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LEVADURA PARA FERMENTACIONES DE ALTA GRAVEDAD EN JUGO DE
AGAVE CON ALTO RENDIMIENTO EN LA PRODUCCION DE ETANOL

DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencién estd relacionada a la fermentacién alcohdlica, en particular, estd
relacionada con una cepa de levadura adecuada para fermentaciones de alta gravedad del

mosto de Agave con alto rendimiento en la produccion de etanol.

 ANTECEDENTES

Saccharomyces cerevisiae es el microrganismo que por excelencia predomina en las frutas,

- ya que son una fuente abundante de alimentos ricos en azicares simples. Una de las

caracteristicas mas destacadas de estas levaduras, la cual probablemente es la que les
permite predominar en estos nichos, es su capacidad para convertir rapidamente azucares a
etanol en condiciones anaerobicas y aerdbicas (Dashko et al. 2014). Esta caracteristica hace
que Saccharomyces cerevisiae sea la principal levadura utilizada en la producciéon de

bebidas con alto contenido alcohélico, como el ron y el tequila, entre muchos otros.

El tequila es la bebida representativa de México, llena de tradicién y cultura, conocida en el
mundo, es la bebida alcohélica destilada més importante del pais (Arellano Plaza ef al.
2007). Su proceso de produccion esté sujeto a la regulaciéon mexicana por la Norma Oficial
Mexicana NOM-006-SIFI-2012, y las modificaciones a los numerales 6.5.4.2, 6.5.4.3, 11.1
inciso ¢), 11.2.1, articulo transitorio primeto y articulo transitorio cuarto de la NOM-006-
SCFI-2012 publicados por el Diario Oficial de la Federacién el 13 de Diciembre de 2012,
y se define como: “La bebida alcohélica obtenida exclusivamente de la destilacién del
mosto de las pifias o cabezas de Agave requilana Weber variedad Azul, previamente o

posteriormente hidrolizadas o cocidas, y sometidas a fermentacién alcohélica con
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levaduras, cultivadas o no, producido en la regién comprendida en la denominacién de

origen”.

El Agave tequilana Weber variedad Azul pertenece a la familia de las Agavaceas, sus
principales caracteristicas son: hojas largas fibrosas, forma lanceolada, color azulado; la
parte aprovechable para la elaboracion del tequila es la pifia. El ciclo biolégico del cultivo
oscila entre 6 y 8 afios (Ibarra Herndndez et al. 2010). El polisacarido predominante en la
planta de agave es la inulina, fructano del tipo levano compuesto principalmente de cadenas
lineales de fructosa (85 a 92 %) unidas por enlaces B 2-1 fructosil-fructosa y terminan en
una unidad de glucosa unida por un enlace a(1-2) (residuo-D—glucopiranoéil), como en la
sacarosa (Madrigal y Sangroni, 2014). Estas hexosas se liberan mediante hidrélisis por
calor durante el cocimiento de las pifias. En la molienda se separan los azucares de las
fibras del agave obteniéndose el jugo. Este jugo es utilizado como sustrato durante la
fermentacion a una concentracién de azicares que puede variar desde 60 g de azicares por
litro, hasta 130 g de aziicares por litro. En las fermentaciones industriales, la gravedad
representa los gramos de azlcares en solucién, de manera que 1 °Bx corresponde a 1 g de
azucares por 100 mL, y la gravedad original (GO) es un término empleado para referirse a
la gravedad del mosto antes de empezar la fermentacién y la gravedad final (GF) se refiere
a la gravedad del mosto ya fermentado. Es decir, en la fermentacién del jugo de agave se

emplean GO que varian entre 6 y 13 °Bx.

La fermentacién es un paso sumamente importante en la produccién del tequila. Este
proceso consiste en la transformacion de los azicares glucosa y fructosa, provenientes del
jugo de agave, a etanol y diéxido de carbono, ademas se producen otros compuestos en
cantidades menores que le proporcionan caracteristicas organolépticas como el sabor y el
aroma al producto final. Este proceso es llevado a cabo primordialmente por la levadura

Saccharomyces cerevisiae.

Durante la fermentacién de los mostos elaborados a partir de jugo de agave, cada molécula
de fructosa o de glucosa se convierte en dos moléculas de etanol y dos de didxido de
carbono. La conversi6n tedrica de 180 g de aziicar en 92 g de etanol (51.1%) y 88 g de

diéxido de carbono (48.9%) se puede obtener tnicamente en ausencia de crecimiento de las
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levaduras, de produccion de -otros metabolitos y de pérdidas de etanol ligadas a la
evaporacién. En una fermentaciéon modelo en condiciones 6ptimas, cerca del 95 % de los
azlcares se convierten en alcohol y diéxido de carbono, 1 % en biomasa y el 4 % en otros

productos, como el glicerol (Gschaedler et al. 2004).

Como ya se menciond, en la industria del Tequila normalmente se emplean entre 6 y
13 °Bx al inicio de la fermentacién, de manera que Alta Gravedad (HG) se define como
una GO mayor de 12 °Bx, entre 15 a 20 °Bx, y de muy alta gravedad (VHG) corresponde a
25 °Bx (Zhao y Bai, 2009). Una HG o VHG son deseables en una fermentacién etanélica
debido a las ventajas que conlleva, si se cuenta con una levadura capaz de crecer y
fermentar eficientemente en esas altas concentraciones de azicares iniciales, las cuales son:
aumento en la capacidad de produccion de la planta, ahorro de energia en los procesos
posteriores, tales como destilacion, y la menor cantidad de vinazas generadas, con el

consiguiente beneficio ambiental.

