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RESUMEN GENERAL

METAGENOMICA DE LOS CONSORCIOS MICROBIANOS ASOCIADOS A LA
FERMENTACION DEL MEZCAL ARTESANAL DE Agave angustifolia

En México, las bebidas alcohdlicas elaboradas a partir de agaves mediante
fermentacidn espontanea representan un pilar de enorme valor econdmico,
cultural y biotecnologico. Entre ellas, destaca el mezcal artesanal, cuyo perfil
sensorial esta determinado por consorcios microbianos que producen etanol y
compuestos volatiles clave. Sin embargo, la caracterizacion taxonémica profunda
de alta resolucién de estas comunidades mediante enfoques independientes de
cultivo ha sido histéricamente limitada. El presente trabajo tuvo como objetivo
caracterizar la estructura, diversidad y dinamica de la comunidad microbiana
asociada a la fermentacion del mosto de Agave angustifolia en el palenque
artesanal Mezcal Unico (Tlacolula de Matamoros, Oaxaca, México), asi como
evaluar su sucesion ecologica y su correlacion con parametros fisicoquimicos
operacionales. Para ello, se recolectaron muestras en cinco tinas de madera
durante cuatro dias consecutivos. EI ADN fue secuenciado mediante un enfoque
masivo de metagenomica shotgun. El analisis bioinformatico reveld una clara
sucesion microbiana a lo largo del proceso fermentativo. A nivel bacteriano, se
identifico la dominancia de las familias Lactobacillaceae y Acetobacteraceae,
sobresaliendo las especies Lentilactobacillus hilgardii, Lactiplantibacillus
plantarum y Levilactobacillus brevis. Saccharomyces cerevisiae presento la
mayor abundancia relativa en todas las etapas, coexistiendo en proporciones
menores con Torulaspora delbrueckii y Zygosaccharomyces rouxii. El analisis
ecologico de escalamiento multidimensional no métrico basado en las distancias
de Bray-Curtis mostré una separacion de los consorcios segun el dia de
fermentacidon, con un indice de stress altamente confiable (0.0386). Estos
cambios se correlacionaron estrechamente con el descenso de solidos solubles
y de azucares reductores totales, el incremento de la riqueza alcohdlica y las
fluctuaciones térmicas del mosto. Los resultados obtenidos no solo amplian el
conocimiento sobre la ecologia microbiana del mezcal oaxaquefio, sino que
también proporcionan bases cientificas y metodologicas solidas para propuestas
de optimizacion de procesos, control de calidad, valorizacién de subproductos y
proteccion biotecnoldgica del saber tradicional.

Palabras clave: Agave angustifolia, metagenomica shotgun, dinamica
microbiana, sucesion ecoldgica, Oaxaca.

Tesis de Maestria en Ciencias. Programa de Posgrado en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria,
Universidad Autonoma Chapingo.

Autor: Jazmin Hernandez Hernandez

Director de tesis: Dr. Teodoro Espinosa Solares
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GENERAL ABSTRACT

METAGENOMICS OF MICROBIAL CONSORTIA ASSOCIATED WITH THE
FERMENTATION OF ARTISANAL MEZCAL FROM Agave angustifolia

In Mexico, alcoholic beverages made from agaves through spontaneous
fermentation represent a pillar of immense economic, cultural, and
biotechnological value. Among these, artisanal mezcal stands out; its sensory
profile is determined by microbial communities that produce ethanol and key
volatile compounds. However, in-depth and high-resolution taxonomic
characterization, using culture-independent approaches, has historically been
limited. The objective of this study was to characterize the structure, diversity, and
dynamics of the microbial community associated with the fermentation of Agave
angustifolia must at the artisanal Mezcal Unico distillery (Tlacolula de Matamoros,
Oaxaca, Mexico), as well as to evaluate its ecological succession and its
correlation with operational physicochemical parameters. To this end, kinetic
samples were collected from five wooden vats over four consecutive days. DNA
was sequenced using a high-throughput shotgun metagenomics approach.
Bioinformatic analysis revealed a clear microbial succession throughout the
fermentation process. At the bacterial level, the Lactobacillaceae and
Acetobacteraceae families were found to be dominant, with the species
Lencilactobacillus hilgardii, Lactiplantibacillus plantarum, and Levilactobacillus
brevis standing out. Saccharomyces cerevisiae showed the highest relative
abundance at all stages, coexisting in smaller proportions with non-
Saccharomyces yeasts Torulaspora delbrueckii and Zygosaccharomyces rouxii.
The Non-Metric Multidimensional Scaling ecological analysis based on Bray-
Curtis distances confirmed the separation of the microbial communities according
to the day of fermentation, with a highly reliable Stress Index (0.0386). These
changes correlated closely with decreases in soluble solids (°Brix) and total
reducing sugars, increases in alcohol content, and temperature fluctuations in the
must. The results not only expand our understanding of the microbial ecology of
Oaxacan mezcal but also provide a rigorous scientific and methodological
foundation for proposals to optimize processes, improve quality control, valorize
byproducts, and biotechnologically protect traditional knowledge.

Keywords: Agave angustifolia, shotgun metagenomics, microbial dynamics,
ecological succession, Oaxaca.

Master's Thesis in Science. Program of Agro-Food Science and Technology,
Universidad Autonoma Chapingo.

Author: Jazmin Hernandez Hernandez

Advisor: Teodoro Espinosa Solares, Dr.

Xiv



1. INTRODUCCION GENERAL

El mezcal es una bebida alcohdlica destilada profundamente ligada a la identidad
biocultural y la historia de México. Protegida bajo una estricta Denominacion de
Origen, la norma oficial mexicana NOM-070-SCFI-2016 (2017) establece que
esta bebida debe elaborarse al 100% con materias primas de maguey o agave,
mediante la destilacion de jugos fermentados por microorganismos, ya sean

espontaneos o cultivados, extraidos de cabezas maduras previamente cocidas.

Desde el punto de vista socioecondmico, la industria del mezcal ha
experimentado un crecimiento sin precedentes en la ultima década; el estado de
Oaxaca se consolida como el epicentro de este sector al aportar el 90.70% de la
produccion total nacional, seguido de entidades como Puebla con el 4.94%
(COMERCAM, 2025).

A pesar de su relevancia macroeconémica, el nucleo de la produccion artesanal
y ancestral del mezcal descansa en un fendmeno biotecnoldgico altamente
complejo e impredecible: la fermentacidn espontanea o silvestre. A diferencia de
otros sectores agroalimentarios globalizados que emplean cultivos iniciadores
comerciales (starters) monoclonales, el bouquet, el aroma y la autenticidad
sensorial que distinguen a cada lote de mezcal (Avila-Reyes et al., 2025) se
deben a la actividad metabdlica coordinada de consorcios polimicrobianos
nativos de bacterias acido lacticas, bacterias acido acéticas y una amplia
diversidad de levaduras sacaromicéticas y no sacaromicéticas presentes de
forma endémica en los palenques. Estos microorganismos no solo metabolizan
los azucares reductores derivados de la hidrélisis térmica de los frutanos del

agave, sino que también sintetizan metabolitos secundarios (ésteres, alcoholes



superiores, acidos organicos y furanos) (Rodriguez et al., 2006) que esculpen el

perfil aromatico de la bebida.

En los ultimos afios, la emergencia de las ciencias omicas (Biswas & Sarkar,
2018) ha revolucionado la comprension de los sistemas fermentativos,
especificamente, la metagendmica shotgun (secuenciacidén masiva de escopeta)
se presenta como una de las herramientas biotecnoldgicas mas robustas en la
actualidad (Cortés-Lopez et al., 2020), ya que permite la extraccion y
secuenciacion directa del ADN gendmico total de una muestra ambiental sin
asilamiento previo (Marquez-Godoy & Gonzalez-Escobedo, 2022). A diferencia
de la secuenciacion dirigida de amplicones (como el gen 16S rRNA o la region
ITS), que se limita a describir “quiénes estan presentes” en la comunidad, el
enfoque shotgun ofrece la resolucién analitica para identificar microorganismos
a nivel de especie, rastrear linajes finos y dilucidar el potencial funcional (Puig-
Castellvi et al., 2023) y las rutas metabdlicas activas del microbioma (Aguiar-
Pulido et al., 2016).

Diversos estudios han abordado la fermentacion del mezcal en distintas regiones,
por ejemplo, Kirchmayr et al. (2017), realizaron un estudio durante dos afos
consecutivos en dos destilerias de mezcal en Oaxaca para identificar levaduras
y bacterias durante la fermentacion, combinando técnicas tradicionales y
moleculares. Torres-Velazquez et al. (2022) analizaron la fermentacion
espontanea del mezcal en Durango con técnicas moleculares con el fin de
identificar la poblacion bacteriana y evaluar su potencial en el control del proceso
fermentativo. En estudios mas recientes, Kirchmayr et al. (2024) aplicaron
técnicas de cultivo y metagenomica para obtener informacion de lotes especificos
de la composicion bacteriana en mezcales del estado de Guerrero.

Si bien estos estudios han generado conocimiento relevante sobre el
entendimiento detallado de las comunidades microbianas en mezcales, no
obstante, aun existe una brecha respecto a los que se producen en Oaxaca, el

estado con mayor produccion a nivel nacional.



Bajo esta premisa, el objetivo de esta investigacion fue estudiar la fermentacion
del mosto de Agave angustifolia en condiciones reales de produccion artesanal
en el municipio de Tlacolula de Matamoros, Oaxaca. A través de una
aproximacion metagenomica de alta resolucion, combinada con el seguimiento
riguroso de parametros cinéticos agroindustriales, para descifrar la arquitectura y
la sucesién de los consorcios nativos, sentando bases biotecnoldgicas esenciales
para la estandarizacion controlada, la reproducibilidad y la salvaguarda de la
denominacion de origen del mezcal artesanal mexicano, sin alterar las valiosas

practicas tradicionales que le otorgan su mistica y excelencia internacional.
El presente trabajo esta dividido en cuatro capitulos:

Capitulo 1. Este capitulo ofrece una introduccién general acerca del mezcal y los

estudios metagendmicos realizados.

Capitulo 2. En esta seccion se presenta el estado del arte del mezcal, las
bacterias y levaduras encontradas en diferentes estados de la Republica

Mexicana.

Capitulo 3. Esta seccion se centra en el estudio metagendmico aplicado en el
mosto de Agave angustifolia para la produccién de mezcal en el Palenque

Artesanal Mezcal, ubicado en Tlacolula de Matamoros, Oaxaca, México.

Capitulo 4. Se presenta el estudio del proceso de produccion de mezcal
realizado en el Palenque Artesanal Mezcal, ubicado en Tlacolula de Matamoros,
Oaxaca, México, en la que se detalla cada etapa que involucra la preparacion del

mezcal.

Para la redaccion de este trabajo se utilizaron dos herramientas de apoyo para
la escritura académica. Particularmente, se empleé Grammarly Premium
(complemento para Microsoft Word), basada en inteligencia artificial, para la
revision y mejora de la redaccion, la gramatica y la ortografia; asimismo, se utilizé
EndNote 2025 (Bld 21347; Clarivate) como gestor bibliografico para la
organizacion de las referencias y la insercidn de citas conforme al estilo

correspondiente al manual de la tesis.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. El mezcal: marco general

La Norma Oficial Mexicana NOM-070-SCFI1-2016, Bebidas alcohdlicas-Mezcal-
Especificaciones, define al mezcal como bebida alcohdlica destilada mexicana,
100 % de maguey o agave, obtenida por destilacion de jugos fermentados con
microorganismos espontaneos o cultivados, extraidos de cabezas maduras de
magueyes o agaves cocidos. El liquido obtenido posee un aroma y un sabor
derivados de la especie de maguey o agave utilizada. Los factores que
intervienen en las cualidades sensoriales del mezcal son el tipo de suelo, la
topografia, el clima, el agua, el productor autorizado, el maestro mezcalero, la
graduacion alcohdlica y los microorganismos (Arellano-Plaza et al., 2022). Para
nombrar al producto final del agave como mezcal y que sea reconocido como una
bebida con denominacion de origen, la NOM-070-SCFI-2016 establece requisitos
que deben cumplir los productores respecto del proceso de produccién, asi como
las regiones de México donde se puede producir el mezcal y los tipos de agave
permitidos. Con el fin de preservar el patrimonio cultural de cada region que
produce mezcal, asi como proteger la identidad de este producto.

2.1.1. Categorias del mezcal

El mezcal, como bebida fermentada y destilada, tiene una larga historia en
México, ya que no solo se produce en una sola regién, sino también en diversas
regiones del pais, lo que ha dado lugar a variantes. La NOM-070-SCFI-2016
establece tres categorias de mezcal: mezcal, mezcal artesanal y mezcal
ancestral, que se diferencian por el método de produccion. Las diversas variantes
dentro de cada categoria comparten un proceso general de produccion que

incluye la cosecha, la coccion, la molienda, la fermentacion y la destilacion del



agave. Sin embargo, las etapas se llevan a cabo con diferencias respecto de las
practicas tradicionales en el uso de equipos, materiales y fuentes de energia, asi
como en la incorporacion de herramientas tecnologicas especificas segun la

categoria de mezcal que se desee obtener.

A continuacioén, se presenta una lista en la que se exponen las diferencias entre

estas categorias:

1. Mezcal

a. Coccion: cocimiento de cabezas o jugos de maguey o agave en
hornos de pozo, mamposteria o autoclave

b. Molienda: tahona, molino chileno o egipcio, trapiche, desgarradora,
tren de molinos o difusor.

c. Fermentacion: en recipientes de madera, piletas de mamposteria o
tanques de acero inoxidable.

d. Destilacion: alambiques, destiladores continuos o columnas de
cobre o acero inoxidable.

2. Mezcal artesanal

a. Coccion: cocimiento de cabezas de maguey o de agave en hornos
de pozo o en hornos elevados de mamposteria.

b. Molienda: con mazo, tahona, molino chileno o egipcio, trapiche o
desgarradora.

c. Fermentacidon: oquedades en piedra, suelo o tronco, piletas de
mamposteria, recipientes de madera o barro, pieles de animal, cuyo
proceso puede incluir la fibra del maguey o agave (bagazo).

d. Destilacion: con fuego directo en alambiques de caldera de cobre u
olla de barro y montera de barro, madera, cobre o acero inoxidable;
cuyo proceso puede incluir la fibra del maguey o agave (bagazo).

3. Mezcal ancestral

a. Coccion: cocimiento de cabezas de maguey o agave en hornos de
poZo.

b. Molienda: con mazo, tahona, molino chileno o egipcio.



c. Fermentacidon: oquedades en piedra, suelo o tronco, piletas de
mamposteria, recipientes de madera o barro, pieles de animal, cuyo
proceso puede incluir la fibra del maguey o agave (bagazo).

d. Destilacion: con fuego directo en olla de barro y montera de barro o
madera; cuyo proceso puede incluir la fibra del maguey o agave
(bagazo).

