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Resumen

El presente proyecto tiene como finalidad la caracterizacién quimica y biolégica del
bagazo de Agave durangensis Gentry, subproducto generado durante Ila
elaboracion tradicional de mezcal en el estado de Durango. Esta investigacion parte
de la necesidad de aprovechar de forma sustentable los residuos agroindustriales
derivados del agave mezcalero, con el objetivo de evaluar su potencial para el
desarrollo de productos con aplicaciones biotecnolégicas y ambientales.

Se realizaron andlisis de composicion quimica en muestras de penca y bagazo,
destacando la variabilidad en sus propiedades respecto a otros reportes, atribuible
a factores como especie, edad del agave, manejo agricola y condiciones
ambientales. Dichas propiedades sugieren una composicion adecuada para su uso
en procesos industriales, por lo que se recomienda su aprovechamiento integral.

Desde el enfoque microbiolégico, se llevé a cabo el aislamiento y caracterizacion de
cepas bacterianas presentes en el bagazo, la penca y el mosto. Se logré identificar
cepas con actividad amilolitica, cuya presencia indica la posibilidad de emplearlas
en procesos fermentativos o enzimaticos de interés. Las observaciones incluyeron
caracteristicas macroscépicas y microscopicas, asi como pruebas cualitativas de
actividad enzimatica en medio con almidon. La diversidad bacteriana obtenida
sugiere que los residuos del agave son una fuente viable de microorganismos con
potencial biotecnolégico, aunque se recomienda continuar con pruebas
bioquimicas, moleculares y de termorresistencia para confirmar sus capacidades
metabalicas.

En relacion con la produccion de carbdn activado, el bagazo de agave alcanzé un
rendimiento de carbonizacion del 33.71 % a 350 °C, valor ubicado en el rango
superior reportado para procesos sin recuperacion de gases. Asimismo, el material
obtenido presento eficiencias de adsorcion del naranja de metilo superiores al 99.8
%, comparables a las de carbones comerciales, lo que confirma su viabilidad como
materia prima para la obtencién de carbon activado.

Los resultados obtenidos permiten concluir que el bagazo de agave y las bacterias
que lo habitan constituyen una fuente promisoria de materiales y recursos
microbioldgicos aplicables en distintos sectores, como el tratamiento de aguas, la
agricultura y la biotecnologia. Este estudio sienta las bases para futuras
investigaciones orientadas al desarrollo de estrategias de aprovechamiento
sustentable del agave mezcalero, contribuyendo asi a la valorizacion de sus
residuos y al fortalecimiento de practicas productivas con enfoque ecoldgico e
innovador.

Vi
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Abstract

The present study aims to carry out the chemical and biological characterization of Agave
durangensis Gentry bagasse, a byproduct generated during the traditional mezcal
production process in the state of Durango, Mexico. This research arises from the need to
sustainably valorize agro-industrial residues derived from mezcal agave, in order to evaluate
their potential for the development of products with biotechnological and environmental
applications.

Chemical composition analyses were performed on leaf (penca) and bagasse samples,
revealing variability in their properties compared with other reports. This variability is
attributed to factors such as agave species, plant age, agricultural management, and
environmental conditions. The observed properties suggest a suitable composition for
industrial processes, supporting recommendations for the integral utilization of these
residues.

From a microbiological perspective, bacterial strains present in the bagasse, leaf tissue, and
must were isolated and characterized. Strains exhibiting amylolytic activity were identified,
indicating potential applications in fermentative or enzymatic processes of industrial interest.
Observations included macroscopic and microscopic characteristics, as well as qualitative
assays of enzymatic activity using starch-containing media. The bacterial diversity obtained
suggests that agave residues represent a viable source of microorganisms with
biotechnological potential; however, further biochemical, molecular, and thermoresistance
analyses are recommended to confirm their metabolic capabilities.

Regarding activated carbon production, agave bagasse achieved a carbonization yield of
33.71% at 350 °C, a value within the upper range reported for processes without gas
recovery. Additionally, the resulting material exhibited methyl orange adsorption efficiencies
above 99.8%, comparable to those of commercial activated carbons, confirming its viability
as a raw material for activated carbon production.

Overall, the results indicate that agave bagasse and the bacteria associated with it constitute
a promising source of materials and biological resources applicable to sectors such as water
treatment, agriculture, and biotechnology. This study provides a foundation for future
research focused on developing sustainable strategies for the utilization of mezcal agave
residues, contributing to their valorization and to the strengthening of ecologically oriented
and innovative production practices.

VI
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Capitulo 1

Introduccion

Entre las plantas mas destacadas del paisaje mexicano en zonas aridas y semiaridas se
encuentran los agaves o magueyes (Barraza-Soto et al, 2014). Estas especies son
consideradas fundamentales en dichas regiones, ya que han sido y siguen siendo de gran
relevancia econdmica y cultural para muchos pueblos que las han utilizado durante siglos

como fuente de alimento, bebida, medicina, entre otros usos (Garcia-Mendoza, 2007).

El mezcal es una bebida alcohdlica que se obtiene del destilado del maguey cuando la
planta alcanza una maduracién fisiologica (Garcia-Herrera et al., 2010), sin embargo,
durante su proceso de elaboracion genera residuos como las hojas, el bagazo y la vinaza.
Estos subproductos, que actualmente no reciben un aprovechamiento significativo en la
agroindustria, pueden acumularse de manera excesiva si no se manejan adecuadamente,

lo que podria provocar distintos tipos de contaminacion (Pérez, 2021).

Actualmente, se estan explorando diversas aplicaciones biotecnoldgicas para los residuos
de la industria mezcalera, con el fin de disminuir su impacto ambiental y potenciar los

beneficios para los productores.

1.1Antecedentes

Alonso y Rigal (1997), fueron de los primeros investigadores en llevar a cabo la
caracterizaciéon y valorizacién del bagazo de agave, lo que sirvid6 como base para
numerosas investigaciones posteriores a su época; igual que Macias et al. (2010) e Hidalgo-
Reyes et al. (2015), quienes realizaron la caracterizacion fisico-quimica del bagazo de
agave, probando distintos tipos de extraccion de sus componentes, con la finalidad de

proponer vias potenciales de valorizacion.

En estudios recientes se han analizado los subproductos de cuatro especies de agave
mezcalero, Agave angustifolia Haw., Agave potatorum Zucc., Agave karwinskii Zucc. y
Agave marmorata Roezl. De los resultados obtenidos se pudo concluir que la composicion

y las caracteristicas fisicoquimicas del bagazo de maguey mezcalero generado durante la
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produccion de mezcal, varian en funcion de la especie de agave y el tipo de molienda y

destilacion utilizadas (Flores-Rios et al., 2020).