Sin embargo, las altas concentraciones de azfcares iniciales en las fermentaciones
etandlicas (GO) representan para la levadura condiciones de estrés muy fuertes, debidas al
factor de alta osmolaridad ocasionado por la presencia de los azucares, y durante la
fermentacién, las células de levadura estdn expuestas a diversos factores de estrés
adicionales tales como: la inhibicién por el mismo etanol producido y sustancias
inhibidoras liberadas del pretratamiento de la biomasa lignocelulésica, o inhibidores
presentes en los mostos como las saponinas (Cira et al. 2008); aunado al efecto letal de la
alta temperatura que se puede alcanzar en este proceso, los cuales inevitablemente afectan
el rendimiento en la produccion del etanol. Todo ello afecta la viabilidad de las células,
observandose una gran pérdida de viabilidad al incrementarse los niveles de etanol en la
cuba de fermentacién. Por lo tanto es deseable el contar con cepas de levadura con

tolerancia a los diferentes tipos de estrés a los que son sometidas las células desde el inicio

hasta el final de la fermentacién.

Las cepas de levadura de Saccharomyces cerevisiae se han estudiado ampliamente en las
fermentaciones tradicionales (para la produccién de bebidas o panaderia), asi como para la

produccién de bioetanol. Mediante ingenieria genética se han generado cepas con
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caracteristicas que les permiten ser més eficientes en el proceso fermentativo, como es el
caso de la sobre-expresion del gen ADHI y/o del gen HXT1 en la fermentacién del jugo de
agave (Gutierrez Lomeli, er al. 2008). Por otra parte, en estudios de los mecanismos de
respuesta a estrés de la levadura, se ha visto que la osmotolerancia (tolerancia a
osmolaridad alta) contribuye a la obtencién de cepas mejor preparadas para la produccion
de etanol, sobre todo en condiciones de alta gravedad (Zhao y Bai, 2009), de manera que en
el documento de patente US2007092895 A1, mediante el rescate simultdneo de genes que
confieren fenotipos deseados en una poblacion de levaduras transformantes sobrevivientes
durante la produccioén de etanol, se obtuvieron cepas mejoradas en su respuesta al estrés,
identificando entre otros a los genes RPII, SOLl y ADEI6 como responsables de este

fenotipo.

En el registro de solicitud de patente JL/a/2006/000066 se refiere a un proceso para
fermentar jugo de agave a altas concentraciones de azdcar en un sistema continuo para la
produccién de tequila utilizando levaduras de Saccharomyces. Por otra parte en el
documento de patente 20110306083, se ha descrito un método para la seleccion de cepas
microbianas con propiedades mejoradas para la fermentaciéon y/o produccion de bioetanol
mediante seleccién de mutantes en altas concentraciones de sales las cuales tienen mayor

tolerancia al bioproducto butanol, mayor titulo, o mayor tolerancia al choque osmético.

En el documento de patente MXJL06000053 A se describe un proceso de fermentacién de
jugo de agave con la levadura no convencional Kloeckera spp, debido a los aromas que
produce, y un proceso para producir esta levadura activandola para un buen desempefio
fermentativo en un sistema continuo a concentraciones de azucar similar a la usada en la

industria del tequila (6-13 °Bx), obteniéndose un rendimiento mayor a 72 %.

En el documento de patente WO 2011/048238 A2 se ha descrito un método de
fermentacién para la produccion de vino, en el cual a partir de las levaduras silvestres del
productor, fue posible obtener tres levaduras distintas que permiten producir bebidas de alta
calidad como: sidra, cervezas, cofiacs, rones, vodkas, etc., y productos hasta con 60%
vol./vol. de alcohol, incluso a alta osmolaridad y diferentes fuentes fermentables. Siendo

utiles incluso en la produccién de pan.
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Por lo que, considerando los inconvenientes de introducir mediante ingenieria genética
cambios genéticos en levaduras empleadas en productos para consumo humano, que
impacten en el rendimiento de las cepas en la produccién etandlica, y atendiendo la
necesidad de disponer de cepas de Saccharomyces cerevisiae que sean capaces de crecer y
fermentar eficientemente mostos con alta gravedad (HG) y muy alta gravedad (VHG); con
el consiguiente impacto directo en la capacidad de produccién de una planta, es necesario
disponer de una cepa de la levadura Saccharomyces cerevisiae con estas caracteristicas

como se describe en este documento, para su uso en la elaboracion de tequila.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Considerando la importancia que tiene el desarrollo de cepas generadas mediante evolucion
dirigida, sin manipulacién genética, para ser utilizadas en la produccion de bebidas
alcohélicas para consumo humano como lo es el tequila, mediante induccién y postetior
seleccién de los cambios que se han dado en las cepas silvestres propias de la fermentacion
del jugo de agave, se seleccion6 una cepa con mejores cualidades en cuanto a la tolerancia
al estrés por alta gravedad en el jugo de agave. La cepa de la presente invencién es
Saccharomyces cerevisiae y ha sido depositada en la Coleccién Espaiiola de Cultivos
Tipo (CECT): cepa LABGENMOLHO1, con niimero de acceso CECT 13095; atribuido
el 5 de mayo de 2014 por la Autoridad Internacional del Depésito. Esta cepa fue obtenida
mediante evolucion dirigida seleccionando aquellas que a partir de una cepa silvestre nativa
de los mostos para la produccidn de tequila, fueron capaces de crecer en condiciones de alta
gravedad, mayor a la comtinmente utilizada en la industria del tequila y es capaz de llevar a

cabo el proceso de fermentacion etandlico con alto rendimiento.