Todas estas diferencias en los métodos de produccion se relacionan con las
condiciones geograficas, culturales y productivas de las distintas regiones
mezcaleras del pais, lo que da lugar a una diversidad de practicas y expresiones
regionales. En el siguiente apartado se describen las zonas productoras de

mezcal en el territorio mexicano y su relevancia para la produccion nacional.

2.1.2. Regiones con denominacidén de origen y zonas productoras
Se ha reportado que los cuatro principales estados productores de mezcal son

Oaxaca, Durango, Michoacan y Puebla. Cada uno de estos estados cuenta con
la Denominacion de Origen (DO), una categoria que reconoce los productos
como exclusivos en funcién de su ubicacién geografica, de las practicas
tradicionales de produccion y de la materia prima empleada (Tortorelli, 2010).
Desde 1994, México ha obtenido la denominacion de origen para el mezcal,
siendo los estados de Guerrero, Oaxaca, Durango, San Luis Potosi y Zacatecas
los primeros en recibir dicha proteccién (IMPI, 1994).

La Figura 7 muestra que Oaxaca es el principal estado productor de mezcal y
concentra el mayor volumen de produccion a nivel nacional. En esta entidad,
Agave angustifolia es la especie mas utilizada en los siete distritos del Valle
Central, conocidos como la “Regién del Mezcal’, que se componen de los
municipios de Tlacolula, Yautepec, Miahuatlan, Ejutla, Ocotlan, Zimatlan y Sola
de Vega (Bautista & Ramirez, 2008).

En el estado de Durango, diversos municipios cuentan con poblaciones silvestres
de agaves que cuentan con permisos para el aprovechamiento del maguey en la

elaboracion de mezcal. Entre los predios autorizados se encuentran San



Francisco del Manzanal, Nicolas Romero, Tomas Urbina, Valle Florido, Libertad
e Independencia, Colonia Minerva, Pino Suarez, Matamoros, 18 de marzo y
Antonio Gaxiola (Barraza et al., 2014). Por su parte, Michoacan, considerado el
tercer estado con mayor produccién de mezcal, cuenta con 29 municipios con
denominacion de origen (Ruiz-Camou et al., 2023), entre los que destacan
Acuitzo, Aguililla, Ario, Buenavista, Charo, Chinicuila, Coalcoma de Vazquez
Pallares, Cotija, Cojumatlan de Régules, Erongaricuaro, La Huacana,
Tacambaro, Turicato, Tzitzio, Hidalgo, Salvador Escalante, entre otros.

En el caso del estado de Puebla, este abarca 115 municipios con Denominacion
de Origen del mezcal, lo que lo posiciona como el segundo estado con mayor
numero de localidades reconocidas con este distintivo. Entre los municipios con
DO se encuentran Acajete, Acatlan de Osorio, Acatzingo, Acteopan, Ahuatllan,
Ahuehuetitla, Ajalpan, Albino Zertuche, Altepexi, Amozoc, Aquixtle, Atexcal,
Atlixco, Atoyatempa, Atzala, Axutla, Caltepec, entre otros. Asimismo, San Luis
Potosi, sexto estado productor de mezcal, cuenta con 57 municipios con
denominacion de origen. Mientras que Zacatecas cuenta con 54 municipios
validados, Tamaulipas con 11 y Guanajuato con unicamente 2 municipios, de

acuerdo con el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI, 2015).

Figura 1. Estados productores de mezcal a nivel nacional en 2025. Adaptado de
COMERCAM (2025).



2.2. El agave como materia prima

2.2.1. Especies de agave utilizadas en la produccién de mezcal

El mezcal se obtiene a partir de diferentes especies del género Agave,
perteneciente a la familia Asparagaceae y subfamilia Agavoideae, cuya
distribucion natural se extiende desde el sur de los Estados Unidos hasta
Colombia y Venezuela (Garcia, 2007). Este género abarca aproximadamente 210
especies, de las cuales 159 se encuentran presentes en México, o que
representa cerca del 75 % del total; de estas, 129 son endémicas del territorio
mexicano (Garcia Mendoza et al., 2019). Esta amplia diversidad botanica ha
favorecido el aprovechamiento del agave para la obtencion de productos

alimentarios, bebidas y artesanias.

Por muchos afios, los azucares del agave han sido usados para la produccién de
bebidas alcoholicas fermentadas como el aguamiel y pulque (Astudillo-Melgar et
al., 2025; Castafeda-Ovando et al., 2023; Lappe-Oliveras et al., 2008). Mientras
que otras bebidas de esta planta deben someterse a fermentacion y destilacion,
los jugos extraidos del agave cocido se someten a estas etapas para obtener
tequila, mezcal, bacanora, raicilla y sotol (Aldrete-Tapia et al., 2020; Gutiérrez-
Coronado et al., 2007).

En particular, la produccion de mezcal se caracteriza por emplear una gran
diversidad de especies de agave. Se estima que alrededor de 42 especies
pueden utilizarse para la preparacion de esta bebida ancestral (Colunga et al.,
2007), lo que la distingue de otras bebidas de agave que emplean una sola
especie. La diversidad de especies influye en la composicion quimica del mosto,
especialmente en el contenido de carbohidratos fermentables, lo que afecta la
dinamica microbiana durante la fermentacion espontanea y, en consecuencia, el
perfil sensorial del destilado (Michel-Cuello et al., 2021). Sin embargo, la
preferencia por determinadas especies depende de factores como la
disponibilidad de la materia prima, el rendimiento fermentativo, las caracteristicas
sensoriales y la demanda del mercado. De acuerdo con datos del Consejo
Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal (COMERCAM, 2025), el uso de las
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diferentes especies de agave en la produccibn de mezcal presenta una
distribucion variable entre los estados productores.

Cuadro 1. Produccion de mezcal por tipo de maguey referido a 45 % Alc. Vol.

No. Tipo de maguey Porcentaje que
representa
1 Maguey espadin (Agave angustifolia) 85.0 %
2 Maguey cenizo (Agave durangensis) 247 %
3 Maguey tobala (Agave potatorum) 1.00 %
4 Maguey verde (Agave salmiana) 0.83 %
5 Maguey papalote (Agave cupreata) 0.68 %
6 Maguey azul (Agave tequilana) 0.67 %
7 Maguey tepeztate (Agave marmorata) 0.46 %
8 Maguey cuishe (Agave karwinskii) 0.44 %
9 Ensambles 5.54 %

Fuente: COMERCAM, 2025.

Como se observa en el Cuadro 1, el maguey espadin (Agave angustifolia)
predomina en la produccion de mezcal debido a su alta disponibilidad, su ciclo
de maduracién y su elevado rendimiento en azucares fermentables. En contraste,
otras especies como Agave durangensis, A. potatorum y A. cupreata no se
emplean de manera constante debido a su escasa disponibilidad en algunas
regiones, tiempo de maduracion prolongado y su status de conservacion
(Arellano-Plaza et al., 2022).

Por otro lado, en algunas regiones mezcaleras se elaboran ensambles de agave,
que consisten en la combinacion de dos 0 mas especies en un mismo lote de
produccion de mezcal. Esta practica tradicional es una estrategia que responde
a la disponibilidad de las especies de agave. Esta mezcla de distintas especies
de agave aporta una mayor complejidad fermentativa, reflejada en el aroma, el
sabor y la calidad del destilado, lo que favorece la generacién de expresiones
sensoriales unicas del mezcal, ya que las diferentes concentraciones de

azucares y la microbiota bacteriana asociada a cada especie influyen en la
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formacion de compuestos aromaticos distintivos. La versatilidad del agave
espadin ha propiciado su uso como complemento en diversos ensambles con
agaves silvestres, los cuales presentan tiempos de maduracion mas prolongados

o rara vez se encuentran en el ambiente natural (Rieger, 2025).

2.2.2. Fisiologia y metabolismo

2.2.21. El metabolismo acido de las crasulaceas

El metabolismo acido de las crasulaceas (CAM) es una via fotosintética presente
en diversas familias botanicas, tales como Agavaceae, Aizoaceae, Asteraceae,
Cactaceae, Crassulaceae y Orchidaceae, estas hacen uso de la enzima malica
NADP para la descarboxilacion de acidos organicos, mientras que las familias
Asclepiadaceae, Bromeliaceae, Euphorbiaceae y Liliaceae emplean la
carboxiquinasa PEP (Osmond, 1978).

Las especies del género Agave usan este mecanismo fisioldgico para adaptarse
a los ambientes calurosos y secos con el propdsito de emplear eficientemente el
consumo de agua a causa de los ambientes aridos y semiaridos (Stewart, 2015).
Basicamente, la fotosintesis del CAM ocurre cuando los estomas se abren de
noche para intercambiar acidos organicos y gases, mientras que durante el dia

se mantienen cerrados, lo que reduce la pérdida de agua (Orlov et al., 2022).

La Figura 2 describe visualmente el metabolismo CAM, en el que se divide en
cuatro fases principales que ocurren a lo largo del ciclo dia-noche.

Fase | (noche): durante la noche, los estomas comienzan a abrirse para permitir
la entrada de CO, atmosférico mediante la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPC), lo que genera oxaloacetato (OAA), que es reducido a malato por la
NAD(P)-malato deshidrogenasa (MDH) y se almacena como acido malico
(Borland et al., 2014).

Fase Il (amanecer): el incremento de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
durante las primeras horas de la mafana provoca la disminucidn progresiva de

la actividad de la PEPC y la activacion de la enzima ribulosa-1,5-bifosfato
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carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO), dando lugar a un metabolismo simultaneo de
tipo CAM y C3 (Griffiths, 1989).

Fase lll (dia): en esta fase, los estomas se encuentran cerrados y no hay entrada
de CO2 del exterior, lo que provoca la descarboxilacion del malato; internamente,
se libera CO2 en el interior de la célula para ser fijado por la RUBISCO en el ciclo

de Calvin, lo que permite la sintesis de carbohidratos (Osmond, 1978).

Fase IV (final del dia): el agotamiento de los acidos organicos acumulados
durante la fase | provoca una disminucién de la presion interna de COgz; en
consecuencia, los estomas vuelven a abrirse parcialmente para transpirar y
captar CO. (Griffiths, 1989). Durante este proceso, aumenta el contenido de
acidos organicos, lo cual, a su vez, provoca una disminucion del pH (Nobel &
Valenzuela, 1987).

El metabolismo acido de las crasulaceas permite un balance hidrico al usar el
agua eficientemente (WUE), debido a la captura nocturna de CO: durante
periodos de menor evotranspiracion (Borland et al., 2014), a su vez, el CAM esta
relacionado con la acumulacion del principal carbohidrato soluble en agua
(WSC), los fructanos (Escamilla-Trevifio, 2011), polimero que constituye la
principal reserva energética en los tejidos del agave, que al someterse a hidrolisis
térmica se descomponen a mono y disacaridos fermentables, estos son
metabolizados por accion de los microorganismos nativos durante la
fermentacidn del mosto para producir bebidas alcohdlicas (Colon-Gonzalez et al.,
2025).
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Figura 2. Ciclo del metabolismo acido de las crasulaceas (CAM) en agave para
la fijacion y reutilizacion del CO2. PPCK: fosfoenolpiruvato carboxilasa kinasa;
TDT: transportador de dicarboxilato de tonoplasto; PPDK-RP: proteina
reguladora del piruvato ortofosfato diquinasa. Adaptado de Yin et al. (2018).

2.2.3. Composicion quimica

2.2.3.1. Azucares fermentables en el mosto de agave

Antes de que los espanoles introdujeran la cafia de azucar a México, los agaves
constituian una fuente de azucares y fibras para las poblaciones
mesoamericanas (Avila et al., 2012). Tradicionalmente, su uso mas relevante ha
sido como materia prima para la produccién de bebidas alcohdlicas, como el

mezcal, el pulque, el tequila, la bacanora y la raicilla, entre otros.

Ademas, el agave es una fuente de productos con valor agregado, como jarabe
de agave, fibras dietéticas y fructanos. Estos ultimos favorecen el crecimiento de
bacterias benéficas en el tracto digestivo, presentan efectos antioxidantes,
facilitan la absorciéon de calcio y pueden contribuir a disminuir el riesgo de
diversas enfermedades, como la obesidad, el sobrepeso y la diabetes (Espinosa-
Andrews et al., 2021).

Los agaves almacenan carbohidratos solubles en agua, los fructanos, que
constituyen su principal reserva energética. Durante la coccion del agave, estos
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polisacaridos sufren hidrdlisis térmica, lo que permite su separacion en azucares
simples como fructosa y glucosa, que pueden ser metabolizados por los
microorganismos durante la fermentacion para producir etanol (Escamilla-
Trevifio, 2011).

Los fructanos del agave son carbohidratos de reserva formados por cadenas de
fructosa con estructura ramificada, unidas mediante enlaces glucosidicos 3(2-1)
y B(2-6) (Verma et al., 2021). Los fructanos del agave también contienen
carbohidratos estructurales: arabinosa, manosa y xilosa, que forman parte de la
pared celular del tejido vegetal (Jiménez-Rodriguez et al., 2021). La cantidad y
composicion de los carbohidratos del agave dependen de la edad de la planta,
los agaves jovenes de 1-3 afos contienen azucares simples, fructosa y glucosa;
los agaves de 4-6 afos estan compuestos mayoritariamente por fructanos
(Marquez-Lopez et al., 2022). En la industria alimentaria, los fructanos se utilizan
como edulcorantes, agentes espesantes, sustitutos de la sacarosa y para mejorar
la textura de diversos alimentos (Radosavljevic et al., 2024).

El Agave angustifolia Haw. tiene un alto contenido de fructanos y sucrosa,
mientras que el A. potatorum Zucc. contiene glucosa, fructosa vy
fructooligosacaridos (FOS); la cantidad puede variar dependiendo de la edad de
la planta, zona de produccién y condiciones climaticas que afectan el desarrollo

de fructanos (Marquez-Lopez et al., 2022).

2.3. Fermentacion espontanea del mezcal

2.3.1. Fermentacion

El proceso de fermentacidén espontanea se lleva a cabo por la microbiota natural
presente en el jugo de agave, que desempena un papel fundamental en el
desarrollo de la actividad fermentativa (Aldrete-Tapia et al., 2020). Ademas, la
formacion de la comunidad microbiana se origina a partir de diversas fuentes que
van desde la cosecha de las pifias y del entorno donde se lleva a cabo la
fermentacion; la vegetacion del ambiente, el equipo de molienda, los recipientes
utilizados para la colecta del jugo de agave y vectores biolégicos: moscas
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(Lachance, 1995), ademas de los remanentes de consorcios microbianos
almacenados en las tinas de madera que no son lavadas. El tiempo de
fermentacion dura de 5 a 7 dias, con una temperatura que varia en un rango de
26 a 28 °C, mientras que el pH se encuentra entre 4.3 y 4.8, parametros que
favorecen el crecimiento de los microorganismos (Espinoza-Martinez et al.,
2023).

