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fermentacion de jugo de agave para generar un perfil aromatico distiNtfd@ane
rde ja Prapiedad

inciustrio!

CAMPO TECNICO.
La presente invencion se refiere a la aplicacion de las levaduras tequileras
Saccharomyces (S1, S2 y S3) y Kloeckera (K1 y K2) en la fermentacion de jugo de
agave de forma tradicional, que genera un perfil aromatico distintivo en el tequila.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
El tequila es una bebida destilada Mexicana con reconocimiento internacional,
obtenida del agave tequilana Weber var. azul. El proceso de la elaboracion del
tequila envuelve cinco etapas principales: cosecha y jimado de la materia prima
(agave), cocimiento, molienda, fermentacion y destilacion. El agave es cocido y
molido con la finalidad de hidrolizar la inulina principalmente en fructosa asi como
facilitar la extraccion del jugo. Ademas de la hidrolisis de inulina durante el
cocimiento de agave, se presentan las reacciones de Maillard debido al
calentamiento, formandose varios compuestos aromaticos principalmente, 5-
hidroximetil furfural [Mancilla-Margalli & Lépez, 2002]. El jugo de agave es diluido
para alcanzar de 12-14° Bx y en algunos casos una fuente de nitrégeno inorganico
es agregada antes de iniciar la fermentacion ailcoholica. En algunas destilerias la
fermentacion es llevada a cabo espontaneamente mientras que en otras, el jugo de
agave es inoculado con levaduras seleccionadas, usualmente Saccharomyces. El
jugo de agave fermentado es sometido a una doble destilacion y después diluido
con agua potable para obtener una concentracion final de alcohol del 38-40% v/v. Si
se desea, el producto es afnejado en barricas de roble blanco de 2 a 12 meses como
minimo para obtener tequila reposado y tequila afiejo respectivamente [Cedeno,
1995]. Durante la fermentacion alcohdlica, la levadura consumen azucares Yy
producen principalmente etanol y CO, como también numerosos compuestos
volatiles como productos secundarios que imparten aromas y perfumes a la bebida
final. En la etapa primaria de la fermentacion de jugo de agave, las levaduras non-
Saccharomyces (principalmente Kloeckera y hanseniaspora, proliferan y su
crecimiento es detenido por una intolerancia a etanol [Kunkee, 1984] y/o a una
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limitacion nutricional [Diaz-Montano et al., 2008], cediendo su lugar progresw%ﬁ@;ﬁo
a levaduras con alta capacidad fermentativa, Saccharomyces dé@vsSiaBo
[Lacchance, 1995]. En vinos, se ha detectado que las %@48&7?;‘:?! d

Saccharomyces, Kloeckera y Hanseniaspora producen altas concentraciones de

compuestos volatiles interesantes, como son: etil acetato (aroma frutal), fenil etil
acetato (aroma floral), fenetil alcohol (aroma a rosas) y acetoina (aroma a
mantequilla fresca) [Romano et al.,, 2003; Moreira et al., 2005]. En tequila, aun no
se ha reportado trabajos en donde se muestre la huella aromatica de las levaduras
tequileras con la finalidad de generar un perfil aromatico caracteristico en la bebida
final. Lo anterior es de importancia, ya que la mayoria de los compuestos
aromaticos que impactan en la bebida final, son producidos en la fermentacion por
accion de las levaduras. Cabe mencionar que en tequila existen estudios que
reportan el perfil aromatico del destilado [Aguilera-Rojo et al., 2003; Vallejo-Cordova
et al., 2004; Lachenmeler et al.,, 2006; Benn & Peppard, 1966] en donde destacan
compuestos de las familias de los alcoholes, esteres y acidos y en menor
concentracidn los: aldehidos, cetonas, terpenos, fenoles y sulfuros.

