institut

M xican

d la Pr pledad

. Industrial

!

Ly T s ¢

h
+

* te

b * <

* k "
L
'Il'.u a

e T AT+
5"

SED R TAREN % O OISONIA s

TiTULO DE PATENTE NO. 328904

Titular(es): CENTRO DE INVESTIGACION Y ASISTENCIA EN TECNOLOGIA Y DISENO DEL
ESTADO DE JALISCO A.C.

Domicilio: Av. Normalistas No. 800, Col. Colinas de la Normal, 44270, Guadalajara, Jalisco,
MEXICO

Denominacién: PROCESOS PARA FERMENTAR JUGO DE AGAVE UTILIZANDO KLOECKERA
SPP.

Clasificacion: Int.ClL.8: C12G/; C12G1/022

e - e septiembre de 2006

PRIORIDAD

- =3 e =]
[o="—r =
== g ] -
LR s -'E; " G seveaylil +
T e * N - it i [ ] ': e |:| - - .
R T S BT 1A P T o) . L -
M - o .. o g B - Iz -
e A [ '0 3\ i ) ; I -
L '|'| ik I'Il,u ! . - -
= 1 k h J:'. = - -
-1k o =

=_?'|_, .......
IIIIIIIIIII

all e
1)
llll
IIII
H1J
o ———

etn Ivn

hET.

I H o,
Ay

FNIENdnd it ustrial.

ulo 23 de | Lw U s vige i vl el imprdi ogables,

.........
.....
.........
.........
..........
v 1 1 111 e e e 1 L o e I e LTI o o PO e 1 ot E 1 1 FTEL s 3 Ty .- 11
.........

------

sresenl titulo Io i ley de la
Prop Digllp Oficial d h Federac on N | B 05/1999,
. /01 f2006 sz g o accion V

...........
--||- - _:_; P | L T T S T T L L T 1 rox e e e T g e T
....--- - ACVIC T e e deeese PRI Fr PR L L NG e T

s 1y HI N A8 N P BRIGHEE 1A F. 112/1999,

£ d&t Estatub Organicd del Instlt b Mexicano de la Profiy Slilgns gnado el 10!10!2002 '{.,;,f, 07/2004,
D4/08/2004 m?afﬂmaﬁ? ------ 3y & inciso a) y antepenultim RGIIIER I ades en los Directores fgenerales
luntm Cmrdinudar | wectores '_ tvzsmnales Titulares de las NG REC Ay St madores
eparta 0212000

Fecha de expedicion: 29 de enero de 2015

SUBDIRECTOR DIVISIONAL DE EXAMEN DE FONDO DE PATENTES, AREAS
MEcAmCA ELECTRICA Y DE REGIST RO SENOS INDUSTRIALES Y

i '

-
T

Arenal No 550, Fi1so 1
Coi Pueblo Santa Mana 1 epepan
Dolegacidsn Xocrmilco
C P 18020 Meéexico D F
Tei (55) 53 34 07 00 www imp) gqob mix

MX/2015/32483




22¥404A\)onal

29- 06 24

10

15

20

25

30

nstiulo

) | N Madeano
Procesos para fermentar jugo de agave utilizando Kloeckemgs8Rroniada::
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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 proceso para propagar Kloeckera spp. asli

como utilizarla en la fermentacién de jugo de agave en un sistema por lotes como en un
sistema continuo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En la actualidad la industria tequilera utiliza tradicionalmente el sistema por lotes para la
etapa de fermentacion, el cual se basa en cargar el equipo fermentador con el medio de
cultivo y vaciarlo cuando la reaccién se ha completado. Por otro lado, en el campo de las
fermentaciones alcohdlicas, también existe el sistema de fermentacion en _continuo que
consiste en introducir continuamente en el equipo 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), este ultimo
sistema a.presentado varias ventajas en la industria cervecera y alcoholera, las cuales
son: reduccion en los niveles de contaminacion microbiana manifestandose en mayores
rendimientos de conversion de azucar a etanol, incremento de la concentracién de etanol
en la fermentacién, mayor disponibilidad de espacio debido a que con un solo equipo
fermentador se puede fermentar grandes volumenes del medio de cultivo, aumento de la
productividad en el proceso de fermentacidon ya que se realizan fermentaciones por
periodos largos con un mayor control del proceso y una reducciéon de los costos de
operacion tanto de la etapa de fermentacion, como de las otras etapas del proceso de
produccion de alcohol, debido a que estara sincronizado la etapa de fermentacion en
continuo a todo el proceso de produccion que tambien trabaja en forma continua,
permitiendo utilizar sin desperdiciar la energia electrica y el vapor de agua generado por
la caldera (Stanbury et al., 1999; Bayrock and Ingledew, 2001; Vasconcelos et al., 2004).
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industria tequﬂera.

