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RESUMEN GENERAL 

DIVERSIDAD MICROBIANA EN LA FERMENTACIÓN DE MEZCAL 

ARTESANAL: UN ESTUDIO METAGENÓMICO1 

El mezcal es una bebida alcohólica destilada mexicana que se elabora a partir 
de cabezas de agave, plantas de la familia Agavaceae, en particular del género 
Agave. Durante la elaboración de mezcal artesanal, concurren una serie de 
factores ambientales que favorecen el crecimiento de microorganismos 
autóctonos, los cuales aportan al producto final características sensoriales 
únicas. En esta investigación se utilizó un enfoque de metagenoma completo 
para analizar la composición microbiana presente durante la fermentación de 
mosto obtenido de una mezcla compuesta por magueyes Bicuishe (A. karwinskii 
Zucc.), Madrecuishe (A. karwinskii Zucc.), Coyote (A. americana L.) y Pulquero 
(A. salmiana Otto ex Salm.). Se extrajeron 3 muestras correspondientes al mosto 
recién obtenido y con 3 y 6 días de fermentación, a las cuales se les realizó una 
extracción de ADN para su posterior secuenciación mediante la técnica shotgun 
e identificación taxonómica mediante análisis bioinformático. Se identificaron 66 
especies diferentes pertenecientes a los géneros bacterianos Lactobacillus, 
Acetobacter, Gluconobacter, Leuconostoc, Weisella, Komagataeibacter, 
Oenococcus y Kocuria, y al eucarionte Saccharomyces. Las especies más 
abundantes en el proceso fueron Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, 
Weissella paramesenteroides, Acetobacter malorum, Lactobacillus spicheri, 
Lactobacillus hilgardii, Oenococcus alcoholitolerans, Lactobacillus 
vaccinostercus y Lactobacillus pantheris. La diversidad de bacterias acido 
lácticas (BAL) encontrada en el presente estudio, sugiere que la fermentación se 
desarrolló de manera similar a una lograda por co-inoculación vitivinícola, lo cual 
abre un panorama importante para la producción de ensambles de mezcal con 
cualidades organolépticas definidas por una mayor riqueza en compuestos 
aromáticos en comparación con los obtenidos de una sola especie de maguey. 

Palabras clave: Perfil taxonómico; mosto de maguey; mezcal; shotgun; bacterias 
acido lácticas. 

1 Tesis de Maestría en Ciencia, Programa de Posgrado en Ciencia y Tecnología Agroalimentaria, 
Universidad Autónoma Chapingo. 
Autor: Erika Daniela Reyes Carmona 
Directores de Tesis: Dr. Artemio Pérez López y Dra. Ernestina Valadez Moctezuma 
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GENERAL ABSTRACT 

MICROBIAL DIVERSITY IN THE FERMENTATION OF ARTISANAL MEZCAL: 

A METAGENOMIC STUDY2 

Mezcal is a Mexican distilled alcoholic beverage made from plants of the 
Agavaceae family, particularly, from the Agave genus. During the production of 
artisanal mezcal, a series of environmental factors favor the growth of indigenous 
microorganisms, which contribute unique sensory characteristics to the final 
product. This research used a whole metagenome approach to analyze the 
microbial composition present during the fermentation of agave juice obtained 
from a mix composed of Bicuishe magueyes (A. karwinskii Zucc.), Madrecuishe 
(A. karwinskii Zucc.), Coyote (A. americana L.), and Pulquero maguey (A. 
salmiana Otto ex Salm.). Three samples were taken from fresh agave juice and 
agave juice fermented 3 and 6 days, DNA extraction was performed for 
sequencing using the shotgun technique and taxonomic identification with 
bioinformatic analysis. 66 different species were identified belonging to the 
bacterial genera Lactobacillus, Acetobacter, Gluconobacter, Leuconostoc, 
Weisella, Komagataeibacter, Oenococcus, Kocuria, and the eukaryote 
Saccharomyces. The most abundant species in the process were Lactobacillus 
plantarum, Lactobacillus brevis, Weissella paramesenteroides, Acetobacter 
malorum, Lactobacillus spicheri, Lactobacillus hilgardii, Oenococcus 
alcoholitolerans, Lactobacillus vaccinostercus, and Lactobacillus pantheris. The 
diversity of lactic acid bacteria (LAB) found in this study suggests that the 
fermentation developed similarly to that achieved by viticultural co-inoculation, 
which opens an important prospect for mezcal production with organoleptic 
qualities defined by a greater richness in aromatic compounds compared to those 
obtained from a single maguey species.     

Keywords: Taxonomic profile; agave juice; mezcal; shotgun; lactic acid bacteria. 

2 Thesis of Master Science. Program of Agro-Food Science and Technology, Autonomous 
University of Chapingo.  
Author: Erika Daniela Reyes Carmona 
Thesis Directors: Dr. Artemio Pérez López and Dra. Ernestina Valadez Moctezuma 
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1 INTRODUCCIÓN GENERAL 

La palabra “mezcal” proviene del náhuatl “mexcalli” o "agave cocido", y se 

denomina así a las bebidas alcohólicas destiladas obtenidas de los azúcares 

fermentados de los tallos cocidos de diversas especies del género Agave, 

comúnmente llamado "maguey", que se consideran tradicionales y se producen 

en diversas áreas rurales de México (Aguierre-Dugua, 2013).  

La norma oficial mexicana NOM-070-SCFI-2016 define al mezcal como una 

"bebida alcohólica destilada mexicana, 100% de maguey o agave, obtenida por 

destilación de jugos fermentados con microorganismos espontáneos o 

cultivados, extraídos de cabezas maduras de maguey o agaves cocidos, 

cosechadas en el territorio cubierto por la Denominación de Origen Mezcal 

(DOM)”. Además, lo describe como “un líquido de aroma y sabor derivado de la 

especie de maguey o agave empleado, así como del proceso de elaboración; 

diversificando sus cualidades por el tipo de suelo, topografía, clima, agua, 

productor autorizado, maestro mezcalero, graduación alcohólica, 

microorganismos, entre otros factores que definen el carácter y las sensaciones 

organolépticas producidas por cada mezcal." 

En Oaxaca a las unidades de fermentación y destilación se les denomina 

“palenques”, y en general para la elaboración de mezcal se utilizan varias 

especies de Agave, tanto cultivadas como silvestres, dependiendo de la región 

del estado, dentro de las cuales destacan el Agave angustifolia (espadín), A. 

karwinskii (cirial o cuishe), A. potatorum (tobalá), A. marmorata (tepeztate), A. 

rhodacantha (mexicano), A. convallis (jabalí o javalín), A. americana (coyote), A. 

salmiana (pulquero). A. cantala (cincoañero) y A. macrocantha (mexicano o 

barril). Existen además otras especies que son empleadas para la obtención de 

ixtle (fibra de maguey), construcción y otros usos, incluso únicamente decorativos
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 (Sánchez-López, 2005). En ocasiones, se suele realizar una mezcla de algunas 

de estas especies para obtener un mosto homogéneo, cuyo resultado es un 

mezcal conocido como “ensamble”, el cual adquiere características de cada 

maguey empleado para su elaboración. 

El proceso de producción consta de cinco pasos principales: retirada de las hojas, 

dejando el tallo y las bases de las hojas, conocidas como cabeza o piña; cocción 

de las piñas; extracción del mosto; fermentación (espontánea); destilación; y a 

veces la maduración (Lappe-Oliveras et al., 2008). El proceso bioquímico que 

determina las principales características sensoriales del mezcal se lleva a cabo 

durante la fermentación del jugo de agave, la cual dura varios días y se lleva a 

cabo de manera espontánea por diversos microorganismos en procesos de 

producción que difieren de una región a otra. La biodiversidad involucrada varía 

dependiendo de la especie de agave, las prácticas de producción y las 

condiciones climáticas regionales (Torres-Velázquez et al., 2022). 

Dicha biodiversidad y su potencial metabólico se puede descifrar mediante un 

enfoque de metagenoma completo donde se obtiene ADN total para preparar 

bibliotecas completas de escopeta (shotgun) (Escobar-Zepeda, 2015). En este 

caso, el ADN se extrae de todas las células de una comunidad. Pero, en lugar de 

centrarse en un locus genómico específico para su ampliación, todo el ADN se 

corta posteriormente en pequeños fragmentos que se secuencian de forma 

independiente. De este modo se obtienen secuencias de ADN (es decir, lecturas) 

que se alinean con diversas localizaciones genómicas de los múltiples genomas 

presentes en la muestra, incluidos los no microbianos. Algunas de estas lecturas 

procederán de loci genómicos taxonómicamente informativos (por ejemplo, 16S), 

y otras de secuencias codificantes que proporcionan información sobre las 

funciones biológicas codificadas en el genoma. Como resultado, los datos 

metagenómicos ofrecen la oportunidad de explorar simultáneamente dos 

aspectos de una comunidad microbiana: ¿quién está ahí y qué es capaz de 

hacer? (Escobar-Zepeda, 2015; Hernández et al., 2019). 
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Considerando este contexto, el objetivo de esta investigación fue analizar la 

composición microbiana presente durante la fermentación de jugo de maguey en 

el proceso de producción de mezcal artesanal tipo ensamble, elaborado a partir 

de cuatro especies regionales, utilizando un enfoque de metagenoma completo 

(técnica shotgun). 