A pesar del gran avance que se ha presentado en vinos sobre la caracterizacion
aromatica de levaduras indigenas, en la industria tequilera, aun es escaso el
conocimiento sobre las capacidades aromaticas de levaduras nativas (tequileras),
hasta ahora solo se ha reportado una caracterizacion aromatica parcial de levaduras
tequileras en jugo de agave fermentado, presentando principalmente Ios
compuestos aromaticos volatiles que regulan la norma oficial Mexicana NOM-006-
SCFI-2005 [Diaz-Montafio et al., 2008; Arrizon & Gschaedier, 2007]. En la
actualidad existen patentes otorgadas en la produccion de compuestos aromaticos
por levaduras, sin embargo ninguna contiene lo que propone la invencion que se
esta presentando. Como ejemplo tenemos la patente WO2007099230 (Expression
system for yeast for the production of aromatic molecules). Esta patente tiene el
objetivo de producir el precursor de vainilla natural como son el eugenol y el acido
feralico asi como la transformacion genética de la levadura que contenga por lo
menos un gen que codifica vainillina alcohol oxidasa proveniente de Penicillium
simplicissimun. En cambio, en la invencion que nosotros proponemos no realizamos

una transformacién genética, ni tampoco nos enfocamos en un solo compuesto, sino
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que analizamos todos los compuestos aromaticos que pueden prodEiE}
levaduras nativas (silvestres) obtenidas en la etapa de fermentacion del pr&%&@@eo
tequila a condiciones establecidas por la industria. Otra patente esdlg chmlg: nn’:'
(Novel aromatic yeast strains), la cual utiliza la hibridacion haploide con
Saccharomyces para obtener nuevas levaduras que produzcan altas
concentraciones de isoamil acetato y/o etil hexanoato (caproato). Estas levaduras
tienen la finalidad de ser empleadas en la etapa de fermentacion de bebidas
alcohdlicas y/o alimentos para enriquecerlos con aromas agradables. En la
invencion que nosotros presentamos, se realiza una huella aromatica donde se
efectua un escaneado del jugo de agave fermentado en busqueda de compuestos
aromaticos de diferentes naturalezas que impacten en el bouquet del tequila
utilizando levaduras nativas (indigenas) sin ninguna modificacion geneética. La
presente invencidon relaciona las cualidades aromaticas de levaduras tequileras de
los géneros Saccharomyces (S1, S2 y S3) y Kloeckera (K1 y K2) asi como su
utilizacidn en la industria tequilera en funcién del perfil aromatico que generan.

Las ventajas directas que obtiene la industria tequilera con la utilizacion de la
invencion que se presenta son: mediante la determinacion de los compuestos
aromaticos producidos en la fermentacion de jugo de agave por accion de las
levaduras nativas seleccionadas, conocer el perfil aromatico generado para cada
levadura tequilera con el fin de disenar perfiles aromaticos distintivos que provean
de una personalidad al producto final. El aspecto antes mencionados es una de las
necesidades actuales que la industria tequilera requiere (PECYTJAL, 2003,

Fundacién produce, 2003) y que resuelve la invencion que aqui proponemos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Los detalles caracteristicos de esta invencion: “Aplicacion de las levaduras
Saccharomyces y Kloeckera nativas en la fermentacion de jugo de agave para
generar un perfil aromatico distintivo” se muestran claramente en la siguiente
descripcion y figuras:

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1y 2 son los resultados obtenidos de un analisis estadistico muiltivariado

llamado componentes principales PCA, en el cual se puede definir los principales
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compuestos aromaticos por concentracion (Figura 1) que caracterizan C

de levaduras tequileras: Saccharomyces cerevisiae S1, S2 y S3,

Kiaagkerano

africana K1 y Kloeckera apiculata K2 (Figura 2), en una fermentacith!@d jigo>de

. . . . e . L o usna’
agave a las condiciones de la industria tequilera; El analisis estadistico se realiz