1.1.1 Aplicaciones biotecnoldgicas de bagazo mezcalero

En la actualidad, existe un numero significativo de trabajos e investigaciones sobre
aplicaciones biotecnoldgicas de los residuos de la industria mezcalera. Entre estos se
encuentran aquellos que evaluaron su uso como sustrato para la produccion de bioetanol,
como los estudios de Ortiz-Méndez et al. (2017), Flores-Gomez et al. (2018) y Delfin-Ruiz
et al. (2020). Estos investigadores analizaron las condiciones optimas de pH, temperatura
y concentracion de enzimas para maximizar la produccién de bioetanol, y los resultados

demostraron que el bagazo de agave es adecuado para este fin.

En cuanto al uso de bagazo de agave como sustrato para la produccion de enzimas, se han
publicado diversos estudios como el de Robles-Gonzalez et al. (2019), quienes realizaron
cultivos utilizando el bagazo como sustrato y evaluaron la actividad enzimatica. Los
resultados demostraron que el bagazo de agave es un sustrato adecuado para la
produccion de enzimas celuloliticas, ligninoliticas y hemiceluloliticas, que pueden ser

usadas en aplicaciones industriales.

Otro estudio sobresaliente es el realizado por Gémez (2014), quien investigd el potencial
del bagazo de agave como sustrato para la produccién de biogas. Se evalud la influencia
del tamafo de particula y el pretratamiento. Los resultados mostraron que este subproducto
puede ser utilizado como sustrato para la produccién de biogas, mediante procesos de

digestion anaerébica.

1.1.2 Conversion de bagazo mezcalero en carbon activado

La conversion del bagazo de agave mezcalero en carbon activado es un proceso que ha
generado interés en los ultimos afios debido a su potencial para convertir subproductos de
la industria del mezcal en un material util. Algunas de las investigaciones se centran en
diferentes aspectos del proceso, como la metodologia y compuestos de activacién, las
propiedades del carbon activado resultante y sus aplicaciones (Nieto-Delgado et al., 2011;
Pérez-Macedo et al., 2017; Rangel-Heredia et al., 2021).
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1.2 Justificacién

El mezcal es producido en los estados de Oaxaca, San Luis Potosi, Tamaulipas,
Michoacan, Zacatecas, Puebla, Guanajuato, Guerrero y Durango, todos ellos con
denominacién de origen reconocida por el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial
(IMPI1, 2018).

Durante el afio 2024 se registré una produccion total de mezcal (referido a 45% Alc. Vol.)
equivalente a 11,362,436 litros, de los cuales el 2.52% fueron producidos en el estado de
Durango, segun el Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal (COMERCAM,
2025); no obstante, el acelerado crecimiento en la produccién de mezcal podria conllevar

riesgos ecolégicos (Pérez, 2021).

A pesar de que algunas tecnologias para el aprovechamiento de los residuos de la industria
del mezcal han alcanzado una madurez suficiente para ser implementadas en proyectos a
escala comercial, aun presentan limitaciones en su desempefio y viabilidad econémica
(Flores-Rios et al., 2020). Por ello, se contintia investigando intensamente para mejorar sus
rendimientos y desarrollar estrategias de proceso mas eficientes. Este panorama sugiere
que el uso de los residuos de agave ofrece amplias oportunidades, tanto para la
investigacion basica y aplicada como para el desarrollo tecnolégico (Gschaedler et al.,
2017).

Teniendo en cuenta los objetivos globales de erradicacion de la pobreza, proteccion del
medio ambiente y promocidén del bienestar, establecidos en la Agenda de Desarrollo
Sostenible, este proyecto busca contribuir a los siguientes Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS):

e ODS 11: Ciudades y comunidades sostenibles. Se fomenta el aprovechamiento
de los residuos generados en la industria mezcalera, los cuales carecen de una
normativa especifica para su disposicion, promoviendo asi una gestién mas

responsable.
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e ODS 12: Produccion y consumo responsables. Se plantean alternativas para la
reutilizacion de los residuos derivados del proceso de produccién del mezcal,

reduciendo su impacto ambiental y fomentando practicas mas sostenibles.

o ODS 15: Vida de ecosistemas terrestres. La correcta gestion de estos residuos
contribuye a la proteccion de los ecosistemas, evitando su deterioro por una

disposiciéon inadecuada.

Este enfoque busca alinear el proyecto con las estrategias globales de sostenibilidad,

promoviendo soluciones que minimicen el impacto ambiental de la industria mezcalera.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Determinar las caracteristicas quimico-bioldgicas del bagazo de agave mezcalero (Agave
durangensis Gentry) que se origina durante la elaboracion de mezcal artesanal para la

generacion de un producto biotecnoldgico.

1.3.2 Objetivos especificos
e Aplicar diversas técnicas de caracterizacién de materia organica para determinar los

componentes de la fibra de bagazo mezcalero.

e Analizar la viabilidad del bagazo de agave como materia prima para la produccion

de carbdn activado.

e Identificar microorganismos endéfitos en plantas de Agave durangensis que

presenten actividad enzimatica.

1.4 Delimitacién

Este estudio se centra en el andlisis quimico proximal y el aislamiento biologico de
consorcios microbianos presentes en los residuos generados durante la produccion de
mezcal artesanal en la mezcalera Tradiciones Mezcaleras S.P.R. de R.L., ubicada en la
vinata Madre Tierra, en el municipio de Nombre de Dios, Durango, México. Por lo tanto, el

proyecto se limita a generar informacién que permita una caracterizacion mas detallada de
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estos residuos, ademas de proponer una metodologia para obtener carbén activado a partir

del bagazo de agave.

Capitulo 2

Marco Teodrico

2.1 Generalidades del agave

Los agaves son plantas perennes presentes en casi todos los tipos de vegetacion de
México, constituyen uno de los grupos vegetales mas relevantes en términos culturales y
econdmicos, ya que han sido aprovechados por las comunidades americanas durante miles
de afios (Sierra, 2005). EI cambio climatico global, junto con la expansién de los mercados
de diversos productos derivados del agave, ha generado un creciente interés en estas

plantas tanto a nivel nacional como internacional (Gschaedler et al., 2017).

2.1.1 Distribucion vy fisiologia del agave

Entre las plantas endémicas del continente americano se encuentran las del género Agave,
con una distribucién que va desde el sur de los estados unidos, hasta Colombia y
Venezuela, incluyendo todas las islas del caribe; de sus aproximadamente 200 especies el

75% se encuentran en México (Garcia- Mendoza, 2007).