La comunidad microbiana involucrada en este tipo de fermentaciones esta
conformada por bacterias acido lacticas, levaduras del género Saccharomyces'y
no-Saccharomyces (Maluleke et al., 2023). El perfil sensorial de la bebida se
construye a partir de los metabolitos producidos por los microorganismos que
integran el consorcio microbiano y generados durante el proceso fermentativo
(Chen et al., 2026). Estos metabolitos se originan a partir del consumo vy la
transformacion de azucares fermentables, siendo convertidos a etanol y otros
compuestos que contribuyen a las caracteristicas aromaticas y sensoriales del
mezcal (Aldrete-Tapia et al., 2020).

En el jugo de agave, las levaduras de la especie Saccharomyces producen
compuestos como alcoholes, furanos y terpenos; por otro lado, las levaduras no-
Saccharomyces producen alcoholes superiores, benzaldehido y acetoina, lo que
contribuye a la complejidad del aroma y el sabor de la bebida (Diaz-Montaro,
2025).

El estudio de la comunidad microbiana permite comprender las funciones de los
microorganismos en la fermentacion espontanea. Esto se puede lograr mediante
estudios de ultima generacion que permitan caracterizar la diversidad y la

estructura metabdlica de los microorganismos durante la fermentacion.

2.3.2. Diversidad microbiana en el mosto del mezcal

El mosto de agave es un ecosistema microbiano en el que interactuan diversos
tipos de bacterias y levaduras (Kirchmayr et al., 2017); esta biodiversidad

determina las caracteristicas sensoriales del mezcal durante la fermentacion del

16



jugo de agave, que a su vez estan influidas por la especie de agave, las practicas
tradicionales de produccion y las condiciones climaticas (Torres-Velazquez et al.,
2022).

Durante la fermentacion espontanea, se ha reportado la presencia de bacterias
acido lacticas y acido acéticas, asi como de levaduras fermentativas y no
fermentativas, que participan en la transformacion de los azucares fermentables,
en la produccion de etanol y en la sintesis de metabolitos secundarios. La Figura
3 muestra que los diversos estudios realizados en las regiones productoras de
mezcal en México han identificado géneros bacterianos como Zymomonas,
Lactobacillus, Weissella (Escalante-Minakata et al., 2008), Leuconostoc,
Acetobacter y Gluconobacter (Paez-Lerma et al., 2013), asi como levaduras
pertenecientes a los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Candida,
Torulaspora y Hanseniaspora (Kirchmayr et al., 2017), entre otros. La
identificacion de estos microorganismos se realiza principalmente mediante el
analisis del gen 16S rRNA en bacterias (Rodicio & Mendoza, 2003), de las
regiones ITS y D1/D2 en levaduras, y del gen 28S rRNA en hongos (Schoch et
al., 2012).

Figura 3. Distribucion de bacterias reportadas en mezcal de Durango, San Luis
Potosi y Tamaulipas. Elaboracion propia a partir de datos recopilados de

17



Escalante-Minakata et al. (2008), Narvaez-Zapata et al. (2010), Verdugo Valdez
et al. (2011), Arrizon et al. (2012), Paez-Lerma et al. (2013), Martinez-Estrada et
al. (2024).

Respecto a las levaduras, la Figura 4 indica que los estudios realizados en
Oaxaca presentan la mayor cantidad de especies exclusivas. No obstante,
Kluyveromyces marxianus y Saccharomyces cerevisiae se identificaron como
especies comunes en todos los estados analizados. La variabilidad regional y la
presencia de taxones especificos podrian deberse tanto a las condiciones locales
de los distintos procesos de produccion del mezcal como a las metodologias de

clasificacion taxondmica empleadas en cada estudio.

Figura 4. Distribucién de levaduras en cuatro estados de México. Elaboracion
propia a partir de datos recopilados de Escalante-Minakata et al. (2008), Verdugo
Valdez et al. (2011), Arrizon et al. (2012), Paez-Lerma et al. (2013), Pérez et al.
(2013), Kirchmayr et al. (2017), Nolasco-Cancino et al. (2018), Espinoza-Martinez
et al. (2023).

El Cuadro 2 presenta una recopilacion de los principales microorganismos
(bacterias y levaduras) identificados en mostos de diferentes especies de agave,

asi como las técnicas de identificacion y las regiones de estudio. La informacién
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mostrada refleja la gran diversidad de microorganismos asociados a la
fermentacion de distintos mostos de agave. Estos datos contextualizan la
diversidad microbiana asociada a la fermentacion de distintos agaves.
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Cuadro 2. Distribucion de microorganismos bacterianos y levaduras identificados en el mosto de mezcal de distintas regiones de

México.
Bacteria Levadura Agave Técnica de Lugar de estudio Referencia
identificacion
Zymomonas Clavispora lusitaniae Maguey pulquero 16S rDNA e ITS San Luis Potosi Escalante-
mobilis subsp. Mobilis (Agave salmiana) Minakata et al.
(2008)

Zymomonas
mobilis subsp. Pomaceae
Weissella cibaria

Weissella
paramesenteroides
Lactobacillus pontis
Lactobacillus kefiri
Lactobacillus plantarum
Pediococcus parvulus

Lactibacillus brevis
Lactobacillus composti
Lactobacillus parabuchneri
Lactobacillus plantarum
Weissella sp.

Bacillus sp.

Lactibacillus brevis

Lactobacillus casei

Lactobacillus ghanensis
Lactobacillus harbinensis

Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus spp.

Pichia fermentans

Kluyveromyces

marxianus
Agave espadin
(Agave angustifolia),
agave A. lechugilla
y agave americana
(A. americana)

Saccharomyces Maguey pulquero

cerevisiae (Agave salmiana)

Kluyveromyces

marxianus

Pichia kluyveri

Zygosaccharomyces

bailii

Clavispora lusitaniae
Torulaspora delbrueckii
Candida ethanolica
Saccharomyces
exiguous

Electroforesis en
gel gradiente
(DGGE) del gen
16S rRNA

ITS-5.8S rRNA,
region D1 gen
26S rRNA

San Carlos,
Tamaulipas

San Luis Potosi

Narvaez-Zapata et
al. (2010)

Verdugo Valdez et
al. (2011)
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Cuadro 3. Distribucién de microorganismos bacterianos y levaduras identificados en el mosto de mezcal de distintas regiones de

México (continuacion).

Bacteria

Levadura

Técnica de
identificacion

Agave Lugar de estudio

Referencia

Leuconostoc spp.

Oenococcus oeni

Weisella spp.

Acetobacter pasteurianus

Acetobacter tropicalis

Acetobacter senegalensis

Gluconobacter spp.
Komagataeibacter
saccharivorans
Zymomonas mobilis

Zigosaccharomyces
bisporus

Torulaspora delbrueckii
Kluyveromyces
marxianus

Candida apicola
Candida zemplinina
Candida boidinii
Candida parapilopsis
Pichia anomala
Schizosaccharomyces
pombe

Rhodotorula
mucilaginosa
Cryptococcus albidus
Hanseniaspora
osmophila
Saccharomyces
cerevisiae

Kluyveromyces
marxianus

Candida diversa
Torulaspora delbrueckii
Pichia fermentans
Hanseniaspora uvarum

PCR del gen
ARNr 5.8 (ITS
5.8) y de la region
D1/D2 del gen
ARNr 26S

Agave espadin Tamaulipas

(Agave angustifolia)

Region ITS1-
5.8S-ITS2

Agave cenizo Durango
(Agave

duranguensis)

Arrizon et al.
(2012)

Paez-Lerma et al.
(2013)
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Cuadro 4. Distribuciéon de microorganismos bacterianos y levaduras identificados en el mosto de mezcal de distintas regiones de
México (continuacion).

Bacteria

Levadura Agave

Técnica de
identificacion

Lugar de estudio

Referencia

Saccharomyces cerevisiae Agave papalote
(Agave cupreata)

Kluyveromyces marxianus

var. drosophilarum

Candida apicola Mosto agave

Candida boidinii

Candida parapsilosis

Candida rugosa

Candida zemplinina

Citeromyces matritensis

Clavispora lusitaniae

Cryptococcus albidus

Hanseniaspora guilliermondii

Hanseniaspora osmophila

Kluyveromyces

lactis var. drosophilarum

Kluyveromyces marxianus

Meyerozyma guilliermondii

Pichia fermentans

Pichia kluyveri

Pichia kudriavzevii

Pichia manshurica

Pichia membranifaciens

Pseudozyma prolifica

Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces pombe

Torulaspora delbrueckii

Zygosaccharomyces bailii

Pichia kudriavzevii Agave espadin
(Agave angustifolia)

Pichia manshurica

Saccharomyces cerevisiae
Kluyveromyces marxianus

Region del gen
D1/D2 de LSU
26S rRNA

Gen 26S rRNA
dominio D1/D2
amplificado con
PCR

Michoacan

Oaxaca

Oaxaca

Pérez et al. (2013)

Kirchmayr et al.
(2017)

Nolasco-Cancino
et al. (2018)
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Cuadro 5. Distribuciéon de microorganismos bacterianos y levaduras identificados en el mosto de mezcal de distintas regiones de

México (continuacion).

Bacteria Levadura

Agave

Técnica de Lugar de estudio

identificacion

Referencia

Saccharomyces cerevisiae

Candida parapsilosis
Meyerozyma guilliermondi
Meyerozyma carabbica
Meyerozyma carpophila
Metarhizium flavoride
Torulaspora delbrueckii
Clavispora lusitaniae
Yarrowia lipolytica

Pichia kluyveri
Saccharomyces cerevisiae

K. marxianus
Z. bailii

P. manshurica
T. delbrueckii

P. kluyveri
Hanseniaspora guilliermondii
C. lusitaniae

Acetobacter

Leuconostoc

Weissella

Lactobacillus

Agave espadin
(Agave Angustifolia)
y agave tobala
(Agave potatorum)

Agave cenizo
(Agave
duranguensis)

Agave papalote
(Agave cupreata)

PCR gen 5.8S, Oaxaca
ITS1, ITS4

PCR 26S Durango
amplificacién de

la region D1/D2

LSU

PCR del gen 16S  Guerrero
ARNr

Espinoza-Martinez
et al. (2023)

Martinez-Estrada
et al. (2024)

Kirchmayr et al.
(2024)
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2.4. Analisis 6micos de procesos fermentativos

2.4.1. Fundamentos de la metagenémica

La metagendmica es un campo interdisciplinario que abarca el ambito
experimental y la aplicacibn de métodos computacionales, como la
bioinformatica, con el objetivo de estudiar las comunidades microbianas a partir
de muestras ambientales, sin necesidad de aislar ni cultivar previamente los

microorganismos presentes (S. Liu et al., 2025).

El desarrollo de la metagendmica surgid de la necesidad de explorar
microorganismos no cultivables, limitados por los protocolos de cultivo
convencionales, que solo permiten estudiar una pequefa fraccion de los
microorganismos presentes en los ecosistemas (Kukkar et al., 2026). Esto se
puede lograr mediante el analisis de la extraccion de ADN total de una muestra
para acceder a los genomas de los microorganismos presentes en una
comunidad, lo que facilita la identificacion de poblaciones microbianas
desconocidas y amplia el conocimiento sobre la diversidad microbiana en

distintos ecosistemas (Handelsman et al., 1998).

La aplicaciéon de la metagendmica puede realizarse mediante dos enfoques,
segun los objetivos de la investigacion: la secuenciacion dirigida o basada en
amplicones y la metagendémica shotgun (Nam et al., 2023). La secuenciacion
basada en amplicones consiste en la amplificacion y secuenciacion de regiones
especificas del gen, llamadas marcadores filogenéticos (Halderman & Lane,
2017). Entre los marcadores mas usados se encuentran el gen 16S rRNA para
identificar bacterias y arqueas (Case et al., 2007; Kinoshita et al., 2021), el gen
18S rRNA para la clasificacion taxonémica en algas y hongos (Banos et al., 2018)
y el espaciador transcrito interno (ITS), dividido en ITS1 e ITS2, para la
identificacion fungica a nivel de especie (Igwe et al., 2026). Estos analisis
caracterizan la comunidad microbiana presente en una muestra, respondiendo a

la pregunta de ¢ quiénes estan ahi?
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Aunque, la secuenciacion basada en amplicones proporciona muy poca
informacion sobre las funciones de los microorganismos dentro del microbioma
(Dwivedi et al., 2026). Esta limitacion puede evitarse mediante la aplicacion de la
metagendmica shotgun, un enfoque capaz de realizar la clasificacion taxonomica
y elucidar las funciones y capacidades metabodlicas de las comunidades

microbianas (Sanschagrin & Yergeau, 2014).

En términos metodologicos, los estudios metagendmicos implican la recoleccion
de la muestra ambiental, la extraccion del ADN, la secuenciacion masiva y el
procesamiento de las lecturas mediante analisis bioinformaticos que permiten

identificar los microorganismos (Zhang et al., 2021).

El estudio de las comunidades microbianas mediante el uso de la metagendmica
puede aplicarse a diversos microbiomas, que van desde muestras humanas
(tracto oral y gastrointestinal, piel), hasta ambientales (suelo, agua) y hasta
cualquier tipo de alimento fermentado (Lemos & Moreno, 2026; Srinivas et al.,
2022).

La importancia de realizar este tipo de investigaciones en alimentos fermentados
tradicionales permite comprender la dinamica microbiana que transforma los
sustratos en compuestos aromaticos y metabdlicos que les confieren la

particularidad a esos productos.

2.4.2. Metagenémica shotgun

La metagendmica shotgun, también conocida como secuenciacion de escopeta,
es un meétodo que analiza el ADN total de una muestra ambiental. A diferencia
de la secuenciacion basada en amplicones, esta técnica no analiza un locus
genomico del ADN (Sharpton, 2014), sino que examina todos los genes del ADN

total de la muestra (Plaza et al., 2025).

A diferencia de la secuenciacibn basada en amplicones, la metagendmica
shotgun permite la identificacion de los microorganismos desde diferentes
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dimensiones; arqueas, bacterias, hongos y virus, asi como el analisis filogenético
(Khurshid et al., 2026; Zhou et al., 2022).

El flujo de trabajo consta de la caracterizacion del ADN microbiano total mediante
la secuenciacion de nucledtidos para obtener millones de lecturas;
seguidamente, son sometidas a un control de calidad para eliminar secuencias
de baja calidad; estas pueden ensamblarse para obtener la clasificacion
taxondmica y la anotacién funcional de la actividad metabdlica de los
microorganismos dentro del microbioma a partir de la prediccion de los genes
(Quince et al., 2017). La informacioén obtenida de los genes presentes en la
comunidad microbiana permite identificar el perfil funcional y predecir las vias
metabdlicas mediante la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) (Das & Tamang, 2023).

