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“Proceso continuo para fermentar jugo de agave utilizando S;

cerevisiae”.

CAMPO TECNICO DEL INVENTO

La presente invencion esta relacionada a la etapa de fermentacion en el proceso de
produccion de tequila, el cual se refiere a un método optimizado para fermentar jugo de

agave en un sistema contindo en cultivo puro de Saccharomyces spp.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En la actualidad la fermentaciéon de las bebidas alcohdlicas destiladas como no destiladas
(tequila, vinos, cerveza, ron, bacanora, mezcal, whisky, vodka, etc.), se realizan
principaimente de la forma tradicional que es a traves de un sistema por lotes. Sin
embargo en el campo de las fermentaciones alcohdlicas, también existe el sistema

continuo que consiste en introducir continuamente en el fermentador un flujo de medio de

cultivo a transformar, extrayendo de modo regular el medio fermentado. El sistema de

fermentacion en continuo se ha utilizado hasta la fecha en la produccion de alcohol como

combustible (Bayrock and Ingledew, 2001; Plessas et al.,, 2006) y en la produccion de
cerveza (Ryu and Kim, 1984; Mitsuyasu et al., 1994; Branyik et al., 2004).

Las etapas del proceso de elaboracion del tequila influyen en forma determinante en la
composicion del producto final, las cuales son:. el cocimiento, la fermentacién, la
destilacion y si se desea madurar el tequila, el afiejamiento (Cedeno, 1995). La etapa de
fermentacion juega un papel muy importante en el proceso del tequila, ya que ahi se
produce todo el etanol y la mayor parte de los compuestos aromaticos que dan
personalidad al tequila. Sin embargo el sistema de fermentacion por lotes es limitante en
el proceso de tequila, ya que requiere de varios dias para que se realice la fermentacion;
conjuntamente, el sistema de fermentacion por lote no permite realizar un buen controi ya
que existen variables que son dependientes de ese sistema. Sin embargo el sistema
continuo tiene la ventaja que es un sistema sencillo para operar y controlar durante la
fase estacionaria, lo cual facilita la estandarizacién del proceso y permite mantener una

misma calidad del producto; ademas este sistema reduce la contaminacién microbiana
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productividad de etanol, incrementa la disponibilidad de espacios en las %%r%a f
a que con este sistema continuo se puede fermentar grandes volumenes de medio de
cultivo ademas de reducir los costos de operacion del proceso global ya que se
sincroniza esta etapa con el resto de las etapas de todo el proceso que tambien estan en
continuo, permitiendo utilizar sin desperdiciar la energia electrica y el vapor de agua
obtenida de la caldera (Stanbury et al., 1999; Bayrock and Ingledew, 2001; Vasconcelos
et al., 2004).

El género de levadura utilizada universalmente en las fermentaciones para elaborar
bebidas alcohdlicas es Saccharomyces spp. debido a sus altos rendimientos de
conversion de sustrato a etanol alcanzando concentraciones del orden de 11.8% (v/v) de
alcohol (Soufleros, 1979). Esta levadura, Saccharomyces spp. se utiliza principalmente
en cultivo puro o monocultivo de Saccharomyces spp., |0 que significa que solamente se
halla este genero de levadura en la fermentacion.

En la actualidad existen patentes ya otorgadas para la produccion de cerveza y alcohol
como combustible utilizando un sistema continuo, sin embargo ninguna contiene lo que
propone la invenciéon que se esta presentando. Como ejemplo tenemos la patente
Norteamérica US5688674 con titulo: (Continuous fermentation process for the production
of metabolities using a moving filter). Esta patente describe la fermentacion en un sistema

continuo con recirculacion de levaduras, que en este caso es la levadura Saccharomyces