En México tiene una amplia y asimétrica distribucién que abarca el 75% del territorio, se
encuentra de forma muy diversa en provincias aridas y semiaridas del norte y centro del
pais, pero su numero disminuye drasticamente en las provincias humedas y calidas al sur
(Garcia-Mendoza y Galvan, 1995).

Los agaves o magueyes son plantas xerofitas, perenes, adaptadas a vivir en condiciones
climaticas desfavorables, con largos periodos de sequias y con cambios extremos de
temperatura durante el dia y la noche, como consecuencia cuenta con especializaciones
morfoldgicas, entre ellas destacan el almacenamiento de agua durante las épocas de lluvia
en sus hojas, su sistema de raiz superficial facilitando la absorciéon de agua, el

almacenamiento de carbohidratos en el centro o corazon de la planta, asi como el desarrollo
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abundante de fibras en los tejidos de las hojas, que le permite mantener su rigidez durante

los periodos de perdida de agua (Garcia-Mendoza, 2007).

Agave durangensis Gentry es una planta con hojas de 14-24 cm de ancho, gruesas y
convexas hacia la base, de color verde cenizo, verde palido o gris glauco, de ahi que
coloquialmente se le conozca como “agave cenizo”, crece en colonias dispersas sobre
laderas rocosas y bajadas con grava en pastizales entre los 1,700 a 2,600 m sobre el nivel

del mar, en el sur de Durango y al norte de zacatecas (Gentry, 1982).
2.1.2 Ecologia microbiana del agave

Dada su notable capacidad para desarrollarse en zonas aridas, calidas y en suelos pobres
en nutrientes, el estudio de la ecologia microbiana asociada a las especies de agave ha
ganado relevancia (Gschaedler et al., 2017). Los microorganismos endoéfitos son un claro
ejemplo de las relaciones simbioticas que investiga la ecologia microbiana, donde éstos

forman asociaciones con las plantas en beneficio mutuo.

Los microorganismos endoéfitos producen metabolitos secundarios a través de sus rutas
metabdlicas especificas, activadas por las condiciones dentro de las plantas que colonizan.
Estos metabolitos a menudo estan vinculados con la estimulacién del crecimiento vegetal,
el control de patégenos y la adaptacién a factores abibticos (Pérez et al., 2009). Ademas,
contribuyen a la asimilacion de nutrientes organicos e inorganicos, y junto con los
microorganismos de la rizosfera, apoyan la nutricion de las plantas y la transferencia de
materiales del suelo (Cervantes Tenorio De Reyna y Reyna Pizan, 2019). Sin embargo, los
mecanismos moleculares que regulan su interaccién con el hospedante aun no se

comprenden por completo.

Los metabolitos secundarios aislados incorporan una cifra elevada de agentes novedosos
como, por ejemplo: antifungicos, antibacterianos, citotdxicos, antivirales, nematicidas,
anticancerigenos, insecticidas y fitotoxicos. La obtencion de algunos metabolitos con
caracteristicas estructurales novedosas, que podrian influir en el descubrimiento de otros

compuestos (Soto et al., 2014; Gonzalez Diaz, 2015).
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2.1.2 Usos tradicionales y econdémicos del agave

La relacién ancestral entre el desarrollo de las sociedades humanas y el mundo vegetal es
evidente, esta conexion a lo largo del tiempo ha sido clara iniciando por la captura, el uso y
la domesticacion de ciertas plantas. Aprovechar sus propiedades organicas y potenciales
recursos, fue fundamental para la construccion, organizacion y consolidacion de una
variedad de culturas; En el caso particular de Mesoamérica, el agave tiene un papel
importante en la historia social y cultural de las naciones establecidas en esta ubicacion
(Gschaedler et al., 2017).

Basados en la recopilacion arqueolégica algunos trabajos sugieren que el maguey se
aproveché como alimento incluso antes que el maiz, aunado a esto existié un desarrollo en
la utilizacion del agave como bebida, fuente de material textil en la confeccion de prendas
de vestir, mantas, asi como en la elaboracién de unglentos para el tratamiento de heridas,
llagas y quebraduras, también de material de construccion utilizando sus hojas como tablas,
canales, sogas y como lefa para quemar (Payno, 1864; Sierra, 2005; Hernandez y
Hernandez, 2012).

En la actualidad es posible encontrar distintas técnicas de aprovechamiento del agave que
han sido adecuadas a los rasgos de cada region, ejemplo de ello es la obtencién del ixtle,
aguamiel, vinagre, miel, el gusano de maguey uno de los mas elevados insectos
comestibles, la cuticula de las pencas se emplea como envoltorio culinario conocido como
“mixiote”, entre otros usos para construccién (Alanis-Flores y Gonzalez-Alvarez, 2011;
Castro-Diaz y Guerrero-Beltran, 2013; Gschaedler et al., 2017). Pero sin duda los productos
de agave con mayor importancia nacional e internacional son las bebidas elaboradas a
partir de su fermentacién y/o destilacion como el pulque, tequila y mezcal (Gschaedler et
al., 2017; Lopez, 2022).

2.2 Mezcal
El "mezcal" es una bebida alcohdlica que se obtiene mediante la destilacion y rectificacion
de mostos preparados con azucares extraidos del tallo y la base de las hojas de agaves

mezcaleros (lo que se conoce también como cabeza o pifa), segun lo especificado en la
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NORMA Oficial Mexicana NOM-070-SCFI-2016, estos mostos se someten previamente a

fermentacion alcohdélica con levaduras, permitiéndose la adicién de hasta un 20% de otros

azucares, siempre y cuando no se alteren las caracteristicas distintivas del producto,
también cuenta con Denominacion de Origen Mezcal (DOM) que actualmente comprende
los estados de Oaxaca, Guerrero, San Luis Potosi, Zacatecas y Durango, ademas de 2
municipios de Guanajuato, 11 municipios de Tamaulipas, 29 municipios de Michoacan y

116 municipios de Puebla (Consejo Regulador del Mezcal, 2024).

El mezcal es un liquido transparente que presenta un olor y sabor especificos, dependiendo
del tipo de agave utilizado y del proceso de elaboracion, puede ser incoloro o tener un tono
ligeramente amarillo si ha sido afiejado, reposado o abocado, lo cual ocurre durante su
almacenamiento en barricas de roble blanco o encino, donde se produce una lenta

transformacion y maduraciéon (NOM-070).

