon ('invention vs la levure 

obtenue a partir de la souche non adaptee deposee le 8 juillet 2010 a la CNCM 

sous le N° 1-4342. 

Biomasse produite en fermenteur 20L, evaluation sur levure seche 

Test 

1-4342 

sans adaptation 

1-4313 

sans adaptation 

PT1 T -14% 

PT2 T -9% 

PT3 T -17% 

5 

Tableau 3 : No-Time Dough hybrides selon ('invention vs temoin adaptee 

(= 1-4341 adaptee) 

Biomasse produite en fermenteur 20L, evaluation sur levure seche 

Test 

1-4341 

avec adaptation 

1-4313 

sans adaptation 

PT2 T 1% 

PT3 T -5% 

PT4 T 3% 

10 	 Conclusion : les levures non adaptees selon ('invention se comportent 

de maniere sensiblement identique voire meilleure par comparaison a une 

levure temoin adaptee, produite par croisement d'une des meilleures souches 

osmotolerantes disponibles dans la collection interne de la Demanderesse et 
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Biomasse produite en fermenteur 20L, evaluation sur levure seche 

Test 

1-4341 
sans 

adaptation 

1-4341 
avec 

adaptation 

1-4312 
sans 

adaptation 

1-4313 
sans 

adaptation 

A5 102 105 105 97 

A5' 99 107 90 80 

A51 159 214 173 209 

A51' 124 160 107 134 

A61 167 232 169 241 

A61' 95 114 97 125 

Tableau 2 : test en No-Time Dough hybride selon I'invention vs la levure 

obtenue a partir de la souche non adaptee deposee le 8 juillet 2010 a la CNCM 
sous le N° I-4342. 

Biomasse produite en fermenteur 20L, evaluation sur levure seche 

Test 

I-4342 
sans adaptation 

1-4313 
sans adaptation 

PT1 T -14% 

PT2 T -9% 

PT3 T -17% 

Tableau 3 : No-Time Dough hybrides selon I'invention vs temoin adaptee 

(= 1-4341 adaptee) 

Biomasse produite en fermenteur 20L, evaluation sur levure seche 

Test 

1-4341 
avec adaptation 

1-4313 
sans adaptation 

PT2 T 1% 

PT3 T -5% 

PT4 T 3% 

Conclusion : les levures non adaptees selon I'invention se comportent 

de maniere sensiblement identique voire meilleure par comparaison a une 

levure temoin adaptee, produite par croisement d'une des meilleures souches 

osmotolerantes disponibles dans la collection interne de la Demanderesse et 
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25 

deposee sous le numero 1-4341 et d'une souche du commerce peu 

aux acides faibles. 

Ces resultats sont surprenants car it n'etait absolument pas 

de cumuler les avantages preexistants des deux parents en hybridant 

souches industrielles, surtout en depassant de 15 `)/0 a 25 `)/0 les valeurs 

degagement gazeux de leurs deux parents. 

La presente invention procure ainsi des hybrides aptes a produire 

levures de panification a moindre corn tout en etant aussi performantes 

des pates boulangeres fortement sucrees et en presence d'inhibiteurs 

moisissures comme le propionate de calcium. 

EXEMPLE 4 : Preparation des mutants 1-4409 et 1-4410 

La souche 1-4341 a ete soumise a une mutagenese par exposition 

rayonnements ultraviolets. Une population de mutants a ete evaluee 

tests A5 et A5' apres production en fiole. Les souches 1-4409 et 1-4410 

selectionnees au depart de cette population. 

EXEMPLE 5 : Preparation de la levure a partir des mutants 

l'Exemple 4 (idem exemple 2) 

EXEMPLE 6: Comparaison des performances avec une 

temoin 

Biomasse produite en fiole, evaluation sur levure fraiche 

sensible 

previsible 

des 

de 

des 

dans 

de 

aux 

dans les 

ont ete 

de 

levure 

Test 

1-4341 

sans 

1-4409 

sans 

1-4410 

sans 

adaptation adaptation adaptation 

A5 121 117 126 

A5" 

Gain /1-4341dans A5" (`)/0) 

88 105 

19 

96 

9 
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deposee sous le numero 1-4341 et d'une souche du commerce peu sensible 

aux acides faibles. 

Ces resultats sont surprenants car il n'etait absolument pas previsible 

de cumuler les avantages preexistants des deux parents en hybridant des 

5 souches industrielles, surtout en depassant de 15 % a 25 % les valeurs de 

degagement gazeux de leurs deux parents. 

La presente invention procure ainsi des hybrides aptes a produire des 

levures de panification a moindre cout tout en etant aussi performantes dans 

des pates boulangeres fortement sucrees et en presence d'inhibiteurs de 

10 moisissures comme le propionate de calcium. 