spp., para producir metabolitos principalmente el etanol, sin embargo los rangos que
reclama esta patente con respecto a la temperatura, pH y tasa de dilucion en las
reivindicaciones son excesivamente amplias para que Saccharomyces spp. pueda
fermentar, por lo que en los limites superiores e inferiores del rango de la temperatura y
del pH asi como el limite superior de la tasa de dilucion, no son viables para el
crecimiento de este microorganismo y mucho menos para el desarrollo de la
fermentacién. En cambio en la invencidén que nosotros proponemos, determina las
condiciones oéptimas de la fermentacién con respecto a la temperatura, pH, oxigeno
disuelto y tasa de dilucién en un sistema_continuo utilizando Saccharomyces spp. en
cultivo puro. Una mas es la patente WO2005111214 con titulo: (Ethanol productivities of
Saccharomyces cerevisiae strains in fermentation of dilute-acid hydrolyzates depend on
their furan reduction capacities), no obstante que indican en la reinvicacion No. 1 la
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utilizacion de un sistemas por lotes, un sistema semicontinuo y un sistemdg continlo.
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fermentacion para producir etanol como combustible, en la descripcién solo muesfrgikadhit -
utilizacion de un sistemas por lotes y un sistema semicontinuo para la produccion de

etanol a diferencia de la nuestra que propone un método para fermentar en un sistema

continuo con Saccharomyces spp.

Las ventajas directas que obtiene la industria tequilera con la utilizacion del proceso
propuestos en esta invencion son: alto rendimiento de conversion azucar-etanol, aitas
productividades de etanol, la estandarizacion del proceso fermentativo y la
generacion de productos dentro de la norma oficial Mexicana NOM-006-SCFi-2005;
los aspectos antes mencionados son algunas de las necesidades actuales que la
industria tequilera requiere (PECYTJAL, 2003, Fundacion produce, 2003) y que resuelve
la invencion que aqui proponemos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los detalles caracteristicos de esta invencion: “Mejoras a proceso para
fermentar jugo de agave utilizando Saccharomyces cerevisiae” se muestran

claramente en la siguiente descripcion y figuras:

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Fig. 1.- Es una grafica en donde se compara los diferentes sistemas de fermentacion
utilizando Saccharomyces cerevisiae en cultivo puro, con respecto a la concentracion de
azucar consumido (Sc), etanol formado (ETOH) y productividad (P); en donde Tradicional
corresponde a la fermentacion con las condiciones de la industria tequilera utilizando

Saccharomyces cerevisiae, el cual se realiza en un sistema por lotes e Inv-SC, se refiere
a la fermentacion en un sistema continuo en cultivo puro con Saccharomyces cerevisiae.

Con la finalidad de comparar el proceso presentado en esta invencion con respecto al
proceso tradicional, a continuacion se muestra una breve explicacion de la Figura 1.

En lo referente a la figura 1 se presenta la comparacion del proceso de fermentacion
tradicional en la industria tequilera, con respecto al proceso de fermentacién de jugo de
agave en un sistema_continuo que propone esta patente. Se puede observar que no
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obstante que en los sistemas (fradicional y Inv-SC) se tiene las mism --*_J{
de etanol producido (ETOH) y azicar consumido (Sc), las mayores productiviREEd" e
se presentaron utilizando el proceso de fermentacion en un sistema continuo que
proponemos en esta invencion que en un sistema por lotes, aumentando la productividad

2.75 veces con el sistema continuo (/nv-SC) con respecto al sistema fradicional ylo
sistema por lotes.

El proceso que se presenta en esta invencién asegura un alto consumo del azucar por
parte de la levadura utilizada, asi como un alto rendimiento de conversion azucar etanol,
altas productividades de etanol y concentraciones dentro de norma de los compuestos
aromaticos volatiles que son regulados por el consejo regulador de tequila (CRT) a traves
de la norma NOM-006-SCFI-2005. No ohstante que en el proceso presentado en sta
invencion se utilizo solamente Saccharomyces cerevisiae para la fermentacion de
jugo de agave, se puede aplicar a cualquier especie del genero de Saccharomyces.