De acuerdo con las cifras reportadas por el Consejo Regulador del Mezcal (COMERCAM)
en su informe del 2025, se certificaron mas de 11 millones de litros de mezcal (Referido a
45% Alc. Vol.) en 2024, de los cuales 3.1 millones se envasaron para venta nacional y 8.2
millones para exportacion, cabe mencionar que la categoria de mezcal artesanal fue la mas

producida con el 97.01%

2.2.1 Proceso de elaboracion del mezcal

El proceso de elaboracion basico del mezcal inicia cuando el agave alcanza su madurez,
se retiran las hojas o pencas y se obtiene la pifia o cabeza, la cual se cuece y luego se
muele para la extraccion del jugo que posteriormente se somete a fermentacion (con o sin
fibra) y finalmente a la destilacion; sin embargo, para cada regiéon y mezcal especifico se
dan variaciones en el proceso, algunos ejemplos son la o las especies de agave que son
utilizadas; el tipo y tiempo de cocimiento de las pifias; los tipos de molienda; los recipientes
donde se lleva a cabo la fermentacion y el tiempo de duracion, el uso o no de in6culos
especificos; el tipo del equipo de destilacion, la forma de destilar y si se realiza o no
afiejamiento (Gschaedler et al., 2017). Todo esto les otorga caracteristicas organolépticas
distintivas, ademas de permitir la clasificacion en diferentes categorias de mezcal. Para
alcanzar estas categorias, es necesario cumplir con la NOM-251-SSA1-2009 y someter la

materia prima a los procedimientos especificados (NOM-070).
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2.2.1.1 Mezcal industrial
Su produccién debe incluir, como minimo, las siguientes cuatro etapas y el equipo
correspondiente (NOM-070):

0 Coccidn: se debe se llevar a cabo el cocimiento de cabezas o jugos de maguey o

agave en hornos de pozo, mamposteria o autoclave.

O Molienda: la molienda se debe realizar por medio de tahona, molino chileno o

egipcio, trapiche, desgarradora, tren de molinos o difusor.

O Fermentacion: la fermentacién se debe desarrollar en recipientes de madera, piletas

de mamposteria o tanques de acero inoxidable.

O Destilacion: la destilacion se debe efectuar en alambiques, destiladores continuos o

columnas de cobre o acero inoxidable.

2.2.1.2 Mezcal Artesanal
Su produccién debe incluir, como minimo, las siguientes cuatro etapas y el equipo
correspondiente (NOM-070):

O Coccion: se debe se llevar a cabo el cocimiento de cabezas de maguey o agave en

hornos de pozo o elevados de mamposteria.

0 Molienda: la molienda se debe realizar con mazo, tahona, molino chileno o egipcio,

trapiche o desgarradora.

0 Fermentacion: la fermentacion se debe desarrollar en 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).

0 Destilacién: la destilacion se debe efectuar 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).

2.2.1.3 Mezcal Ancestral
Su elaboracién debe cumplir con al menos las siguientes cuatro etapas y equipo (NOM-
070):
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O Coccion: se debe se llevar a cabo el cocimiento de cabezas de maguey o agave en

hornos de pozo.
0 Molienda: la molienda se debe realizar con mazo, tahona, molino chileno o egipcio.

0 Fermentacion: la fermentacion se debe desarrollar en 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).

0 Destilacién: la destilacion se debe efectuar con fuego directo en olla de barro y
montera de barro o madera; cuyo proceso puede incluir la fibra del maguey o agave

(bagazo).

2.2.2 Mezcal en Durango

Desde 1995 Durango consiguié la Denominacion de Origen y el reconocimiento como
territorio protegido y productor exclusivo de mezcal (Gschaedler et al., 2017). Desde
entonces es una bebida representativa del estado al ser una actividad econdmica

importante ademas de formar parte de la identidad cultural de sus habitantes.

En el proceso de elaboracion del mezcal en este estado se emplea principalmente el Agave
durangensis, mientras que el Agave angustifoliay el Agave maximiliana se utilizan en menor
medida (Gschaedler et al., 2017). La mayoria del Agave durangensis proviene a partir de
poblaciones naturales en predios con permisos de aprovechamiento de agave
(SEMARNAT, 2018). Sin embargo, es importante sefalar que algunas mezcaleras estan
explorando y poniendo en practica el cultivo de agave en plantaciones propias, con el

objetivo de garantizar su autoabastecimiento en el futuro (Barraza-Soto et al., 2014).

La industria mezcalera en Durango enfrenta varios retos de transferencia de tecnologia y
sustentabilidad principalmente en el desarrollo de plantaciones que permitan la
conservacion de la especie y por otro lado los esfuerzos de los productores para cumplir
con la regulacién y tecnificacion que exigen los organismos reguladores (Gschaedler et al.,
2017; Diaz- de la Rosa et al., 2023).

10
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2.2.3 Subproductos generados en la produccién de mezcal y su potencial
biotecnologico

Durante la produccion de mezcal, se generan residuos liquidos llamados vinazas y residuos
so6lidos conocidos como bagazo y pencas (hojas). En la ultima década, el aumento de la
demanda mundial de mezcal, impulsado por la globalizacion de la industria, ha llevado a
las empresas a reforzar sus esfuerzos para tratar y disponer adecuadamente de estos
residuos, esto no solo responde a su compromiso social y ambiental, sino que también abre

la posibilidad de aportar valor agregado a su producto (Sanchez-Carmona et al., 2017).

A continuacion, se analizan los distintos residuos que se generan desde la cosecha del

agave en el campo y en su procesamiento para la produccién de mezcal.

2.2.3.1 Pencas

Las caracteristicas de las pencas u hojas de agave varian dependiendo de la especie, por
lo general son suculentas, fibrosa y con la base dilatada, su forma y tamafo va de lineal a
lanceolada u ovada, el numero de hojas puede estar desde los cinco hasta 200, el contorno
expone una mayor diversidad de morfologia con dientes que sobresalen y en casi todos los
casos una espina al final del apice cuyo tamafio también es variable, el color se presenta

en tonos verdes, glauco, amarillos, rojizos y violetas (Garcia-Mendoza, 2007).

Las pencas son cortadas y separadas de la pifia durante el proceso de cosecha del agave,
en el cual aproximadamente la pifia corresponde en un 54% peso humedo, las hojas que
aparentemente no tienen utilidad corresponden a casi el resto del porcentaje (Sanchez-
Carmona et al., 2017).

Las pencas de agave se han utilizado durante siglos para una multitud de propédsitos que
van desde alimento, material combustible en zonas donde la madera es escasa, como
material de construccion y como fibras textiles en la fabricacién de cuerdas, prendas de

vestir entre otros (Garcia et al., 2017).