En el presente documento se aborda con mayor detalle la problemática descrita, 

para lo cual, en el segundo capitulo se muestra la revisión de literatura para definir 

los conceptos necesarios para comprender el capitulo tres, en el cual se describe 

la metodología, resultados, discusiones y conclusiones derivados de este 

estudio.   
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2 REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 El maguey mezcalero y el proceso de producción de mezcal 

2.1.1 Los magueyes 

Los magueyes constituyen parte de la familia Agavaceae, cuyo género más 

grande y diverso es Agave con 210 especies; México tiene 159, es decir, 75% 

del total, con 119 de ellas endémicas (García-Mendoza, 2012). La riqueza del 

género Agave en nuestro país se debe a que este linaje surgió hace unos 8 

millones de años en los territorios del Altiplano Mexicano. Esta región natural se 

encuentra desde el centro del país hacia el norte, sus límites oriente y poniente 

son señalados por la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental 

(CONABIO, 2021). 

En general, las plantas del género Agave son monocotiledóneas, 

morfológicamente se describen de la siguiente manera (Figura 1): plantas 

perennes, con hojas dispuestas en espiral, arregladas en roseta en el ápice de 

un tallo, suculentas, fibrosas, con la base dilatada y carnosa. La hoja por lo 

general termina en una espina que puede medir desde algunos milímetros hasta 

varios centímetros. La inflorescencia es paniculada; el pedúnculo floral tiene 

brácteas que se reducen en tamaño desde la base hasta el ápice (García-

Mendoza, 2007). Las flores son bisexuales, tubulares, con ovario ínfero, poseen 

6 tépalos de coloración verdoso-amarillento en muchas especies, aunque varían 

del blanquecino al rojo o al anaranjado; los estambres son 6, sobrepasan a los 

tépalos y se insertan en diferentes longitudes del tubo. 
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El fruto es una cápsula seca, trilocular, con semillas dispuestas en dos hileras por 

lóculo, negras, aplanadas y rodeadas por un ala corta en su parte distal. La 

reproducción es sexual o asexual mediante la generación de hijuelos 

estoloníferos en la base del tallo, intrafoliar o bien surgir en las inflorescencias; 

éstos son llamados bulbillos (García-Mendoza et al., 2017).  La edad de los 

agaves es legendaria, aunque muy pocos trabajos abordan el tema; las especies 

grandes alcanzan su madurez entre los 10 y 25 años, mientras que las especies 

pequeñas lo hacen después de crecer entre cuatro y cinco años.  

 

Figura 1. Morfología del Agave lyobaa: A Roseta con base del pedúnculo de la 
inflorescencia; B Hoja; C Bráctea del pedúnculo; D Panícula; E Flor; F Flor 
disecada; G Fruto (García-Mendoza. et al., 2019). 
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2.2 Mezcal 

La palabra “mezcal” proviene del náhuatl “mexcalli” o "agave cocido", y se 

denomina así a las bebidas alcohólicas destiladas obtenidas de los azúcares 

fermentados de los tallos cocidos de diversas especies del género Agave, 

comúnmente llamado "maguey", que se consideran tradicionales y se producen 

en diversas áreas rurales de México (Aguierre-Dugua, 2013).  

La norma oficial mexicana NOM-070-SCFI-2016 define al mezcal como una 

"bebida alcohólica destilada mexicana, 100% de maguey o agave, obtenida por 

destilación de jugos fermentados con microorganismos espontáneos o 

cultivados, extraídos de cabezas maduras de maguey o agaves cocidos, 

cosechadas en el territorio cubierto por la Denominación de Origen Mezcal 

(DOM)”. Además, lo describe como “un líquido de aroma y sabor derivado de la 

especie de maguey o agave empleado, así como del proceso de elaboración; 

diversificando sus cualidades por el tipo de suelo, topografía, clima, agua, 

productor autorizado, maestro mezcalero, graduación alcohólica, 

microorganismos, entre otros factores que definen el carácter y las sensaciones 

organolépticas producidas por cada Mezcal.". 

El mezcal se produce en aproximadamente el 25% del territorio nacional, siendo 

9 los estados protegidos bajo la DOM, dentro de los que se incluyen alrededor 

de 1000 municipios, en los que la materia prima, las plantas de agave, crecen 

principalmente en estado silvestre. La Denominación de Origen Mezcal es la más 

grande del mundo en lo que a bebidas espirituosas se refiere (Martínez et al., 

2019). Los estados que comprende la DOM son Oaxaca, Guerrero, Zacatecas, 

Durango, San Luis Potosí, Guanajuato, Tamaulipas, Michoacán y Puebla. 

Oaxaca tiene la mayor producción de mezcal, con el 91.31% de la producción de 

mezcal nacional referido al 45% Alc. Vol. (COMERCAM, 2023). 
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2.2.1 Proceso de elaboración 

En Oaxaca a las unidades de fermentación y destilación se les denomina 

“palenques”, y en general para la elaboración de mezcal se utilizan varias 

especies de Agave, tanto cultivadas como silvestres, dependiendo de la región 

del estado, dentro de las cuales destacan el Agave angustifolia (espadín), A. 

karwinskii (cirial o cuishe), A. potatorum (tobalá), A. marmorata (tepeztate), A. 

rhodacantha (mexicano), A. convallis (jabalí o javalín), A. americana (coyote), A. 

salmiana (pulquero). A. cantala (cincoañero) y A. macrocantha (mexicano o 

barril). Existen además otras especies que son empleadas para la obtención de 

ixtle (fibra de maguey), construcción y otros usos, incluso únicamente decorativos 

(Sánchez-López, 2005). El proceso de elaboración específico depende de la 

localidad de Oaxaca donde se realice, pero en general en los palenques se lleva 

a cabo la producción de mezcal bajo el siguiente esquema (Figura 2): 

 

Figura 2. Proceso de elaboración de mezcal artesanal en Oaxaca 

A continuación, se describen las operaciones mencionadas en el esquema: 

1. Selección y corte del maguey. El proceso comienza con la selección de la 

materia prima (Figura 3), donde se identifican plantas cuyas características 

indican un estado de madurez óptimo (Martínez et al., 2019).  
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Figura 3. Selección de maguey para corte. 

Una vez seleccionado el agave, se realiza el afeitado (corte de las hojas y 

extracción de la piña), este paso tiene el propósito de eliminar aquellos órganos 

vegetales que no son útiles para su procesamiento, como son las hojas o pencas 

(Blomberg, 2001). La extracción del maguey se realiza desde la base y no desde 

la raíz, con la finalidad de no recolectar partes que puedan proveerle sabores 

desagradables a esta bebida (Martínez et al., 2019). 

2. Cocción de piñas.  En Oaxaca, los hornos más comunes son los cónicos de 

tierra o piedra, dentro de ellos se depositan las piñas del maguey cubiertas con 

pencas o bagazo, piedras y, posteriormente, con petates, mantas o lonas 

rematadas con tierra que permitirán mantener el calor para lograr la cocción del 

agave (Figura 4). 

  

 

 

 

 

Este proceso tiene una duración aproximada de una semana y depende de 

diversos factores como la capacidad del horno de cocción, el tipo de maguey que 

A 

Figura 4. Horneado de las piñas de maguey:  Preparación del horno (Izquierda), 
Distribución de la materia prima para la cocción (Derecha). 
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se ha colocado, el clima, el tipo de piedra empleado, entre otros. En esta etapa 

los polisacáridos, principalmente los polisacáridos de reserva (fructanos) se 

hidrolizan hasta obtener un jarabe rico en fructosa (Blomberg, 2001; Molina-

Guerrero et al., 2007). La madera que se emplea para iniciar el fuego en el horno 

generalmente proviene de árboles como el encino, el guamúchil o el mezquite. 

3. Seccionado de piñas cocidas. Para facilitar la operación siguiente en 

ocasiones resulta importante realizar un seccionado previo del material cocido, 

separando el cogollo y los trozos de pencas de la parte central de la piña, de 

manera manual para el caso de los magueyes más suaves, como A. angustifolia, 

y para los más duros, como A. karwinskii, se emplean machetes para cortar la 

base leñosa del maguey (Figura 5). 

 

Figura 5. Seccionado de piñas cocidas de A. karwinskii. 