Una de las desventajas de realizar metagendmica shotgun en estudios es su alto
costo (La Reau et al., 2023) y la complejidad del analisis bioinformatico, que
requiere recursos computacionales y experiencia (Kuzmichenko et al., 2025). Sin
embargo, la metagendmica shotgun es una herramienta poderosa para estudiar
la estructura y la funcion de las comunidades microbianas en sistemas
fermentativos como el mezcal, en los que existe una relacion entre la degradacion
de azucares del agave mediada por microorganismos y la formacion de
compuestos volatiles de la bebida (Chacon-Vargas et al., 2020; De la Torre-
Gonzalez et al., 2020).
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3. ANALISIS METAGENOMICO DEL MOSTO DEL
MEZCAL

3.1. Resumen

El analisis metagendmico shotgun de las muestras de mosto fermentado de
Agave angustifolia permitié caracterizar la estructura, la diversidad y la sucesion
microbiana a lo largo del proceso fermentativo. Los resultados evidenciaron
cambios en las abundancias relativas de los taxones a lo largo de la fermentacion,
es decir, una sucesion microbiana. El analisis NMDS con la distancia de Bray-
Curtis revel6 la disimilitud entre las comunidades bacterianas a lo largo de los
dias. Las especies mas abundantes fueron Lentilactobacillus hilgardii,
Lactiplantibacillus plantarum y Levilactobacillus brevis, 1o que sugiere un papel
clave en la dinamica fermentativa y en la generacion de compuestos asociados
al perfil sensorial del mezcal. En cuanto a las levaduras, Saccharomyces
cerevisiae presentd la mayor abundancia relativa, con escasa contribucion de
Torulaspora delbrueckii y Zygosaccharomyces rouxii. La comprension de esta
ecologia microbiana sienta las bases para el desarrollo de herramientas
biotecnoldgicas orientadas a la optimizacion y control del proceso fermentativo.

Palabras clave: Dinamica microbiana, bacterias acido lacticas, levaduras.
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METAGENOMIC ANALYSIS OF MEZCAL MUST

Abstract

Shotgun metagenomic analysis of fermented Agave angustifolia must samples
enabled characterization of the structure, diversity, and changes in microbial
composition during fermentation. The results revealed changes in the relative
abundances of taxa throughout fermentation, that is, microbial succession. NMDS
analysis using the Bray-Curtis distance revealed dissimilarity among bacterial
communities over the course of the days. The most abundant species were
Lentilactobacillus hilgardii, Lactiplantibacillus plantarum, and Levilactobacillus
brevis, suggesting a key role in fermentation dynamics and in the generation of
compounds associated with mezcal’s sensory profile. Saccharomyces cerevisiae
presented the highest relative abundance among the samples; Torulaspora
delbrueckii and Zygosaccharomyces rouxii had a lower contribution.
Understanding the microbial ecology of Agave angustifolia must, and how it drives
the fermentation of the must marks the beginning of progress in technological
development in the field of molecular biology.

Keywords: Microbial dynamics, lactic acid bacteria, yeasts.
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3.2. Introduccion

La fermentacion del mosto de agave es la etapa clave en la produccion de mezcal
artesanal, ya que durante este proceso se generan metabolitos que influyen en
el desarrollo del perfil sensorial de la bebida (Lopez-Sanchez et al., 2026). Esta
etapa ocurre principalmente mediante fermentacion espontanea, la cual es
conducida por un consorcio microbiano nativo, cuya composicion y dinamica
estan influidas por el sustrato, los factores ambientales y las practicas
tradicionales de produccion empleadas en cada region mezcalera (Jara-Servin et
al., 2025). Durante la fermentacidn, los diferentes grupos microbianos que
transforman los azucares fermentables en etanol pertenecen a bacterias acido
lacticas, acido acéticas y levaduras del género Saccharomyces y no
Saccharomyces (Narvaez-Zapata et al., 2010; Nufiez-Guerrero et al., 2016).

La diversidad microbiana asociada a la fermentacion del mosto de agave
presenta variaciones entre las distintas regiones productoras de mezcal. Los
estudios realizados en estados como Durango (Paez-Lerma et al., 2013),
Guerrero (Kirchmayr et al., 2024), Michoacan (Pérez et al., 2013), Oaxaca
(Kirchmayr et al., 2017), San Luis Potosi (Escalante-Minakata et al., 2008) y
Tamaulipas (Narvaez-Zapata et al., 2010) han reportado diferencias en la
composicion de bacterias y levaduras presentes durante la actividad
fermentativa. No obstante, Oaxaca es el estado con el mayor numero de
microorganismos reportados en la microbiota del mezcal; ademas, tiene gran

relevancia en la produccion nacional de mezcal.

A pesar de toda la informacion disponible, aun persiste una brecha en el
conocimiento sobre la dinamica microbiana y su relacién con los compuestos
aromaticos del mezcal. En este contexto, el uso de la metagendmica shotgun es
una herramienta que permite caracterizar las comunidades microbianas sin
recurrir a cultivos dependientes, a fin de conocer la diversidad taxonomica vy el
potencial funcional de los microorganismos presentes. A causa de esto, este
capitulo presenta la metodologia y los analisis empleados para la identificacién y

36



caracterizacidon de la comunidad microbiana presente durante la fermentacién del
mosto de Agave angustifolia en Oaxaca, mediante el enfoque de metagendmica
shotgun, con base en los dias de actividad fermentativa y en la evaluacion de los
parametros fisicoquimicos asociados al consumo de azucares reductores, solidos
solubles (°Brix), produccién de etanol y temperatura (°C). Adicionalmente, la
identificacion de metabolitos presentes en el jugo de agave, con el fin de analizar
su relacion con la composicion microbiana durante la fermentacion y con los
compuestos del mosto de agave. Debido a que la comprensién de la comunidad
microbiana responsable de la fermentacién espontanea aporta informacién
valiosa sobre las interacciones entre los microorganismos que contribuyen a la
formacion del perfil sensorial de esta bebida, lo cual fortalece el conocimiento
biotecnolégico de los productos fermentados tradicionales.

3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Proceso de produccion de mezcal a partir de Agave angustifolia

El Agave angustifolia utilizado en este estudio provino de la comunidad de Unién
Juarez, Oaxaca, México (16°43'12" N, 95°59'38" O). La jError! No se encuentra
el origen de la referencia. presenta el proceso de produccién de mezcal seguido
en este estudio. El proceso inici6 con la cosecha de la materia prima, seguido del
jimado del agave para obtener unicamente la pifia. Posteriormente, las pifias se
sometieron a coccion en un horno de tipo boveda. Luego, la extraccidén de las
fibras y del jugo mediante la molienda en una hebradora y una tahona. La
fermentacidon en tinas de madera y, por ultimo, la destilacion. La descripcion

detallada de cada una de estas etapas se presenta en el siguiente capitulo.
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Normalmente a los 6
anos.

2

En horno de béveda
para hidrolisis.

3

Dos etapas:
hebradora y
tahona.

4

En cubas de madera
con fermentacion
esponténea.

En alambique de
cobre.

Figura 5. Proceso de produccion de mezcal a partir de Agave angustifolia en el
palenque artesanal Mezcal Unico, en Tlaculola de Matamoros, Oaxaca.
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3.3.2. Recoleccion de muestras de jugo de agave

Las muestras para el estudio fueron recolectadas en el Palenque Mezcal Unico,
ubicado en Tlacolula de Matamoros, Oaxaca, México (16°57'15"N, 96°28'45"0),
a partir de un lote de 12 990 kg de agave espadin (Agave angustifolia). Las
muestras de las cinco tinas (V1, V2, V3, V4 y V5) de madera con mosto
fermentado espontaneamente durante los dias 1 (D1), 2 (D2), 3 (D3) y 4 (D4) se
colectaron en tubos estériles de 15 mL previamente etiquetados y fueron
almacenadas y transportadas a 2 °C al Laboratorio de Bioprocesos de la
Universidad Auténoma Chapingo, donde permanecieron hasta su

procesamiento.

3.3.3. Cuantificacion de solidos solubles

Los solidos solubles totales (°Brix) del jugo de agave se determinaron con un
refractometro digital (HANNA® Instruments, HI96801, EUA). Los resultados

obtenidos se expresaron en °Brix.

3.3.4. Determinacidén de azucares reductores totales en agave crudo y
cocido

Se realiz6 un muestreo aleatorio de 25 trozos de agave crudo conformados por
penca y corazén. Después de someter las pifias crudas a coccion, se tomaron
aleatoriamente 40 pedazos de corazén y 50 de penca. Los azucares reductores
totales (% ART) se determinaron mediante el método de Lane-Eynon, utilizando
los reactivos comerciales Fehling Ay B, segun el protocolo descrito en el Manual
del Laboratorio de Calidad del Palenque Artesanal Mezcal Unico. Para ello, se
tomaron 30 g de penca y 20 g de corazon, en una proporcion 60:40 (penca:
corazén), obteniendo un total de 50 g de muestra, que se licué con 1 500 mL de
agua purificada. Después, se filtraron y se colectaron 50 mL para someterlos a
hidrolisis con 5 mL de acido clorhidrico (HCI) al 50 % en bafio Maria a 68-70 °C
durante 5 minutos. La muestra fue neutralizada con 5 mL de hidréxido de sodio
(NaOH); se afadieron 2 gotas de fenolftaleina como indicador y se afor6 a 200
mL con agua destilada.
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La titulacion se realizé6 mezclando 5 mL del reactivo Fehling Ay 5 mL de Fehling
B con 35 mL de agua destilada, se llevé a ebullicion en un termo agitador (Thermo
Fisher Scientific, 50800, USA) y se titul6 la muestra previamente hidrolizada
hasta el viraje con 3 gotas de azul de metileno como indicador. Se registro el
volumen gastado. El procedimiento se realizé por triplicado. La Ecuacién 1 se

empled para determinar el porcentaje de azucares reductores.

0.0512 g azdcar Mezcla agave con agua g 200 mL soluciéon
ART = * * * 100 [=] % (1)
mL gastados 100 g agave 50 g muestra agave curdo

Se aplicé el mismo procedimiento para determinar los azucares reductores

totales (% ART) en el agave cocido.

3.3.5. Determinacidén de azucares reductores totales en jugo de agave

Para la determinacion del jugo de agave en tahona y en las tinas de fermentacion,
se establecio una relacion entre el contenido de sdlidos solubles (°Brix) del jugo
y la cantidad en mL de muestra a utilizar para determinar el porcentaje de
azucares reductores totales (ver Anexo 1), siguiendo la misma metodologia

empleada para la determinacion de azucares reductores en agave crudo.

3.3.6. Azucares reductores directos en agave cocido

El analisis de azucares reductores directos (% ARD) se realiz6 utilizando la
mezcla filtrada obtenida de la molienda de penca y corazén de agave cocido, en
proporcion 60:40, con 1500 mL de agua purificada. Del filtrado se tomaron 50 mL
y se aforaron a 200 mL con agua destilada en un matraz volumétrico y se procedio
a realizar la titulacién siguiendo el protocolo analitico establecido para esta etapa.
La Ecuacién 2 se emple6 para determinar el porcentaje de azucares reductores

directos.
0.0512 g azicar Mezcla agave con agua g 200 mL solucién
ARD = * * * 100 [=] %
mL gastados 100 g agave 50 g muestra agave curdo (2)
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El porcentaje de hidrdlisis de las pifias de agave cocidas se determind mediante

la Ecuacion 3.

o AzUcares directos
Hidrolisis = — * 100 [=] % (3)
Azucares reductores totales

3.3.7. Riqueza alcohdlica

Jugo de agave

A partir de 100 ml de jugo de agave proveniente de la tahona y, posteriormente,
de las tinas de fermentacion, previamente filtrado, se sometio a destilacion en un
microdestilador de alcohol (TECNAL, T2-012-250, Brasil) con recirculacion de
agua fria para la condensacion del alcohol presente. La determinacion de la
riqueza alcohdlica se realizd con un densimetro digital (Anton Paar, DMA™ 1001,
Austria). Se determinoé el pH de cada muestra con un potencidmetro (HANNA,
H15522-01, USA).

Bagazo

La determinacion de la riqueza alcohdlica del bagazo de agave se realizo a partir
de 500 g de muestra. A partir de esa cantidad se usaron 62.5 g, mezclados con
500 mL de agua filtrada, y se colectaron 100 mL para someterlos a destilacién

siguiendo el mismo procedimiento para determinar la riqueza alcohdlica.
Se aplico el mismo procedimiento al bagazo agotado de cada alambique.

Vinaza y flemaza
De cada alambique se colectaron 500 mL del residuo sobrante de la destilacién

y se siguieron los mismos pasos previos para medir la riqueza alcohdlica.

3.3.8. Extraccion de ADN

Para obtener el ADN del pellet del mosto correspondiente a los dias de
fermentacion, se utilizé el kit PowerSoil® DNA Isolation, con algunos ajustes al
protocolo del fabricante. Se recolectaron 0.5 g de sélido de cada muestra en un

tubo PowerBead y se sometieron a agitacién en vortex durante 10 minutos.
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Se afiadieron 60 yL de la solucién C1 y se agitdo nuevamente en el vortex durante
1 minuto. Seguidamente, las muestras se centrifugaron durante 2 minutos a 15
000 x g. El sobrenadante se transfirié a un tubo Collection de 2 mL, se afiadieron
250 pL de la solucidn C2 para favorecer la lisis celular y se agit6 en vortex durante
10 segundos. Posteriormente, se centrifug6é durante 1 minuto a 15 000 x g a 16
°C.

Del sobrenadante resultante, se tomaron solo 600 pL, que se mezclaron con 400
ML de la solucion C3 para precipitar compuestos organicos e inorganicos no
pertenecientes al ADN. La mezcla se agitd en vortex durante 10 segundos y se
centrifugé durante 1 minuto. De este sobrenadante se tomaron 750 pL, se
afadieron 1 000 L de la solucién C4, que retiene el ADN en la membrana, y se
agito en vortex durante 10 segundos.

Luego, se transfirieron 600 pyL del sobrenadante al Spin Filter y se centrifugd
durante 1 minuto a 15 000 x g. El eluyente se descarto y se repitidé el proceso
afadiendo nuevamente 600 pL hasta procesar la totalidad del volumen
previamente mezclado con la soluciéon C4. Después, se cambio el tubo colector
del Spin Filter y se afiadieron 500 pL de la solucidén C5 (solucion de lavado que
limpia el ADN eliminando contaminantes y sales) y se centrifugé durante 1
minuto. El sobrenadante fue descartado y se realizé una segunda centrifugacion
por 1 minuto a 15 000 x g.

Finalmente, el Spin Filter se coloco cuidadosamente en un nuevo Collection Tube
y se aifadieron 50 L de Solucion C6 que libera el ADN retenido en el Spin. Se
centrifugd durante 3 minutos a 15 000 x g. El Spin Filter fue descartado y el ADN
del sobrenadante fue resguardado a 2 °C. Este procedimiento se realizé en
triplicado para cada muestra, a fin de obtener una mayor concentracion de ADN.