Actualmente, diversos estudios se han dedicado a evaluar las fibras de pencas de agave
por su capacidad de resistencia y biodegradabilidad (Chaabouni et al., 2006; Hulle et al.,
2015). Algunos han desarrollado métodos para la extraccion de estas fibras, que abarcan

desde procedimientos mecanicos hasta tratamientos quimicos, con el objetivo de mejorar

11
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sus propiedades para aplicaciones industriales (Senthamaraikannan et al., 2020). Otros

estudios han enfocado sus esfuerzos en procesar las hojas para obtener fructanos e inulina,
compuestos con aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica (Bouaziz et al.,
2014; Pérez-Zavala et al., 2020).

2.2.3.2 Bagazo

El bagazo es un residuo solido que resulta de la produccién de mezcal, se genera después
de que las cabezas de agave fueran cortadas, cocidas y trituradas para extraer los azucares
fermentables (Diaz, 2022); consiste en un conjunto de fibras lignocelulésicas encargadas

de dar estructura al cuerpo de la planta (Velazquez, 2019).

Los productores de mezcal no registran con precisiéon la cantidad de bagazo generada
durante el proceso, por lo que la cifra exacta aun es desconocida. Sin embargo, la
estimacion mas aceptada es la de Cedefio (1995), quien calculd que el 40% del peso fresco
de la pifa de agave tequilero (Agave tequilana) se convierte en bagazo. Mas recientemente,
Flores-Rios y colaboradores (2020). Analizaron el porcentaje de bagazo en base humeda
(bh) para cuatro especies de agave. Segun su estudio, para producir un litro de mezcal, se
necesitan entre 7.4 kg y 8.2 kg de A. angustifolia y A. karwinskii, respectivamente, mientras
que para A. potatorum 'y A. marmorata se requieren 23.3 kg y 20.4 kg de agave. Dado que
las caracteristicas de los agaves varian segun la especie, la cantidad de bagazo generada

en la produccién de mezcal sigue sin ser totalmente precisa.

El bagazo de agave representa tanto un desafio como una oportunidad en términos de
sostenibilidad y aprovechamiento. Los analisis realizados sobre las fibras de diversas
especies de agave, han identificado que sus principales componentes son la celulosa,
hemicelulosa y lignina (Hidalgo-Reyes et al., 2015; Meza, 2018; Flores-Truijillo et al., 2020),
lo cual ha impulsado investigaciones enfocadas en su valorizacion para aplicaciones
industriales y agricolas. Una de las areas mas estudiadas es el uso del bagazo como
materia prima para la produccién de biocombustibles, aprovechando su alto contenido de
carbohidratos (Yan et al., 2011; Mielenz et al., 2015; Flores-Gémez et al., 2018). Esta opcién
resulta prometedora, ya que el bagazo de agave no compite con la produccion de alimentos
y su disponibilidad es considerable. En el ambito de la construccién, el bagazo ha sido

incorporado en materiales biocompuestos, demostrando que la reutilizacion de residuos en

12
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nuevos procesos de manufactura reduce desechos y maximiza el valor de los materiales

(Garza-Elizondo, 2016; Santiago-Mateo et al., 2021; Serrano, 2024). Ademas, el bagazo se
ha investigado como una alternativa en la alimentacion de rumiantes, siendo un
componente efectivo en las raciones alimenticias durante la estacion seca (Ramirez-Cortina
et al.,, 2012; Ruiz et al., 2018). También, se ha evaluado como sustrato horticola,
complementando otros sustratos y facilitando la produccion de plantulas (Moran-Salazar et
al.,, 2016; Gonzalez et al., 2018), destacando su versatilidad en el ambito agricola.
Finalmente, su potencial en sistemas de biorremediacién ha sido explorado, evidenciando
su capacidad para mitigar problemas ambientales (Tovar-Corona et al., 2016; Sanchez-
Silva et al., 2020).

El bagazo de agave es un recurso valioso que puede ser aprovechado en diversas
industrias su utilizacién no solo contribuye a la sostenibilidad ambiental, sino que también

ofrece oportunidades econdmicas en las comunidades productoras de Mezcal.

2.2.3.3 Vinazas

Las vinazas son un residuo liquido que se genera y permanece en el alambique después
de la destilaciéon del mosto de agave fermentado; en las vinazas se conservan las fibras de
agave que no se filtraron del mosto o jugo, células de levadura agotada, azucares
residuales, acidos, ésteres, alcoholes superiores, entre otros. (Sanchez-Carmona et al.,
2017). Se ha estimado que por cada litro de mezcal se generan entre 8 a 12 litros de estos
liquidos (Robles-Gonzalez, et al, 2012; Sanchez-Carmona et al., 2017). Se caracterizan por
un color oscuro, pH acido (que oscila entre 3 y 5), una alta conductividad eléctrica, grandes
cantidades de materia organica y altas concentraciones de solidos suspendidos y volatiles
y, ocasionalmente, contienen metales pesados (USEPA 2004; CETESB 2006). Las vinazas
no son residuos peligrosos (Linerio, 2002), pero se consideran un agua residual compleja
debido a su composicion. Asi tanto su composicidén como caracteristicas, hacen que estas
vinazas sean particularmente dafinas para los ecosistemas acuaticos y la salud del suelo

si se liberan sin tratamiento al medio ambiente (Santos et al., 2019; Sagrero, 2023).

Se han explorado varios enfoques para mitigar estos impactos, incluida la digestion
anaerobica, la codigestion con otros materiales organicos y los procesos de oxidacion
avanzada (Santos et al., 2019; Robles-Gonzalez et al., 2012; Diaz-Barajas, 2024). Por

13
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ejemplo, se ha demostrado que la codigestion de vinazas de mezcal con bagazo de agave

mejora la produccion de biogas, lo que destaca una via potencial para la recuperacion de
recursos de estos flujos de desechos (Gomez et al., 2018; Diaz-Barajas, 2024). Ademas,
se han propuesto estrategias de tratamiento innovadoras, como el uso de celdas de
combustible microbianas (CMF), para aprovechar la materia organica de las vinazas para
la generacion de electricidad y, al mismo tiempo, tratar las aguas residuales (Santos et al.,
2017). Ademas, la investigacion sobre el uso de vinazas de mezcal para el mejoramiento
de la calidad del suelo ha demostrado ser prometedora, aunque se requiere un manejo
cuidadoso para evitar consecuencias negativas (Moran-Salazar et al., 2016). La integracién
de estos métodos de tratamiento no solo aborda las preocupaciones ambientales asociadas
con las vinazas de mezcal, sino que también se alinea con las practicas de gestion
sostenible de residuos, promoviendo una economia circular dentro de la industria de

produccion de mezcal (Martinez et al., 2020; Diaz-Vazquez et al., 2021).