4. Molienda. Para que los azúcares hidrolizados dentro de los tallos de agave 

cocidos estén disponibles para microorganismos durante la fermentación, deben 

molerse o triturarse. Las formas más tradicionales de lograrlo son cortando y 

triturando las piezas de agave con mazos de madera o pasando una gran piedra 

de molino con fuerza animal (molino chileno) sobre las pencas cocidas (Durán-

García et al., 2007). Cada estilo de molienda genera un rendimiento diferente, 

mientras que los mazos de madera generan entre 100 y 150 kg•h-1, el molino de 

cuchillas y el molino chileno pueden moler hasta 1,000 kg•h-1(Kirchmayr et al., 

2014). Otra diferencia entre los equipos es su capacidad para desmenuzar, o 
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moler, el maguey cocido. Mientras que con el uso de mazos suelen obtenerse 

trozos menos homogéneos de material, con el uso de molino chileno o molino de 

cuchillas se asegura una mayor uniformidad y tamaño más pequeño de las fibras 

(Figura 6). La generación de fragmentos grandes disminuye el rendimiento de 

fermentación, por lo que garantizar una molienda homogénea con un alto grado 

de desfibración conduce a un mejor aprovechamiento de los azúcares 

disponibles durante la fermentación y, por ende, a un mejor rendimiento del 

producto final (Duran-Garcia et al., 2007). 

5. Fermentación. La fermentación es un paso crucial durante la producción de 

mezcal donde interviene una microbiota compleja y variable (Kirchmayr et al., 

2017). Aunque, idealmente, el procedimiento debiera conducirse en oquedades 

en piedra, suelo o tronco, piletas de mampostería, recipientes de madera o barro 

e incluso en pieles de animal, en la actualidad es común encontrar tinacos 

“Rotoplas” u otros polímeros plásticos (Figura 7). 

En los recipientes de fermentación se colocan las fibras y jugo obtenidos durante 

la molienda, las cuales se dejan por varias horas o un par de días, antes de 

agregar suficiente agua para cubrir las fibras, esta acción depende totalmente de 

la experiencia del palenquero. El contenido de la tina en la que se lleva a cabo el 

proceso se monitorea cada día en diferentes momentos hasta llegar a la fase final 

de la fermentación, la cual se considera que ha terminado cuando disminuye la 

Figura 6. Molienda de maguey con desfibradora: Hebradora de agave 
(Izquierda), Llenado de la máquina (Centro), agave desfibrado (Derecha). 
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cantidad de espuma visible en la superficie (DOF, 2016; Arellano-Plaza et al., 

2022; Zamora, 2021).  

  

Figura 7. Fermentación de agave cocido y desfibrado: Tina de fermentación 
(Izquierda) y Fermentado de maguey jabalí (A. convallis Trelease) (Derecha). 

Por lo general, los productores calculan la cantidad de agave utilizada para 

producir un litro de mezcal. Dependiendo de la especie de agave y su madurez, 

se considera que hasta el 25% de su peso corresponde a azúcares (fructanos 

antes y fructosa/glucosa después de cocinar) (García-Mendoza et al., 2017) y 

teóricamente sería posible obtener 1 litro de mezcal (50% Alc. Vol.) con 4 kg de 

agave. La realidad, sin embargo, está muy lejos de eso. Las eficiencias son 

normalmente entre 10 y 20 kg de agave por 1 litro de mezcal, pero a veces 

pueden elevar hasta 25-35 kg de agave (Arellano-Plaza, 2022). La mayoría de 

las fermentaciones se llevan a cabo como procesos espontáneos, permitiendo el 

crecimiento de la microbiota nativa. Durante la etapa de fermentación del mezcal 

normalmente no se utilizan levaduras comerciales. El agave cocido contiene 

inhibidores de levadura como hidroximetilfurfural (HMF), furfural y saponinas, y 

las levaduras comerciales no pueden crecer (Garcia-Soto et al., 2011; Alcázar et 

al., 2017). La levadura silvestre se adapta produciendo mejores comportamientos 

de fermentación. Sin embargo, la biodiversidad debe conservarse para garantizar 

las propiedades nativas en cada proceso de la región mezcalera y evitar las 

levaduras comerciales (Arellano-Plaza, 2022). 
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6. Destilación. Es el método empleado para separar y concentrar los 

componentes químicos y sensoriales producidos durante las etapas del proceso 

previas, desde el cocimiento hasta la fermentación, aprovechando para ello las 

distintas propiedades fisicoquímicas y termodinámicas de estos, como son la 

volatilidad, el punto de ebullición, la presión vapor, la solubilidad, la polaridad, 

entre otras (Kirchmayr et al., 2014).  El equipo donde se lleva a cabo este 

procedimiento se compone de una olla de cobre; una montera, que consiste en 

un cilindro dentro del cual se encuentra una tapa que se ajusta a la boca de la 

olla, así, cuando la temperatura interna comienza a subir, se coloca agua en la 

cavidad que posee para condensar los vapores que se elevan del mosto en la 

olla; dichos gases se colectan en un tubo alargado de cobre llamado turbante que 

desemboca en la última parte del equipo de destilación denominado serpentín, el 

cual va sumergido en un tanque de agua para fungir como condensador (Figura 

8).  

 

Figura 8. Equipo de destilación fabricado en cobre para elaborar mezcal 
artesanal. 

En la producción de mezcal, se llevan a cabo dos pasos para conducir la 

destilación (Figura 9), el primero se lleva a cabo comúnmente vertiendo tanto el 

mosto de agave como las fibras en el alambique (guarape y bagazo, 

respectivamente), obteniendo un aumento de ∼5 veces en el contenido de 

alcohol en el destilado con respecto al contenido de alcohol en el mosto (entre 

20 y 30% Alc. Vol.) (Martínez et al., 2019).  
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Figura 9. Preparación del material para la destilación: Alambique de cobre con 
mosto y guarape (Izquierda), Colocación de montera en la olla de destilación 
empleando masa de maíz como agente de sellado (Derecha). 

El segundo paso se logra destilando nuevamente el líquido obtenido logrando un 

aumento de 2-3 veces en la concentración de alcohol (entre 50 y 60 % Alc. Vol.). 

Las ollas fijas se calientan frecuentemente con madera, donde la cantidad y el 

tipo de madera definen la velocidad del aumento de temperatura. Para obtener 

un producto que cumpla con las especificaciones de la NOM-070-SCFI-2016, las 

puntas (primer producto del destilado cuya concentración va desde 74 hasta  

78 % Alc. Vol.) y las colas (destilado remanente cuyo porcentaje de alcohol es 

inferior al 15 %) se retiran durante la segunda destilación. Antes de obtener el 

producto final con la composición deseable se realiza una rectificación del 

destilado calculando el grado alcohólico mediante la verificación del “tamaño de 

la perla”, es decir, vertiéndolo a cierta altura con una pipeta de carrizo a un 

recipiente y observando el tamaño y tiempo de permanencia de las burbujas que 

se forman (Figura 10) (Nolasco-Cancino et al., 2022). 

La importancia de la destilación sobre las propiedades organolépticas del mezcal 

viene dada por la formación de componentes, por lo que son los principales 

agentes responsables del aroma en el producto final (Gómez-Zamora et al., 

2016). 
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Figura 10. Verificación del “tamaño de la perla” con carrizo. 

2.2.2 Fermentación  

La fermentación es uno de los métodos más antiguos y económicos utilizados en 

la conservación de alimentos; se puede describir como un proceso deseable de 

modificación bioquímica de productos alimenticios primarios (Aloys et al., 2009). 

Durante este proceso bioquímico, las materias primas se fermentan bajo 

condiciones específicas para crear productos atractivos y deseables, 

enriquecidos con sabor, aroma y textura mejorados, vida útil prolongada y 

fortificados con compuestos bioactivos que promueven la salud, además de 

desintoxicar y destruir sustancias indeseables o microorganismos presentes en 

los alimentos crudos (Figura 10) (Narzary et al., 2016; Farhad et al., 2010; 

Escobar-Zepeda et al., 2020). Se utiliza como técnica para la conservación de 

alimentos, aplicándose a una amplia gama de alimentos como leche, carne, 

pescado, cereales, frutas, verduras, legumbres, raíces/tubérculos, bebidas 

alcohólicas y bebidas no alcohólicas (Pérez-Armendáriz et al., 2020). Se estima 

que hay aproximadamente 3500 alimentos fermentados y bebidas en todo el 

mundo (Tamang et al., 2017). 

La fermentación es un proceso anaeróbico de glucólisis que produce ácido 

pirúvico sin oxígeno. Se sabe que tres tipos diferentes de procesos de 

fermentación tienen lugar en la producción de bebidas, a saber, fermentación 

alcohólica, ácido láctico y acética. La fermentación alcohólica resulta en la 
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producción de etanol por levadura (como en el vino y la cerveza). La fermentación 

del ácido láctico (homofermentativa o heterofermentativa) se lleva a cabo 

principalmente por bacterias productoras de ácido láctico (BAL). Bajo exceso de 

aireación, las bacterias del ácido acético (BAA, principalmente Acetobacter spp.) 

convierten el alcohol en ácido acético en presencia de oxígeno (Tortora et al., 

2010; Liburdi et al., 2020).  