Todas las etapas del proceso de elaboraciéon del tequila influyen de forma determinante
en la composicion del producto final, las cuales son: el cocimiento, la fermentacion, la
destilacion y si se desea madurar el tequila, el anejamiento (Cederio, 1995). La etapa de
fermentacion juega un papel muy importante en el proceso de elaboracién de tequila, ya
que ahi se produce todo el etanol que contiene el tequila y la mayor parte de los
compuestos aromaticos que dan personalidad al tequila. 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. Ademas el sistema por lote, no permite realizar un buen control
ya que existen variables que son dependientes de ese sistema. Sin embargo e/ sistema
continuo tiene la ventaja que es un sistema sencillo para operar y controlar durante la
fase estacionaria, lo cual facilita la estandarizacion del proceso y permite mantener una
misma calidad del producto.

La cepa de levadura utilizada universalmente en las fermentaciones alcohoélicas
es Saccharomyces cerevisiae, debido a sus altos rendimientos de conversién de sustrato
a etanol, alcanzando en vinos concentraciones del orden de 11.8% (v/v) de alcohol
(Soufleros, 1979). Sin embargo, las bebidas alcohodlicas obtenidas con el sistema normal,
es decir el sistema por lotes utilizando solamente este género, presentan una baja
riqueza de compuestos volatiles (Romano et al., 2003). Asimismo el uso de diferentes
tipos de levaduras como las llamadas levaduras aromaticas (principalmente las del
genero Kloeckera) producen compuestos volatiles que generan perfumes agradables los
cuales aumentan las notas aromaticas de la bebida final (Romano et al., 2003). Sin
embargo estas levaduras no se utilizan como levaduras iniciadoras como es el caso de
Saccharomyces, ya que no pueden predominar en la fermentacion por su baja capacidad
fermentativa debido a una presunta intolerancia a etanol (Kunkee, 1984), lo cual impide
su utilizacion industrial a pesar de sus cualidades para generar compuestos aromaticos
agradables. La presente invencion establece los procesos adecuados para propagar
la Kloeckera y utilizarla precisamente en la etapa de fermentacion de la

laboraciond t quila, lo que permitira que la Kloeckera pres nt un alto consumo de
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azucares asi como una alta produccion de etanol y pueda ser utilizada en3is ji3onia

de tequila, en la etapa de fermentacion de éste proceso.
En la actualidad existen patentes ya otorgadas para la produccion de yogurt, cerveza y
alcohol como combustible utilizando un sistema continuo, sin embargo los procesos que
proponen estas patentes, no pueden ser aplicadas con Kloeckera. Como ejemplo
tenemos la patente No. US4808527 con titulo: Continuous process for ethanol production
by bacterial fermentation, en la cual propone la produccion de etanol para combustible en
un sistema_ continuo utilizando bacterias Zymomonas, eésta patente sefiala amplios
rangos en las condiciones de fermentacion, los cuales no permite el crecimiento
adecuado de Kloeckera evitando una fermentacion completa, no obstante en la invencion
que nosotros proponemos si logra que la Kloeckera presente altas capacidades
fermentativas debido a que se determinan las mejores condiciones fisico quimicas y
nutrimentales de la etapa de propagacién como de la etapa de fermentacion en un
sistema_continuo como en un sistema por lote. Por otro lado existe la patente
Norteamérica US5688674 con titulo: Continuous fermentation process for the production
of metabolities using a moving filter, el cual trabaja el sistema _continuo de fermentacion
con recirculacion de células, que en este caso es la levadura Saccharomyces, para
producir metabolitos, principalmente etanol;, sin embargo las condiciones de
fermentacidn que reclama en las reivindicaciones son tan amplias que no son viables
para el crecimiento de Kloeckera y mucho menos para el desarrollo de la fermentacion
en los limites superiores e inferiores.