2.2.3.4 Problematica asociada a los subproductos del mezcal

Penca

La hoja de agave, si bien es un subproducto de la planta de agave, presenta varios retos
ambientales y biologicos. Estos desafios se derivan de las grandes cantidades de hojas
generadas durante el proceso de cosecha, que a menudo no se utilizan, lo que genera
importantes problemas de gestion de residuos (Velarde et al., 2021). Estos desechos no
solo contribuyen a la contaminacién, sino que también representan una pérdida de recursos
potenciales que podrian aprovecharse para la produccién de biocombustibles u otras
aplicaciones (Tetreault et al., 2021). Uno de los principales problemas asociados con las
hojas de agave es su alto contenido lignoceluldsico, lo que plantea dificultades en la
biodegradacion y el uso (Contreras-Hernandez et al., 2017). La eliminacién inadecuada de
las hojas de agave también plantea importantes preocupaciones ambientales, cuando se
dejan descomponer en vertederos o se eliminan de forma inadecuada, estas hojas pueden
contribuir a la contaminacién del suelo y el agua, ya que pueden liberar sustancias nocivas
durante la descomposicion (Tetreault et al., 2021). Ademas, la acumulacion de residuos
organicos puede conducir a la produccién de gases de efecto invernadero, agravando adn

mas el cambio climatico (Bautista-Cruz et al., 2019). Si bien las hojas de agave suelen
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considerarse un producto de desecho en las industrias del mezcal, plantean varios desafios

ambientales y biolégicos que deben abordarse.
Bagazo

Por lo general el bagazo de agave es depositado fuera de las vinatas o fabricas de mezcal,
en pilas o patios asignados, para ser incinerado, cubierto de tierra o depositado en rellenos
sanitarios, asi mismo existen tiraderos clandestinos practicando incorporaciones deficientes
en suelos, como estrategias para darle salida a la abundante generacién de bagazo
(Rosete, 2009; Flores et al., 2013; Flores- Rios et al., 2020). Ejemplo de ello, en Oaxaca, el
84% del bagazo se dispone en rios y arroyos, o bien es quemado para reducir su volumen
(Chavez-Guerrero et al., 2010; Cortés-Martinez y Garcia-Méndez, 2016).

Vinazas

En cuanto a las vinazas suelen ser vertidas en suelos o cuerpos de agua, lo que afecta
negativamente (Pérez-Diaz, 2022). En el suelo alteran el pH y por lo tanto la fertilidad,
adicionalmente al ser vertido a altas temperaturas puede alterar procesos fotosintéticos, la
acumulacion de sales y cationes (K+, Na+, Mg++), lo que incrementa la salinidad y la
sodicidad (Tejada et al., 2009). Ademas, la aplicacion excesiva de material organico puede
reducir la porosidad, promoviendo condiciones anaerodbicas y fitotoxicidad en los cultivos
debido a la acumulacion de compuestos organicos, como acido acético, acido lactico y
glicerol (Yavuz, 2007); aunado a esto, en cuerpos de agua alteran el pH, temperatura y
promueven eventos de eutrofizacion debido a su alta demanda quimica de oxigeno (DQO)
y solidos totales (Robles-Gonzalez, et al, 2012), desafortunadamente hasta el momento, en
México no existen normas que regulen la descarga de este tipo de efluentes (Pérez-Diaz,
2022). A pesar de los esfuerzos de consultores, instituciones y grupos de investigacion por
adaptar y desarrollar procesos bioldgicos y fisicoquimicos para el tratamiento de vinazas,
estos no han logrado ofrecer una solucion aplicable para todos los empresarios (Sanchez-
Carmona et al., 2017).

2.3 Biomasa lignoceluldsica
La energia obtenida de la biomasa tiene su origen en la luz solar, la cual, a través del

proceso de fotosintesis, es aprovechada por las plantas verdes mediante reacciones
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quimicas en sus células vivas, de esta manera, la energia solar se convierte en energia
quimica que se almacena en diversos compuestos organicos, como polisacaridos y grasas,
y se transfiere a lo largo de toda la cadena alimentaria, incluido el ser humano (Abril y
Navarro 2012).

Mateos-Moreno (2006) define la biomasa como el conjunto de materia organica renovable
proveniente de fuentes vegetales, animales o resultante de su transformacién, ya sea
natural o artificial. A partir de esta definicion, la biomasa puede clasificarse, segun su origen,
en biomasa vegetal, animal y residual. La biomasa vegetal comprende toda la materia
organica de origen vegetal, incluyendo tanto la biomasa lignocelulésica como los productos

agricolas.

Asi, la biomasa lignoceluldsica es aquella de origen vegetal compuesta principalmente por
celulosa, hemicelulosa y lignina, dejando fuera la biomasa rica en almidén, proteinas y
azucares, como los granos, cereales, mieles y similares (Abril y Navarro, 2012). Este tipo
de biomasa representa el material organico mas abundante en la Tierra (Bhagia et al.,
2016), y sus fuentes incluyen los bosques, cultivos agricolas, residuos de cosecha, asi
como subproductos de industrias como la maderera y la papelera. Inicialmente, la biomasa
lignoceluldsica se utilizé como fuente de energia, para construccion y como alimento para
animales, hoy en dia, sus aplicaciones son vastas y esenciales en multiples sectores como
la industria de papel y celulosa, materiales de construccion, combustibles liquidos y

gaseosos, entre otros.

2.3.1 Aprovechamiento de la biomasa lignocelulésica

La biomasa lignoceluldsica constituye un recurso renovable clave para generar energia,
ofreciendo una alternativa ecolégica a los combustibles fésiles. Sus componentes
principales (celulosa, hemicelulosa y lignina) pueden transformarse en diversas formas de
energia, mediante tecnologias de conversion como la pirdlisis, gasificacion, fermentacion y
carbonizacion hidrotermal (Wu et al.,, 2014; Cai et al.,, 2018; Haq et al., 2021). Esta
versatilidad la convierte en una opcidn atractiva para abordar la crisis energética mundial y

promover la sostenibilidad ambiental (Sun et al., 2018).