2.2.3 Fermentación alcohólica  

La fermentación alcohólica es una vía metabólica que permite degradar azúcares 

en alcohol y dióxido de carbono (Figura 11). La conversión se representa 

mediante la ecuación: 

𝐶6 𝐻12𝑂6 + 2𝐴𝐷𝑃 + 2𝐻𝑃𝑂4
− ⟶ 2𝐶2𝐻5𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 + 2𝐴𝑇𝑃 + 2𝐻2𝑂 

 

Figura 11. Diagrama esquemático de la conversión de glucosa en etanol durante 
la fermentación alcohólica por la levadura Saccharomyces cerevisiae (Nielsen, 
2011; Carrascosa-Santiago et al., 2011). 

 A pesar de parecer, a nivel estequiométrico, una transformación simple, la 

secuencia de transformaciones para degradar la glucosa hasta dos moléculas de 

alcohol y dos moléculas de dióxido de carbono es un proceso muy complejo, pues 

al mismo tiempo la levadura utiliza la glucosa y nutrientes adicionales para 
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reproducirse. Para evaluar esta transformación, se usa el rendimiento 

biomasa/producto y el rendimiento producto/ substrato (Carrascosa-Santiago et 

al., 2011; Walker y Walker, 2018): 

1. Rendimiento biomasa/substrato (𝑌𝑥/𝑠): es la cantidad de levadura 

producida por cantidad de substrato consumido. 

2. Rendimiento substrato/producto (𝑌𝑠/𝑝): es la cantidad de producto 

sintetizado por cantidad de substrato consumido. 

El rendimiento teórico estequiométrico para la transformación de glucosa en 

etanol es de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO2 por 1 g de glucosa. Este valor 

fue cuantificado por Gay Lussac. En la realidad es difícil obtener este rendimiento, 

porque como se señaló anteriormente, la levadura utiliza la glucosa para la 

producción de otros metabolitos. El rendimiento experimental varía entre 90% y 

95% del teórico, es decir, de 0.469 a 0.485 g/g. Otro parámetro importante es la 

productividad (g/h/L), la cual se define como la cantidad de etanol producido por 

unidad de tiempo y de volumen (Carrascosa-Santiago et al., 2011; Walker y 

Walker, 2018). 

Las levaduras tienen un papel importante en la fermentación de numerosos 

productos alimenticios. Saccharomyces cerevisiae, es la levadura más empleada 

a nivel agroindustrial pues se reconoce con frecuencia como levadura de cerveza 

o de panadería, ya que algunos de sus productos asociados son cerveza, vino y 

productos horneados (Farid et al., 2019). En los últimos años, las levaduras con 

aptitud fermentativa, pertenecientes a especies no-Saccharomyces están siendo 

estudiadas en investigación aplicada, evidenciando el importante papel en la 

fermentación de bebidas alcohólicas, como el vino, bajo ciertas condiciones 

controladas. De hecho, las interacciones microbianas entre cepas seleccionadas 

de levaduras S. cerevisiae y no Saccharomyces pueden dar efectos positivos a 

la fermentación alcohólica (Ciani et al., 2020).  
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2.2.4 Fermentación espontánea 

La fermentación puede realizarse por comunidad microbiana natural o 

espontánea, por retroceso, en el que se utiliza una pequeña cantidad del 

fermentado anterior como inóculo para la siguiente etapa de fermentación, o 

mediante la adición de cultivos iniciadores. Mediante la fermentación espontánea, 

la materia prima y su tratamiento inicial favorecerán el crecimiento de una 

microbiota autóctona (Liburdi et al., 2020). 

En la mayoría de las fermentaciones espontáneas tiene lugar una sucesión 

microbiana: muy a menudo BAL dominarán inicialmente seguido de varias 

especies de levaduras. Los hongos filamentosos solo crecen aeróbicamente, lo 

que limita su aparición en ciertos tipos de productos fermentados (Mahlomaholo, 

2017; Romano et al., 2006). Las bacterias y levaduras del ácido láctico son 

predominantes en los productos lácteos fermentados, cereales y alimentos y 

bebidas fermentadas vegetales. Además, BAA juegan un papel fundamental en 

la producción de algunos de estos productos. En general, las BAL producen ácido 

láctico y otras sustancias antimicrobianas que inhiben el crecimiento de bacterias 

dañinas junto con la reducción del contenido de azúcar, prolongando así la vida 

útil del producto, las levaduras producen principalmente componentes aromáticos 

y alcoholes. Cuando los hongos filamentosos están involucrados en la 

fermentación, generalmente contribuyen al producir enzimas proteolíticas y 

lipolíticas intra y extracelulares que influyen en gran medida en el sabor y la 

textura del producto (Tamang et al., 2009). Las bebidas fermentadas (FB) son los 

centros de consorcios de microbiota y micobiota (contaminantes funcionales, no 

funcionales y patógenos), que pueden estar presentes como microbiota indígena 

natural en sustratos vegetales o animales crudos, utensilios, recipientes, ollas de 

barro o ambientes, o como resultado de la adición intencional de los 

microorganismos como cultivos iniciadores en un proceso industrial de 

fermentación de alimentos (Liburdi et al., 2020). 

Para aumentar la complejidad del aroma y prevenir el deterioro de bebidas y 

licores, se han estudiado varias estrategias de inoculación, dos de las cuales son 
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la co-inoculación de levaduras y bacterias al comienzo de la fermentación 

(Azzolini et al. 2010) y la inoculación secuencial no-Saccharomyces/S.  cerevisiae 

o levaduras/bacterias ácido-lácticas (BAL) (Bely et al. 2008; Izquierdo et al. 

2014). Cualquiera que sea la estrategia de inoculación, las levaduras y las 

bacterias constituyen una comunidad microbiana en el proceso de fermentación. 

De hecho, estas comunidades son complejas, debido a los factores biológicos, 

químicos y físicos que afectan la dinámica y el metabolismo de la población (Little 

et al. 2008). Como se describió anteriormente, el proceso de fermentación no es 

el resultado de un solo microorganismo. Para tener productos de alta calidad, a 

menudo se requiere la presencia de varias especies y/o cepas. La fermentación 

controlada multistarter con S. cerevisiae es la modalidad más rentable para 

utilizar estas levaduras de vino no convencionales seleccionadas. Se pueden 

perseguir varios objetivos con el uso de cultivos mixtos controlados con levaduras 

no convencionales: (i) mejora de la complejidad del sabor y el aroma; ii) 

características distintivas; iii) reducción de etanol; y (iv) control de la microflora 

de deterioro (Ciani et al., 2020). 

2.3 Metagenómica  

A finales de la década de 1970, Carl Woese propuso el uso de genes de ARN 

ribosómico como marcadores moleculares para la clasificación de la vida. Esta 

idea junto con el método de secuenciación automatizada de Sanger (Sanger et 

al., 1977) revolucionó el estudio y la clasificación de microorganismos (Escobar-

Zepeda, 2015). A comienzos del siglo XXI surgen nuevos métodos de 

secuenciación, basados en la pirosecuenciación y las denominadas plataformas 

de Next Generation Sequencing (NGS). Hoy en día, es más apropiado hablar de 

High-Throughput Sequencing (HTS) o secuenciación masiva, porque han surgido 

nuevas generaciones de secuenciadores que aplican otras tecnologías de 

secuenciación en paralelo (Hernández et al., 2019). De acuerdo con el objetivo 

de la investigación, se pueden encontrar dos enfoques metagenómicos para el 

estudio de la microbiota en la muestra objeto de análisis: 
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Métodos selectivos. Estos métodos se basan en la focalización y amplificación 

de secuencias específicas de ácidos nucleicos, que luego se secuencian. Este 

paso de amplificación reduce la complejidad del análisis, pero introduce algunos 

sesgos y limitaciones que deben entenderse antes de interpretar los datos. Las 

fuentes de sesgo son principalmente la preparación y el procesamiento de la 

muestra, incluida la elección de la región de amplificación, la reacción de 

amplificación (concentración de la plantilla, el contenido de GC de la plantilla y la 

estructura secundaria, la falta de coincidencia del cebador y los errores de 

polimerasa), el número de copias del gen objetivo por célula, las lecturas 

quiméricas y los errores de secuenciación de metacódigos de barras. Entre otras 

características, este tipo de aproximación presenta las siguientes ventajas y 

desventajas (Billington et al., 2022): 

Ventajas Desventajas 

El objetivo puede ser específico de 

un grupo microbiano concreto (por 

ejemplo, ARNr 16S común para 

bacterias e ITS para hongos) 

independientemente de la 

prevalencia en una comunidad; 

bueno para comunidades 

microbianas con gran diversidad. 

La variedad de herramientas y 

bases de datos existentes permite 

realizar clasificaciones 

taxonómicas con relativa facilidad. 

Se pueden comparar los cambios 

en la abundancia relativa para 

evaluar el impacto de diferentes 

Sólo los genomas dominantes 

están bien representados. 

Es menos sensible para la 

detección de patógenos que la 

secuenciación de metacódigos de 

barras. 

No distingue de forma fiable entre 

organismos vivos y muertos. 