Cabe sefalar que en la literatura no se ha reportado un proceso y/o metodo de
propagacion para Kloeckera que le permita aumentar su capacidad fermentativa en
forma similar a la obtenida con la levadura del género Saccharomyces en un sistema por
lotes. De la misma manera no se ha reportado un proceso y/o método para fermentar el
jugo de agave en un sistema continuo utilizando levaduras Kloeckera en cultivo puro.

Las ventajas directas que obtiene la industria tequilera con la utilizacion de los
procesos de fermentacién propuestos en esta invencién son: la disminucion de los
costos de proceso para la elaboracion de Tequila, proporcionar diferentes aromas
y olores a la bebida final (Tequila) de forma natural y obtener productos dentro de
la norma oficial Mexicana NOM-006-SCFI-2005; todos los aspectos mencionados
ant riormente, son necesidades actuales que la industria tequilera requiere (PECYTJAL,
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2003, Fundacion produce, 2003), y que resuelve la invencién que propodirk

presente solicitud.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los detalles caracteristicos de esta invencion que se refiere a los “procesos para
fermentar jugo de agave utilizando Kloeckera spp.”, se muestran claramente en la
siguiente descripcidn y figuras:

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Fig. 1.- Es una grafica que muestra la evoluciéon del consumo del azicar (sust.) y la
formacion de etanol (ETOH), utilizando Kloeckera africana propagada conforme al
proceso que proponemos para producir la Kloeckera activada (K activada sust, K
activada ETOH) y Kloeckera africana propagada de la forma tradicional nombrada como
Kloeckera africana sin activar (K sin activar sust, K sin activar ETOH).

Fig. 2.- Se presenta una grafica en donde se compara los diferentes sistemas de
fermentacién utilizando Kloeckera africana, con respecto a la concentracion inicial del
azucar (°Bx), azucar consumido (Sc), azucar sin consumir (S s/c), etanol formado
(ETOH) y productividad; en donde Tradicional corresponde a la fermentacién con las
condiciones que utiliza la industria tequilera, el cual se realiza en un sistema por lotes;
Inv-Lote, se refiere a la fermentacion en un sistema por lotes con las condiciones de
cultivo que menciona esta invencion utilizando la Kloeckera propagada como también se
indica en esta invencion (Kloeckera activada); e Inv-SC, corresponde a la fermentacion
en un sistema continuo utilizando las condiciones de cultivo y la Kloeckera propagada
(Kloeckera activada) como se mencionan en esta invencion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Con la finalidad de comparar los procesos presentados en esta invencion con respecto a
los procesos tradicionales, a continuacion se muestra una breve explicacién de las
Figuras 1y 2.
En la figura 1 se presenta los resultados obtenidos en la fermentacion de jugo de agave
a 12° Bx adicionado con 1 g/l de sulfato de amonio y/o fosfato de amonio monobasico en
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mediante el proceso presentado en esta invencién (Kloeckera activada). En la g Afica
se puede observar que la Kloeckera africana propagada por el proceso de la invencion
(Kloeckera activada), consume mayor cantidad de sustrato y produce una ailta
concentracion de etanol en la fermentacion que la Kloeckera propagada de la forma
tradicional. Ademas las concentraciones finales de etanol obtenidas con la Kloeckera
propagada mediante el proceso de esta invencidén (Kloeckera activada), son similares a

lo que se obtiene con la Saccharomyces a las mismas condiciones de fermentacion.

En la Figura 2 se presenta la comparacién del proceso de fermentacion tradicional en la
industria tequilera, con respecto a los procesos de fermentacion de jugo de agave que
propone esta patente. Se puede observar que en un sistema por lotes de fermentacion
de jugo de agave, las mayores concentraciones de etanol, los mas altos consumos de
sustrato y el mayor valor de la productividad se muestran utilizando el proceso de
fermentacion y propagacion que se menciona en la invencidén que proponemos, asi
mismo mediante estos procesos de fermentacion y propagacion se puede someter a la
Kloeckera africana a fermentar altas concentraciones de azucar con buenos resultados.
Referente a la fermentacion en un sistema continuo se puede apreciar que la
productividad se eleva, por ejemplo a 12° Bx se presenta un aumento del 75% y de un
86% a 20°Bx. Cabe mencionar que las comparaciones anteriores solo se realizaron entre
el sistema por lotes y el sistema continuo utilizando la Kloeckera activada y las
condiciones de cultivo gue menciona esta invencion ya que no es posible compararia con
el proceso tradicional debido a |la baja capacidad fermentativa que presenta la Kloeckera
utilizando la propagacion y las condiciones de fermentacion tradicionales.