EXEMPLE 4 : Preparation des mutants 1-4409 et 1-4410 

La souche 1-4341 a ete soumise a une mutagenese par exposition aux 

rayonnements ultraviolets. Une population de mutants a ete evaluee dans les 

15 tests A5 et A5' apres production en fiole. Les souches 1-4409 et 1-4410 ont ete 

selectionnees au depart de cette population. 

EXEMPLE 5 : Preparation de la levure a partir des mutants de 
I'Exemple 4 (idem exemple 2) 

20 

EXEMPLE 6 : Comparaison des performances avec une levure 

temoin 

25 Biomasse produite en fiole, evaluation sur levure fraTche 
1-4341 I-4409 1-4410 
sans sans sans 

Test adaptation adaptation adaptation 

A5 121 117 126 

A5" 88 105 96 

Gain /1-4341 dans A5" (%) 19 9 
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Biomasse produite en fermenteur 20L, evaluation sur levure seche 

1-4341 

avec 

1-4409 

sans adaptation 

Test adaptation Ecart (%) 

A5 101 101 0 

A5' 104 100 -4 

A51 104 114 10 

A51' 136 159 17 

1-4341 

avec 

1-4410 

sans adaptation 

Test adaptation Ecart (%) 

A5 96 106 10 

A5' 101 97 -4 

Les resultats de panification obtenus avec ces levures sont ci-dessous 

(tests PT2 et PT3) 

1-4341 

avec 

1-4410 

sans adaptation 

1-4410 

avec adaptation 

Test adaptation 

PT2 T 2% -11% 

PT3 T 2% -4% 

1-4341 

avec 

1-4409 

sans 

Test adaptation adaptation 

PT1 T 3% 

PT2 T 5% 

PT3 T -1% 
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Biomasse produite en fermenteur 20L, evaluation sur levure seche 

Test 

1-4341 
avec 

adaptation 

I-4409 
sans adaptation 

Ecart (%) 

A5 101 101 0 

A5' 104 100 -4 

A51 104 114 10 

A51' 136 159 17 

Test 

1-4341 
avec 

adaptation 

1-4410 
sans adaptation 

Ecart (%) 

A5 96 106 10 

A5' 101 97 -4 

Les resultats de panification obtenus avec ces levures sont ci-dessous 

5 (tests PT2 et PT3) 

Test 

1-4341 
avec 

adaptation 

1-4410 
sans adaptation 

1-4410 
avec adaptation 

PT2 T 2% -11 % 

PT3 T 2% -4% 

Test 

1-4341 
avec 

adaptation 

I-4409 
sans 

adaptation 

PT1 T 3% 

PT2 T 5% 

PT3 T -1% 
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REVENDICATIONS 

1.  Souche de 	S. 	cerevisiae susceptible d'8tre obtenue 	par un 

5 

10 

procede d'hybridation ou de mutation de la 	souche industrielle 

de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de la CNCM 

sous le numero 	1-4341, ou a partir d'une souche industrielle 

apparentee a celle-ci par son profil Ty et/ou par cartographie 

de 	ses 	loci 	de 	caracteres 	quantitatifs 	(QTL 	mapping), 

caracterisee en ce qu'elle est apte a produire une levure de 

panification 	presentant une osmotolerance et une resistance 

intrinseque aux acides organiques faibles. 

2.  Souche selon la revendication 1 	caracterisee en ce que ledit 

procede d'hybridation 	comprend 	une 	etape d'hybridation 	de 

15 ladite souche industrielle avec Ia souche deposee le 9 fevrier 

2011 a Ia CNCM sous le numero 1-4448 et au moins une etape 

de 	selection 	de 	l'hybride 	obtenu 	choisie 	dans 	le 	groupe 

constitue par : 

i. une 	activite fermentative, 	mesuree 	au 	fermentometre 	de 

20 Burrows et Harrison dans l'un au moins des tests A5', A6', 

l'hybride selectionne etant tel que son degagement gazeux 

est superieur d'au 	moins 10% et de preference de 15 a 

25% 	a celui d'une souche temoin consistant en Ia souche 

S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de Ia CNCM 

25 sous le numero 1-4341, 

ii. un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 

15%, 	18%, 	23% 	ou 	25% 	de 	sucre 	(pourcentages 	du 

boulanger) en presence de 0,4% de propionate de calcium, 

les 	hybrides 	selectionnes 	etant 	aptes 	a 	produire 	des 

30 levures 	de 	panification 	par 	multiplication, 	en 	l'absence 

d'adaptation 	au 	propionate de 	calcium, 	qui 	procurent 	un 

temps 	d'appr8t 	compris 	entre 	85% 	et 	105% 	et 	de 

preference entre 95% et 105% du temps d'appret procure 
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REVENDICATIONS 

1. Souche de S. cerevisiae susceptible d'etre obtenue par un 

procede d'hybridation ou de mutation de la souche industrielle 

de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de la CNCM 

sous le numero 1-4341, ou a partir d'une souche industrielle 

apparentee a celle-ci par son profil Ty et/ou par cartographie 

de ses loci de caracteres quantitatifs (QTL mapping), 

caracterisee en ce qu'elle est apte a produire une levure de 

panification presentant une osmotolerance et une resistance 

intrinseque aux acides organiques faibles. 