Se infieren vínculos entre regiones 

genómicas (contigs).  

Se descarta una elevada 

proporción de secuencias 

taxonómicamente poco 

informativas. 
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muestras o tratamientos en los 

microbiomas. 

Cuando la profundidad de 

secuenciación es suficiente, se 

pueden identificar taxones poco 

abundantes o raros. 

Menor coste que la secuenciación 

shotgun. 

No es necesario reconstruir todo el 

genoma. 

El ensamblaje automatizado de 

genomas puede ser problemático. 

El coste puede ser prohibitivo en 

función de la profundidad de 

secuenciación requerida, el tipo de 

muestra y los microbios de interés. 

Pueden generarse grandes 

volúmenes de datos que requieran 

herramientas informáticas de alto 

rendimiento para su análisis y 

almacenamiento. 

Se requieren conocimientos 

bioinformáticos y científicos de 

moderados a altos. 

 

Métodos no selectivos. Después de descifrar la diversidad microbiana de un 

metagenoma, sería muy conveniente comprender su potencial metabólico. Esto 

se puede lograr mediante el uso de un enfoque de metagenoma completo donde 

se obtiene ADN total para preparar bibliotecas completas de pequeños 

fragmentos obtenidos aleatoriamente con shotgun (tiro de escopeta) (Escobar-

Zepeda, 2015). 

En este caso, el ADN se extrae de nuevo de todas las células de una comunidad. 

Pero, en lugar de centrarse en un locus genómico específico para su ampliación, 

todo el ADN se corta posteriormente en pequeños fragmentos que se secuencian 

de forma independiente. De este modo se obtienen secuencias de ADN (es decir, 

lecturas) que se alinean con diversas localizaciones genómicas de los múltiples 

genomas presentes en la muestra, incluidos los no microbianos. Algunas de 
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estas lecturas procederán de loci genómicos taxonómicamente informativos (por 

ejemplo, 16S), y otras de secuencias codificantes que proporcionan información 

sobre las funciones biológicas codificadas en el genoma. Como resultado, los 

datos metagenómicos ofrecen la oportunidad de explorar simultáneamente dos 

aspectos de una comunidad microbiana: ¿quién está ahí y qué es capaz de 

hacer? (Escobar-Zepeda, 2015). 

El ensamblaje no reconstruye genomas completos, por lo que es necesario 

agrupar fragmentos del genoma. Por lo tanto, el ensamblaje es el proceso de 

combinar lecturas de secuencia en fragmentos contiguos de ADN llamados 

contigs, basados en la similitud de secuencia entre lecturas. Luego, la presencia 

de lecturas pareadas en dos componentes diferentes se vinculará en una 

secuencia de ADN no contigua más grande llamada scaffold. El objetivo de WGS 

es representar cada secuencia genómica en un scaffold, aunque esto no siempre 

es posible (Moreno-Indias et al., 2020). 

Un estudio típico de metagenómica de escopeta comprende cinco pasos, 

después del diseño inicial del estudio: (i) la recolección, procesamiento y 

secuenciación de las muestras; ii) preprocesamiento de las lecturas de 

secuenciación; iii) análisis de secuencias para perfilar las características 

taxonómicas, funcionales y genómicas del microbioma; (iv) análisis estadísticos 

y biológicos de posprocesamiento y (v) validación.   

La secuenciación de este tipo posee ciertas características que le dan cierta 

ventaja y, en su caso, desventaja, respecto a otros métodos de secuenciación, 

las cuales se enuncian a continuación (Billington et al., 2022): 
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Ventajas Desventajas 

Se secuencia todo el ADN 

genómico de la muestra. 

Bueno para comunidades con 

pocas especies dominantes y baja 

diversidad. 

No hay sesgo de amplificación, a 

diferencia de la secuenciación de 

metabarcodificación. 

Se pueden inferir marcadores 

genéticos filogenéticos a partir del 

conjunto de datos. 

Posibilidad de ensamblar los 

genomas de los tipos dominantes. 

Puede identificar nuevos tipos de 

microbios. 

 

Sólo los genomas dominantes 

están bien representados. 

No distingue de forma fiable entre 

organismos vivos y muertos. 

Se descarta una elevada 

proporción de secuencias 

taxonómicamente poco 

informativas. 

El ensamblaje automatizado de 

genomas puede ser problemático. 

El coste puede ser prohibitivo en 

función de la profundidad de 

secuenciación requerida, el tipo de 

muestra y los microbios de interés. 

Generan grandes volúmenes de 

datos que requieren mayor 

capacidad para su análisis.  
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3 DETERMINACIÓN DEL PERFIL TAXONÓMICO MICROBIANO 

EN MOSTO DE ENSAMBLE PARA MEZCAL MEDIANTE 

SECUENCIACIÓN MASIVA TIPO SHOTGUN 

3.1 Introducción  

El mezcal es una bebida destilada tradicional mexicana producida a partir de los 

jugos fermentados del corazón (piña) de la planta de agave (maguey) cocida 

(Escalante-Minakata et al., 2008). El mezcal se produce a partir de varias 

especies en el territorio que están protegidas por la Denominación de Origen 

Mezcal (DOM), y en diferentes regiones del país reconocidas por la DOM (NOM-

070-SCFI-2016, 2017). El proceso de elaboración consta de cinco pasos 

principales: retirada de las hojas, dejando el tallo y las bases de las hojas, 

conocidas como cabeza o piña; cocción de las piñas; extracción del mosto; 

fermentación (espontánea); destilación; y a veces la maduración (Lappe-Oliveras 

et al., 2008). El proceso bioquímico que determina las principales características 

sensoriales del mezcal se lleva a cabo durante la fermentación del jugo de agave, 

la cual dura varios días y se lleva a cabo de manera espontánea por diversos 

microorganismos en procesos de producción que difieren de una región a otra. 

La biodiversidad involucrada varía dependiendo de la especie de agave, las 

prácticas de producción y las condiciones climáticas regionales (Torres-

Velázquez et al., 2022). 

Anteriormente, se han realizado investigaciones sobre la diversidad microbiana 

presente en el proceso de producción del mezcal, teniendo algunas variaciones, 
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principalmente, en la metodología de obtención de ADN, así como el sustrato 

empleado para ello, y en el método de identificación aplicado y la profundidad de 

este. Los pioneros en realizar este tipo de análisis, sobre el mezcal en  

particular, fueron Escalante-Minakata et al. (2008) en su estudio del proceso de 

fermentación de Agave salmiana (maguey pulquero), en San Luis Potosí, 

mediante el análisis filogenético de secuencias de ADNr 16S e ITS de inóculo 

para producción de mezcal, cultivado bajo condiciones de laboratorio, 

identificaron 12 especies, 8 de las cuales correspondieron a bacterias de los 

géneros Lactobacillus, Weisella y Zymomonas. En su estudio sobre las bacterias 

presentes en la fermentación de agave del estado de Tamaulipas, Narváez-

Zapata et al. (2010), encontraron la abundancia de los géneros Pediococcus, 

Lactobacillus, Weissela y Bacillus. Así mismo,  Verdugo Valdez et al. (2011), 

detectaron una gran biodiversidad de microorganismos de tipo eucarionte 

(levaduras) en una fermentación de A. salmiana de San Luis Potosí, donde 

destacó el género por excelencia en fermentaciones de este tipo, 

Saccharomyces, pero al mismo tiempo se encontró la presencia de levaduras no-

Saccharomyces de los géneros Kluyveromyces, Pichia, Zygosaccharomyces, 

Torulaspora y Candida. En otro estudio, desarrollado por Páez-Lerma et al. 

(2013), en el que analizaron el proceso de fermentación de mezcal en Durango, 

encontraron géneros similares en sus muestras. Posteriormente, los autores 

Kirchmayr et al. (2017), combinando la aplicación de técnicas tradicionales 

(dependientes de cultivo) y moleculares detectaron 21 especies de levaduras y 

27 especies de bacterias en el proceso de fermentación de A. angustifolia 

(maguey espadín) de Oaxaca, siendo los primeros en reportar tal cantidad de 

microorganismos, en comparación con estudios anteriores en otras regiones. Los 

principales géneros identificados por los autores fueron Kluyveromyces, 

Zygosaccharomyces, Torulaspora y Pichia, además de Saccharomyces, en el 

caso de los eucariontes, y Lactobacillus, Zymomonas y bacterias ácido-acéticas, 

para el caso de los procariontes. En un estudio más reciente, Hernández‐delgado 

et al. (2021), realizaron aislamientos de bacterias con potencial probiótico 

encontradas en mosto de mezcal del estado de Oaxaca, dentro de las cuales se 
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identificaron especies de los géneros Lactobacillus, Lactococcus y Enterococcus. 

Chacón-Vargas et al. (2020), reportaron que, durante el proceso de fermentación 

de pulque, una bebida fermentada derivada del aguamiel obtenido de magueyes, 

conducido en laboratorio, se identificaron 16 géneros principales que incluyeron 

35 especies distribuidas a lo largo del proceso, principalmente bacterias de los 

géneros Acinetobacter, Leuconostoc, Lactococcus, Zymomonas y Lactobacillus. 