con el programa Simca-P7.01

En lo referente a la Figura 1 se observa una agrupacion de los compuestos
aromaticos identificados segun concentracion y naturaleza quimica.
Simultaneamente (figura 1) se puede observar los compuestos que muestran mayor
variabilidad entre las cinco levaduras. Los compuestos aromaticos fueron. EA:
acetato de etilo, IB: acetato de isobutilo, ISB: isobutanol, |1A: acetato de isoamilo,
BUT: n-butanol, LIM: limoneno, ISOA: alcohol amilico e isoamilico, HE: hexanoato
de etilo, MT: 2-metil tetrahidrofurano-3-ona, ACET: acetoina, EL: lactato de etilo,
HEX: n-hexanol, EQ: hexanoato de etilo, AA: acido acético, AF: 2-acetil furano,
BENZ: benzaldehido, LINA: linalol, OCT: n-octanol, MF: 5-metil furfural, 4 TERP: 4-
terpineol, ED: decanoato de etilo, GA: geranil acetato, FFA: alcohol furfurilico,
GTERP: a-terpineno, CT: citronelool, NER: nerol, EFA: etil fenil acetato, DDA:
dodecanoato de etilo, HEXAN: acido hexanoico, FA: 2-fenil etanol, DD: n-dodecanol,
NERO: nerolidol, TTD: tetradecanoato de etilo, OA: acido octandico, TT:
tetradecanol, HEA: hexadecanoato de etilo, HEP: n-hexadecanol, DA: acido
decanoico, FAR: farnesol, IEU: isoeugenol, LA: acido dodecanoico, FAR2: farnesol,
EUG: eugenol, PA: acido hexadecanoico, y los que presentaron mayor variacion
entre levaduras son: etil fenil acetato, acetoina, acetato de etilo, n-butanol, acido
acético, benzaldehido, acido octanoico, acido hexanoico, acetato de isoamiip,
hexanoato de etilo, isoeugenol, alcoholes isoamilicos, a-terpineno, nerolidol, 2-
fenil etanol, 5-metil furfural, farmesol, n-dodecanol, tetradecanoato de etilo, nerolidol,
limoneno, isobutanol y n-hexadecanol.

Los primeros seis compuestos etil fenil acetato, acetoina, etil acetato, n-butanol,
acido acetico, benzaldehido, son sintetizados en mayor concentracion por las
levaduras del genero Kloeckera mientras que los demas compuestos son
producidos principalmente por las levaduras del género Saccharomyces.
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En lo referente a la Figura 2, se observa que las levaduras se agruparon pe¢itto
género segun la concentracion, asi como la naturaleza del compuesto alSRIE&6H0
de la Proviedad
(i usiria
Las levaduras tequileras que se presentan en esta invencidon aseguran que las

sintetizado.

concentraciones de los compuestos aromaticos volatiles que son regulados por el
consejo regulador de tequila (CRT) a traves de la norma NOM-006-SCFI-2005,
estan dentro de rango y pueden ser etiquetadas como levaduras seguras para ser
utilizadas en la industria tequilera.

Figura 3 - Es el proceso de aplicacion de las levaduras Saccharomyces y Kloeckera
nativas en la fermentacion de jugo de agave para generar un perfil aromatico
distintivo.

MEJOR METODO CONOCIDO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

La “Aplicacion de las levaduras Saccharomyces y Kloeckera nativas en la

fermentacion de jugo de agave para generar un perfil aromatico distintivo” 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 para las levaduras tequileras
Saccharomyces cerevisiae S1, S2 y S3, Kloeckera africana K1 y Kloeckera
apiculata K2, 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 medjo de propagacion y del medio de fermentacion,

Etapa 2. Mosto de agave y de propagacion, el mosto de agave y de propagacion
de las levaduras tequileras Saccharomyces cerevisiae S1, S2 y S3,
Kloeckera africana K1 y Kloeckera apiculata K2, se prepara con la
finalidad de que las levaduras se acondicionen al medio de jugo de agav ;
para ello es necesario formular el jugo de agave a utilizar, para evitar que
este presente una limitacion de nutrientes ocasionando un bajo crecimiento

del microorganismo asi como una fermentacion lenta.