La invencién involucra la fermentacion de jugo de Agave tequilana para la produccién de

Tequila en condiciones de alta gravedad empleando la cepa de Saccharomyces cerevisiae
LABGENMOLHO01.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra la secuencia de DNA y el porcentaje de identidad de la secuencia de
la regién ITS del aislado P1 nativo de mostos de jugo de Agave tequilana Weber variedad
Azul utilizado como parental y de la cepa LABGENMOLHO1, proveniente de P1. Las
bases marcadas con * sefialan las diferencias entre las cepas P1 y LABGENMOLHO1. La
identidad entre las cepas P1 y LABGENMOLHO! (LGMHOIl) de Saccharomyces
cerevisiae es = 99.9 Para ello mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, utilizando
DNA genémico de las cepas y los oligonucleétidos TS1 (5°TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G) y TS4 (5’TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) descritos por Esteve-Zarzoso et al
(1999), se amplificaron las secuencias ITS: ITS1 e ITS2 que son regiones no codificantes
y variables; y el gen 5.8S del rRNA que es una region codificante y variable, facilitando la
discriminacion entre distintos tipos de levaduras. Este fragmento de aproximadamente 841
pb fue secuenciado 'y al compararlo en las bases de datos

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mostré una identidad entre 99.0 a 100 % con los

ITS reportados de varias cepas de Saccharomyces cerevisiae como YIM451, S288c,
YIM592, entre otras. El alineamiento entre las secuencias ITS de P1 e ITS de LGMHO01,
utilizando el programa DNAstar Lasergene 8 ClustalW se observé que tiene entre 99.2 y
100 % de identidad y una divergencia entre 0 y 0.80 %. Es decir las sustituciones en la
secuencia nucleotidica del aislado es menor a 1 %, por tanto la identidad del aiélado P1

obtenido del jugo de agave y de la cepa LABGENMOLHO01, proveniente de P1, son

Saccharomyces cerevisiae.

En la Figura 2 se muestra la cinética de fermentacién del jugo de Agave tequilana de la
cepa parental P1 Para ello se prepard un preinéculo crecido toda la noche a 28 °C en jugo
de Agave a 2-3 °Bx. Se contaron las células al microscopio en cmara de Neubauer y se
inocularon 1-5 x 10® células mL"! en Jugo de agave a una concentracién entre 25-30 °Bx
durante 48 h. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos durante las 48 h de fermentacién

para cuantificar ARD (aziicares reductores) y el etanol producido.

En la Figura 3 se muestra la cinética de fermentacién de la cepa LABGENMOLHO1 en

pequeiia escala. Para ello se prepar6 un preinéeulo crecido toda la noche a 28 °C en jugo de
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Agave a 2-3 °Bx. Se contaron las células al microscopio en camara de Neubauer y se
inocularon 1-5 x 10% células mL™! en jugo de agave a una concentracién entre 25-30 °Bx
durante 48 h. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos durante las 48 h de fermentacion

para cuantificar ARD (aziicares reductores) y el etanol producido.

En la Figura 4. Se muestra ¢l monitoreco de la fermentacién realizada por la cepa
LABGENMOLHO1 a escala industrial del jugo de Agave tequilana Weber variedad Azul.
Esta fermentacién se realizé en tanques de 18000 L en condiciones de Alta Gravedad con
una concentracion inicial de azicares de 16 °Bx durante 44 h a una temperatura entre 32-
36 °C. El fermentador de 18000 L el cual cuenta con chaqueta para el control de
temperatura, se. inoculd, empleando la cepa LABGENMOLHO1. Se tomaron muestras
cada 2 h cuantificando °Bx, azucares totales (AT), nimero de células y riqueza alcohélica
(RA).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion se refiere a la levadura Saccharomyces cerevisiae utilizada en la fermentacién
del mosto de Agave tequilana Weber variedad Azul, ya sea 100 %, y/o en combinaciones
con otras fuentes de azucares, en una proporciéon no mayor al 49%, como describe la
Norma Oficial Mexicana NOM-006-SIFI-2012 para la produccién de Tequila; esta
fermentacién se realiza en condiciones de alta gravedad, en concentraciones de azicares
mayores a las normalmente utilizadas en la industria del tequila, la cual despliega una
mayor eficiencia fermentativa incidiendo en el incremento en la produccién. Las cepas
normalmente utilizadas en la industria del tequila suelen ser cepas panaderas, raramente se
utilizan cepas especializadas o adaptadas a desarrollarse en ambientes extremos como lo es
el jugo de Agave tequilana Weber variedad Azul, presentando rendimiento bajo en la
produccién de etanol, alrededor del 6 % en el fermentado, ain a pesar de que normalmente
se emplean concentraciones de azicares al inicio de la fermentacién entre 6 y 13 °Bx. Por
otra parte este jugo representa un ambiente estresante, entre otras razones debido a la alta
osmolaridad inicial ocasionada por el alto contenido de aziicares (60-130 g de azucares/L,

6-13 °Bx) y la presencia de saponinas, componentes naturales del jugo de agave; las cuales
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son letales para la mayoria de las levaduras, debido a que forman complejos con los
esteroles de las membranas permeabilizdndolas provocando muerte celular. La cepa de
Saccharomyces cerevisiae obtenida mediante evolucién dirigida, LABGENMOLHO1,
empleando concentraciones crecientes de aziicares en el jugo de agave, estd adaptada a las
condiciones que representa iniciar la fermentacién con concentraciones de azhcares
mayores a 13 °Bx y tolera al mismo tiempo la mayor concentracién de saponinas presente
en el jugo de agave concentrado y produce una mayor cantidad de etanol, superior a 12 %
en el fermentado, como puede verse en la Tabla 1; en la cual se muestra la eficiencia
fermentativa de la cepa LABGENMOLHI1 en comparacién con la parental P1, las cuales
son mejores que las cepas normalmente utilizadas en la produccién de tequila, donde se
obtienen en el mejor de los casos una eficiencia fermentativa alrededor del 70 % y el
tiempo de fermentacién es de 2 a 7 dias (Bautista Justo et al. 2001). En mas del 50 % de las
tequileras se utilizan levaduras silvestres presentes en el jugo de agave y en las demés por

lo regular se usan levaduras panaderas o de vinificacién (Bautista Justo, et al, 2001)