El propósito de este estudio fue determinar la composición microbiana presente 

durante la fermentación de jugo de maguey en el proceso de producción de 

mezcal artesanal tipo ensamble, elaborado a partir de cuatro especies regionales, 

utilizando un enfoque de metagenoma completo (Shotgun). 

3.2 Materiales y métodos 

3.2.1 Material experimental 

Se recolectaron muestras de mosto de ensamble elaborado a partir de cuatro 

especies de magueyes silvestres: Bicuishe (A. karwinskii Zucc., 35 %), 

Madrecuishe (A. karwinskii Zucc., 35 %), Coyote (A. americana L., 10 %) y 

Pulquero (A. salmiana Otto ex Salm., 20 %); en un palenque de mezcal artesanal 

perteneciente a la asociación de productores “Tres magueyes”, localizado en el 

municipio de San Luis Amatlán (16°23′00″N 96°30′00″O), México. 

Las muestras se obtuvieron durante tres etapas fermentativas de acuerdo con la 

metodología descrita por Narváez-Zapata et al. (2010), correspondientes a jugo 

de agaves recién horneados y triturados (T1), mosto fermentado durante 3 días 

(T2) y 6 días (T3). Se recuperaron 200 mL de mosto por lapso en frascos de vidrio 

previamente esterilizados, que se transportaron en hielo al laboratorio de biología 

molecular de la Universidad Autónoma Chapingo donde las muestras fueron 

fraccionadas, etiquetadas y almacenadas a -8 °C hasta su uso en análisis 

moleculares. Los procesos de fermentación se realizaron por fermentación 

espontánea.  
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3.2.2 Cuantificación de sólidos solubles 

La concentración de sólidos solubles expresada por 100 gramos de fase líquida 

se cuantificó a temperatura ambiente utilizando un refractómetro HI96801 

(HANNA®, HANNA® instruments, EUA). Las mediciones se realizaron por 

triplicado y los resultados se expresaron en ° Brix. 

3.2.3 Obtención de la fracción microbiana para análisis 

metagenómico 

Se centrifugaron 40 mL de mosto de maguey en una centrifuga IEC CL31 

Multispeed (Thermo Fisher, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA), a 10 000 rpm 

por 30 min a temperatura ambiente (TA) para descartar partículas residuales de 

fibra de maguey. El sobrenadante se separó por decantación obteniendo una 

pastilla semisólida al final del tubo, la cual se disolvió en 50 mL de solución 

amortiguadora TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8) y se almacenó a -8 °C 

hasta su uso.  

3.2.4 Extracción del ADN 

La extracción del ADN de las muestras se llevó a cabo en las instalaciones del 

Laboratorio de investigación genética Bio Genetix Lab S. de R.L. de C.V. (Estado 

de México, México). Se colocó 1 mL de cada una de las muestras en viales por 

triplicado, los cuales se centrifugaron en una microcentrífuga Mikro 20 (Hettich, 

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Alemania) a 13 000 rpm durante 20 min para 

continuar con la extracción del ADN a través del protocolo comercial 

ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit (Zymo, Zymo Research, EUA), siguiendo el 

procedimiento descrito por el proveedor con algunas modificaciones en las fases 

de reposo de limpieza para asegurar una mejor extracción (Zymo Research, 

2022). El ADN extraído se conservó a -20 °C hasta su uso.  



44 
 

3.2.5 Evaluación de la concentración y la calidad del ADN. 

Para llevar a cabo la cuantificación de ADN, se empleó un espectrofotómetro 

nanodrop UVS-99 (ACTGene, ACTGene Inc., EUA) donde se colocaron 2 μL de 

muestra. La absorbancia se leyó a 260 nm y se registraron los datos 

correspondientes a la concentración, expresada en ng/μL, y a la relación 

A260/280. Las extracciones de ADN se almacenaron a -20 °C hasta su posterior 

uso. 

3.2.6 Técnica Shotgun 

La secuenciación del ADN mediante la técnica shotgun fue llevada a cabo a 

través de los servicios de Macrogen, Inc. (Seoul, Corea del Sur). Las muestras 

se prepararon de acuerdo con el flujo de trabajo de preparación de la biblioteca 

NGS y se secuenciaron utilizando la plataforma Illumina (California, Estados 

Unidos).  

3.2.7 Análisis bioinformático 

Se empleó el servidor de UseGalaxy australiano (https://usegalaxy.org.au/) para 

llevar a cabo el análisis de las muestras, para ello, se cargaron los datos en crudo 

con las secuencias forward y reverse correspondientes a cada una. El control de 

calidad se ejecutó empleando la herramienta FastQC (Galaxy Version 

0.73+galaxy0) (Andrews, s.f.), para crear reportes sobre la calidad de la 

secuencia. Los reportes generados por FastQC se agregaron en uno solo a 

través de la herramienta MultiQC (Galaxy Version 1.11+galaxy1) (Ewels et al., 

2016). Las lecturas que comienzan o terminan con muy baja calidad se pueden 

alinear mejor si las piezas de mala calidad se recortan, es por ello que, tras 

verificar la calidad general, se realizó una limpieza de las lecturas, empleando la 

herramienta Trimmomatic (Galaxy Version 0.36.6) (Bolger et al., 2014), para 

recortar lecturas y eliminar secuencias de adaptador. Los parámetros empleados 

fueron: realizar el paso inicial ILLUMINACLIP (Adaptador de corte y otras 

secuencias específicas de illumina de la lectura); para la secuencia de 
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adaptadores a utilizar se seleccionó TruSeq3 (additional seqs) (paired-ended, for 

MiSeq and HiSeq); en las operaciones a realizar por trimmomatic para los cortes 

de las bases, iniciales (LEADING) y finales (TRAILING), se especificó como nivel 

de calidad Phred mínimo el valor de 30, dicho valor se basó en el nivel de calidad 

Phred de las lecturas. Para eliminar las lecturas que estaban por debajo de 100 

pb de longitud, se empleó la operación MINLEN. 

Tras la limpieza, se volvió a verificar la calidad con FastQC y MultiQC y se 

emparejaron las secuencias reverse y forward de cada tiempo, con la 

herramienta FastQC interlacer (Galaxy Version 1.2.0.1+galaxy0) (Blankenberg et 

al., 2010). 

Para la clasificación taxonómica, se empleó la herramienta MetaPhlan (Galaxy 

Version 4.0.5+galaxy0) (Beghini et al., 2021), para perfilar la composición de las 

comunidades microbianas (bacterias, arqueas y eucariotas) a nivel de especie. 

Los resultados se visualizaron con Krona (Galaxy Version 2.7.1+galaxy0) (Ondov 

et al., 2011; Cuccuru et al., 2014). 

3.3 Resultados y Discusión 

3.3.1 Sólidos solubles totales 

La concentración de solidos solubles totales (SST) de la muestra inicial fue de 

34.65±0.5 °Bx, mientras que para las que se tomaron a los 3 y 6 días posteriores 

fueron de 27.55±0.5 y 25.75±0.5 °Bx, respectivamente. El porcentaje del mosto 

final fue de 8.0±0.5 °Bx. La disminución en la concentración de SST se debe a 

que los azúcares presentes en la mezcla se utilizaron para el crecimiento 

microbiano y la producción de etanol, tal como lo apuntan Kirchmayr et al. (2017). 
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3.3.2 Extracción de ADN metagenómico durante la fermentación del 

mosto y su secuenciación 

Se extrajo ADN metagenómico de 3 momentos de fermentación de jugo de agave 

(T1, T2 yT3). La cantidad de ADN obtenida para el primer tiempo fue de 5.381 μg 

en un volumen final de 150 μL de solución de almacenamiento, lo cual significó 

que la concentración de ADN presente en la muestra fue de 35.873 ng•μL-1; para 

el segundo momento de muestreo se obtuvo un total de 7.72 μg de ADN en 154 

μL, teniendo una concentración de 50.131 ng•μL-1; y, para el último lapso 

muestreado se obtuvieron 9.962 μg de ADN en 158 μL, es decir 63.051 ng•μL-1. 

Tras la secuenciación se obtuvieron fragmentos de ADN de 151 pb para todas 

las muestras, con 39.1, 35.6 y 34.6 millones de lecturas para las muestras de 

mosto fresco, etapa fermentativa inicial y posterior, respectivamente, lo cual 

indicó que la secuenciación tuvo una cobertura adecuada, aumentando la 

probabilidad de detectar secuencias raras y proporcionando una imagen más 

completa de la diversidad genética presente en las muestras.  