2. Souche selon la revendication 1 caracterisee en ce que ledit 

procede d'hybridation comprend une etape d'hybridation de 

ladite souche industrielle avec la souche deposee le 9 fevrier 

2011 a la CNCM sous le numero I-4448 et au moins une etape 

de selection de I'hybride obtenu choisie dans le groupe 

constitue par : 

i. une activite fermentative, mesuree au fermentonnetre de 

Burrows et Harrison dans I'un au moins des tests A5', A6', 

I'hybride selectionne etant tel que son degagement gazeux 

est superieur d'au moins 10% et de preference de 15 a 

25% a celui d'une souche temoin consistant en la souche 

S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres de la CNCM 

sous le numero 1-4341, 

ii. un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 

15%, 18%, 23% ou 25% de sucre (pourcentages du 

boulanger) en presence de 0,4% de propionate de calcium, 

les hybrides selectionnes etant aptes a produire des 

levures de panification par multiplication, en I'absence 

d'adaptation au propionate de calcium, qui procurent un 

temps d'appret compris entre 85% et 105% et de 

preference entre 95% et 105% du temps d'appret procure 
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par une levure de panification temoin produite a partir de la 

souche 	industrielle 	de 	S. 	cerevisiae 	deposee 	le 	8 juillet 

2010 	aupres 	de 	la 	CNCM 	sous 	le 	numero 	1-4341 	par 

multiplication avec adaptation a Ia presence de propionate 

5 de calcium de celle-ci. 

3.  Souche de Saccharomyces cerevisiae selon Ia revendication 2 

deposee le 11 mai 2010 aupres de Ia CNCM sous le numero 

1-4312. 

4.  Souche de Saccharomyces cerevisiae selon Ia revendication 2 

10 deposee le 11 mai 2010 aupres de Ia CNCM sous le numero 

1-4313. 

5.  Souche selon Ia revendication 1, caracterisee en ce que ledit 

procede comprend une Otape de mutagenese de ladite souche 

industrielle 	et au 	moins 	une 	etape de selection 	du 	mutant 

15 obtenu choisie dans le groupe constitue par : 

i. une activite fermentative, 	mesuree au fermentometre de 

Burrows 	et 	Harrison 	dans 	le 	test 	A5", 	le 	mutant 

selectionne 	etant 	tel 	que 	son 	degagement 	gazeux 	est 

superieur de 	5% 	a 	20% 	a 	celui 	d'une souche temoin 

20 consistant en 	Ia 	souche de 	S. 	cerevisiae deposee le 8 

juillet 2010 aupres de Ia CNCM sous le numero 1-4341 

ii. un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 

15%, 18% ou 23% de sucre (pourcentages du boulanger) 

en presence de 0,4% de propionate de calcium, le mutant 

25 selectionne 	etant 	apte 	a 	produire 	des 	levures 	de 

panification 	par 	multiplication, 	en 	l'absence 	d'adaptation 

au propionate de calcium, qui procurent un temps d'appret 

compris 	entre 	90% 	et 	105% 	de 	celui 	procure 	par 	une 

levure 	de 	panification 	temoin 	produite 	a 	partir 	de 	Ia 

30 souche de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres 

de Ia CNCM sous le numero 1-4341 par multiplication avec 

adaptation 	a 	Ia 	presence 	de 	propionate 	de 	calcium 	de 

celle-ci. 
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par une levure de panification temoin produite a partir de la 

souche industrielle de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 

2010 aupres de la CNCM sous le numero 1-4341 par 

multiplication avec adaptation a la presence de propionate 

de calcium de celle-ci. 

3. Souche de Saccharomyces cerevisiae selon la revendication 2 

deposee le 11 mai 2010 aupres de la CNCM sous le numero 

1-4312. 

4. Souche de Saccharomyces cerevisiae selon la revendication 2 

deposee le 11 mai 2010 aupres de la CNCM sous le numero 

1-4313. 

