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La produccion de mezcal en Oaxaca e€s mayormen-
te artesanal, la fermentacion se produce de forma
espontanea, sin necesidad de un inoculo iniciador;
y por una gran diversidad de levaduras y bacterias,
provenientes del ambiente que rodea a la fabrica
de produccion, conocida comunmente en Oaxaca
como “palenque”. En este estudio, se colectaron
muestras de mosto durante la etapa de fermenta-
cién en San Pedro Teozacoalco, Nochixtlan Oaxaca;
a las cuales se les midié el pH, la temperatura y los
solidos solubles disueltos. En el laboratorio, se aisla-
ron y purificaron levaduras, bacterias acido-lacticas
[BAL) y bacterias acido-acéticas (BAA] en medios
selectivos. Las cepas obtenidas, se sometieron a
caracterizacion morfoldgica colonial y microscopi-
ca, y a la identificacion fenotipica mediante pruebas
bioquimicas. De lo anterior, se determinaron tres
géneros de levaduras: Candida, Saccharomyces y
Schizosaccharomyces; cuatro géneros de bacterias
acido-lacticas: Lactobacillus, Streptococcus, Leuco-
nostoc y Weissella; y cinco géneros de bacterias
acido-acéticas: Acetobacter, Acidomonas, Asaia,

Gluconacetobactery Gluconobacter.

Palabras calve: mezcal, fermentacion, levaduras,

BAA/BAL.

RESUMEN ABSTRACT

The production of mezcal in Oaxaca is mostly arti-
sanal, fermentation occurs spontaneously, without
the need for an initiating inoculum; and by a great
diversity of yeasts and bacteria, coming from the
environment surrounding the production factory,
commonly known in Oaxaca as "palenque”. In this
study, must samples were collected during the
fermentation stage in San Pedro Teozacoalco, No-
chixtlan Oaxaca; which were measured pH, tem-
perature and dissolved soluble solids. In the labo-
ratory, yeasts, lactic acid bacteria (LAB) and acetic
acid bacteria (AAB] were isolated and purified in
selective media. The strains obtained were sub-
jected to colonial and microscopic morphological
characterization, and phenotypic identification by
biochemical tests. From the above, three genera of
yeasts were determined: Candida, Saccharomyces
and Schizosaccharomyces,; four genera of lactic
acid bacteria: Lactobacillus, Streptococcus, Leuco-
nostoc and Weissella; and five genera of acetic acid
bacteria: Acetobacter, Acidomonas, Asaia, Gluco-

nobacter and Gluconacetobacter.
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El mezcal es un producto ancestral y emblematico

de México, engloba una serie de conocimientos y
saberes, practicas culturales, creencias y usos de una
regidn en particular, lo cual le confiere al territorio y
al producto una riqueza que es valorizada y valora-
da por el consumidor. La produccién de mezcal tra-
dicional es una de las actividades econdmicas que
mantiene a comunidades enteras, siendo esta, una
de las principales fuentes de ingresos en Oaxaca.
De acuerdo con la NOM-070-SCFI-2016, el mezcal
se define como “una bebida alcohdlica destilada
mexicana, cien por ciento de agave, obtenida por
destilacion de jugos fermentados con microorga-
nismos espontaneos o cultivados, extraidos de ca-
bezas maduras de agaves cocidos, cosechados en
el territorio bajo la Denominacion de Origen”. Esta
bebida alcohdlica se obtiene a partir de la destila-
cién de mostos fermentados de Agave spp. En Oa-
xaca, la especie de Agave mas empleadas para la
elaboracion de esta bebida alcohdlica es A. angusti-
folia Haw. también conocido como maguey espadin
(Palma Cruz, 1991).

Sin embargo, el maguey papalomé [Agave pota-
torum Zucc.) también se ha usado de forma predo-
minante y con bastante aceptacion, principalmente
para la elaboracion de un mezcal con propiedades
sensoriales muy particulares (Garcia Mendoza, 2010).
El aroma y sabor de las bebidas alcohdlicas destila-
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das son producidos por un gran numero de com-
puestos volatiles y no-volatiles, los cuales forman
una mezcla compleja que define estos atributos
sensoriales, y consecuentemente la aceptacion por
el consumidor. Se sabe que ciertos volatiles ejercen
un mayor impacto en la percepcion del sabor de
todas las bebidas destiladas. Estas caracteristicas se
las proporcionan los diferentes grupos funcionales
como los aldehidos, alcoholes, esteres, acidos, ce-
tonas, furanos, entre otros.

Los aldehidos son compuestos quimicos que van a
proporcionar aromas a hojas verdes, hierbas o fru-
tas cuando son de cadena corta o tonos amargos
desagradables conforme aumenta la longitud de
la cadena. Los ésteres contribuyen fuertemente al
aroma frutal, principalmente los ésteres de acidos
grasos de cadena corta. Los acidos organicos pro-
ducen sabores agrios, ademas los acidos volatiles
imparten aroma. Las cetonas tienen un impacto en el
sabor de acuerdo con la longitud de la cadena. Los
furanos son usualmente formados de carbohidratos
por la reaccién de Maillard, el 5-hidroximetilfurfural
tiene un aroma suave a caramelo, heno y tabaco y el
furfural tiene un aroma y sabor a caramelo y cereal
(Vera Guzman et al., 2009).