Fig. 2- Es un diagrama de flujo del proceso de produccién de tequila empleando la
fermentacién de jugo de agave en un_sistema contingo utilizando la Saccharomyces

cerevisiae.
MEJOR METODO CONOCIDO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

El “proceso para fermentar jugo de agave utilizando Saccharomyces cerevisiae” en

un sistema continuo consta de las siguientes ocho etapas:

Etapa 1. Obtencion del jugo de agave: con el fin de formular el medio de propagacion y
el de fermentacion de Saccharomyces cerevisiae, se requiere obtener jugo de
agave a la concentracion de 12 a 20 °Bx, segun el proceso tradicional utilizado
por la industria tequilera; una vez adquirido el jugo de agave a estas
concentraciones, se procede a la realizacion del medio de propagacion y del
medio de fermentacion,

Etapa 2. Medio de fermentacion y de propagacion, el medio de fermentacion y de
propagacion de Saccharomyces cerevisiae se prepara con la finalidad de que la
| vadura se acondicione al medio de jugo de agave; para ello es necesario
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formular el jugo de agave a utilizar, para evitar que este present;& '

de nutrientes ocasionando un bajo crecimiento del microorganismo g )
una fermentacion lenta.

Fase 2.1. Medio de fermentacion: con |a finalidad de obtener un medio de

d cultivo que no presente limitacion por nutrientes para las levaduras, se
prepara adicionando al jugo de agave entre 12 a 20 °Bx obtenido de la
etapa anterior, 3 g/l de sulfato de amonio y/o fosfato de amonio o bien
una mezcia de 1.5 g/l de cada uno; el medio de fermentacion se
homogeneiza y se continua con la preparacion del medio de

10 propagacion,

[-ase 2.2 Medio de propagacion: con la finalidad de acondicionar la
Saccharomyces cerevisiae al medio de fermentacion dentro del
proceso de elaboracion de tequila, se debe formular un medio de
propagacion diluyendo el jugo de agave obtenido de la etapa 1 con

135 agua destilada o de pozo hasta la concentracion entre 6 a 8 °Bx,
inmediatamente después de haber diluido el jugo de agave a la
concentracion mencionada, se le agrega 1 g/l de sulfato de amonio y/o
fosfato de amonio monobasico o mezcla de ambos; después se
homogeneiza el medio de propagacion y a continuacion se esteriliza a
20 15 psi durante 15 minutos; se deja enfriar el medio de propagacion
hasta temperatura ambiente para que se pueda continuar con el pre-
inoculo,

Etapa 3. Pre-inéculo de la Saccharomyces cerevisiae, a fin de obtener una alta
concentracion de biomasa de Saccharomyces cerevisiae para utilizarla despues
25 en el inéculo, se adiciona en condiciones de esterilidad aprox. 2+1 x10°
células/ml de Saccharomyces cerevisiae en 50 ml de medio de propagacion
obtenido de la etapa 2, el medio de propagacion con Saccharomyces cerevisiae
se incuba entre 30 a 35 °C, 200 a 300 rpm durante 24 horas; a partir de este

cultivo se preparara el inéculo,
30 Etapa 4. Inéculo de la Saccharomyces cerevisiae: con el fin de acondicionar
fisioldgicamente la Saccharomyces cerevisiae al medio de fermentacion
obtenido de la etapa 2, se agrega en condiciones de esterilidad a 250ml del
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medio de propagacién obtenido de la etapa 2, 2015 x10° célgige

Saccharomyces cerevisiae obtenida del pre-inéculo de la etapa 3; el medo g™
propagacion inoculado con la Saccharomyces cerevisiae se incuba a las
mismas condiciones que se indican en la etapa 3 (30-35°C, 200-300 rpm)
durante 10 a 12 horas con la finalidad de obtener >100 x10° células/ml de
Saccharomyces cerevisiae, una vez alcanzado >100 x10° células/ml de ésta
levadura, se continlia con la etapa de inoculacién del medio de fermentacion,
Inoculacion del medio de fermentacion, el proceso de inoculacion del medio
de fermentacion es el siguiente: en 2.5 litros del medio de fermentacion obtenido
en la etapa 2 se le agrega como minimo 3.5 x10° células /ml de Saccharomyces
cerevisiae obtenida de la etapa anterior, una vez realizado la inoculacion del
medio de fermentacion se inicia la fermentacion,