Para la cuantificación de la calidad de las bases nucleotídicas obtenidas durante 

el proceso de secuenciación se tomó como medida el Phred score obtenido por 

las lecturas. Cada valor del Phred score se traduce en una probabilidad de error 

asociada con la base de secuencia correspondiente. Cuanto mayor es el Phred 

score, menor es la probabilidad de que la base esté incorrecta, lo que indica una 

alta calidad de la secuencia, así, una secuencia con Phred Score = 10 tiene un 

90% de eficacia (una base mal secuenciada cada 10) y una secuencia con  

Phred score = 30 tiene un 99,9% de eficacia (una base mal secuenciada cada 

1000) (Ewing et al., 1998). 

Las lecturas que comienzan o terminan con muy baja calidad se pueden alinear 

mejor si las piezas de mala calidad se recortan, es por ello que, tras verificar la 

calidad general, se realizó una limpieza de las lecturas, empleando la 

herramienta Trimmomatic (Galaxy Version 0.36.6) (Bolger et al., 2014), tras lo 
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cual, se obtuvieron 15.6, 16 y 14.6 millones de lecturas para las muestras de 

mosto fresco, etapa fermentativa inicial y posterior, respectivamente. 

La calidad de las lecturas resultantes se encontró en un rango de Phred scores 

entre 30 y 40, lo cual indicó una alta calidad de las secuencias obtenidas y. por 

ende, una alta confiabilidad en los datos de secuenciación. 

3.3.3 Perfil taxonómico de la comunidad microbiana durante la 

fermentación del mosto para mezcal artesanal 

El perfil taxonómico y la abundancia relativa de la comunidad microbiana 

desarrollada en las tres etapas fermentativas analizadas en este estudio se 

determinaron mediante el programa MetaPhlAn (Galaxy Version 4.0.5+galaxy0) 

(Beghini et al., 2021).  

La fermentación es un paso crucial durante la producción de mezcal donde 

interviene una microbiota compleja y variable (Kirchmayr et al., 2017). Al 

desarrollarse de forma espontánea con microorganismos autóctonos, se favorece 

la producción de compuestos que le otorgan cualidades organolépticas al 

producto final (Kirchmayr et al., 2014).  

En el presente estudio, se identificaron 9 géneros principales y 66 especies 

microbianas en el proceso de fermentación evaluado (Figura 12), las cuales se 

distribuyeron de la manera en que se observa en la Figura 13, donde se destaca 

la presencia del 59.1% de los microorganismos durante los 3 tiempos de 

fermentación, lo cual indica un alto grado de homogeneidad en la diversidad 

microbiana durante el proceso, hecho que se puede constatar al observar las 

distribuciones únicas en cada circulo del diagrama de Venn (Figura 13), siendo 

en el mosto fresco donde se encontró una mayor cantidad de microorganismos 

únicos en comparación con el tiempo inicial de fermentación y la fase posterior. 

Dentro de los resultados obtenidos en el perfil taxonómico, se destaca la 

presencia de bacterias de las familias Lactobacillaceae, Acetobacteraceae y 

Leuconostocaceae, cuyas abundancias relativas representaron el 37.08, 41.99 y 
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16.99%, respectivamente para el caso del mosto fresco; 83.04, 5.20 y 11.59% 

para la etapa inicial de la fermentación y 93.28, 1.36 y 5.12% para la etapa 

posterior (Figura 14).  

La familia Saccharomycetaceae fue la única de tipo eucarionte identificada 

durante todos los periodos, siendo en el mosto fresco el momento en el que 

representó una abundancia relativa mayor, al ser del 3.82 %. 

 

 

Figura 12. Diversidad de microorganismos identificados durante los momentos 
T1 (agaves recién horneados y triturados), T2 (mosto fermentado entre 2-3 días) 
y T3 (mosto fermentado entre 5-6 días), empleando el programa MetaPhlAn. 

El proceso de fermentación no es el resultado de un solo microorganismo. Para 

tener productos de alta calidad, a menudo se requiere la presencia de varias 

especies y / o cepas, y el predominio de una especie o cepa sobre las otras es el 

resultado de diferentes tipos de efecto, basado en las interacciones que efectúan, 

tanto con el medio como entre ellas, tal como apuntan Torres-Guardado et al. 

(2021). En bebidas alcohólicas no destiladas, principalmente, la presencia y/o 

ausencia de ciertas cepas puede significar un enriquecimiento a las cualidades 

organolépticas de estas; o por el contrario, la generación de sabores o aromas 
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no apetecibles en los productos finales. En bebidas como el vino, la sidra, o la 

cerveza, se ha documentado que el proceso de fermentación alcohólica es 

conducido principalmente por especies del género Saccharomyces, sin embargo, 

también involucran la participación de bacterias ácido-lácticas (BAL), e incluso 

ácido-acéticas (BAA) (Cordes et al., 2021; De Roos & De Vuyst, 2019; Fleet, 

2003) 

 

Figura 13. Diagrama de Venn de los microorganismos compartidos y únicos 
identificados durante los 3 tiempos del proceso de producción de mezcal 
artesanal evaluado. 

A nivel de género, el mosto fresco estuvo dominado por Lactobacillus  

(L. brevis,18.98 %; L. plantarum, 15.39 %); Acetobacter (A. malorum, 6.21 %; A. 

senegalensis, 6.18 %; A. orientalis, 4.12 %); Gluconobacter (G. roseus, 5.89 %; 

G. oxydans, 4.85 %); Leuconostoc (Leuc. mesenteroides, 7.62 %); Weisella (W. 

paramesenteroides, 4.16 %); Saccharomyces (S. cerevisiae, 3.81 %); 

Komagataeibacter (K. saccharivorans, 1.64 %), Oenococcus (O. alcoholitolerans, 

0.91 %), Kocuria (K. rosea, 0.048 %; K. polaris 0.04 %) y Frateuria (F. aurantia, 
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0.02 %). En el jugo de maguey con 3 días de fermentación, los géneros 

microbianos identificados fueron Lactobacillus (L. plantarum, 39.09 %; L. 

spicheri,14.46 %; L. hilgardii, 10.22 %; L. brevis, 7.62 %; L. vaccinostercus, 5.69 

%; L. pantheris, 5.52 %); Weisella (W. paramesenteroides, 6.42 %); Oenococcus 

(O. alcoholitolerans, 3.53 %), Acetobacter (A. malorum, 0.75 %), Leuconostoc 

(Leuc. pseudomesenteroides, 0.74 %); Komagataeibacter (K. saccharivorans, 

0.67 %), Gluconobacter (G. oxydans, 0.5 %) y Saccharomyces (S. cerevisiae, 

0.15 %). Para el caso del mosto fermentado durante 6 días, los géneros que se 

encontraron fueron Lactobacillus (L. hilgardii, 29.14 %; L. plantarum, 28.77 %; L. 

spicheri, 24.51 %; L. vaccinostercus, 4.03 %; L. brevis, 3.18 %; L. pantheris, 2.96 

%; L. ghanensis, 0.38 %); Oenococcus (O. alcoholitolerans, 2.86 %), Weisella 

(W. paramesenteroides, 1.64 %); Acetobacter (A. malorum, 0.73 %; A. 

senegalensis, 0.13 %); Leuconostoc (Leuc. pseudomesenteroides, 0.27 %; Leuc. 

mesenteroides); Komagataeibacter (K. saccharivorans, 0.17 %), Saccharomyces 

(S. cerevisiae, 0.24 %) y Gluconobacter (G. oxydans, 0.13 %; G. roseus, 0.11 %). 

Escalante-Minakata et al. (2008) identificaron levaduras y bacterias presentes en 

la fermentación de A. salmiana, donde la diversidad microbiana se constituyó 

principalmente de BAL y levaduras no-Saccharomyces. Como ya se observó, en 

el presente estudio la única levadura identificada fue S. cerevisiae, el hecho de 

que no se hayan encontrado más levaduras puede atribuirse a tres factores 

principales: en primera instancia, a la capacidad de las BAL para inhibir el 

crecimiento de levaduras no-Saccharomyces, al inducir la regulación positiva de 

la expresión génica de S. cerevisiae que codifica para la lactato deshidrogenasa, 

la biosíntesis de lípidos, los aminoácidos, la hexosa y los transportadores de 

amoníaco, compuestos necesarios para su crecimiento y reproducción (Torres-

Guardado et al., 2021); en segundo lugar, al “efecto killer” de S. cerevisiae, el 

cual está relacionado con la producción y liberación de varios tipos de toxinas 

con bajo peso molecular y modificaciones postraduccionales, que pueden matar 

células sensibles, algo muy empleado en la industria vitivinícola para controlar el 

crecimiento y la persistencia de levaduras indeseables (Vuuren & Jacobs, 1992). 
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Y, por último, a la generación de otros compuestos del metabolismo secundario 

de S. cerevisiae, como los alcoholes aromáticos tirosol, triptofol y 2-feniletanol, 

derivados del metabolismo de la tirosina, el triptófano y la fenilalanina, 

respectivamente, los cuales se ha demostrado que fungen como moléculas 

sensibles al quórum en condiciones de bajo contenido de nitrógeno cuando los 

cultivos de S. cerevisiae alcanzan una alta densidad en condiciones de 

vinificación (Avbelj et al., 2016; Zupan et al., 2013) y son responsables de reducir 

el crecimiento de células de levadura e inducir morfogénesis, especialmente en 

especies que no son Saccharomyces (González et al., 2018). Esta interacción 

antagonista de los alcoholes aromáticos en la fermentación puede tener un 

Figura 14. Abundancias relativas de las familias taxonómicas identificadas en 
mosto de maguey para elaborar mezcal artesanal: mosto fresco (T1), etapa inicial 
de la fermentación (T2) y etapa posterior de la fermentación (T3). 