La calidad y la concentracion del ADN fueron medidas con un espectrofotdmetro
UV Q300 (Quawell, San José, CA, USA).
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3.3.9. Secuenciacion de ADN

Las 20 muestras de ADN fueron enviadas al laboratorio Oklahoma Medical
Research Foundation NGS Core (Oklahoma City, USA) para su secuenciacion
mediante tecnologia de nueva generacion (Next-Generation Sequencing, NGS).
La preparacion de las librerias se llevd a cabo utilizando el kit Watchmaker
Genomics DNA Library prep Kit with Fragmentation, a partir de 100 ng de ADN,
con una concentracion minima de 2 ng/pL. La calidad de las librerias se verifico
mediante qPCR (NEB) y con Agilent TapeStation. La secuenciacion se ejecuto en
la plataforma Illlumina NovaSeq X Plus (25 B), generando lecturas paired-end de
2 * 150 bp. Los datos crudos se obtuvieron en formato FastQ.

3.3.10. Bioinformatica

El analisis metagendmico se basoé en el trabajo de Chivian et al. (2023). Asi, las
secuencias de datos brutos fueron sometidas a un control de calidad mediante
FastQC (v0.12.1). Posteriormente, se utiliz6 RQCFilter (v38.22) para la limpieza
general de las secuencias. Para la clasificacion taxonomica se empled Kaiju
(v1.9.0). El ensamblaje se realiz6 con MEGAHIT (v1.2.9). Para comparar y
verificar la calidad del ensamble, se utilizé QUAST (v4.4) y para la prediccion de
funciones metabdlicas, se emple6 DRAM (Distilled and Refined Annotation of
Metabolism, v0.1.2) y KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) se

utilizé para precisar las funciones metabdlicas.

El grafico de abundancias relativas y el analisis de escalamiento multidimensional
no meétrico (NMDS) se construyeron a partir de una matriz de abundancias
relativas de todos los taxones identificados en las muestras analizadas. Se
realizoé lo mismo con el analisis de redundancia, afiadiendo los valores de los

parametros fisicoquimicos analizados.
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3.4. Resultados y discusién

3.4.1. Solidos solubles totales

Los sélidos solubles se midieron durante la molienda en la tahona y a lo largo de
la fermentacion, para evaluar el consumo de azucares por parte de los
microorganismos. En la Figura 6 se muestran los cambios en los solidos solubles
y en la temperatura. Durante las primeras 48 horas, se observé un descenso
significativo de 25 °Brix a aproximadamente 4 °Brix; posteriormente, la
disminucién fue minima. Este comportamiento es el esperado durante el proceso,
debido a la actividad metabdlica de las levaduras que convierten los azucares en
alcohol y dioxido de carbono (Mu et al., 2023). Una mayor concentracion inicial
de sdlidos solubles se asocia con un mejor rendimiento alcohdlico, debido a la
disponibilidad de azucares fermentables, especialmente en sistemas cerrados
(Rivera et al., 2022).
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Figura 6. Consumo de sdlidos solubles (°Brix) en funcién de la temperatura
interna de las tinas durante la fermentacion del mosto.
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Respecto a la temperatura, se registraron valores iniciales de 25-26 °C, que
aumentaron a 28-29 °C a las 72 horas. Estas variaciones influyen en las
caracteristicas quimicas y sensoriales del mosto y afectan la produccion de
compuestos aromaticos (Peng et al., 2015). Al respecto, Yilmaztekin et al. (2013)
encontraron que una temperatura de 25 °C favorece una mayor produccion de
acetato de isoatilo, uno de los ésteres predominantes en el mezcal y responsable
de las notas aromaticas a platano (Nufiez-Guerrero et al., 2016).

3.4.2. Azucares reductores totales en agave crudo y cocido

Los valores obtenidos para el porcentaje de azucares reductores totales en agave
crudo (22.71 % ART) y en agave cocido (23.34 % ART) mostraron un aumento
del 2.8 %, lo que sugiere la hidrdlisis parcial de los fructanos presentes en el
agave Y la liberacion de azucares fermentables como fructosa y glucosa. Este
comportamiento concuerda con lo reportado en la literatura, donde un estudio
realizado por Cuello et al. (2015) observaron un incremento gradual de la fructosa
durante la primera hora de hidrélisis de los fructanos.

La coccion del agave es una de las etapas mas importantes dentro del proceso
de produccion del mezcal, ya que durante el tratamiento térmico los fructanos se
hidrolizan para generar azucares reductores; estos se degradan parcialmente y
dan origen a compuestos como los furanos (Garcia-Soto et al., 2011). A medida
que se alcanza la maxima concentracion de azucares reductores, la produccion
de furanos también aumenta (Larsson et al., 1999), por lo que es necesario
mantener un tiempo y una temperatura de coccidén en el horno para evitar una

exposicion térmica excesiva de los agaves.

3.4.3. Azucares reductores directos

Los azucares reductores directos (% ARD) en la pifia de agave cocida fueron de
22.92 %. En cuanto al porcentaje de hidrdlisis alcanzado durante la coccion de
las pifias, fue del 98.19 %. De acuerdo con Garcia-Soto et al. (2011), para
obtener un buen rendimiento en la produccion de etanol se debe alcanzar mas

del 80 % de hidrolisis de los fructanos. Considerando esto, el porcentaje de
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hidrdlisis obtenido en este estudio indica que el método de coccion empleado en

el palenque es altamente eficiente.

3.4.4. Riqueza alcohdlica
Jugo de agave

La riqueza alcohodlica del jugo de agave espadin fue nula al inicio de la
fermentacion (0 h). Conforme avanzé el proceso de fermentacion, se observé un
incremento gradual, alcanzando valores entre 0.017 y 0.027 mL mL™" a las 24 h.
Entre las 72 h y 96 h, la riqueza de 0.042 a 0.050 mL mL"" se estabilizo, lo que
indica el inicio de la fase estacionaria, causada por el agotamiento del sustrato
disponible. Un estudio realizado por Avila-Reyes et al. (2025) en jugo de Agave
angustifolia reportaron una concentracion de etanol de 4.2-5.0 % v/v, valores que

coinciden con los obtenidos en la presente investigacion.

Durante la fermentacion, el pH del mosto de agave disminuy6 gradualmente, lo
que generd un ambiente mas acido, con valores entre 3.92 y 3.98, como se
observa en la Figura 7. Aunque se observaron ligeras variaciones entre las tinas
analizadas, todas mostraron un comportamiento cinético similar. La disminucién
del pH en el jugo de las tinas con mosto de agave se debe a la produccion de
acidos organicos y otros compuestos derivados del metabolismo de las
levaduras, lo que ocasiona una disminucion gradual del pH del mosto (Mu et al.,
2023). El pH es un factor que determina el crecimiento de las levaduras; por lo
tanto, el contenido alcohdlico se ve afectado por este parametro (Calderdn et al.,
2025). El rango 6ptimo para que las levaduras tengan un buen rendimiento en la
produccion de etanol se encuentra en un pH de 3 - 4.5, un ambiente acido (Liu et
al., 2015).
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Figura 7. Cinética del aumento de la riqueza alcohdlica y del pH durante la
fermentacion del mosto de agave.

Bagazo de agave

La riqueza alcohdlica presente en la fraccion solida (bagazo) de las cinco tinas
con mosto de Agave angustifolia se registré durante las primeras 24 horas de
fermentacion, como se ilustra en la Figura 8, con valores comprendidos entre
0.0035y 0.0044 mL mL".

A partir de ese punto, se observaron variaciones en las tinas, con ligeras
disminuciones. A partir de las 72 horas, se observé un aumento de la riqueza
alcohdlica en el bagazo (=0.0043—0.0055 mL mL™).
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Figura 8. Riqueza alcohdlica de la fraccion solida (bagazo) del mosto de agave
proveniente de las tinas de fermentacion.

En cuanto a la riqueza alcohdlica del bagazo agotado, residuo fibroso que queda
después de haber sido sometido al destilado, se obtuvieron las concentraciones
reportadas en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Riqueza alcohdlica del bagazo agotado al final de la destilacion.

Tina pH Riqueza alcohdlica
(mL mL™)
1 4.338 0.0009
2 4.315 0.0008
3 4.376 0.0008
4 4.295 0.0012
5 4.323 0.0008

Los valores corresponden a una determinacion realizada en el bagazo agotado al finalizar la
destilacion de cada tina.

Aunque el bagazo presenta un contenido alcohdlico residual minimo, su volumen
generado en el palenque es considerable, lo que lo convierte en un residuo que

afecta al medio ambiente, pero que puede aprovecharse. En el ultimo afio, se
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generaron alrededor de 250 millones de toneladas de residuos, como hojas y
bagazo, en la industria del mezcal (Franco Mota et al., 2024). Este subproducto
generalmente no se aprovecha, ya que habitualmente se quema o abandona
para su descomposicion en los campos o rios, lo que representa un problema de

contaminacion ambiental (Alvarez-Chavez et al., 2025).

El estudio y el desarrollo de alternativas para su aprovechamiento han sido poco
explorados. No obstante, algunos trabajos han demostrado su potencial de
valorizacion. Pérez-Pimienta et al. (2018) evaluaron el uso del bagazo como
fuente de materia prima para la produccién de biocombustibles dentro de
refinerias. Asimismo, Pasaye-Anaya et al. (2019) reportaron la viabilidad para
extraer 2, 3-butanediol, un compuesto usado como biocombustible o precursor
quimico. Asi como la produccion de metabolitos secundarios y actividad
antioxidante al someter el bagazo a fermentacion en estado solido con Pleurotus
ostreatus (Ibarra-Cantun et al., 2020). En el caso del bagazo de la industria
tequilera, se ha propuesto como fuente de biomasa lignocelulésica para la
produccion de biocombustibles y productos con valor anadido derivados de la
lignina y las fibras residuales (Palomo-Briones et al., 2017). Todas estas posibles
aplicaciones evidencian el potencial del bagazo como un recurso de
aprovechamiento y a su vez, contribuyen a la mitigacion del impacto ambiental

asociado a su acumulacion.

Vinaza y flemaza
Por un lado, el Cuadro 7 presenta la riqueza alcohdlica de la vinaza obtenida de

los diferentes alambiques, que mostré concentraciones variables, con valores
entre 0.0012 y 0.0031 mL mL™. Estas bajas concentraciones indican que el
alcohol presente en el mosto fue extraido casi por completo durante la destilacién,
dejando una fraccion residual minima en la vinaza. Este comportamiento es
consistente con un proceso de destilacion eficiente, ya que el alcohol constituye
uno de los principales compuestos volatiles presentes en el mosto de Agave
angustifolia.
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Cuadro 7. Valores de pH y de riqueza alcohdlica de la vinaza de cada alambique,
correspondientes a cada una de las cinco tinas de fermentacion.

Tina 1 2 3 4 5
pH 3.944 3.943 3.958 3.891 3.948
Riqueza 0.0024 0.0027 0.0031 0.0021 0.0012
alcohdlica
(mL mL™)

Los valores forman parte de una determinacion realizada en la vinaza de cada tina al finalizar la
destilacion.

Se ha propuesto el uso de las vinazas como fuente de produccion de proteinas
debido a su composicidon rica en nutrientes y su alto contenido de materia
organica (Ramos et al., 2025). De igual forma, el aprovechamiento de las vinazas
mediante tratamientos fungicos y sistemas anaerobios permite la remocion de
materia organica y la produccion de biogas como biocombustible (Diaz-Barajas
et al., 2024). Un estudio realizado por Cuesta et al. (2025) evaluaron el
crecimiento de larvas de mosca soldado negra en un biorreactor, alimentadas con
diferentes sustratos: estiércol de ganado lechero, estiércol bovino y una mezcla
de bagazo y vinaza para determinar la produccién de proteinas y grasas en las

larvas con el objetivo de producir fertilizantes.

La flemaza presenté una riqueza alcohdlica de 0.005 mL mL™". Este valor
confirma que, durante la segunda destilacion, el refinado, el etanol presente en
el ordinario, fue recuperado en el producto final, el mezcal, con residuos minimos

de alcohol en la flemaza.

3.4.5. Fermentaciéon y consumo de azucares reductores totales
El periodo de fermentacion del jugo de Agave angustifolia dur6 de tres a cuatro

dias, ya que las tinas fueron sometidas a destilacion el cuarto dia.

La Figura 9 presenta los resultados de la determinacion de azucares reductores
totales en el jugo obtenido mediante molienda en tahona y en el mosto durante
los dias de fermentacion. Se observd una disminucién pronunciada de la

concentracion inicial de azucares (=0.22 g-g™") en las primeras 24 h, lo que
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evidencia un rapido consumo de carbohidratos fermentables por parte de la
microbiota en el mosto. En el tercer dia de fermentacion (72 h), los niveles de
azucares eran casi nulos en las cinco tinas, lo cual coincide con los resultados
reportados por Kirchmayr et al. (2017), quienes monitorearon la cinética
fermentativa en dos destilerias: San Pedro Totolapan y otra en Matatlan, ambas
ubicadas en el estado de Oaxaca. Mientras que la concentracion del contenido

alcoholico fue en aumento.
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Figura 9. Comportamiento del consumo de azucares y la produccion de alcohol
durante la etapa de fermentacion en el Palenque Mezcal Unico, Tlacolula de
Matamoros, Oaxaca, México.

3.4.6. Perfil taxonédmico durante la fermentacion del mosto de Agave
angustifolia

El estudio del perfil taxonomico identificO 7858 especies de bacterias,
pertenecientes a 2092 géneros. Mientras que, las principales familias bacterianas
que se presentaron en los mostos de agave fueron Lactobacillaceae,
Acetobacteraceae, Streptococcaceae, Enterococcaceae, Bacillaceae,
Clostridiaceae, Enterobacteriaceae, Weeksellaceae y Moraxellaceae. Estos
resultados muestran una comunidad microbiana dominada por bacterias acido

lacticas, sugiriendo que el sistema fermentativo favorece microorganismos acido
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tolerantes y con alta capacidad fermentativa en mosto de agave (Colon-Gonzalez
et al., 2025), siendo consistente con condiciones tipicas del proceso;
disponibilidad de azucares y pH bajo (Verdugo Valdez et al., 2011).

Durante el proceso de fermentaciéon, se identificaron los principales érdenes
bacterianos predominantes, entre los que destacan: Lactobacillales,
Rhodospirillales, Bacillales, Eubacteriales, Enterobacteriales, Flavobacteriales,
Moraxellales,  Bifidobacteriales, = Sphingomonadales, = Hyphomicrobiales,
Micrococcales, Pseudomonadales, Lachnospirales, Lysobacterales,
Burkholderiales y Cytophagales. Por un lado, los géneros bacterianos mas
abundantes durante la etapa fermentativa, como se ilustra en la Figura 10, fueron

Lentilactobacillus, Levilactobacillus, Lactiplantibacillus y Oenococcus.
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Figura 10. Dinamica de la abundancia relativa (>1%) de los géneros bacterianos
identificados durante la etapa de fermentacidén del mosto de Agave angustifolia.

De acuerdo con la Figura 11, los microorganismos predominantes a nivel de
especie al inicio y al final de la fermentacién fueron Lentilactobacillus hilgardii,
Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus brevis, Oenococcus oeni,
Liquorilactobacillus nagelii, Lentilactobacillus buchneri, Oenococcus sicerae,
Lacticaseibacillus paracasei y Secundilactobacillus paracollinoides.
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Figura 11. Diversidad taxonémica de especies bacterianas con abundancia > 1%
en muestras de mosto de Agave angustifolia.