La pirdlisis, uno de los métodos mas investigados, descompone térmicamente la biomasa

en ausencia de oxigeno, generando bio-oil, syngas y carbén (Wu et al., 2014; Cai et al.,
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2018). La energia de activacion necesaria para la pirdlisis varia segun la composicion de la

biomasa y las condiciones del proceso (Wu et al., 2014). Optimizar estas condiciones ha
demostrado mejorar la eficiencia y calidad de los productos, posicionando la pirdlisis como

una técnica viable para la generacion de energia (Cai et al., 2018).

Ademas de la pirdlisis, los biocombustibles también pueden obtenerse a través de procesos
bioquimicos, donde la hidrdlisis enzimatica de celulosa y hemicelulosa produce azucares
fermentables que, a su vez, se convierten en bioetanol por acciéon de microorganismos (El-
Zawawy et al., 2011; Weiss et al., 2013). Este proceso aprovecha el alto contenido de
carbohidratos de materiales lignoceluldsicos provenientes de residuos agricolas y
forestales o cultivos dedicados (Kucharska et al., 2018). Sin embargo, dada la estructura
compleja de estos materiales, a menudo es necesario realizar pretratamientos, como la
explosion de vapor o el uso de liquidos iénicos, para mejorar la accesibilidad enzimatica
(Agu et al., 2019; Mustafa et al., 2022).

La biomasa lignoceluldsica también se puede utilizar para obtener hidrégeno a través de
gasificacion o métodos fotocataliticos. La gasificacién convierte la biomasa en gas de
sintesis, que luego puede procesarse para extraer hidrogeno (Wakerley et al., 2017),
mientras que los métodos fotocataliticos emplean la luz solar para impulsar reacciones

quimicas que convierten la biomasa en hidrogeno (Speltini et al., 2014).

La valorizacién de la biomasa lignoceluldsica abarca ademas la generacion de productos
quimicos y materiales utiles. Por ejemplo, el furfural, obtenido de la hemicelulosa, se ha
destacado como una plataforma para crear biocombustibles y bioquimicos (Cai et al., 2013).
El uso energético de la biomasa lignoceluldsica presenta una oportunidad multifacética para
la produccion de energia, mediante diversas tecnologias de conversién, lo que contribuye

a un panorama energético mas sustentable.

2.3.1.1 Carboén activado

El carbon activado (CA) es un material amorfo de base carbonosa que destaca por su
elevada porosidad y su amplia superficie especifica (Fernandez-Macedo, 2022). En
términos generales, su composicion elemental incluye aproximadamente un 88% de
carbono, 0.5% de hidrégeno, 0.5% de nitrogeno, 1% de azufre y entre 6% y 7% de oxigeno,

mientras que el resto corresponde a cenizas (Bansal y Goyal, 2005).
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El carbdn activado obtenido a partir de biomasa lignocelulésica, ha captado un interés

creciente debido a sus posibles aplicaciones en areas como la remediacién ambiental, el
almacenamiento de energia y como base para diversos procesos quimicos. La biomasa
lignoceluldsica, compuesta principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, se
considera una materia prima ideal para fabricar carbon activado con propiedades
deseables, como alta porosidad y una extensa superficie especifica (Nor et al., 2013;
Puligundla et al., 2016; Contescu et al., 2018). Este enfoque no solo ofrece una alternativa
mas sostenible frente a las fuentes de carbono tradicionales, sino que también contribuye
a la gestion de residuos al aprovechar subproductos agricolas y forestales (Nor et al., 2013;
Contescu et al., 2018).

La produccién de carbon activado a partir de biomasa lignoceluldsica implica tres etapas
principales: carbonizacion, activacién y postratamiento. La carbonizacién consiste en la
descomposicion térmica de la biomasa, transformando el material organico en carbén (Nor
et al., 2013; Contescu et al., 2018). Posteriormente, el carbon se somete a un proceso de
activacion, que puede ser fisico (mediante vapor) o quimico (utilizando compuestos como
hidroxido de potasio o acido fosférico), con el objetivo de aumentar su area superficial y
desarrollar su estructura porosa (Li et al., 2016; Arundina et al., 2021). El método de
activacion seleccionado tiene un impacto significativo en las propiedades finales del carbén
activado, como su distribucion de tamano de poros, su area especifica y su capacidad de
adsorcion (Nor et al., 2013; Puligundla et al., 2016; Contescu et al., 2018).

El carbén activado es reconocido por su efectividad como material adsorbente debido a su
red de poros bien desarrollada. Segun la clasificaciéon de la IUPAC, los poros se dividen en
microporos (<2 nm), mesoporos (2-50 nm) y macroporos (>50 nm). Ademas, presentan
areas superficiales que pueden variar entre 500 y 3000 m?/g (Dias et al., 2007; Abdullah,
2011; Rivera et al., 2011). Este material también posee caracteristicas quimicas en su
superficie, influenciadas por la presencia de heteroatomos como oxigeno, nitrégeno,
hidrogeno, azufre y fésforo, lo que contribuye a su diversidad funcional (Shafeeyan et al.,
2010).

El uso de biomasa lignocelulésica para producir carbon activado también genera

importantes beneficios ambientales. Aprovechar residuos agricolas y forestales reduce la
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dependencia de recursos no renovables y contribuye a disminuir la contaminacion del aire

y el agua (Nor et al., 2013; Contescu et al., 2018). Este proceso cierra eficazmente el ciclo
del carbono al transformar desechos en productos utiles, fomentando la sostenibilidad y una

gestion mas eficiente de los recursos (Nor et al., 2013; Contescu et al., 2018).

2.3.1.2 Comunidades microbianas

Las comunidades microbianas presentes en ambientes lignoceluldsicos desempefian un
papel fundamental en la descomposicion de esta biomasa, lo que ha permitido identificar
microorganismos con un alto potencial para aplicaciones en la produccion de
biocombustibles y bioconversion (Wang et al., 2016). Investigaciones recientes han
destacado consorcios microbianos capaces de degradar eficientemente materiales
lignoceluldsicos, por ejemplo, en analisis metagendmicos han identificado una alta
prevalencia de Actinobacteria y Firmicutes en ambientes de compost ricos en sustratos
lignoceluldsicos, como paja de arroz y aserrin; estos microorganismos tienen un notable
potencial para la produccién de lignocelulasas termoestables, enzimas esenciales para
descomponer la estructura compleja de la lignocelulosa y liberar azucares utilizables en

procesos de fermentacion (Wang et al., 2016).