Fase

cultivo que no presente limitacion por nutrientes P%i‘gjd‘i%%
levaduras tequileras, se prepara adicionando al,,qua ge .agavey 3
12 °Bx obtenido de la etapa anterior, 1 g/l de sulfato de wmiSHR
D y/o fosfato de amonio monobasico 0 mezcla de ambos, el medio
de fermmentacion se homogeneiza y se continua con la
preparacion del medio de propagacion,
Fase 2.2 Medio de propagacion: con la finalidad de acondicionar las
levaduras tequileras al medio de fermentacion dentro del proceso
10 de elaboracion de tequila, se debe formular un medio de
propagacion diluyendo el jugo de agave obtenido de la etapa 1
con agua destilada o de pozo hasta la concentracion entre 3 a 6
°Bx, iInmediatamente despuées de haber diluido el jugo de agave a
la concentracion mencionada, se le agrega 1 g/l de sulfato de

15 amonio y/o fosfato de amonio monobasico 0 mezcla de ambos;

después se homogeneiza el medio de propagacion y a
continuacion se esteriliza a 15 psi durante 15 minutos; se deja
enfriar el medio de propagacion hasta temperatura ambiente para
que se pueda continuar con el pre-indculo,

20 Etapa 3. Pre-indculo de las levaduras tequileras, a fin de obtener una alta
concentracion de biomasa de las levaduras tequileras para utilizarla
despues en el inoculo, se adicionan en condiciones de esterilidad aprox.
241 x10° células/ml de las levaduras tequileras a examinar en 50 mi de
medio de propagacion obtenido de la etapa 2, el medio de propagacion con

23 las levadura tequileras se incuba entre 30 a 35 °C, 200 a 300 rpm durante
24 horas; a partir de este cultivo se preparara el inoculo,

Etapa 4. Indculo de las levaduras tequileras: con el fin de acondicionar
fisiolégicamente las levaduras tequileras, el mosto de agave obtenido de la
etapa 2, se agrega en condiciones de esterilidad a 250ml| del medio de

30 propagacion obtenido de la etapa 2, 2045 x10° células/mi de las levaduras
tequileras obtenidas del pre-indculo de la etapa 3; el medio de propagacion

inoculado con las levaduras tequileras se incuban a las mismas
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Etapa 5.

Etapa 6.

mﬁi‘uo
10 a 12 horas con la finalidad de obtener >100 x10° célulgsimbk 480

levaduras, una vez alcanzado >100 x10° células/ml d&e MsVBteinae cd
continua con la etapa de inoculacion del mosto de agave, ndusiria
Inoculacion del mosto de agave, el proceso de inoculacidon del mosto de
agave es el siguiente: en 2.5 litros del medio de fermentacién obtenido en
la etapa 2 se le agrega como minimo 3.5 x10° células /ml de levaduras
tequileras obtenida de |la etapa anterior, una vez realizado la inoculacion
del mosto de agave se inicia la fermentacion,

Fermentacion del mosto de agave: con el fin de que todo el azucar
presente en el medio de fermentacion se convierta principalmente en
etanol y en compuestos aromaticos mediante el uso de la levadura
tequilera seleccionada propagada como se menciona en las etapas 3y 4 e
inoculado en el mosto de agave como se indica en la etapa 5, el mosto de
agave inoculado con levadura tequilera seleccionada 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

entre 48 a 72 horas.