El primer dia de la fermentacion, Lentilactobacillus hilgardii tuvo la proporcién
mas alta (27.16 % en promedio de las cinco tinas), seguido de Lactiplantibacillus
plantarum (16.96 %), Levilactobacillus brevis (14.38 %). L. hilgardii ha
demostrado capacidad para tolerar altas concentraciones de etanol, asi como
para consumir fructosa y descomponer putrescina y arginina; ademas, es
precursor del carbamato de etilo (Mantegazza et al., 2025), un compuesto
carcindégeno presente en bebidas fermentadas como el mezcal, el tequila, el sotol
y la bacanora (Lachenmeier et al., 2009). Se ha reportado que posee genes
implicados en el metabolismo de los carbohidratos y de los aminoacidos, lo que
le permite adaptarse a diversos cambios ambientales (Gustav et al., 2021). En
condiciones anaerobias produce lactato, acetato, etanol y dioxido de carbono
(CO2) debido a su capacidad heterofermentativa (Pasteris & Strasser de Saad,
2009). La coexistencia de L. hilgardii y L. paracasei sugiere posibles
interacciones competitivas por el sustrato disponible o la inhibicién del
crecimiento de los demas mediante la produccion de toxinas (Yang et al., 2026).
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Las especies Levilactobacillus brevis y Lactiplantibacillus plantarum son
dominantes en fermentaciones espontaneas (Madilo et al., 2024). L. plantarum
es un microorganismo que produce acido lactico (Harlé et al., 2025), responsable
de la acidez de los mostos de vino, y se considera una especie iniciadora en
fermentaciones alcohdlicas (Lucio et al., 2016). Posee una via homofermentativa
capaz de degradar azucares hexosas como la fructosa, la galactosa y la manosa,
llegando a ser responsable de la calidad en bebidas fermentadas como el vino
(Krieger-Weber et al., 2020). Se ha demostrado que reduce el pH en sistemas
fermentativos y aporta un aroma afrutado y a fruta seca (Dysvik et al., 2020).

La actividad metabdlica de L. brevis se asocia con la produccion de 2-metil-1-
butanol (Dysvik et al., 2020), un alcohol superior presente en el mezcal (Sanchez-
Fernandez et al., 2025). Un estudio mas especifico determiné que L. brevis,
mediante la suplementacion con aminoacidos, produce 49 compuestos organicos
volatiles (VOCs), como alcoholes, acidos, ésteres, cetonas y aldehidos
(Rajendran et al., 2024). En cuanto a alcoholes, llega a producir 1-butanol y
benzaldehido en fermentaciones de café (Amaral et al., 2026), estos mismos
compuestos se encuentran en el mezcal. Estos compuestos se obtienen
mediante la via de la fosfocetolasa, empleando diversas fuentes de carbono
como arabinosa, glucosa, xilosa (Kim et al., 2009), fructosa, galactosa, maltosa y
gluconato (Wang et al., 2021). Via metabolica también usada por L. plantarum
(Siragusa et al., 2014).

En cuanto a las especies L. buchneri, O. oeni y O. sicerae comparten el
metabolismo al degradar azucares a través de la ruta fosfocetolasa por medio de
la enzima xpk y adhE (aldehido deshidrogenasa) para obtener acetato, COo,
lactato y etanol (Cibrario et al., 2016). Particularmente, O. oeni degrada la glucosa
mediante la via de la fosfocetolasa (Mills et al., 2005) para producir diacetilo, un
compuesto de sabor (Eicher et al., 2024). A partir de fructosa, produce manitol
mediante los genes fructocinasa nagC1 y manitol deshidrogenasa mtd (Contreras
et al., 2018).
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Los estudios anteriores sobre jugo de agave fermentado de A. angustifolia
identificaron algunos de los mismos microorganismos presentes en este estudio,
aunque con un método de identificacion taxonomica distinto, ademas, atribuyen
la diversidad de bacterias durante a la fermentacion a factores como la destileria
a campo abierto, la interacciéon del agave con el suelo, a los carbohidratos

disponibles del agave y las practicas de produccion (Kirchmayr et al., 2017).

En otras bebidas fermentadas, como el pulque, se produce una fermentacién
compleja que transforma la savia del maguey en metabolitos como el etanol y el
acido lactico; se han identificado microorganismos heterofermentativos similares,

entre ellos los géneros Lactobacillus y Leuconostoc (Chacon-Vargas et al., 2020).

Entre los productos derivados de los jugos de agave cocido, el tequila, los
principales microorganismos presentes han sido L. rhamnosus, L. fermentum y
L. plantarum (Aldrete-Tapia et al., 2020), estos dos ultimos coinciden con los

encontrados en este estudio.

En otro contexto, la Figura 12 revela cambios en la abundancia de las levaduras
a lo largo de las distintas etapas de fermentacion. En el primer dia de
fermentacion se observo la presencia de las especies Saccharomyces cerevisiae
(99.81 %) y Torulaspora delbrueckii (0.18 %). En el segundo dia, unicamente
predomind S. cerevisiae (100 %), para el tercer dia se presentd
Zygosaccharomyces rouxii (0.080 %) y, en el ultimo dia, S. cerevisiae fue la
especie predominante (100 %). La escasa presencia de levaduras no-
Saccharomyces podria deberse a su baja tolerancia al alcohol y al pH bajo (Qiu
et al., 2022). La predominancia de las levaduras de Saccharomyces sugiere una
alta presion de seleccion a lo largo del proceso de produccion en las condiciones
del palenque, lo cual podria estar asociado a las caracteristicas sensoriales

peculiares del mezcal.
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Figura 12. Composicion taxonémica a nivel de especies de levaduras en las
cinco tinas de fermentacién del mosto de Agave angustifolia.

La abundancia de S. cerevisiae se debe a su capacidad de producir una amplia
gama de metabolitos, ya que metaboliza azucares en etanol, acidos grasos,
alcoholes superiores y ésteres (Comitini et al., 2021). La relacién entre las
levaduras de S. cerevisiae y la cantidad de etanol producido esta ligada a su
crecimiento significativo, ya que un aumento de su biomasa favorece la

produccion de ATP y, en consecuencia, la de etanol (Walker & Stewart, 2016).

Las especies Saccharomyces cerevisiae y Torulaspora delbrueckii, encontradas
en este estudio, concuerdan con los resultados obtenidos por Kirchmayr et al.
(2024). Las levaduras producen una amplia variedad de metabolitos secundarios
durante la fermentacién, tales como alcoholes superiores, ésteres, cetonas,
fenoles, acidos grasos y compuestos sulfurados (Q. Liu et al., 2025). Por esta
razon, la presencia de levaduras en el proceso de fermentacion del mosto de

mezcal es de gran importancia.

3.4.7. Dinamica microbiana durante la etapa de fermentaciéon
El analisis de escalamiento multidimensional no métrico basado en las distancias

de Bray-Curtis, representado en la Figura 13 evidencia diferencias en la
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estructura y composicion de la comunidad microbiana entre los dias de
fermentacion (D1, D2, D3 y D4). El valor del Stress (0.0386) indica que la
representacion bidimensional es adecuada para evidenciar las relaciones de
similitud y puede considerarse confiable (Ramette, 2007). Las muestras del dia
1 se agruparon por separado de las de los dias siguientes, atribuyéndolas a una
composicién microbiana inicial distinta. El segundo dia de fermentacion muestra
una menor dispersion entre las cinco tinas, lo que indica una mayor similitud en
la composicion bacteriana. En contraste, los dias de fermentacién 3 y 4 mostraron
una mayor dispersion, lo que sugiere variabilidad entre las tinas de mosto. El
tamafo de las elipses de dispersion sugiere homogeneidad en D2 y mayor
variabilidad en D3 y D4, asi como un cambio gradual en las abundancias
relativas. El analisis NMDS mostré el cambio en la composicion bacteriana a lo
largo de la etapa de fermentacion.
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Figura 13. Analisis NMDS basado en las distancias de Bray-Curtis que muestra
la variacion en la estructura de la comunidad microbiana durante la fermentacién
del mosto de agave. Los puntos representan muestras individuales y las elipses,
la dispersion por dia de fermentacion.
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3.4.8. Las variables ambientales y las poblaciones microbianas

El analisis de redundancia, presentado en la Figura 74, revel6 cambios en la
estructura de la comunidad bacteriana durante la fermentacion. El eje RDA1 (46.3
%) plasma la mayor variabilidad, indicando que los cambios en la composicidon
bacteriana estuvieron determinados principalmente por el factor ambiental. Las
variables fisicoquimicas, como los azucares reductores totales, los solidos
solubles y la riqueza alcohdlica, presentan una relacion positiva entre si. Las dos
primeras tienen una orientacién similar, un comportamiento esperado, ya que
reflejan la disponibilidad de carbohidratos fermentables presentes en el mosto. A
diferencia del pH y la temperatura, muestran una orientacion desigual, lo que

sugiere una contribucion distinta a la variacidon observada en la comunidad

bacteriana.
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Figura 14. Analisis de redundancia (RDA) de la comunidad bacteriana en funcién
de las variables fisicoquimicas durante la fermentacién del mosto de Agave
angustifolia.
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Las muestras del dia 1 (D1) se localizaron en los valores positivos del eje RDAA1,
mientras que las de los dias siguientes se agruparon alrededor del origen, lo que
refleja la sucesion microbiana durante la fermentacion. La distribucion de las
muestras evidencié una separacién temporal entre los dias de fermentacion, lo
que indica una sucesion en la composicion de la comunidad bacteriana a lo largo

de estos dias.

La asociacion de especies como Lactiplantibacillus plantarum con la direccion de
los vectores sugiere que este microorganismo estuvo relacionado con las etapas
iniciales de la fermentacién, cuando la disponibilidad de azucares era mayor. Por
otro lado, las especies situadas en direcciones opuestas podrian estar adaptadas
a las etapas mas avanzadas del proceso, caracterizadas por una menor

disponibilidad de azucares y cambios en el sistema fermentativo.

Estos resultados coinciden con estudios sobre fermentaciones de mezcal, en la
que la comunidad microbiana esta determinada por los carbohidratos disponibles

y otras condiciones fisicoquimicas del mosto.

3.5. Conclusiones

El analisis metagendmico aplicado durante la fermentacion del mosto de Agave
angustifolia evidencid6 una elevada diversidad microbiana integrada
principalmente por bacterias acido lacticas de los géneros Lentilactobacillus,
Levilactobacillus, Lactiplantibacillus y Oenococcus. En cuanto a la especie
dominante, la presencia de L. hilgardii resalta la importancia de monitorear los
microorganismos asociados a la formacién de metabolitos que podrian favorecer
o afectar al mezcal. En cuanto a las levaduras, S. cerevisiae fue la especie
dominante durante el proceso fermentativo, posiblemente debido a una alta
presidon de seleccion, lo que confirma su papel como microorganismo

responsable de la fermentacién alcohdlica.

El analisis de diversidad beta mediante NMDS indicé variabilidad en las tinas con

mosto a lo largo del tiempo de fermentacion. En conjunto, los resultados
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demuestran que la fermentacién del mosto de agave es un proceso dinamico en
el que las bacterias y levaduras desempefian un papel importante en la
transformacion del sustrato y, potencialmente, en la formacién de compuestos

responsables de las caracteristicas sensoriales del mezcal.
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4. PROCESO DE PRODUCCION DEL MEZCAL ARTESANAL EN
EL PALENQUE MEZCAL UNICO, TLACOLULA DE
MATAMOROS, OAXACA, MEXICO

41. Resumen

La produccion de mezcal artesanal es una actividad de gran importancia cultural
y economica en Meéxico, caracterizada por ser un proceso sustentado en
conocimientos empiricos y practicas tradicionales transmitidas de generacién en
generacion. Cada regidon mezcalera presenta caracteristicas unicas en la
elaboracion de esta bebida mexicana, determinadas por las condiciones
ambientales, los recursos disponibles y la experiencia del Maestro Mezcalero. En
el Palenque Mezcal Unico de Tlacolula de Matamoros, Oaxaca, México, se
siguen conservando practicas tradicionales que fueron documentadas mediante
la observacion directa de cada una de las etapas, entrevistas no estructuradas al
Maestro Mezcalero y al personal del palenque, asi como el registro audiovisual y
fotografico de las actividades. El proceso abarcé la cosecha de las plantas
maduras de Agave angustifolia, la coccion de las pifias, la molienda y la
destilacién. De forma paralela, se dio seguimiento a los principales parametros
fisicoquimicos con el propdsito de comprender la dinamica del proceso
fermentativo. La caracterizacion permitio identificar las etapas que influyen en
gran medida en la elaboracion de un mezcal artesanal y adquirir un conocimiento
profundo que permita interpretar los cambios fisicoquimicos y microbiologicos
que ocurren durante la fermentacion. Asimismo, este estudio constituye un marco
de referencia para investigaciones futuras sobre el mezcal artesanal y aporta
evidencia cientifica que respalda el conocimiento tradicional a todos aquellos que
producen mezcal artesanal.

Palabras clave: Mezcal artesanal, Agave angustifolia, Maestro Mezcalero.
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PRODUCTION PROCESS FOR ARTISANAL MEZCAL AT PALENQUE
MEZCAL UNICO, TLACOLULA DE MATAMOROS, OAXACA, MEXICO

Abstract

The production of artisanal mezcal is an activity of great cultural and economic
importance in Mexico, characterized by a process rooted in empirical knowledge
and traditional practices passed down from generation to generation. Each
mezcal-producing region has unique characteristics in the production of this
Mexican beverage, determined by environmental conditions, available resources,
and the expertise of the Master Mezcalero. At the Palenque Mezcal Unico in
Tlacolula de Matamoros, Oaxaca, Mexico, traditional practices continue to be
preserved. These were documented through direct observation of each stage of
the process, unstructured interviews with the Master Mezcal Maker and the
palenque staff, as well as audiovisual and photographic records of the activities.
The process involved harvesting mature Agave angustifolia plants, cooking the
hearts, milling, and distillation. At the same time, the main physicochemical
parameters were monitored to understand the dynamics of the fermentation
process. This characterization made it possible to identify the stages that
significantly influence the production of artisanal mezcal and to gain in-depth
knowledge that allows for the interpretation of the physicochemical and
microbiological changes that occur during fermentation. Furthermore, this study
serves as a framework for future research on artisanal mezcal and provides
scientific evidence that supports traditional knowledge for all those who produce
artisanal mezcal.

Keywords: Artisanal mezcal, Agave angustifolia, Master Mezcalero.
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4.2. Introduccion
En México, la produccion de bebidas tradicionales fermentadas y destiladas esta

relacionada con la cultura y las tradiciones de la region donde se
elaboran(Cerero-Calvo et al., 2022). Estos procesos integran conocimientos
ancestrales, practicas artesanales y el aprovechamiento de los recursos propios
de cada localidad. La elaboracion del mezcal artesanal comprende un conjunto
de etapas interdependientes en las que se producen transformaciones
fisicoquimicas y microbioldgicas que determinan las caracteristicas del destilado.
Cada una de estas etapas es dirigida por el “Maestro Mezcalero”, quien posee
experiencia y conocimiento empirico, que le dan la capacidad de tomar
decisiones que influirian en la calidad del producto final(Holguin-Loya et al.,
2025).