En la presente invencion se usa una cepa de Saccharomyces cerevisiae proveniente de la
cepa P1, denominada LABGENMOLHO1 con nimero de acceso CECT 13095, de la
Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia, capaz de
crecer en mostos con concentraciones de azicares arriba del doble. a lo normalmente
empleado en la industria tequilera. Por ejemplo; normalmente se usan mostos con
concentraciones iniciales entre 6-13 °Bx (60 a 130 g de azicares/L de jugo), con este
método es posible recuperar cepas capaces de crecer en mostos concentrados hasta al

menos 20-30 °Bx ( 200-300 g de azicares/L de jugo).

En la presente invencion se usa una cepa de Saccharomyces cerevisiae proveniente de la
cepa P1, denominada LABGENMOLHO01 con nimero de acceso CECT 13095, de la
Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia, capaces de
iniciar la fermentacién y alcanzar mayores rendimientos en la produccién de etanol en

mostos concentrados hasta al menos 20-30 °Bx.

En la presente invencion se usa una cepa de Saccharomyces cerevisiae proveniente de la

cepa P1, denominada LABGENMOLHO1 con nimero de acceso CECT 13095, de la
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Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia, capaces de
crecer y fermentar en mostos de jugo de Agave tequilana Weber variedad Azul en altas
concentraciones de compuestos nocivos propios del jugo de agave, como las'saponinas,
produciendo a pesar de ello ¢l etanol, ya que la fermentacion se realiza en el jugo de agave
sin tratamiento alguno que permitiera la eliminacion de estos compuestos t6xicos naturales

del agave.

En la presente invencién se usa un microorganismo proveniente de la cepa Pl1,
denominado LABGENMOLHO01 con niimero de acceso CECT 13095, de la Coleccién
Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia, el cual tienen mayor
tolerancia al estrés causado por la alta concentracion de aziicares mediante la seleccion y

enriquecimiento de estas variantes a partir de la poblacién nativa.

Aunque en las fermentaciones del mosto del jugo de Agave tequilana Weber variedad Azul,
se ha observado la presencia de hasta diez géneros de levaduras, como Kluyveromyces
marxianus, Pichia kluyveri, Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces bisporus, entre
otras sin embargo, Saccharomyces cerevisiae es la levadura fermentadora por excelencia,
es quien inicia y se encuentra en todo el proceso fermentativo y hasta el final del mismo
(Lachance, 1995, Arrizon y Gschaedler, 2002). Por ello, es importante verificar el género y
especie de los aislados presentes en el mosto fermentado de partida, para procedér con la
seleccién de cepas con mayor tolerancia al estrés causado por la alta concentracién de
azicares mediante la seleccion y enriquecimiento de estas variantes a partir de la poblacién
nativa mediante evolucién dirigida. La identidad del parental P1 mediante amplificacién
por PCR de la region intergénica ITS de los genes ribosomales (ITS1-5.8S-ITS2), su

secuenciacién (secuencias ITS P1 LGMHO1.txt) y analisis comparativo en las bases de

datos (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) indican que la cepa P1 corresponde a
Saccharomyces cerevisiae ya que tiene una identidad mayor al 99.2% con las secuencias
ITS descritas para otras cepas de este género y especie (Figura 1). Se inicia con el in6eulo
madre con la cepa nativa P1 usada en la produccién de tequila en jugo de Agave tequilana
Weber variedad Azul, con una concentracién de azicares entre 2 y 4 °Brix, se recuperan

las células viables, las cuales se van transfiriendo a un nuevo medio de cultivo
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incrementdandose gradualmente los grados °Brix, repitiendo el ciclo hasta llegar a la
concentracién deseada donde esperamos que crezcan los microorganismos seleccionados.
De esta manera se aislo la cepa que ha sido depositada en la Coleecién Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia el 5 de mayo de 2014: cepa
LABGENMOLHO01, con niimero de acceso CECT 13095 atribuido por la Autoridad
Internacional del Depésito. El depésito referido en la presente solicitud se refiere al
depdsito ante la CECT, y tal depGsito es mantenido bajo los términos del Tratado de
Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos con
propdsito de Patente. La identificacion molecular de las cepas se realizd mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa, utilizando DNA genémico de las cepas y los
oligonucledtidos: TS1 (5°TCC GTA GGT GAA CCT GCG G) y TS4 (5’TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC), descritos por Esteve-Zarzoso et al (1999). Estos oligonucledtidos
amplifican las secuencias ITS: ITS1 e ITS2 que son regiones no codificantes y variables; y
¢l gen 5.88 del rRNA que es una region codificante y variable facilitando la discriminacién
entre distintos tipos de levaduras. Este fragmento de aproximadamente 841 pb fue
secuenciado (secuencias ITS P1 LGMHOl.txt) y al compararlo en las bases de datos

(http://blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi) mostrd una identidad entre 99.2 a 100 % con los

ITS reportados de varias cepas de Saccharomyces cerevisiae. FEl alineamiento entre las
secuencias, utilizando el programa DNAstar Lasergene 8 ClustalW se observé que tiene
entre 99.2 y 100 % de identidad. Es decir las sustituciones en las secuencias nucleotidicas
del aislado y de la cepa seleccionada es menor a 1%, por tanto la identidad del aislado
denominado P1 obtenido del jugo de agave y de la cepa LABGENMOLHO01, son

Saccharomyces cerevisiae.