Etapa 7. Analisis de los compuestos aromaticos volatiles en el medio de

fermentacion Con el objetivo de identificar y medir la concentracion de los
compuestos aromaticos volatiles producidos por las levaduras tequileras,
en el jugo de agave fermentado, se requiridé el uso de un cromatografo de
gases (Hewlett-Packard 5890 Series |l) acoplado a un espectrometro de
masas (HP 5972). El procedimiento utilizado fue el siguiente: 35 ml de 3:1
v/v de una solucion de pentano:diclorometano fue agregado a 160 ml del
medio de fermentacion inoculado con la levadura tequilera seleccionada y
fermentado durante 72 horas, obtenido de la etapa 6. La mezcla
anteriormente mencionada fue centrifugadaa 5 °C y 7,552 x g por 5 min. El
sobrenadante obtenido por ia accion de la centrifugacion llamados como
“extractos organicos” fueron secados con sulfato de sodio y reducido a 0.4
ml utilizando un aparato Kuderna-Danish. Una muestra de 0.5 ul del
extracto organico seco, fue inyectado en el cromatografo con detector de



masas en modo split (60:1). La separacion fue realiza kil LG

columna capilar marca HP-Innowax (60 x 0.25mm x 0.25 mﬁi??ég
condiciones de operacion fueron las siguientes: gas acarrqadey £helio),-a:¥
mi/min; temperatura del horno inicial 40 °C por 5 min, después séialei’d &

d 2.5 °C/min hasta llegar a 220 °C y se mantuvo a esta ultima temperatura
por 35 min. El detector y el inyector del equipo de cromatografia acoplado
al detector de masas se mantuvieron respectivamente en 220 °C y 260 °C.
El espectrofotometro de masas fue operado a un voltaje de ionizacidén de
70 eV, escaneando entre 30-350 m/z a 1.39 scans/s.

10 Etapa 8. Identificacion de los compuestos aromaticos volatiles con el fin de
identificar los compuestos aromaticos volatiles extraidos en la etapa 7, se
utitizé una libreria (5972 MS ChemsStation G 1034 C version C.01.05 Wiley
175), mediante la comparacion de los espectros de masas obtenidos de la
etapa 7 y la libreria de espectros, asi como también del tiempo de

15 retencion de estandares de compuestos aromaticos volatiles.

Etapa 9. Cuantificacion de los compuestos aromaticos volatiles con el fin de
determinar la concentracion de los compuestos aromaticos volatiles
extraidos en la etapa 7, se realizd mediante estandares externos usando
siete soluciones diluidas conteniendo 0.1, 0.2, 1.25, 3.5, 7, 14 y 25 mg/L de

20 cada uno de los siguientes compuestos: isobutanol, n-butanol, alcoholes
amilicos, n-hexanol, n-octanol, 2-fenil etanol, n-dodecanol, n-tetradecanol,
n-hexadecanol, etil acetato, isobutil acetato, isoamil acetato, etil hexanoato,
etil lactato, etil octanoato, etil decanoato, geranil acetato, etil fenil acetato,
etii dodecanoato, etil tretadecanoato, etil hexadecanoato, benzaldehido,

25 acetoina, acido acético, acido octanoico, acido decnoico, acido
dodecanoico, acido hexadecanoico, limoneno, linalool, 4-terpineol, a-
terpineno, citronelool, nerol, nerodilol, farmesol trans trans, isoeugenol,
eugenol, 2-metil tetrahidrofurano-3-one, 2-acetil furan y 5-metil furfural. A
partir de la ecuacion obtenida de la concentracion del compuesto

30 (estandares externos) y el area del pico obtenido en el cromatograma, se

determind la concentracion del compuesto.
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REIVINDICACIONES B

Habiendo descrito suficientemente mi invencion, considero como -una novegagd - Ba
lo tanto reclamo como de mi exclusiva propiedad, lo contenido Qﬁlh‘@igﬁim
clusulas: noustrin
1.- Un meétodo “para generar un perfil aromatico distintivo mediante la
utilizacion de las levaduras Saccharomyces (S1, S2 y S3) y Kloeckera (K1 y
K2) nativas en la fermentacion de jugo de agave” caracterizado porque se
compone de las siguientes etapas y fases:

Etapa 1. Obtener el jugo de agave, obtener jugo de agave a la concentracion

de 12 a 20 °BXx;

Etapa 2. formular el mosto de agave, con las siguientes fases:

Fase 2.1. preparar mosto de agave: adicionar al jugo de agave
obtenido de la etapa anterior, 1 g/l de sulfato de amonio y/o
fosfato de amonio o0 bien una mezcla de ambos; el medio de
fermentacion se homogeneiza y se continua con la preparacion
del medio de propagacion;,

Fase 2.2 preparar medio de propagacion: diluir el jugo de agave
obtenido de la etapa 1 con agua destilada o de pozo hasta la
concentracion entre 3 a 6 °Bx, inmediatamente después, agregar
1 g/l de sulfato de amonio y/o fosfato de amonio monobasico o
mezcla de ambos; después homogeneizar el medio de
propagacion y esterilizar a 15 psi durante 15 minutos; enfriar el
medio de propagacion hasta temperatura ambiente para continuar
con el pre-inoculo;

Etapa 3. Pre-inoculo de la levaduras tequileras, adicionar en condiciones
de esterilidad aprox. 2+1 x10° células/ml de Saccharomyces cerevisiae y/o
Kloeckera en 50 ml de medio de propagacion obtenido de la etapa 2, el
medio de propagacion con la levadura tequilera a estudiar, incubar entre 30
a 35 °C, 200 a 300 rpm durante 24 horas; a partir de este cultivo se
preparara el inéculo;

Etapa4. preparar inéculo de las levaduras tequileras, al medio de
fermentacion obtenido de la etapa 2, agregar en condiciones de esterilidad a
250m! del medio de propagacién obtenido de la etapa 2, 2015 x10°

células/ml de la levadura tequilera seleccionada obtenida del pre-inéculo de

11



la etapa 3; el medio de propagacion inoculado con la lexa
seleccionada, incubar a 30-35°C, 200-300 rpm durante 10 a 12 horﬁ‘ﬂéﬂ"%

exicano
finalidad de obtener >100 x10° células/ml de la levaguig plesilasad

seleccionada: ingustrio

Etapa 5. realizar inoculacion del medio de fermentacién, en 2.5 litros del
medio de fermentacién obtenido en |la etapa 2 agregar como minimo 3.5 x10°
células /ml de /a levadura tequilera seleccionada obtenida de la etapa 4;

Etapa 6. fermentar el jugo de agave. mantener el medio de fermentaciéon
inoculado con la levadura tequilera seleccionada 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 48 o 72 horas;

Etapa 7. analizar los compuestos aromaticos volatiles en el medio d
fermentacion mediante un cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas, utilizando el procedimiento siguiente: 35 ml de 3:1
v/v de una solucién de pentano:diclorometano agregar a 160 ml del medio de
fermentacion inoculado con la levadura tequilera seleccionada y fermentado
durante 72 h; centrifugar la mezcla a 5 °C y 7,552 x g por 5 min; secar los
extractos organicos con sulfato de sodio y reducido a 0.4 ml utilizando un
aparato Kuderna-Danish; inyectar una muestra de 0.5 ul del extracto
organico seco en el cromatégrafo con detector de masas en modo split
(60:1) en donde la separacion es realizada utilizando una columna capilar
marca HP-Innowax (60 x 0.25mm x 0.25 ym); las condiciones de operacion
son las siguientes: gas acarreador (helio), a 1 ml/min, temperatura del horno
inicial 40 °C por 5 min, después elevar a 2.5 °C/min hasta llegar a 220 °C
durante 35 min, mantener el detector y el Inyector del equipo
respectivamente en 220 °C y 260 °C en donde el espectrofotometro de
masas se opera a un voltaje de ionizacion de 70 eV, escaneando entre 30-
350 m/z a 1.39 scans/s;