A diferencia de los sistemas industrializados, la produccion artesanal se distingue
por el uso de métodos tradicionales y por la fermentacion espontanea mediada
por la microbiota del ambiente, como la del agave y la de los equipos usados, en

la que participan comunidades microbianas nativas(Avila-Reyes et al., 2025).

En Tlacolula de Matamoros, Oaxaca, la produccién del mezcal artesanal se
caracteriza por el uso y la conservaciéon de métodos tradicionales transmitidos a
lo largo de las generaciones, mediante la combinacion de conocimientos

empiricos con las condiciones ambientales propias de cada estacion del afo.

Este capitulo tuvo como objetivo describir el proceso de produccion del mezcal
de perfil Amaras (Lote 212) en el Palenque Mezcal Unico, ubicado en Tlacolula
de Matamoros, Oaxaca, mediante la caracterizacion de las etapas operativas de
la elaboracién del mezcal y la medicion de parametros fisicoquimicos para

comprender el comportamiento fermentativo.
4.3. Materiales y métodos

El estudio del proceso de produccién de mezcal artesanal se realizé en el
Palenque Mezcal Unico, ubicado en Tlacolula de Matamoros, Oaxaca, México.
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La informacion se obtuvo a través de la observacién directa de las operaciones
unitarias involucradas en la elaboracion del mezcal, complementada con
entrevistas no estructuradas a los Maestros Mezcaleros y al personal
responsable de las diferentes etapas del proceso. Asimismo, se documentaron
registros audiovisuales y fotograficos de las actividades desarrolladas durante la

produccion del lote evaluado (Rieger, 2025).

4.4. Resultados y discusion

4.4.1. Proceso de produccion de mezcal artesanal

Fase de campo: Seleccion y cosecha del agave “el jimado”

El proceso de produccion del mezcal inicia con la cosecha del agave espadin
(Agave angustifolia) cuando se encuentra en su estado de maduracion, proceso
que normalmente dura entre seis y nueve afos (Marquez-Lopez et al., 2022; Vera
et al., 2009). Cuando las pifias de agave se encuentran en condiciones 6ptimas
para la cosecha, un grupo de jimadores, sefiores que han adquirido la habilidad
de llevar a cabo el proceso de jima, término que se refiere al proceso artesanal
de retirar las largas pencas u hojas del agave utilizando una herramienta llamada
coa, ilustrada en la Figura 15, en el que solo se deja el tallo con la base de las
pencas. Este procedimiento permite retirar con mayor facilidad la pifia del suelo
y realizar el corte de la raiz de la planta. Estas pifias fueron adquiridas de la
comunidad de Union Juarez, Oaxaca, México (16°43'12"N, 95°59'38"0O). Como
se observa en la Figura 16, esta zona se ubica en el Valle Central de Oaxaca,
que se caracteriza por sus tradiciones de raices zapotecas, en las que el cultivo
del agave representa una actividad clave para el sustento econdémico y el
fortalecimiento productivo de la comunidad. Después, las pihas fueron
transportadas en un camién volteo o volquete al palenque Mezcal Unico, zona

destinada a su procesamiento para obtener mezcal.

69



Figura 15. Jimado de la pifia de agave mediante el uso de coa durante la etapa
de cosecha.

Figura 16. Ruta de traslado de las pifias de agave de La Union a la destileria
Mezcal Unico.

Coccion de las pinas de agave

Debido al gran tamafo de las pifias de agave, estas se cortaron a la mitad o en
cuatro trozos para facilitar su manejo y retirar el cogollo, que aporta un sabor
amargo no deseado al mosto de agave. Las partes de la pifia se ilustran en la
Figura 17. El cogollo esta compuesto principalmente por hemicelulosas (xilano)
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y glucano, que, al degradarse por accion de la hidrolisis enzimatica, producen
furfural y grupos acetilo (Méndez-Ortiz et al., 2017). De manera similar, otros
estudios han reportado que en el cogollo del agave la xilosa se encuentra en
mayor concentracion, seguida de la glucosa y arabinosa (Rios-Gonzalez et al.,
2021). Durante esta etapa, un operador de rango capitan comenzé a colectar de
manera aleatoria 25 pedazos de agave, integrados por penca y corazén, para su
analisis en laboratorio correspondiente a la determinacidon de azucares

reductores totales (% ART) y solidos solubles (°Brix).

Figura 17. Partes de la pifia de agave cruda: A) corazon, B) penca y C) cogollo.
Horno de coccién

El horno utilizado para la coccion de las pifias es de tipo béveda, cuya estructura
se ilustra en la Figura 18. En la parte superior o externa del horno presenta una
forma coénica, sobre la cual se colocan piedras volcanicas de gran tamafio,
seguidas de las medianas y, por ultimo, de las pequefas. Esta disposicion
escalonada de las rocas genera aberturas que permiten la circulacion del calor y

del vapor, lo que favorece una coccién mas uniforme.
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Figura 18. Horno de boveda utilizado para cocer pifias de agave.

Este tipo de horno cuenta con una seccidén subterranea que funciona como
camara de combustion. Generalmente, se enciende con dos tipos de madera:
pino y encino. El fuego se mantuvo durante cuatro horas, tiempo suficiente para
que las piedras volcanicas alcanzaran la temperatura adecuada antes de
introducir las pifias en el horno conico. Posteriormente, el horno subterraneo se
cerro con una puerta metalica, seguida de una puerta de madera, que se asegura
con troncos para garantizar la estabilidad. El espacio entre la entrada del horno
y la puerta se sell6 con tierra humeda para conservar el calor y evitar la entrada
de aire, ya que esta podria provocar la oxigenacién de la madera, reavivar las

llamas y ocasionar la carbonizacion del agave, lo que compromete su calidad.

Una vez que las piedras volcanicas adquirieron una coloracion rojiza, sefal de
temperatura adecuada, se cubrieron con seis carretillas de bagazo gastado
hamedo (previamente destilado). Sobre esta capa de bagazo se apilaron
cuidadosamente las pifias para iniciar el proceso de coccion, ilustrado en la
Figura 19. Las pifias ubicadas en los bordes del horno se acomodaron en forma

de luna, técnica que permite evitar una altura excesiva de la carga y, al mismo
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tiempo, facilita a los capitanes la toma de muestras de pifas cocidas. La peculiar

disposicion de las pifias se conoce localmente como “sacarle patita”.

Figura 19. Acomodo de las pifias en el horno de béveda en forma de luna.

La Figura 20 muestra el acomodo de las pifias en el horno. Posteriormente, este
se cubrid con petates, lonas de plastico y una mezcla de tierra compuesta por

arena y llojuela, que actua como aislante térmico.

Figura 20. Tapado del horno con materiales (petates, lonas de plastico, tierra y
llojuela) que favorecen la coccion de las pifias de agave.
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Durante la coccidn, el calor propicia dos reacciones quimicas: la hidrdlisis de los
fructanos en monosacaridos y la degradacion de estos en furfural y 5-
hidroximetilfurfural (HMF) (Avila-Reyes et al., 2025). Estos compuestos influyen
en el metabolismo de los microorganismos por la inhibicion de enzimas que
tienen actividad durante la fermentacion acido lactica o alcohdlica (Paszkot et al.,
2023).

Hidratacion del horno

La hidratacion del horno es una practica para optimizar la coccién de las pifias
de agave. Este procedimiento se realiza mediante la incorporacion de agua al
interior del horno, a través de una manguera introducida a pocos centimetros por
debajo de la superficie del suelo, con el objetivo de incrementar la generacion de
vapor. La presencia de vapor previene la quema directa de las pifias de agave y
favorece una transferencia de calor mas homogénea durante el proceso de
coccion. Asimismo, el ambiente humedo y calido favorece la hidrolisis térmica de
los polisacaridos presentes en las pifias, en particular de los fructanos, lo que
facilita su conversion en azucares fermentables. Para conservar el calor y evitar
la pérdida de vapor, las aberturas por donde este se escapa se sellan con tierra,
tal como se muestra en la Figura 21, lo que permite mantener estables las

condiciones térmicas dentro del horno durante el proceso de coccion.

M
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Figura 21. Hidratacion del horno de boveda durante el segundo dia de coccidn.
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Muestreo de pifia cocida dentro del horno
El muestreo de las pifias de agave cocidas es un procedimiento cuyo objetivo es

evaluar el grado de coccion en el horno, técnica ilustrada en la Figura 22. Se
realiza mediante aberturas estratégicamente ubicadas en distintos puntos del
horno, a través de las cuales se extraen fragmentos de pencas para observar sus
caracteristicas fisicas. La evaluacion se basa en la coloracion, la textura y el
aroma de las pencas, parametros empiricos que permiten determinar el avance

del proceso térmico.

Horarios
Tomar 2 pencas de 5 puntos del horno cada 4 hrs:
¢ 4 extremos 02: 45 pm
e Centro
06:45 pm
Ejemplo
o Vista superior del horno

%%

10: 45 pm

02:45 am

06:45 pm

o
| [ e

2
ei ‘a
" 9

(4
% aas “0
©

Figura 22. Procedimiento de muestreo de las pifias de agave cocidas en horno
de boveda.

La coloracién de las pencas es uno de los indicadores del estado de coccion. El
color amarillo claro indica que es necesario prolongar el tiempo de coccién y
realizar una nueva hidratacion del horno para favorecer la generacion de vapor.
Las pencas con un color café en los bordes y tonalidades amarillas en el centro,

se mantienen en coccién por un periodo adicional corto. En cambio, un color café
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uniforme en toda la penca indica que las pifias han alcanzado un grado 6ptimo

de coccion y pueden retirarse del horno, como se observa en la Figura 23B.

Figura 23. Grado de coccion de las pifias de agave: A) coloracion amarilla, B)
coloracion café.

El proceso de coccidén concluye con el destapado del horno tras un periodo de
aproximadamente 24 horas, lo que permite que se produzcan las reacciones
térmicas necesarias para la transformacién de los carbohidratos estructurales.
En la produccion de mezcal artesanal, los tiempos de coccidn se extienden de 48
a 120 horas (Espinoza-Martinez et al., 2023). La técnica empleada en el palenque
Mezcal Unico favorece una coccién uniforme, lo que contribuye a obtener un

mosto con caracteristicas adecuadas para la fermentacion.

Destapado

El destapado del horno comenzo retirando la tierra de la parte superior hacia la
inferior, con el propdsito de evitar el desmoronamiento del material.
Posteriormente, se retiran las lonas de polietileno (PE) y los petates de palma
que cubren las pifias, tal como se aprecia en la Figura 24. Una vez descubiertas,
las pifias se sacan del horno cénico con una carretilla para proceder a su pesado
en una bascula de piso, donde se registra el peso neto. Una vez concluido, se
retir6 la cama de bagazo. En cuanto al horno subterraneo, se retiraron las

compuertas para liberar el calor residual.
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Para el analisis de azucares reductores totales (% ART), azucares reductores
directos (% ARD) y % de hidrdlisis de coccion de la pifia, se muestrearon al azar

las pifias cocidas, tomando 50 pedazos de pencas y 40 trozos del corazon.

Enseguida, las pifias cocidas se trasladaron al area de molienda, donde se
emplearon dos equipos para fragmentar el tejido vegetal y facilitar la extraccion

de la pulpa.

Figura 24. Destapado del horno tras el tiempo de coccion establecido.

Extraccion de azucares: Molienda

Hebradora
La primera etapa del proceso de molienda consistié en introducir las pifias

cocidas en una hebradora, ilustrada en la Figura 25. En este equipo, las fibras

del agave se desmenuzaron en fragmentos mas pequefos.
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Figura 25. Primera molienda de pifias cocidas en hebradora de agave.

Tahona

En la Figura 26 se observa que las fibras de agave previamente trituradas en la
hebradora se colocaron en la tahona, donde fueron prensadas por una rueda de
cantera impulsada por un motor mecanico. Durante cada molienda, alrededor de
la tahona se vertieron bagazo y 60 L de agua para facilitar la extraccion del jugo
contenido en las fibras del agave. La trituracion del agave permite la exposicion
de una mayor superficie de fibras, lo que favorece la lixiviacion de los fructanos
durante la adicion de agua en las tinas de fermentacion (Aldrete-Tapia et al.,
2020).

Figura 26. Molienda de las fibras de agave mediante tahona de piedra de
cantera, accionada por un motor.
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El material molido, junto con los jugos, fue transferido a tinas de madera, donde
se adicionaron sales nutritivas y 100 L de agua previamente filtrada del pozo.
Finalmente, las tinas con mosto fueron trasladadas a la sala de fermentacién para

iniciar la fermentacién espontanea.

Etapas de la fermentacion

Dia 1. Reposo
Las tinas con mosto de agave se mantuvieron en reposo en la sala de

fermentacidon durante 24 horas para inducir la fermentaciéon, presentada en la
Figura 27. En esta etapa inicial se observo actividad fermentativa, evidenciada
por el burbujeo en la superficie del mosto de agave. Este fenbmeno corresponde
a la liberacion de dioxido de carbono (CO.), producto del metabolismo de los
microorganismos fermentativos, principalmente levaduras, que utilizan los
azucares presentes en el mosto como fuente de carbono, lo que genera
efervescencia en el jugo. A partir de este dia se tomaron muestras para los
analisis del contenido alcohdlico, de los solidos solubles (°Brix), de la
temperatura, el jugo y el bagazo presentes en el mosto para analisis de azucares
reductores totales. Durante esta fase, se adicion6 agua previamente filtrada a
una temperatura cercana a 30 °C, con el objetivo de incrementar el volumen del
mosto, favorecer la obtencidn de una mayor cantidad de producto para su
posterior destilacidon y ajustar la concentracion de azucares. Asimismo, la adicién
de agua contribuye a diluir posibles compuestos inhibidores y a reducir la presion
osmotica del sistema, lo que favorece el desarrollo de la fermentacion (Colon-
Gonzalez et al., 2025).

Figura 27. Mosto de Agave angustifolia en reposo durante las primeras 25
horas de fermentacion.
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Dia 2. Formulacion

En esta etapa se formuld el mosto mediante la redistribucion y compactacion del
bagazo en la tina, con el fin de conformar una capa superficial de masilla de
agave que cubra las fibras sobresalientes del mosto, como se observa en la
Figura 28. Adicionalmente, se dejé un hueco central para facilitar la toma de

muestras durante el proceso fermentativo.

Una vez concluida la formulacion, la masilla y el bagazo se separan ligeramente
de las paredes de la tina de madera, dejando un espacio reducido entre el
material fibroso y la superficie interna de la tina. En esta etapa, la masilla presenta
una coloracion café claro y el burbujeo del liquido superficial es constante, lo que
indica una fermentacién activa. La reaccion de pardeamiento no enzimatico se

debe a los azucares reductores y aminoacidos (Paszkot et al., 2023).