En la presente invencién se usa un microorganismo proveniente de la cepa P1, denominado
LABGENMOLHO1, con nimero de acceso CECT 13095, de la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia, en el proceso de fermentacion

alcohdlica.

En la presente invencién se usa un microorganismo proveniente de la cepa P1, denominado
LABGENMOLHO1, con numero de acceso CECT 13095, de la Coleccién Espaiiola de
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Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia, en el proceso de fermentacién

alcohdlica, para la elaboracion de bebidas alcohdlicas fermentadas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Proporcionar cepas con mayor tolerancia al estrés causado por la alta
concentracion de azicares mediante la seleccién y enriquecimiento de estas variantes a

partir de la poblacién nativa.

Usando la modalidad preferida de esta invencién, a partir del aislado nativo de
Saccharomyces cerevisiae, mediante seleccion dirigida se aislé una cepa capaz de crecer y
fermentar con alto rendimiento de produccién de etanol (entre 70 y 90 %) en condiciones
de alta gravedad, mayores a las concentraciones de azicares normalmente empleadas
(alrededor de 6 a 13 grados Brix) en la fabricacién de tequila. El ensayo consisti en
seleccion y enriquecimiento de estas variantes a partir de la poblacién nativa de levaduras

usadas en la fermentacion del jugo de Agave tequilana Weber variedad Azul.

De esta manera se aislo la cepa que ha sido depositada en la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia el 5 de mayo de 2014: cepa
LABGENMOLHO1, con nimero de acceso CECT 13095 atribuido por la Autoridad
Internacional del Depésito. El dep6sito referido en la presente solicitud se refiere al
depésito ante la CECT y tal deposito es mantenido bajo los términos del Tratado de
Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos con

propdsito de Patente.

Medicién de los grados Brix. Se midi6 la cantidad de azucares del jugo de Agave
tequilana Weber variedad Azul utilizando el Refractometro de Abbe, Type 3T de ATAGO
CO., LTD. Es un método rapido que da una buena aproximacién de los aziicares presentes.
Los azicares también pueden cuantificarse de manera mucho mas exacta mediante la

técnica del 4cido dinitrosalicilico como se detalla en el ejemplo 2.
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Ejemplo 2. Proporcionar cepas de levaduras de con mayor eficiencia fermentativa

Para ello, se compara la eficiencia fermentativa de la nueva cepa contra la eficiencia
fermentativa de la cepa parental en las condiciones de alta gravedad. Se inocula alrededor
de 107 células de levadura. mL' de la cepa a probar y se realiza la fermentacién del jugo de
agave a concentraciones de azlicares reductores entre 25 y 30 °Bx a temperatura de 32-
36 °C durante 40 a 72 h monitoreando cada cierto tiempo (2 horas, por ejemplo) el nimero
de células en la fermentacion, azicares consumidos, y etanol producido (ver Figura 2 y

Figura 3).

De manera que al final de la fermentacion, con estas cepas se logra tener una eficiencia

fermentativa entre 70 y 93 % (ver Tabla 1), donde la eficiencia fermentativa corresponde a:

% Eficiencia Fermentativa (Ep) = (volumen etanol experimental /volumen etanol tedrico)
x 100.

El rendimiento teérico de etanol por gramo de glucosa consumido es de 0.511

Tabla 1. Eficiencia fermentativa de la cepa obtenida por evolucién dirigida en

comparacién con la cepa parental.

Cepa Eficiencia fermentativa (Ep) (%) = (Etanol
experimental/Etanol teérico) x 100
P1 | 79.6
LABGENMOLHO01 93.6

La determinacién de nimero de células se realiza siguiendo el protocolo siguiente: Se
toman tres alicuotas de 1 mL cada una del cultivo en proceso de fermentacién. Se prepara
una dilucién seriada base 10, de cada alicuota, como sigue: en un tubo eppendorf
conteniendo 900 pL de agua destilada se adicionan 100 uL de la alicuota (dilucién 10 1, se
mezcla agitando durante un minuto en un vortex y se procede a realizar la siguiente
dilucién; para ello en un tubo eppendorf conteniendo 900 pL de agua destilada se

adicionan 100 uL de la dilucién 10 *!, se mezcla agitando durante un minuto en un vortex
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obteniendo asi la dilucién 10?2 De esta ultima dilucién se toma, por duplicado, 10 pL y se
colocan en una camara de Neubauer y se realiza el conteo de células al microscopio

Optico, donde:

Numero de células totales /mL de cultivo = (nimero de células contabilizadas en los 25
cuadros) (100)(10000). Donde 100 corresponde a al factor de dilucién 102 y 10000
corresponde al factor para convertir la superficie en la que se cont6 las células al volumen
de 1 mL.