5. Souche selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 

procede comprend une etape de mutagenese de ladite souche 

industrielle et au moins une etape de selection du mutant 

obtenu choisie dans le groupe constitue par : 

i. une activite fermentative, mesuree au fermentonnetre de 

Burrows et Harrison dans le test A5", le mutant 

selectionne etant tel que son degagement gazeux est 

superieur de 5% a 20% a celui d'une souche temoin 

consistant en la souche de S. cerevisiae deposee le 8 

juillet 2010 aupres de la CNCM sous le numero 1-4341 

ii. un temps d'appret en No-Time Dough sur pate contenant 

15%, 18% ou 23% de sucre (pourcentages du boulanger) 

en presence de 0,4% de propionate de calcium, le mutant 

selectionne etant apte a produire des levures de 

panification par multiplication, en I'absence d'adaptation 

au propionate de calcium, qui procurent un temps d'appret 

compris entre 90% et 105% de celui procure par une 

levure de panification temoin produite a partir de la 

souche de S. cerevisiae deposee le 8 juillet 2010 aupres 

de la CNCM sous le numero 1-4341 par multiplication avec 

adaptation a la presence de propionate de calcium de 

celle-ci. 
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6.  Souche de Saccharomyces cerevisiae selon la revendication 5 

deposee aupres de la CNCM sous le numero 1-4409. 

7.  Souche de Saccharomyces cerevisiae selon Ia revendication 5 

5 deposee 	aupres de Ia CNCM sous le numero 1-4410. 

8.  Levure 	de 	panification 	susceptible 	d'8tre 	obtenue 	par 

multiplication 	sans 	adaptation 	a 	Ia 	presence 	d'acide(s) 

faible(s) 	d'une 	souche 	selon 	l'une 	quelconque 	des 

revendications 3, 4, 6 ou 7 ou obtenue par un procede selon 

10 l'une quelconque des revendications 1, 2 ou 5. 

9.  Levure 	de 	panification 	susceptible 	d'8tre 	obtenue 	par 

multiplication 	avec 	adaptation 	a 	Ia 	presence 	d'acide(s) 

faible(s) 	d'une 	souche 	selon 	l'une 	quelconque 	des 

revendications 3, 4, 6 ou 7 ou obtenue par un procede selon 

15 l'une quelconque des revendications 1, 2 ou 5. 

10.  Pate boulangere contenant une levure de panification selon Ia 

revendication 8 ou 9. 

11.  Pate boulangere selon Ia revendication 10, caracterisee en ce 

qu'elle 	est 	choisie 	parmi 	les 	pates 	dans 	lesquelles 	Ia 

20 fermentation est realisee en presence a Ia fois d'une pression 

osmotique due a Ia presence d'au moins 15% de sucre, de 

preference au moins 18% de sucre, de preference encore au 

moins 	23% 	de 	sucre 	(pourcentages 	du 	boulanger) 	et 	en 

presence 	d'un 	inhibiteur 	de 	moisissures 	de 	type 	acide 

25 organique faible, de preference sous forme de propionate de 

calcium. 

12.  Procede de 	preparation 	d'un 	produit cuit de 	panification 	par 

mise en ceuvre d'une pate boulangere selon l'une quelconque 

des revendications 10 a 11. 

30 13.  Produit 	de 	panification 	susceptible 	d'être 	obtenu 	par 	le 

procede selon Ia revendication 12. 

WO 2012/110711 
26 

PCT/FR2011/051550 

6. Souche de Saccharomyces cerevisiae selon la revendication 5 

deposee aupres de la CNCM sous le numero 1-4409. 

7. Souche de Saccharomyces cerevisiae selon la revendication 5 

5 deposee aupres de la CNCM sous le numero 1-4410. 

8. Levure de panification susceptible d'etre obtenue par 

multiplication sans adaptation a la presence d'acide(s) 

faible(s) d'une souche selon I'une quelconque des 

revendications 3, 4, 6 ou 7 ou obtenue par un procede selon 

10 I'une quelconque des revendications 1, 2 ou 5. 

9. Levure de panification susceptible d'etre obtenue par 

multiplication avec adaptation a la presence d'acide(s) 

faible(s) d'une souche selon I'une quelconque des 

revendications 3, 4, 6 ou 7 ou obtenue par un procede selon 

15 I'une quelconque des revendications 1, 2 ou 5. 

10. Pate boulangere contenant une levure de panification selon la 

revendication 8 ou 9. 

11. Pate boulangere selon la revendication 10, caracterisee en ce 

qu'elle est choisie parmi les pates dans lesquelles la 

20 fermentation est realisee en presence a la fois d'une pression 

osmotique due a la presence d'au moins 15% de sucre, de 

preference au moins 18% de sucre, de preference encore au 

moins 23% de sucre (pourcentages du boulanger) et en 

presence d'un inhibiteur de moisissures de type acide 

25 organique faible, de preference sous forme de propionate de 

calcium. 

12. Procede de preparation d'un produit cuit de panification par 

mise en ceuvre d'une pate boulangere selon I'une quelconque 

des revendications 10 a 11. 

30 13. Produit de panification susceptible d'etre obtenu par le 

procede selon la revendication 12. 