Los siguientes procesos presentados muestran las condiciones Optimas de propagacion
y de fermentacion en sistema por lotes y sistema continto para la Kloeckera spp. Estos
procesos aseguran un alto consumo del azucar por parte de la Kloeckera asi como un
alto rendimiento de conversion azucar etanol, altas productividades con respecto a lo
que se obtiene normalmente en tequila y una concentracion 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 obstante que los procesos
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presentados en esta invencién se utilizaron solamente con K!oeckeragi e~y

Kloeckera africana, pueden ser aplicados a cualquier especie de Kloeckera.

MEJOR METODO CONOCIDO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION
) El“proceso para propagar Kloeckera apiculata y africana’, consta de las siguientes
cuatro fases:

Fase 1. Obtencion del jugo de agave: con el fin de realizar la propagacion de la
Kloeckera apiculata y africana, se requiere obtener jugo de agave a la
concentracion de 12 a 20 °Bx, segun el proceso tradicional utilizado por la

10 industria tequilera; una vez adquirido el jugo de agave a estas concentraciones,
se procede la realizacion del medio de propagacion,

Fase 2. Medio de propagacion: con la finalidad de que la Kloeckera apiculata y africana
presenten un crecimiento vigoroso y una alta concentracion de biomasa, para lo
cual se requiere formular un medio de propagacion para evitar que la Kloeckera

15 apiculata y africana sufran de limitacién de nutrientes y/o inhibicion por altas
concentraciones de sustrato; el medio de propagacion se realiza diluyendo el
jugo de agave obtenido de la Fase 1, con 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 a este ultimo los

20 siguientes nutrientes: 0.5 g/l, sulfato de amonio; 0.8 g/l, fosfato de amonio
monobasico; 0.40 g/l, extracto de levadura; 0.19 g/l, cloruro de potasio; 0.06 g/,
cloruro de sodio; 0.021 g/l, cloruro de calcio; 0.01 g/l, sulfato de magnesio y
0.051 g/l, sulfato ferroso; inmediatamente después se homogeneiza el medio de
propagacion y a continuacion se esteriliza a 15 psi durante 15 minutos; se deja

23 enfriar el medio de propagacion hasta temperatura ambiente para que se pueda
continuar con el pre-indculo,

Fase 3. Pre-inoculo de la Kloeckera apiculata y africana, a fin de iniciar la activacion de
la Kloeckera apiculata y africana se debe de realizar los siguiente pasos: en 50
ml de medio de propagacion obtenido de la fase anterior, se le adiciona en

30 condiciones de esterilidad aprox. 2+1 x10° células/m| de Kloeckera apiculata y
africana; al medio de propagacion inoculado con Kloeckera apiculata y africana



se incuba a 30 °C, 200 rpm durante 24 horas; a partir de gt% GUIOVD" 58

preparara el inéculo,
Fase 4. Inoculo de la Kloeckera apiculata y africana: para preparar el indculo se agrega
en condiciones de esterilidad a 250ml| del medio de propagacién obtenido de la
5 fase 2, 20+5 x10° células/ml de la Kloeckera apiculata y africana obtenidas del
pre-inoculo de la fase anterior, el medio de propagacién inoculado con la
Kloeckera apiculata y africana se incuba a las mismas condiciones que se
indican en la fase 3 (30 °C, 200 rpm) durante 10 a 12 horas con la finalidad de
obtener >100 x10° células/ml de Kloeckera apiculata y africana. A la Kloeckera
10 apiculata y africana propagada segun este proceso se le llamara Kloeckera
activada, la cual estara apta y lista para ser utilizada en la fermentacion de jugo
de agave dentro del proceso para elaborar Tequila, tanto en un sistema por
lotes como en un sistema en continuo.