En el método preferido de esta invencion, los aziicares consumidos se evaliian mediante la
reaccion del 4cido dinitrosalicilico (DNS) descrita por Miller (1959) la cual permite medir

con precision los aztcares reductores directos como sigue:

Las alicuotas de 1 mL, tomadas a los diferentes tiempos del proc'eso de la fermentacidn se
centrifugan a 6000 xg durante 5 minutos para retirar células y residuos fibrosos del jugo.
En tubos de ensaye de 10 mL se colocaron 500 uL de los sobrenadantes obtenidos de la
centrifugacién, se adicionaron 500 pL de reactivo de Miller (DNS), se agit6 en vértex para
mezclar bien durante 15 segundos y se incubé en bafio marfa (96-100°C) durante 15
minutos, posteriormente se enfrid a temperatura ambiente, se aforaron a 5 mL con agua
destilada y se dejé reposar por 15 minutos. Luego se midi6 la Densidad Optica de las
muestras a una longitud de onda de 540 nm en un espectrofotémetro. La concentracién de
azucares calculada en las muestras se multiplicé por el factor de dilucién, los resultados se
reportan en g/L. Para calibrar el espectrofotémetro se corrié al mismo tiempo un blanco que
consta de 500 pL de agua destilada tratados con el mismo procedimiento anterior.
Preparacién del reactivo Miller (DNS): El reactivo de Miller se prepar de la siguiente
manera; en 600 mL de agua se disolvieron 10 g de hidréxido de sodio, 200 g de tartrato de
sodio y potasio, 0.5 g de metabisulfito de sodio, 2 g de fenol y 10 g de 4cido 3,5-
dinitrosalicilico, se aforé a I L de agua y se almacend en un recipiente protegido de la luz
cubierto de papel aluminio. Preparacion de la curva de calibracion; se preparan soluciones
de 0.0 a 1.0 g/L de glucosa y se realiza la determinacién de azucares reductores como ya se

indic6 lineas arriba empleando el reactivo DNS. Las absorbencias obtenidas se someten a
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un analisis de regresién lineal a fin de obtener una ecuacidn que predice la concentracién de

azlcares reductores directos en una muestra a partir de una sustancia dada.

Cuantificacién del etanol producido durante la fermentacién en jugo de Agave

tequilana Weber variedad azul.

De los cultivos se colectaron 1.5 mL de jugo de agave por triplicado de cada matraz en
tubos Eppendorf, a cada uno de los tiempos que se haya definido el muestreo; las muestras
se centrifugaron durante 15 minutos a 20800 xg en una centrifuga para sedimentar las
células y residuos fibrosos del jugo, el sobrenadante recupera en un tubo nuevo y se
congela a -20 °C. Una vez colectadas todas la muestras, se descongelan y los sobrenadantes
se diluyeron 1:10 o 1:100 con agua destilada. La muestra se colocé en un Analizador
Bioquimico modelo YSI 2700 Select, utilizando la membrana YSI 2786 en la cual esta
inmovilizada la enzima alcohol oxidasa quien convierte el etanol y el oxigeno en peréxido
de hidrégeno y acetaldehido. A su vez el perdxido de hidrégeno es oxidado en el 4nodo de
platino liberandose dos electrones por cada molécula de peréxido, de modo que el aparato
reporta el etanol presente en la muestra en g/L. El rango de deteccién de etanol del aparato
esde 0.0 a3.2 g de etanol/L.

Ejemplo 3. Eficiencia fermentativa

Posteriormente estas cepas pueden ser evaluadas en produccién industrial, en tanques de
fermentacién de 18000 L o mayores, con temperatura controlada de 32-36 °C. El jugo de
agave es inoculado con alrededor de 107 células de levadura. mL™* y se realiza la
fermentacién del jugo de agave a concentraciones de aziicares reductores iniciales de 16°B
a temperatura controlada de 32-36 °C durante 40 a 72 h monitoreando cada cierto tiempo
( 2 h, por ejemplo) el nimero de células en la fermentacion, los aztcares consumidos
cuantificando los azicares reductores, y el etanol producido o riqueza alcohélica (ver
Figura 4), y valorando en el producto final de la destilacién mediante Cromatografia de
Gases de Alta Resolucion; los alcoholes superiores (alcoholes de peso molecular superior al

alcohol etilico o aceite de fusel, como alcohol isoamilico), ésteres (como acetato de etilo) y
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aldehidos (como acetaldehido) producidos para determinar su presencia y cantidades en el
producto obtenido y dictaminar si cumple con la Norma Oficial Mexicana NOM-006-
SCFI-2012, Bebidas alcoholicas-Tequila-Especificaciones
(http://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5282165&fecha=13/12/2012). Se observé que
el producto obtenido en cuanto a calidad cumple con la NOM-006-SCFI-2012 (ver Tabla

2) y ademads en cuanto a la produccién de etanol se obtuvo una eficiencia de fermentacion
de 81.01 % y una eficiencia de destilacién de 90 % en comparacion con las cepas tequileras
usadas por la mayoria de los productores las cuales en el mejor de los casos tienen un

eficiencia de fermentacion alrededor de 70 %.

Tabla 2. Calidad del tequila producido con la cepa LABGENMOLHO1

Pardmetros Tequila Blanco* Tequila Blanco producido
Evaluados con la cepa
LABGENMOLHO01
Minimo* Maéximo* Valor observado
(mg/100 mL | (mg/100mL | (mg/100 mL alcohol anhidro)
alcohol alcohol
anhidro) anhidro)
Alcoholes superiores 20 500 266.67
(PM superior al
alcohol etilico)
Alcohol Isoamilico 30 300 174.14
Aldehidos (como 0 40 2.0
acetal-dehido)
Esteres (como acetato 2 200 14.09
de etilo)

* valores establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-2012, Bebidas
alcohdlicas-Tequila-Especificaciones

(http://dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5282165&fecha=13/12/20 12)