Dentro del proceso de fermentacion de esta bebida
tradicional, se presentan poblaciones espontaneas
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de bacterias y levaduras que se benefician entre si
para producir componentes que le otorgan diver-
sidad de aromas y sabores al mezcal tradicional
(Lopez Sanchez et al, 2020). Las bacterias del aci-
do-lactico (BAL]) y las bacterias del acido- acético
(BAA] logran destacar entre estas poblaciones es-
pontaneas.

La fermentacion es la etapa mas importante en el pro-
ceso de elaboracion del mezcal artesanal, ya que en
esta etapa la bebida adquiere sus propiedades carac-
teristicas; razon por la cual, se estudio a los consor-
cios microbianos que son los responsables de dicha
accion, segun lo han confirmado Jiménez Pacheco et
al. (2021). Para identificar a los microorganismos que
componen una comunidad microbiana, se han utiliza-
do enfoques multifasicos, aprovechando las ventajas
que ofrecen, ya que combinan la caracterizacion de
genotipos con su expresion fenotipica, debido a la
gran diferencia que existe con la identificacion taxo-
nomica tradicional fenotipica entre morfotipos simila-
res observados en diferentes condiciones ambienta-
les (Espinoza Martinez et al.,, 2022).

La presente investigacion se llevo a cabo en el pa-
lenque (fabrica de mezcal), ubicado en el municipio
de San Pedro Teozacoalco, Nochixtlan, Oaxaca; en
donde se tomaron alicuotas de los mostos de la fer-
mentacion de Agave potatorum Zucc., a los cuales
se les midio in situ los siguientes pardmetros: solidos
solubles expresados en grados Brix, temperatura y
el pH, las muestras se guardaron en frascos estéri-
les. Posteriormente se trabajoé en el laboratorio de
Control Ambiental del Departamento de Ingenieria
Quimica y Bioquimica ubicado en el Tecnoldgico
Nacional de México/ Instituto Tecnoldgico de Oaxa-
ca, en donde se determinaron los azucares reducto-
res totales (ART) y directos [ARD), por el método de

Lane-Eynon (AOAC 1990).
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Figura 1. Proceso
de produccion del

mezcal
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Utilizando tres medios selectivos: Agar Dextrosa y
Papa (PDA) para levaduras, Man Rogosa Sharpe vy
Glucosa (MRS) para bacterias acido lacticas (BAL), y
Extracto de Levadura y Carbonato de Calcio (GYC)
para bacterias acido acéticas (BAAJ; se aislaron va-
rias cepas de los microorganismos presentes en el
consorcio microbiano del mosto fermentado, vy, se
purificaron empleando los mismos medios de cul-
tivo con los que se aislaron; posteriormente, se ca-
racterizaron macroscopicamente las colonias de las
cepas purificadas y microscopicamente sus células.
Por ultimo, cada una de las diferentes cepas aisla-
das, se sometieron a una caracterizacion fisiologica
mediante pruebas bioquimicas para levaduras, BAL
y BAA.

Frontera Biotecnoldgica | N° 29



ISSN: 2448-8461

Resultados

Se obtuvieron las muestras de los mostos de Agave
potatorum, en las tinas de fermentacion en el pa-
lenque ubicado en San Pedro Teozacoalco, y se les
midieron el pH, la temperatura y los solidos solubles
disueltos en grados Brix; asi como los azucares re-
ductores directos (ARD) y totales (ART)

Muestra

Mosto de maguey papalometl
[Agave potatorum Zucc.)

4.54 72

ART (%)

ARD (%)

Caracterizacion morfolégica macro y microscopica
de cepas de levaduras aisladas.

Las levaduras son organismos unicelulares y forman
colonias, por lo que al realizar la tincion simple fue
relativamente facil el reconocimiento de las dife-
rencias de las células; en los ocho aislamientos lo-
grados, se reconocieron cepas correspondientes a
tres géneros: Saccharomyces como el mas comun,
Schizosaccharomyces quien se caracteriza por tener
células cilindricas y los conidios tienen una base muy
ancha, y Candida que presenta pseudohifas. La mor-
fologia colonial de las colonias de estas levaduras
mostré que en su mayoria fueron de color blanco,
redondas e irregulares, su consistencia suave y de
grandes tamanos.
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pH °Brix

Muestra 1 Muestra 2
Tabla 2. Pruebas de

fermentacion de
carbohidratos para
la identificacion de

Tabla 1. Parametros
fisicoquimicos de
los mostos de la
fermentacion del

0.85 1.02

0.68
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Pruebas bioquimicas para identificar levaduras