Etapa 8. identificar los compuestos aromaticos volatiles se utilizé una
libreria (5972 MS ChemsStation G 1034 C version C.01.05 Wiley 175),
mediante |la comparacion de los espectros de masas y la libreria de
espectros, asi como también del tiempo de retencion de estandares de
compuestos aromaticos volatiles;
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estandares externos usando siete soluciones diluidas conteniendolfstitQi®

1.25, 35, 7, 14 y 25 mg/L de cada uno de los siguientes cpéﬂ?ﬁﬂggg%
e ia-rrov
Isobutanol, n-butanol, alcoholes amilicos, n-hexanol, n-octanol, 2-fepil;gtangk

Etapa 9. cuantificar los compuestos aromaticos volatil

n-dodecanol, n-tetradecanol, n-hexadecanol, etil acetato, isobutil acetato,
iIsoamil acetato, etil hexanoato, etil lactato, etil octanoato, etil decanoato,
geranil acetato, etil fenil acetato, etil dodecanoato, etil tretadecanoato, etil
hexadecanoato, benzaidehido, acetoina, acido acético, acido octanoico,
acido decnoico, acido dodecanoico, acido hexadecanoico, limoneno, linalool,
4-terpineol, a-terpineno, citronelool, nerol, nerodilol, farmesol trans trans,
iIsoeugenol, eugenol, 2-metil tetrahidrofurano-3-one, 2-acetil furan y 5-metil
furfural; a partir de la ecuacién obtenida de ia concentracion del compuesto
(estandares externos) y el area del pico obtenido en el cromatograma, se
determina la concentracion del compuesto;

2.- Proceso de conformidad con la reivindicacion 1 en donde la ievadura empleada

es Saccharomyces S1.

3.- Proceso de conformidad con la reivindicacion 1 en donde |la levadura empleada
es Saccharomyces S2.

4.- Proceso de conformidad con la reivindicacion 1 en donde la levadura empleada
es Saccharomyces S3.

5.- Proceso de conformidad con la reivindicacion 1 en donde la levadura empleada
es Kloeckera K1.

6.- Proceso de conformidad con |la reivindicacion 1 en donde la levadura empleada
es Kloeckera K2.
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5.- Perfil aromatico de acuerdo a reivindicacion 6 o 7 caracteriza

}:Ji.'“ "1

1

r 1
-

concentraciones de los siguientes compuestos aromaticos: etil feﬂ"égé"t‘élg

exicang

acetoina, etil acetato, n-butanol, acido acetico y benzaldehido.4q 1 Propiedad
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RESUMEN . et
La presente invencion se refiere a la “Aplicacion de las levaduras del doatéidtde
Saccharomyces y de Kloeckera nativas del proceso de ﬁﬁiqgﬁ‘af;:e?ﬂja
fermentacion de jugo de agave para generar un perfil aromatico distintivgi'»A
pesar del gran interés de la industria tequilera de obtener bouquet distintivos que
provean de una personalidad al producto final, aun no se han hecho estudios
profundos en este aspecto. En esta invencidon se presentan un método de
produccion de compuestos aromaticos obtenidos por levaduras tequileras de

diferentes géneros.
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Figura 3

Etapa 1 Etapa 2

Obtencion del Medio de fermentacion y de
jugo de agave propagacion

Fase 2.1
Medio de fermentacion

Fase 2.2
Medio de propagacion
—~————

Etapa 3
Pre-indculo de cada una de las levadura tequilera

Etapa 4
Inéculo de cada una de las levaduras

Etapa §
Inoculacion del medio de fermentacion

Etapa 6
Inoculacion del mosto de agave

Etapa 7
Anaélisis de los compuestos volatiles en el medio
de fermentacion

Etapa 8
Identificacion de los compuestos

aromaticos volatiles

Etapa 9
Cuantificacion de los compuestos
aromaticos volatiles