Para medir los Aziicares Reductores Totales (ART), a las alicuotas tomadas del tanque de

fermentacion se hizo de acuerdo a la (NOM-006-SCF1-2012) mediante titulacién con el
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siguiente procedimiento: La muestra a analizar se hidrolizé utilizando HCI (1:1) calentando
a 70 °C, a esta solucién se le adicion6 fenolftaleina y NaOH 6N para tener el analito y se
aforé a 250 mL con agua tridestilada. La solucion titulante se prepard con una solucién
alcalina (A) (173 g de tartrato de sodio y potasio, y NaOH en 500 ml de agua tridestilada) y
una solucidn (B) (34,639 g de CuSO4+ 5 H20 en 500 m! de agua tridestilada) y se le
adicion6 2 a 3 gotas de azul de Metileno 1%. La Medicién de Aziicares Reductores
Directos (A.R.D), también se mide de acuerdo a la (NOM-006-SCFI-2012): Al
sobrenadante del cultivo de la fermentacién se le adicioné fenolftaleina € NaOH 6N para
tener el analito y se aforé a 250 mL con agua tridestilada. La solucién titulante se prepar6
con una solucién alcalina (A) (173 g de tartrato de sodio v potasio, y NaOH en 500 ml de
agua.tridestilada) y una solucion (B) (34,639 g de CuSO4+ 5 H20 en 500 ml de agua
tridestilada) y se le adicion6 2 a 3 gotas de azul de Metileno 1%. Cabe mencionar que
también es posible medirlo siguiendo el protocolo descrito en el ejemplo 2, debiendo

proporcionar resultados similares.

Riqueza Alcohélica (R.A). La muestra a analizar, se destila para obtener etanol y asi medir

su riqueza alcoholica a 20 °C usando un alcoholimetro.

Medicién de °Bx se realiza con un sacarimetro, tomando en cuenta la tempetatura de la

muestra.

Conteo celular. Se toma la muestra, se diluye 10 veces y se cuentan las células en uma

camara de recuento Neubauer.

El resultado es el promedio de tres experimentos por duplicado en una fermentacién de 48
horas, en jugo de Agave tequilana Weber 100 %, con una concentraci6n inicial de 271 +

11.3 g/L de Azucares Reductores Directos (ARD) para el caso de P1 y de 265.5 £ 6.1 para
la cepa LABGENMOLHO01

Los anilisis se realizaron en el destilado antes del destrozado y rectificado, mediante

cromatografia de gases de alta resolucion de acuerdo a la NOM-006-SCFI-2012.
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REIVINDICACIONES

. La cepa de Saccharomyces cerevisiae depositada en la Coleccién Espafola de

Cultivos Tipo (CECT) con el niimero de depésito CECT 13095, caracterizada porque

tiene eficiencia fermentativa en condiciones de alta gravedad.

. La cepa descrita de conformidad con la reivindicacién 1 para usarse en un proceso de

fermentacién de jugo de Agave, con una eficiencia de fermentacién de al menos el

81 % y una eficiencia de destilacién del 90%.

. La cepa descrita de conformidad con la reivindicacién 1 para usarse en un proceso de

fermentacién de jugo de Agave en donde el producto final contiene 266.67 alcoholes
superiores (PM superior al alcohol etilico), 174.14 de alcohol isoamilico, 2.0 de

aldehidos (como acetal-dehido) y 14.09 de ésteres (como acetato de etilo).

. La cepa descrita de conformidad con la reivindicacién 1 para usarse en un proceso de

fermentacion de jugo de Agave a concentraciones de aztcares iniciales de 30 °Bx a

una temperatura de 32-36 °C durante 40 a 72 h.

=3 IMPI
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RESUMEN

La presente invencion se refiere al uso de una cepa de Saccharomyces cerevisiae proveniente
de la cepa P1, denominada LABGENMOLHO1 con niimero de acceso CECT 13095, de la
Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia. Esta cepa
Saccharomyces Cerevisiae seleccionada es capaz de crecer e iniciar la fermentacién de
mostos de jugo de Agave tequilana Weber variedad Azul con alta gravedad (HG) y muy alta
gravedad (VHG) (GO=20-30°Bx) y puede usarse en la elaboracién de tequila. Esta cepa es
capaz de producir mayor cantidad de etanol alcanzando una eficiencia fermentativa de
93.6%. Tiene mayor tolerancia al estrés osmético causado por la alta concentracién de
azlicares, debido a la selecci6n y enriquecimiento de estas variantes a partir de la poblacién

nativa.

LET/8E
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FIGURAS
10 20 30 40 50 60 70 80
--------- e Bl T i Tt T T W SOOI Y
Pl TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATGGATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCAT
LGMHO1 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTARAGARAT TTAATAAT T TTGAAAATGGAT T T T TTTGT T T TGGCAAGAGCAT
90 100 110 120 130 140 150 160
--------- i T ey O S
Pl GAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTT
LGMHO1 GAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTT
170 180 190 200 210 220 230 240
--------- i Tt T P Y
Pl GTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACA
LGMHO1 GTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACA
250 260 270 280 290 300 310 320
--------- e e e e e e e e e e ———
Pl ACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAA
LGMHO1 ACACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACAAACACAA
330 340 350 360 370 380 390 400
————————— i e T L Y WUy U S
Pl ACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCA
LGMHO1 ACAATTTTATCTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAATATTAAAAACTTTCA
*
410 420 430 440 450 460 470 480
--------- e e T et T T T T U U
Pl ACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA
LGMHO1 ACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA
490 500 510 520 530 540 550 560
--------- Fo e e e e e e e g
Pl TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAAC
LGMHO1 TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAAC
570 580 590 600 610 620 €30 640
————————— e e T O Y
Pl ATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTTTCCAAA
LGMHO1 ATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTTTTT-CCAAA
*
650 660 670 680 690 700 710 720
————————— i Attt R S N
Pl GAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTT-A
LGMHO1 GAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTTA
*
730 740 750 760 770 780 790 800
--------- o e e e e e e e e ———
P1 TACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGG
LGMHO1 TACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAGG
810 820 830 840
e Fommmm e Frmmmm e ms R +—-
P1 TAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
LGMHO1 TAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Figura 1
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1
841
DNA