15 El “proceso para fermentar jugo de agave en un sistema por lotes utilizando la
Kloeckera apiculata y africana” consta de las siguientes cinco fases:

Fase 1. Propagacion de Klockera apiculata y africana, el cual se desarrolla segun como

se indica en el “proceso para propagar Kloeckera apiculata y africana”, una

20 vez obtenida la Kloeckera activada se procede a realizar el medio de
fermentacion,

Fase 2. Medio de fermentacion, el medio de fermentacion se realiza como a continuacién

se indica: para concentraciones de jugo de agave entre 12 a 15 °Bx se adiciona

al medio liquido 1 g/l de sulfato de amonio y/o fosfato de amonio monobasico y

25 para concentraciones de jugo de agave entre 16 a 20° Bx, se complementa con

1 g/l de sulfato de amonio y/o fosfato de amonio y 0.5 g/l de extracto de

levadura; habiendo efectuado la adicion de los nutrientes en el jugo de agave,

estos se mezclan hasta su homogeneizacion completa, al jugo de agave

adicionado con los nutrientes se le llamara: medio de fermentacion, una vez

30 que se haya obtenido el medio de fermentacion homogeneizado se procede a
la inoculacion,
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Fase 3.

Fase 4.

Fase 5.
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Inoculacién: la inoculacién se realiza agregando 3.5 x10° célﬁé%n

Kloeckera activada en 2.5 litros de medio de propagacién obtenido en la fase |
anterior; una vez que el medio de fermentacion este inoculado con la
Kloeckera activada, se inicia la fermentacion,

Fermentacion: con el fin de que todo el aztcar presente en el medio de
fermentacion se convierta principalmente en etanol y en compuestos
aromaticos mediante el uso de la Kloeckera activada;, se requiere que se
mantenga el medio de fermentacién inoculado con Kloeckera activada en un
equipo fermentador en condiciones de anaerobiosis no estrictas a 30 °C de
temperatura y 250 rpm de agitacion durante 72 horas. El equipo fermentador a
utilizar puede ser un tanque abierto o cerrado de fondo redondo con agitacion
mecanica. El material del equipo fermentador no debe ser toxico ni corrosivo
como por ejemplo: vidrio y acero inoxidable. Para un buen control en el equipo
fermentador, este debe de estar equipado para que pueda medir y regular la
temperatura, una vez que concluya las 72 horas de fermentacion, se obtiene el
mosto muerto el cual se somete a una destilacion,

Destilacion: con el objetivo de separar el alcohol del mosto muerto, se puede
realizar en alambiques de cobre o de acero inoxidable o tambiéen en torres de
destitacion en forma continua; la metodologia para destilar el mosto muerto es
mediante la técnica tradicional utilizada por la industria tequilera. Terminado
esta fase es como obtenemos el tequila blanco, si se desea madurar el tequila,
este se lleva a anejar en barricas de roble blanco por los procesos ya
conocidos.

El “proceso para fermentar jugo de agave en un sistema continuo utilizando la

Kloeckera africana en cultivo puro” consta de las siguientes seis fases.:

Fase 1.

Propagacion de Kloeckera africana, el cual se desarrolla segun como se indica
en el “proceso para propagar Kloeckera apiculata y africana”, una vez
obtenida la Kloeckera activada se procede a realizar el medio de

fermentacion,



10

15

20

25

30

Fase 2.

0.
Medio de fermentacion, el medio de fermentacion se SR

continuacion se indica: al jugo de agave entre 12 a 20 °Bx se le admﬁ%@:
siguientes nutrientes: 1.0 g/l, sulfato de amonio; 1.6 g/l, fosfato de amonio
monobasico; 0.90 g/l, extracto de levadura; 0.3815 g/I, cloruro de potasio; 0.013
g/l, cloruro de sodio; 0.042 g/l, cloruro de calcio; 0.021 g/l, sulfato de magnesio
y 0.124 g/, sulfato ferroso; habiendo efectuado la adicion de los nutrientes en el
jugo de agave, estos se mezclan hasta su homogeneizacion completa, al jugo
de agave adicionado con los nutrientes se le llamara: medio de fermentacion,

una vez que se haya obtenido el medio de fermentacion homogeneizado se
procede a la inoculacion,

FFase 3. Inoculacion, el cual se realiza agregando en 2.5 litros de medio de fermentacion

obtenido de la fase anterior, en condiciones estériles 3.5 x10° de células/ml de
la Kloeckera activada; una vez que la Kloeckera activada este inoculada en
el medio de fermentacion, se inicia la etapa de fermentacion,