Etapa 6. Fermentacion del medio de fermentacion. con el fin de que todo el azucar

presente en el medio de fermentacion se convierta principaimente en etanol
mediante el uso de la Saccharomyces cerevisiae propagada como se menciona
en las etapas 3 y 4 e inoculado en el medio de fermentacion como se indica en
la etapa 5, el medio de fermentacién inoculado con Saccharomyces cerevisiae
se mantiene en un equipo fermentador abierto o cerrado en condiciones de
anaerobiosis no estrictas entre 30 a 35 °C de temperatura y 200 a 300 rpm de
agitacion durante 10 horas o hasta obtener de 80 a 100 x10° células/ml de
Saccharomyces cerevisiae, en este momento se inicia la alimentacion del medio
de fermentacion y el desalojo del mosto muerto,

La alimentacion del medio de fermentacion y el desalojo del mosto muerto en
el equipo fermentador se realiza mediante dos bombas peristalticas (para un
bajo flujo del medio de fermentacién y/o mosto muerto) o bombas centrifugas
(para un alto flujo del medio de fermentacioén y/o mosto muerto), con el objetivo
de iniciar la fermentacidn en el sistema continuo. Las condiciones de
fermentacion con el sistema en continuo son: 0.06-0.12h™ de tasa de dilucion,
200-300 rpm de agitacion, 30-35 °C de temperatura, 3-5 de pH y 0-24 ml/s de
flujo de aire, siendo las condiciones éptimas para la Saccharomyces cerevisiae:
0.12 h™*, 250 rpm, 35 °C, 5 de pH y 12 ml/s de flujo de aire. Para esta etapa se
r quiere un equipo fermentador que sea un tanque abierto o cerrado de fondo
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inoxidable para evitar que sea téxico y corrosivo; ademas para obtener un

o6ptimo control de las condiciones de fermentacion, el equipo fermentador debe
de estar equipado para medir y regular la temperatura y el pH del medio de
fermentacion; el valor del pH es controlado adicionando automaticamente al
medio de fermentacion soluciones de H;PO, al 30 % v/v y NaOH 4N; ademas se
requiere que el equipo fermentador tenga acceso a un sistema de aeracion
siendo el mas comun un distribuidor de aire situado al final de eje del agitador.
El flujo de aire puede ser proporcionado por un compresor o0 un cilindro de aire
comprimido; la adicidbn de aire puede ser regulado por un rotametro. El mosto
muerto obtenido del flujo de salida del equipo fermentador es sometido a una
destilacion,

Etapa 8. Destilacion: con el fin de separar del mosto muerto el etanol y los compuestos

aromaticos, para lo anterior se puede utilizar alambiques de cobre o de acero
inoxidable o puede ser en torres de destilacion en forma continua; la
metodologia para destilar el mosto muerto es mediante la técnica tradicional que
realiza la industria tequilera, obteniendo asi el tequila blanco, si se desea
madurar el tequila, este se lleva a aflejar en barricas de roble blanco por lo
procesos ya conocidos.
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REIVINDICACIONES Mexioans

tanto reclamo como de mi exclusiva propiedad, lo contenido en las siguientes clausulas:

1.

d.

Proceso continuo para fermentar jugo de agave utilizando Saccharomyces
cerevisiae caracterizado porque se compone de las siguientes etapas:

a. obtener jugo de agave a la concentracion de 12 a 20 °Bx;

b. formular jugo de agave realizando los siguientes pasos:

I. preparar medio de fermentacién adicionando al jugo de agave
entre 12 a 20 °Bx obtenido de la etapa anterior, 3 g/l de sulfato de
amonio y/o fosfato de amonio o bien una mezcla de 1.5 g/l de cada
uno; el medio de fermentacion se homogeneiza y se continua con
la preparacion del medio de propagacion;

i. preparar medio de propagacion: se debe formular un medio de
propagacion diluyendo el jugo de agave obtenido de la etapa a) con
agua destilada o de pozo hasta la concentracion entre 6 a 8 °Bx,
iInmediatamente después, se le agrega 1 g/l de sulfato de amonio
y/o fosfato de amonio monobasico o0 mezcla de ambos; después se
homogeneiza el medio de propagacion y se esteriliza a 15 psi
durante 15 minutos; se enfria el medio de propagacion hasta
temperatura ambiente para continuar con el pre-inéculo,