Saccharomyces cerevisiae

ITS4AR5-2/KU131578
(1)..(30)
PRODUCT 18sRIBOSOMAL RNA

ITS14AR5-2/KU131578
(31)..(391)

internal transcribed spacer 1



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<300>
<308>
<309>
<313>

<300>
<308>
<309>
<313>

<300>
<308>
<309>
<313>

<300>
<308>
<309>
<313>

<300>
<308>
<309>
<313>
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ITS14AR5-2/KU131578
(392)..(549)
5.8S ribosomal RNA

ITS14AR5-2/KU131578
(550) ..(781)

internal transcribed spacer 2

ITS14AR5-2/KU131578
(782)..(841)
28S ribosomal RNA

KU131578
2015-11-12
(1)..(30)

KU131578
2015-11-12
(31)..(391)

KU131578
2015-11-12
(392)..(549)

KU131578
2015-11-12
(550) .. (781)

KUl131578
2015-11-12
(782) ..(841)

i
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<400> 1
tccgtaggtg

ttttgttttg

cagccgggcec

tccaaacggt

acacactgtg

cccagaggta

attttcgtaa

cgcatcgatg

tcatcgaatc

gcgtcattte

gaaattgctg

tgaggtataa

actgagcgta

agtttgacct

aacctgcgga

gcaagagcat

tgcgcttaag

gagagatttc

gagttttcat

acaaacacaa

ctggaaattt

aagaacgcag

tttgaacgca

cttctcaaac

geettttecat

tgcaagtacg

ttggaacgtt

caaatcaggt

aggatcatta

gagagctttt

tgcgeggtet

tgtgcttttg

atctttgcaa

acaattttat

taaaatatta

cgaaatgcga

cattgcgcecce

attctgtttyg

tggatgtttt

gtcgttttag

atcgataaga

aggagtaccc

3/6

aagaaattta

actgggcaag

tgctaggett

ttataggaca

ctttttettt

ttattcatta

aaaactttca

tacgtaatgt

cttggtattc

gtagtgagtg

tttttccaaa

gttttaccaa

agagagcecgtc

gctgaactta

ataattttga

aagacaagag

gtaagtttct

attaaaaccg

gggcattcga

aatttttgtc

acaacggatc

gaattgcaga

cagggggcat

atactctttyg

gagaggttte

ctgcggctaa

taggcgaaca

agcatatcaa

aaatggattt

atggagagtc

ttcttgetat

tttcaataca

gcaatcgggyg

aaaaacaaga

tcttggttct

attccgtgaa

gcetgtttga

gagttaactt

tctgecgtget

tecttttttat

atgttcttaa

taagcggagg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

841
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<300>
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2
841
DNA

Saccharomyces cerevisiae

ITS14LABGENMOLHO1-2/KU131579
(1)..(30)
product 18S ribosomal RNA

ITS14LABGENMOLHO1-2/KU131579
(31)..(391)

product internal transcribed spacer 1

ITS14LABGENMOLHO1-2/KU131579
(392)..(549)
product 5.8S ribosomal RNA

ITS14LABGENMOLHOL1~2/KU131579
(550)..(781)

product intenal transcribed spacer 2

ITS14LABGENMOLHO1-2/KU131579
(782)..(841)
productt 28S ribosomal RNA

KU131579
2015-11-12
(1)..(30)



<308>
<309>
<313>

<300>
<308>
<309>
<313>

<300>
<308>
<309>
<313>

<300>
<308>
<309>
<313>

<400>

tccgtaggtg

ttttgttttg

cagccgggcec

tccaaacggt

acacactgtg

cccagaggta

attttcgtaa

cgcatcgatg

tcatcgaatc

gcgtcatttce

gaaattgctg

KU131579
2015-11-12
(31)..(391)

KU131579
2015-11-12
(392)..(549)

KU131579
2015-11-12
(550) .. (781)

KU131579
2015-11~12
(782) .. (B41)

2

aacctgcgga aggatcatta

gcaagagcat gagagctttt

tgcgcttaag tgcgeggtet
gagagatttc tgtgecttttg
gagttttcat atctttgcaa
acaaacacaa acaattttat
ctggaaattt taaaatatta
aagaacgcag cgaaatgcga
tttgaacgca cattgcgecce
cttctcaaac

attctgtttg

gccttttcat tggatgtttt
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aagaaattta

actgggcaag

tgctaggett

ttataggaca

ctttttettt

ctattcatta

aaaactttca

tacgtaatgt

cttggtaztce

gtagtgagtg

ttttccaaag

ataattttga

aagacaagag

gtaagtttct

attaaaaccg

gggcattcga

aatttttgtc

acaacggatc

gaattgcaga

cagggggcat

atactctttg

agaggtttct

aaatggattt

atggagagtc

ttcttgctat

tttcaataca

gcaatcgggg

aaaaacaaga

tcttggttet

attccgtgaa

gcetgtttga

gagttaactt

ctgcgtgett

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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gaggtataat gcaagtacgg tcgttttagg ttttaccaac tgcggctaat ctttttttat

actgagcgta ttggaacgtt atcgataaga agagagcgtc taggcgaaca atgttcttaa

agtttgacct caaatcaggt aggagtaccc gctgaactta agcatatcaa taagcggagg

720

780

840

841