Las ocho cepas distintas de levaduras, aisladas de los mostos de Agave potatorum, se sometieron a diferen-
tes pruebas bioquimicas consistentes en la fermentacion de diez carbohidratos diferentes: glucosa, fructosa,
galactosa, sacarosa, lactosa, sorbitol, manosa, manitol, maltosa y xilosa [tabla 2); en donde se destaca que las
cepas A, G y H fermentaron glucosa, fructosa y negativo en lactosa y sorbitol, o cual es caracteristico de leva-
duras del género Saccharomyces; en tanto que el resultado negativo, mostrado por las cepas C,D,Ey F, enla
fermentacion de galactosa, lactosa, sorbitol, manitol y xilosa, son una de las particularidades fisioldgicas que
exhiben las levaduras del género Candida. Y la respuesta positiva de la fermentacion de ocho de los diez azu-
cares probados, indicaron que la cepa B corresponde a levaduras del género Schizosaccharomyces (tabla 2).

CARBOHIDRATOS A B C D E F G H
GLUCOSA + + + + +

FRUCTOSA . + + + + + -
GALACTOSA - + - - - - + -
SACAROSA + + + + + - + -
LACTOSA - - - = =

SORBITOL . - - - = - -
MANOSA + + + + + + + +
MANITOL - + - - - - - -
MALTOSA - + + + + + - +
XILOSA - + - - - - - -

Pruebas bioquimicas para identificar bacterias aci-
do-lacticas (BAL)

Para la identificacion de las bacterias acido-lacticas
presentes en los mostos de Agave potatorum, las
cepas se resembraron en los medio de cultivo Elliker
(también conocido como agar Lactobacilli), M17, M5,
y se observo la produccion de nitratos (NO,) y de
dioxido de carbono (CO,), cuando crecian en el me-
dio MRS, asi como su respuesta a la Catalasa. A partir
de lo cual se determind que las ocho cepas aisladas
corresponden a cinco géneros: Lactobacillus, Strep-
tococcus, Leuconostoc, Pediococus y Weisella.
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Pruebas bioquimicas para identificar bacterias aci-
do-acéticas

Para la identificacion de las bacterias se tuvieron en
cuenta los resultados de las siguientes doce prue-
bas bioquimicas: 1] reaccion a la catalasa, 2) oxida-
cion de acetato; 3) produccién de acido a partir de:
manosa, glucosa, manitol, sorbitol, lactosa, sacarosa,
galactosa, glicerol, etanol, propanol; 4] crecimiento
en agar manitol, 5) crecimiento en agar glutamato,
6) crecimiento en agar metanol como fuente de car-
bono, 7) formacién de dihidroxiacetona a partir de
glicerol, 8] crecimiento en 1% nitrato de potasio, 9)
crecimiento en 0.35% (v/v) de acido acético, 10] cre-
cimiento en 30% de glucosa, 11) oxidacién de etanol
a dioxido de carbono vy, 12] crecimiento en 3% de
cloruro de sodio. Y después del exhaustivo escru-
tinio fisioldgico se determind que las 11 cepas aisla-
das de los mostos de la fermentacion del maguey
papalomé corresponden a cinco géneros de BAA:
Acetobacter, Gluconobacter, Acidomonas, Glucona-
cetobactery Asaia.

Los microorganismos encontrados en este trabajo
son de gran importancia durante el proceso de la
fermentacion del mezcal, y con ello se contribuye
a reafirmar que Oaxaca cuenta con una gran diver-
sidad de microorganismos favorables no sospecha-
dos en la produccion del mezcal, tal y como otros
autores lo han hecho en otras regiones de la mis-
ma entidad federativa: Lopez-Sanchez et al. (2020
y 2023); Espinoza-Martinez et al, (2020 y 2023];
Maza-Lopez et al. (2023); Lazcares- Contreras et al.
(2023); Santiago-Santiago et al. (2023).

CONCLUSIONES

En esta investigacion se lograron identificar, por mé-
todos convencionales, a doce géneros microbianos
responsables en la fermentacion del mosto de Agave
potatorum Zucc., de ellos tres son levaduras, cuatro
bacterias acido-acéticas y cinco bacterias acido-lac-
ticas. Entre ellas se encuentran Saccharomyces que
es la mas comun entre las levaduras, pero de igual
manera obtuvimos otros géneros como Candida y
Schizosaccharomyces; en tanto que, de las BAL, se
identificaron a los géneros Lactobacillus, Strepto-
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coccus, Leuconostoc y Weissella; y de las BAA los
géneros Acetobacter, Acidomonas, Asaia, Glucona-
cetobacter y Gluconobacter. Es importante resaltar
que este trabajo es el punto de partida para realizar
estudios de identificacidon molecular de las cepas en
estudio, asi como los analisis con espectrometria de
masas sobre los compuestos quimicos que son los
responsables de los aromas y sabores de los mezca-
les artesanales y ancestrales de Oaxaca.
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