Fase 4. Fermentacion del medio de fermentacion utilizando Kloeckera activada: esta

fase inicia manteniendo el medio de fermentacion obtenido de la fase 2
inoculado con Kloeckera activada en un equipo fermentador en un sistema por
lotes con las siguientes condiciones: 30-35°C de temperatura y 200-300 rpm de
agitacion durante 10 horas o hasta obtener una concentracion entre 80 y 100
x10° células/ml de Kloeckera activada, en ese momento se efectia la
alimentacion del medio de fermentacion y el desalojo del mosto muerto,

Fase 5. 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) o bombas centrifugas (para un alto flujo), con el objetivo de iniciar la
fermentacion en el sistema continuo. Las condiciones de fermentacion con el

sistema en continuo son: 0.06-0.12h™" de tasa de dilucién, 200-300 rpm de

agitacion, 30-35 °C de temperatura, 3-4 de pH y 12-24 ml/s de flujo de aire,
siendo las condiciones éptimas para la Kloeckera activada: 0.06 h™' de 16 a 20
°Bx y 0.10 h™' de 12 a 15 °Bx de la tasa de dilucién; asi como los siguientes
parametros de fermentacion: 250 rom, 35 °C, 3 de pH y 12 ml/s de flujo de aire,
los cuales son independientes de la concentracion del azucar inicial. Para esta
fase se requiere un equipo fermentador que sea un tanque abierto o cerrado de
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fondo redondo con agitacion mecanica, el material debe ser degdgoReRy

inoxidable para evitar que sea toxico y corrosivo; ademas para obtéHe) il
optimo 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
d fermentacion; se requiere ademas 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 o un cilindro de aire comprimido; la adicion de aire puede ser
regulado por un rotametro. El mosto muerto obtenido del flujo de salida del
10 equipo fermentador es sometido a una destilacion,

Fase 6. Destilacion: se realiza la destilacion del mosto muerto con el fin de separar 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

15 la tecnica tradicional que realiza la industria tequilera, obteniendo asi el tequila
blanco, si se desea madurar el tequila, este se lleva a afiejar en barricas de
roble blanco por lo procesos ya conocidos.
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REIVINDICACIONES
Habiendo descrito suficientemente mi invencién, considero como una novedad y por lo

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

1. Proceso para propagar Kloeckera africana activada lista para ser utilizada en la
fermentacion de jugo de agave en la elaboracién de tequila caracterizado porque
comprende las siguientes etapas: | )

a. preparar pre-inéculo:. agregar 2+1X10° células/ml de Kloeckera africana a
50 ml de un medio de propagacién que contiene jugo de agave en una
concentracion de 6 a 8°Bx, 0.5¢g/l de sulfato de amonio, 0.8g/l de fosfato
de amonio monobasico, 0.40 g/l extracto de levadura; 0.19 g/l cloruro de
potasio; 0.06 g/l, cloruro de sodio; 0.021 g/l de cloruro de calcio; 0.01 g/
de sulfato de magnesio y 0.051 g/l de sulfato ferroso, e incubar a 30°C y
200rpm durante 24 horas;

b. preparar inéculo: agregar 20+5X10° células/ml de Kloeckera africana
obtenidas de la etapa anterior a 250ml de un medio de propagacién que
contiene: jugo de agave en una concentracidn de 6 a 8°Bx, 0.5g/1 de
sulfato de amonio, 0.8g/l de fosfato de amonio monobasico, 0.4g/l de
extracto de levadura, 0.19g/l de cloruro de potasio,0.06 g/l de cloruro de
sodio, 0.021g/l de cloruro de calcio, 0.01g/l de sulfato de magnesio y
0.051g/l de sulfato ferroso, e incubar a 30°C y -200rpm durante 10 a 12
horas; hasta que la propagacion de Kloeckera africana activada sea >
100X10° celular/ml.