C. se prepara el pre-inéculo de la Saccharomyces cerevisiae. se adiciona
en condiciones de esterilidad aproximadamente 2+1 x10° células/m! de
Saccharomyces cerevisiae en 50 ml de medio de propagacion obtenido de
la etapa b, el medio de propagacion con Saccharomyces cerevisiae se
incuba entre 30 a 35 °C, 200 a 300 rpm durante 24 horas;

inucular la Saccharomyces cerevisiae, al medio de fermentacion obtenido de
la etapa b), se le agrega en condiciones de esterilidad a 250ml del medio de
propagacion obtenido de la etapa b), 2015 x10° células/ml de la Saccharomyces
cerevisiae obtenida del pre-in6culo de la etapa c);, el medio de propagacion
inoculado con la Saccharomyces cerevisiae se incuba a las mismas condiciones
que se indican en la etapa c) (30-35°C, 200-300 rpm) durante 10 a 12 horas con

la finalidad de obtener >100 x10° células/ml de Saccharomyces cerevisiae,
alcanzado >100 x10° células/ml de ésta levadura;
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e. inocular el medio de fermentacién, en 2.5 litros del medio de fermerREERSy <"

_' obtenido en la etapa b se le agrega como minimo 3.5 x10° ce’mg .ot
Saccharomyces cerevisiae obtenida de la etapa anterior (etapa d), una vez

realizado la inoculacion del medio de fermentacion se inicia la fermentacion;

S f. fermentar el jugo de agave. el medio de fermentacién inoculado con
Saccharomyces cerevisiae se mantiene en un equipo fermentador abierto o
cerrado en condiciones de anaerobiosis no estrictas entre 30 a 35 °C de
temperatura y 200 a 300 rpm de agitacion durante 10 horas o hasta obtener de
80 a 100 x10° células/ml de Saccharomyces cerevisiae, en este momento se

10 inicia la alimentacion del medio de fermentacion y el desalojo del mosto muerto;

g. alimentar el medio de fermentacion, se realiza mediante dos bombas
peristalticas (para un bajo flujo del medio de fermentacion y/o mosto muerto) o
bombas centrifugas (para un alto flujo del medio de fermentaciéon y/o mosto
muerto). Las condiciones de fermentacion con el sistema en _continuo son:

15 0.06-0.12h™" de tasa de dilucion, 200-300 rpm de agitacion, 30-35 °C de
temperatura, 3-5 de pH y 0-24 ml/s de flujo de aire, siendo las condiciones
6ptimas para la Saccharomyces cerevisiae: 0.12 h™, 250 rpm, 35 °C, 5de pH y
12 ml/s de flujo de aire, se requiere un equipo fermentador que sea un tanque
abierto o cerrado de fondo redondo con agitacion mecanica; el valor del pH es
20 controlado adicionando automaticamente al medio de fermentacion soluciones
de H;PO, al 30 % viv y NaOH 4N; ademas se requiere que el equipo
fermentador tenga acceso a un sistema de aeracion. El flujo de aire puede ser
proporcionado por un compresor o un cilindro de aire comprimido; la adicién de
aire puede ser regulado por rotametro. El mosto muerto obtenido del flujo de
25 salida del equipo fermentador es sometido a una destilacion;
h. destilar para destilar el mosto muerto obteniendo el tequila blanco, para

madurar el tequila, se lleva a afejar en barricas de roble blanco.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a un proceso para fermentar jugo de agave en un sistema

continuo para la produccion de tequila utilizando levaduras Saccharomyces spp. El uso

de este proceso presenta varias ventajas en la etapa de fermentacion del jugo de agave
como son: facilitar la estandarizacion, disminuir los costos de produccion y aumentar la
productividad de etanol. En esta invencion se presenta los pasos para realizar la
fermentacion de jugo de agave a altas concentraciones de azucar en un sistema

continuo, el cual no se ha establecido en la industria tequilera.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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