52 
 

impacto significativo en la dinámica del crecimiento y la interacción de diferentes 

microorganismos involucrados en este proceso. 

La presencia de BAL durante todo el proceso de fermentación del mezcal ha sido 

demostrada anteriormente mediante métodos de cultivo tradicionales (Escalante-

Minakata et al., 2008) e independientes de cultivo (Narváez-Zapata et al., 2010), 

lo cual indica la influencia de la fermentación maloláctica, conducida por este tipo 

de microorganismos, en el proceso de fermentación general y, por ende, en las 

cualidades del producto final, hecho que constatan Kirchmayr et al. (2017) al 

identificar 11 especies diferentes de BAL en mezcal oaxaqueño, entre las que se 

encontraron L. brevis, L. ghanensis, L. hilgardii y L. plantarum, microorganismos 

que también se identificaron en esta investigación durante los tres tiempos 

analizados del proceso de fermentación, a excepción de L. ghanensis, la cual se 

observó a partir del T2. Así mismo, Leuconostoc mesenteroides ha sido reportada 

durante fermentación de vino y pozol, una bebida fermentada tradicional 

Mexicana (Díaz-Ruiz et al., 2003; Fleet et al., 1984).  

Narváez-Zapata et al. (2010), reportaron la presencia de Lactobacillus 

thailandensis y L. spicheri durante todas las  fases de la fermentación activa del 

mezcal, especies que también se encontraron en el presente estudio y que han 

sido observadas en la fermentación de hojas de té para hacer miang, una bebida 

tradicional tailandesa y en masa madre belga, al igual que L. vaccinostercus, L. 

thailandensis, L. pantheris, L. paralimentarius, L. spicheri, L. buchneri, y 

Leuconostoc mesenteroides (Scheirlinck et al., 2007; Tanasupawat et al., 2007).  

Weissella cibaria y W. paramesenteroides, fueron observadas por primera vez en 

fermentados de maguey por Escalante-Minakata et al. (2008), reportando la 

primera evidencia de un cultivo mixto en la fermentación alcohólica de maguey. 

Las especies de BAL son capaces de producir ácido láctico, etanol, ácido acético 

y dióxido de carbono como productos principales, así como metabolitos 

secundarios en menor proporción como diacetilo, acetoína, 2-3 butanodiol y 

formiato, los cuales proveen cuerpo y aroma al producto final (Liu, 2003). Las 
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especies BAL encontradas en el presente estudio (Lactobacillus, Weisella, 

Leuconostoc y Oenococcus) también pueden ser las responsables de proveer 

cuerpo y aroma al mezcal obtenido de la fermentación estudiada en la presente 

investigación, tal como lo apunta Liu (2003). 

Diferentes estudios sugieren que diversas especies de Lactobacillus, como L. 

plantarum, L. casei, L. brevis, y L. fermentum pueden servir como un posible 

complemento de la levadura para mejorar el contenido de terpenos en las 

fermentaciones (Lorizzo et al., 2016; Sun et al., 2016). 

El proceso de fermentación inducido por co-inoculación de BAL y levaduras, 

principalmente S. cerevisiae, para inducir las fermentaciones maloláctica y 

alcohólica de manera simultánea en el mosto, ha demostrado derivar en bebidas 

con mayor complejidad en los perfiles aromáticos, al aumentar el contenido de 

terpenos, ésteres de acetato de alcoholes superiores y ésteres de etilo de ácidos 

grasos (Hu et al., 2022; Lorizzo et al., 2016; Sun et al., 2016; Taniasuri et al., 

2016). La diversidad de BAL encontrada en el presente estudio, sugiere que la 

fermentación se desarrolló de manera similar a una lograda por co-inoculación, 

lo cual abre un panorama importante para la producción de ensambles de mezcal 

con cualidades organolépticas definidas por una mayor riqueza en compuestos 

aromáticos en comparación con los obtenidos de una sola especie de maguey. 

Así, la co-inoculación de levaduras y BAL podría considerarse como una 

estrategia para mejorar la complejidad de los perfiles aromáticos del mezcal. 

Por otra parte, la presencia de bacterias acido acéticas (BAA) también se ha 

observado previamente durante la fermentación de maguey (Kirchmayr et al., 

2017), exhibiendo un comportamiento de permanencia a lo largo de todo el 

proceso (Torres-Velázquez et al., 2022). Estos microorganismos son los 

responsables de la producción de ácido acético, el mayor componente del 

vinagre, el cual también es un compuesto volátil encontrado en el mezcal 

(Kirchmayr et al., 2017; Torija et al., 2010; Torres-Velázquez et al., 2022). La 

identificación de este tipo de microorganismos a lo largo de la fermentación 

sugiere que estos pueden contribuir a la generación de sabores indeseables en 
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el producto final si las concentraciones de ácido acético producido son elevadas 

(Torres-Velázquez et al., 2022), en el caso del presente estudió, aunque la 

presencia de BAA se observó durante todo el proceso de fermentación, esta fue 

decreciendo conforme el tiempo del proceso fue aumentando, teniendo su mayor 

abundancia relativa durante el primer periodo, al ser esta del 49.99%, hasta 

disminuir a 5.20 y 1.36% en el segundo y tercer tiempo.  

Se identificaron, además, microorganismos que en otras investigaciones no se 

han documentado y que pueden estar relacionados con factores como el contacto 

del maguey cocido con vectores biológicos, el suelo, agua, aire, además de la 

manipulación por parte del productor (Lappe-Oliveras et al., 2008a). 

Microorganismos como Fratueria aurantia y Kosakonia cowanii, los cuales se han 

reportado anteriormente como biofertilizantes (El-Sheshtawy et al., 2022; 

Lisdiyanti et al., 2003; Subhashini, 2015, 2016), se presentaron durante el primer 

y segundo periodo evaluado, respectivamente. Cabe destacar que, la 

fermentación durante el proceso artesanal del mezcal en la región suele 

realizarse en piletas, que, a fin de poder monitorearlas de manera constante, se 

convierten en un sistema semicerrado expuesto a la intemperie, lo cual podría 

explicar la presencia de microorganismos del suelo a través de polvo u 

organismos más grandes, como insectos, en la fermentación.  

Microorganismos de interés sanitario relacionados con infecciones en el tracto 

urinario y la piel también fueron identificados en la presente investigación. 

Kokuria polaris, K. rosea, Aerococcus urinaeequi y A. viridans, se encontraron 

durante el primer, segundo y tercer tiempo de la fermentación, lo cual evidencia 

la necesidad de llevar a cabo un control  estricto para evitar la proliferación de 

especies no deseadas, considerando la mejora en las prácticas de higiene a lo 

largo del proceso de producción, estableciendo protocolos de limpieza y 

desinfestación rigurosos y capacitando al personal en prácticas seguras de 

manipulación de materias primas. 
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3.4 Conclusiones  

Este estudio representa un acercamiento al conocimiento microbiano involucrado 

en la producción de mezcales a partir de un ensamble, donde se favorece un 

perfil aromático más complejo del producto final gracias a la presencia de los 

géneros representativos de las BAL: Lactobacillus, Weisella, Leuconostoc y 

Oenococcus. 

El conocimiento preciso de la flora involucrada durante la producción del mezcal 

puede abrir oportunidades para la producción de esta bebida con características 

organolépticas más complejas y enriquecidas debido a la mezcla de especies de 

maguey y a su flora nativa.  

Para el análisis de este tipo de procesos de fermentación durante la producción 

de bebidas alcohólicas de interés comercial, las herramientas metagenómicas, 

como es el caso de la técnica shotgun, permiten conocer de manera masiva la 

diversidad microbiana y su variabilidad presentes en el proceso fermentativo.  

A través de los análisis bioinformáticos se logró conocer la abundancia relativa 

de cada especie identificada en los tres tiempos de muestreo.  

Los microorganismos Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, L. hilgardii, 

Weisella paramesenteroides, así como Saccharomyces cerevisiae se consideran 

representativos e importantes para la producción del mezcal, ya que estuvieron 

presentes durante todo el proceso de fermentación y en abundancia 

relativamente alta durante los tiempos de muestreo 
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4 ANEXOS 

 

Figura 15. Abundancias relativas de los microorganismos identificados en el mosto fresco. 
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Figura 16. Abundancias relativas de los microorganismos identificados en mosto con 3 días de fermentación. 
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Figura 17. Abundancias relativas de los microorganismos identificados en mosto con 6 días de fermentación 

 