2. Proceso para fermentar jugo de agave con Kloeckera africana para la elaboracion
de tequila en un sistema por lotes caracterizado porque comprende las siguientes
etapas.

a. inocular: agregar 3.5X10° células/ml de Kloeckera africana activada
conforme a la reivindicacion 1 en 2.51 de un medio de propagacion que
contiene jugo de agave en una concentracion de 12 a 15°Bx, 1g/l de

sulfato de amonio y/o fosfato de amonio monobasico;
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anaerobiosis no estrictas en un tanque abierto o cerrado de fondo

redondo con agitacién mecanica; y
c. destilar. separar el alcohol del mosto muerto en alambiques de cobre o
acero inoxidable o en torres de destilacion en forma continua.

3. Proceso para fermentar jugo de agave con Kloeckera africana para la elaboracion
de tequila en un sistema por lotes de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado porque en la etapa a), el medio de propagacién contiene jugo de
agave en una concentracion de 16 a 20°Bx, 1 g/l de sulfato de amonio y/o fosfato
de amonio y 0.5g/l de extracto de levadura.

4. Proceso para fermentar jugo de agave con Kloeckera africana para la elaboracién

de tequila en un sistema continuo caracterizado porque comprende las siguientes
etapas.

a. inocular: agregar 3.5X10° células/ml de Kloeckera africana activada
obtenida conforme a la reivindicacion 1 en 2.5L de un medio de
fermentacion que contiene jugo de agave en una concentracién de 12 a
20°Bx, 0.1g/l de sulfato de amonio, 1.6g/l de fosfato de amonio
monobasico, 0.9g9/l de extracto de levadura, 0.3815g/l de cloruro de
potasio, 0.013g/l de cloruro de sodio, 0.042g/1 de cloruro de calcio, 0.021
g/l de sulfato de magnesio y 0.124g/1 de sulfato ferroso;

b. fermentar. en un rango de 30-35°C y 200-300rpm de agitacion durante 10
horas o hasta obtener una concentraciéon entre 80 y 100X10° células/ml de
Kloeckera africana activada en un tanque abierto o cerrado de fondo
redondo con agitacion mecanida, de vidrio o acero inoxidable equipado
para medir y regular temperatura, pH y aireacién del medio de
fermentacion;

c. adicionar medio de fermentacién como se define en el paso a), y desalojar
el mosto muerto manteniendo las siguientes condiciones: tasa de dilucién
0.06-0.12h™, 200-300rpm, 30-35°C, pH 3-4, y 12-24ml/s de flujo de aire; y

d. destilar. separar el alcohol del mosto muerto en alambiques de cobre o
acero inoxidable o en torres de destilacion en forma continua.
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caracterizado porque en la etapa a) el medio de fermentacién contiene jugo de
agave en una concentracion de 16 a 20°Bx y en la etapa ¢) las condiciones son
tasa de dilucién 0.06h™, pH3, 250rpm, 35°C vy flujo de aire de 12ml/s.

6. Proceso para fermentar jugo de agave con Kloeckera africana para la elaboracién
de tequila en un sistema continuo de conformidad con la reivindicacién 4
caracterizado porque en la etapa a) el medio de fermentacion contiene jugo de
agave en una concentracion de 12 a 15°Bx y en la etapa c) las condiciones son
tasa de dilucion 0.1h™,.pH3, 250rpm, 35°C y flujo de aire de 12ml/s.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a procesos para fermentar jugo de agave utilizando Kloeckera
spp., asi como un proceso de propagacidén de la Kloeckera. Desde hace mas de cinco
anos, las levaduras del genero Kloeckera han recobrado interés por su capacidad de
generar aromas y perfumes agradables, sin embargo su uso en la elaboracién de
bebidas alcohdlicas esta limitada por su baja capacidad fermentativa debido a una
presunta intolerancia a altas concentraciones de etanol. En esta invencién se presenta
un proceso de propagacion para activar esta levadura y hacerla eficiente en la
fermentacion de jugo de agave en un sistema por lotes a altas concentraciones de
azucar a condiciones similares a la que utiliza la industria tequilera, alcanzando
concentraciones finales de etanol equiparadas a las que se obtienen con la levadura
universalmente utilizada en este campo que es la Saccharomyces. Conjuntamente se
muestra en esta invencion la metodologia para utilizar la Kloeckera en la fermentacién de
jugo de agave a altas concentraciones de azucar en un sistema continuo, el cual aun no
se ha establecido en la industria tequilera; presentando productividades arriba de 72%
con respecto al sistema por lotes.
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