Figura 28. Formulacion de las tinas de fermentacion mediante la compactacion
del bagazo de Agave angustifolia.

Dia 3. cinética

Durante esta fase, el mosto permanecio en fermentacion activa y se observaron

cambios fisicos y sensoriales evidentes. La masilla superficial experimentd un

80



cambio progresivo de color, adquiriendo tonalidades mas oscuras, generalmente
marrones. El jugo del mosto present6 sensaciones caracteristicas asociadas a la
presencia de alcohol, como una sensacion de frescor al contacto con la piel y un

sabor predominantemente amargo.

La masilla utilizada como cobertura del bagazo se modificaba a medida que
avanzaba la fermentacién y actuaba como una superficie de interaccion con el
entorno. Sobre esta se posaron diversos vectores, como moscas del género
Drosophila melanogaster, comunmente conocidas como moscas de la fruta, asi
como otros insectos, lo que favorecido la interaccibn del mosto con los

microorganismos del ambiente.

Destilacion
Destrozo

La destilacion del mosto de agave se realiz6 en alambiques de cobre,
tradicionalmente empleados en la produccién artesanal de mezcal. Este tipo de
destiladores presenta alta resistencia a la corrosion y una elevada conductividad
térmica, lo que permite una transferencia eficiente del calor, evita el
sobrecalentamiento del fermento y favorece la separacién del etanol y otros
compuestos volatiles generados durante la fermentacion. Como resultado, se
obtiene una mayor concentracion de compuestos aromaticos deseables en la
bebida (Cruz et al., 2022).

En la produccién artesanal, la primera destilacion del mosto de agave se
denomina destrozo. Esta etapa se realizé en alambiques de cobre y consistié en
destilar directamente el mosto fermentado, sin separacion de fracciones. En
ciertos perfiles de mezcal, el proceso se caracteriza por no realizar el despunte,
es decir, las fracciones iniciales (puntas) y el destilado principal (ordinario) se

recolectan conjuntamente en una misma anfora.

El mosto de agave se distribuyé entre dos alambiques, cuidando de que la

cantidad de bagazo no excediera la capacidad del equipo, ilustrada en la Figura

81



29, ya que una sobrecarga puede provocar un aumento de la presion y el
desprendimiento de la montera del alambique durante el calentamiento. Una vez
que el mosto alcanz6 aproximadamente la mitad de la capacidad del alambique,
el horno se encendio utilizando brazuelo como combustible. El alambique se sello
mediante la colocacion de la montera de cobre, asegurando la union con masilla

en los bordes y utilizando prensas para evitar fugas de vapor.

Figura 29. Destilacion del mosto fermentado de Agave angustifolia en
alambiques de cobre.

Durante la destilacion, el grado alcohdlico del destilado se monitore6 mediante
un densimetro de alcohol tipo Gay-Lussac (alcoholimetro). Las primeras
fracciones del ordinario presentaron concentraciones elevadas de alcohol, que
disminuyeron progresivamente a medida que avanzaba el proceso. Las lecturas
de contenido alcohdlico se corrigen en funcién de la temperatura del destilado
mediante tablas alcoholimétricas, o que permite establecer criterios de corte. El
proceso de destilacidn se detiene cuando el grado alcohdlico del ordinario
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desciende a valores cercanos a 7-8.5 % de alcohol por volumen, rango que
depende de la concentracion inicial de etanol en el mosto fermentado y define el
contenido alcohdlico final del ordinario (Nolasco et al., 2022).

Una vez concluida la destilacién, se retird la montera del alambique para proceder
a la eliminacién de la vinaza, correspondiente a la fraccion liquida no destilada,

asi como del bagazo agotado resultante del proceso.

En el proceso de destilacion del mosto de agave, ocurren la degradacidon de
algunos compuestos presentes y la formacion de otros, debido a la concentracion
y transformacion de compuestos aromaticos volatiles (Stanzer et al., 2023).

Refinado

El ordinario obtenido en la primera destilacion se sometid a una segunda
destilacion, conocida como refinacion, con el objetivo de concentrar el etanol y
mejorar el perfil sensorial del mezcal. Para esta etapa, el ordinario se vertio en
alambiques de cobre de distintas capacidades, adaptados a la infraestructura

disponible en el palenque.

Durante la refinacion, se descartaron las fracciones iniciales, conocidas como
puntas, que presentaban altos grados alcohdlicos y contenian compuestos
volatiles no deseados. Posteriormente, se colecté el destilado principal,
correspondiente al mezcal refinado. A lo largo del proceso se obtuvieron varias
anforas de destilado, cuyo numero y volumen dependieron de la capacidad del
alambique y de la duracion de la destilacion.

En las etapas iniciales de la refinacién, el fuego del horno se mantuvo intenso
para favorecer la liberacion de los compuestos mas volatiles. Conforme avanzaba
la destilacion, la intensidad del calor disminuyé al ahadir agua sobre las brasas,
lo que permitié que el destilado se condensara de forma mas lenta y controlada.
Esta regulacion térmica favorece una mejor separacion de compuestos y

contribuye a la calidad final del mezcal.
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4.5. Conclusiones
El proceso de producciéon de mezcal en el palenque Mezcal Unico preserva

practicas artesanales y tradicionales desde la cosecha del agave hasta la
destilacion. La integracion de estas operaciones influye en la obtencion de un
destilado con caracteristicas particulares, que conserva el conocimiento

tradicional y la identidad cultural de esta bebida mexicana.

El seguimiento del proceso permiti6 documentar cada una de las operaciones
unitarias durante la elaboracion del mezcal perfil Amaras, en la que se
identificaron la coccion, la molienda, la fermentacion y la destilacion como etapas
muy determinantes. De igual manera, la determinacion de parametros
fisicoquimicos al comienzo del proceso permiti6 establecer una linea de
compresion para la etapa fermentativa, evidenciando el consumo de azucares

fermentables en etanol.

La descripcion integral de la produccion artesanal permitié identificar los puntos
clave en los que ocurren las reacciones quimicas y microbiologicas,
proporcionando el contexto necesario para realizar un analisis de la sucesién

microbiana durante la fermentacion.

El Palenque Mezcal Unico mantiene la esencia artesanal, pero también muestra
disposicion para implementar nuevas tecnologias que optimicen la eficiencia de
cada etapa productiva sin modificar el uso de practicas tradicionales y permitidas
por la NOM-070-SCFI-2016 que le permiten la distincion a este sistema de

produccion.

Finalmente, la documentacion del proceso productivo constituye una base para
el desarrollo de estrategias que favorezcan la eficiencia de la elaboracién del
mezcal, se minimicen pérdidas durante el proceso productivo para aprovechar de
forma sustentable el agave; recurso de alto valor cultural, biolégico y econémico

para la regidon mezcalera.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

La fermentacién del mosto de Agave angustifolia para la produccion de mezcal
artesanal es un proceso microbiolégico complejo, en el que la sucesion dinamica
de bacterias y levaduras cambia continuamente a lo largo del proceso de
fermentacion. El uso de herramientas metagendmicas, como la técnica de
shotgun, permitio identificar una diversidad taxondmica elevada y profunda, lo
que permitio describir la estructura de las comunidades microbianas en cada tina

de mosto analizada.

Las bacterias acido lacticas constituyeron el grupo dominante durante la
fermentacion, destacandose especies con metabolismo asociado a la
transformacion de carbohidratos a alcoholes y otros metabolitos que pueden
influir en el perfil quimico del mezcal. La predominancia de las levaduras de
Saccharomyces sugiere una alta presidon de seleccion a lo largo del proceso de
produccion en las condiciones del palenque, lo cual podria estar asociado a las

caracteristicas sensoriales peculiares del mezcal.

Finalmente, esta investigacion contribuye a ampliar el conocimiento sobre la
microbiata asociada a la fermentacién del mezcal elaborado con Agave
angustifolia, aportando informacién que podria servir como base para futuras
estrategias dirigidas al control microbiologico del proceso, la conservacion de los
consorcios microbianos nativos en cada zona productora de mezcal, asi como la
optimizacién de la calidad e inocuidad en la cadena de produccion del mezcal
artesanal, sin alterar las practicas tradicionales que distinguen al mezcal

artesanal de Oaxaca.
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6. ANEXOS

Anexo 1. Relacion de la cantidad de jugo de mosto de Agave angustifolia
para el analisis de azucares reductores totales.

Cuadro 8. Cantidad de sdlidos solubles (°Brix) presentes en el jugo del mosto y
volumen requerido en mL para el analisis de azucares reductores.

Solidos solubles (°Brix) mL muestra

25-26 4
14-19 10
3-5 20
0-2 100

Relacion obtenida del Manual del Laboratorio de Calidad, Palenque Mezcal
Unico, Tlacolula de Matamoros, Oaxaca, México.

Anexo 2. Las 10 bacterias mas abundantes durante la fermentacién del
mosto de Agave angustifolia y sus funciones en procesos de fermentaciéon

88



Cuadro 9. Especies bacterianas encontradas durante la fermentacién del mosto de Agave angustifolia.

Especie Tipo de Funciones $Qué Fermentac Sustrato Enzima Ruta Productos Presenci Atributo Fuente
bacteria hace en ion metabdlica aen
el bebidas
mezcal?
Lentilactobacillus BAL- Degrada Fermenta Fermentaci Fructosa, Lactato Metabolismo Acido acético, Vino Aroma a (Ferrero et
hilgardi mesofilica putrescina, glucosa on glucosa, deshidrogena de 1-2 humo al., 2021)
arginina, para heterolactic aminas sa (LDH), carbohidratos, propanodiol
alanina, producir a, biogénica acido fendlico citrato, via del Etanolamina,
serina 'y acido malolactica S descarboxilas piruvato histamina,
ornitina, lactico 'y a, manitol via de la putrescina
histidina, acético, deshidrogena agmatina
precursores provocan sa, desaminasa
del do la glucosidasa,
carbamato disminuci histidinol
de etilo. on del pH deshidrogena
Produce sa, citrato
acido hidroximutasa
lactico, e isocitrato:
aceético NAD+
oxidorreducta
sa,
Tiol
peroxidasa,
citrato
hidroximutasa
e isocitrato
Lactiplantibacillu Heteroferment Produce Produce Fermentaci Lactosa, Decarboxilasa Via Embden- Feniletanol, Soya, (aroma (Harlé et
s plantarum ativa alcohol acido on sucrosa acetolactato, Meyerhof- Acido malico yogurt floral) al., 2025),
facultativa isoamilico y lactico heterolactic sintasa Parnas, a piruvato,
mesofilica acetato a iniciador acetolactato glicolisis, via CO2
(10-40°C) Reduce en fosfato
contenido fermentacio pentosa, via
de acido nes fosfocetolasa
acético (sintesis de
Reduce el alcohol), Via
pHy malato
aumenta el deshidrogenas
contenido a
de acido
lactico
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Cuadro 10. Especies bacterianas encontradas durante la fermentacion del mosto de Agave angustifolia (continuacion).

Especie Tipo de Funciones ¢ Qué Fermentac Sustrato Enzima Ruta Productos Presenci Atributo Fuente
bacteria hace en ion metabdlica aen
el bebidas
mezcal?
Levillactobacillus Bacteria Eleva el Participa Fermentaci Arabinosa Fosfocetolasa Fosfato Acetato, Vino Notas (du Toit et
brevis Grampositiva contenido en la on , glucosa, s, aldolasa pentosa etanol, lactato florales, al., 2010;
de acidificaci heterolactic fructosa y sésamo, Vargas-
terpenos, on, a trehalosa Luna et al.,
esteres produccio 2025)
n de acido
lactico,
acéticoy
compuest
0s
volatiles
Oenococcus Bacteria Reduce la Produce Heteroferm Fructosa, Malato Via Etanol, Vino Nota (Borneman
oeni Grampositiva, acidez diacetilo entativa, glucosa, descarboxilas fosfocetolasa, sulfitos, manteco et al., 2012;
anaerobia Contribuye malolactica trehalosa, a via pentosa compuestos sa Sternes &
facultativa al aromay (produce ribosa, fosfato, fendlicos, CO, Borneman,
sabor diacetilo) celobiosa, Fermentacion 2016)
Produce manosa y malolactica
acido melibiosa
lactico
Liquorilactobacill Bacteria Acidifica el Produce Heteroferm Glucosa, Lactato Via Acido acético, Bebidas (Bechtner
us nagelii Grampositiva, medio acido entativa fructosa, deshidrogena fosfocetolasa CO,, etanol, fermentad et al.,
(Lactobacillus) anaerobia Produce lactico, manosa, sa, alcohol acido lactico as: vino, 2022)
facultativa compuesto acéticoy manitol deshidrogena shalgam,
S compuest sa kéfir de
antimicrobi 0s agua
anos
Lentilactobacillus Puede Transform Heteroferm Fructosa, Fosfocetolasa Via Acido lactico a Ensilados, Nota a (Zhao et
buchneri convertir el a acido entativa glucosa, , lactato fosfocetolasa acido acético, fermentaci mantequ al., 2026)
acido lactico a sacarosa, deshidrogena etanol y CO, on de illa
lactico en 1,2 arabinosa sa, alcohol vegetales (diacetilo
acido propanodi deshidrogena )
acético ol sa
Reduce el
crecimiento
de las
levaduras
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Cuadro 11. Especies bacterianas encontradas durante la fermentacion del mosto de Agave angustifolia (continuacion).

Especie Tipo de Funciones ¢ Qué Fermentac Sustrato Enzima Ruta Productos Presenci Atributo Fuente
bacteria hace en ion metabdlica aen
el bebidas
mezcal?

Oenococcus Grampositiva, Transforma Tolera Heteroferm Glucosa, Enzima Via Acido lactico, Sidra, Alta (Cantarel et
sicerae anaerobia acidos etanol y entativa, fructosa, malolactica, fosfocetolasa CO,, etanol bebidas toleranci al., 2009)

facultativa, organicos pH acido fermentacio acido enzimas acidas a apH

BAL n malico glucoliticas fermentad bajoy

malolactica as etanol

Lacticaseibacillu Grampositiva, Produccion Productor Homoferme Glucosa, Lactato Glucdlisis (via Acido lactico Productos Tolerant (Bengoa et
S paracasei anaerobia de acido a de acido ntativa lactosa deshidrogena Embden lacteos, e apH al., 2021)

facultativa, lactico lactico sa Meyerhof) vino y bajo

BAL vegetales

fermentad
0S

Secundilactobaci Grampositiva, Acido Acidificaci Heteroferm Glucosa, Fosfocetolasa Via Acido lactico, Fermenta (Shimokaw
llus BAL lactico on del entativa fructosa fosfocetolasa CO,, etanol ciones a & Suzuki,
paracollinoides medio vegetales 2021)
Schleiferilactoba Grampositiva, Acido Produccid Heteroferm Azucares Fosfocetolasa Via Acido lactico, Toleranci (Liu et al.,
cullus BAL lactico, n de acido entativa simples heterofermenta CO,, etanol a al 2025)
harbinensis lactico tiva estrés
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