Por otro lado, los enfoques metagendmicos han facilitado el descubrimiento de enzimas
activas en carbohidratos, mejorando nuestra comprension de la capacidad microbiana para
descomponer la lignocelulosa, por ejemplo, la extraccion de ADN ambiental de biomasa
lignoceluldsica ha permitido identificar nuevos genes que codifican celulasas y xilanasas,
enzimas esenciales para la hidrdlisis de celulosa y hemicelulosa, respectivamente (Montella
et al., 2017). Estas enzimas no solo simplifican la degradacion de la lignocelulosa, sino que
también incrementan la digestibilidad de los sustratos, favoreciendo la produccién de
bioetanol (Hu et al., 2011).

Paralelamente, las vias metabdlicas de los microorganismos involucrados en la
degradacién de lignocelulosa estan siendo estudiadas para aprovechar su potencial en la
sintesis de bioquimicos de alto valor, por ejemplo, la conversibn de azlcares
lignoceluldsicos en biohidrogeno y otros compuestos renovables representa un campo de
investigacion activo, donde se han disefiado cepas microbianas optimizadas para

maximizar la utilizacion de azucares (Singh et al., 2015; Frangois et al., 2020).
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La exploracion de las comunidades microbianas asociadas con biomasa lignocelul6sica ha

revelado una gran variedad de microorganismos capaces de descomponer polisacaridos
complejos (Francois et al., 2020). La identificacion y caracterizacion de estos consorcios y
sus enzimas representa un avance crucial para el desarrollo de aplicaciones
biotecnolégicas en la produccion de biocombustibles y la valorizacién eficiente de la

biomasa.

Capitulo 3

Materiales y métodos

3.1 Recoleccion de muestras

Para el desarrollo de este estudio las muestras fueron donadas por la mezcalera
Tradiciones Mezcaleras S.P.R. de R.L. de la vinata Madre Tierra, que se ubica en el
municipio de Nombre de Dios, Durango, México, (23°50'37"N 104°13'55"W).

La recoleccion de pencas se realizo el dia 18 de octubre del 2023 en el ejido El Venado
ubicado en el municipio de Nombre de Dios, Durango, México, (23°47'08"N 104°18'29"W).
Con un muestreo sistematico se seleccionaron 10 plantas de entre 10 a 19 anos de edad

de Agave durangensis, de las cuales se colecté una hoja de desarrollo intermedio.

El bagazo y mosto se colectd aproximadamente una semana después en la vinata Madre
Tierra, tras el procesamiento de la pifa y la obtencion del mezcal; se utilizaron guantes y
recipientes de almacenamiento estériles, y cada muestra fue debidamente etiquetada e

identificada al momento de la recoleccion.

3.2 Caracterizacién quimica

La caracterizacion quimica del material se llevd a cabo mediante un Analisis Quimico
Proximal (AQP), un método analitico que permite determinar el porcentaje de los principales
componentes del material evaluado. Estos analisis fueron realizados en las instalaciones
del Instituto de Silvicultura e Industria de la Madera (ISIMA-UJED), ubicado en Boulevard
501, Ciudad Universitaria, 34120 Durango, Dgo.
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3.2.1 Materia seca y humedad

El porcentaje de humedad en penca, bagazo y mosto fue determinado siguiendo la
metodologia de la Asociacion de Quimicos Agronomos Oficiales (AOAC, 2023),
especificamente utilizando el método 934.01. Este procedimiento se basa en la pérdida de
agua de la muestra, convertida en vapor. Para ello, se colocé 1 g de muestra en un crisol
de porcelana previamente estabilizado en peso, registrando su peso inicial (P1). Luego, el
crisol fue sometido a una temperatura de 105 ° C durante 24 horas en una estufa de secado.
Después del secado, el crisol se dejo enfriar en un desecador y se registré su peso final

(P2). El porcentaje de humedad se calculé mediante la siguiente ecuacion (Eq. 1):

Eqg. 1

% H dad = b= P 100
o Humedaa = Gramos de Muestra x

A partir del porcentaje de humedad obtenido, es posible calcular el porcentaje de materia

seca en la muestra utilizando la siguiente ecuacion (Eq. 2):
Eq. 2
% Materia Seca = 100% — % Humedad

3.2.2 Cenizas

Para determinar el contenido de cenizas en penca, bagazo y mosto, se utilizé el método de
la AOAC (Thiex et al., 2019) con identificacion 942.05. En un crisol de porcelana
previamente estabilizado en peso, se colocd 1 g de muestra y se registré su peso inicial
(P1), luego el crisol se colocd en una mufla a 550 °C + 5 °C durante 4 horas hasta la
incineracion de la muestra. Al finalizar este tiempo, el crisol se retird cuando la temperatura
interna de la mufla bajé a 200 °C £ 5 °C y se colocé en un desecador para enfriar, una vez
frio, se peso6 con las cenizas y se registré el peso final (P2); finalmente, el porcentaje de

cenizas se calculé mediante la siguiente ecuacion (Eq.3):

Eq. 3

% Cenizas = P Py 100
oLenizas = Gramos de Muestra x
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3.2.3 Grados Brix

La determinacién de los grados Brix es un método util para medir la concentracion de
azucares en una muestra. En este caso, se seleccionaron aleatoriamente tres trozos de la
seccion que conecta la hoja con el corazén del agave, los cuales fueron exprimidos para
obtener una muestra liquida. Antes de realizar las mediciones, se calibré el refractémetro
Optico utilizando agua destilada, luego de limpiar cuidadosamente el prisma, se colocé una
gota de la muestra liquida sobre el mismo. Se cerr6 la tapa del prisma para asegurar una
distribucion uniforme de la muestra y, a continuacién, se observo a través del ocular, al
visualizar la linea de separacion entre las areas claras y oscuras, se ley6 el valor
correspondiente a los grados Brix. Este valor indica el porcentaje de sélidos solubles
presentes en la muestra, lo que equivale a la cantidad de gramos de sacarosa en 100 ml

de la muestra a temperatura ambiente en un rango de entre 18°C a 24°C.

3.2.4 Proteina cruda

Para determinar el contenido de proteina cruda en pencay bagazo, se aplico la metodologia
de la AOAC (2023), especificamente el método 2001.11. Este procedimiento se fundamenta
en extraer el nitrdgeno total presente en la muestra mediante una digestion inicial con acido
sulfurico (H,S0O,), seguida de una destilacion para purificar el nitrégeno y, finalmente, una
titulacion para cuantificar su cantidad. Dado que la mayoria de las proteinas en este tipo de
material contienen aproximadamente un 16% de nitrégeno (Maehre et al., 2018), se utiliza

un factor de conversion para calcular el porcentaje de proteina cruda.

En la prueba, se empled 0.1 g de muestra junto con 0.3 g de reactivo de selenio en un
matraz de Kjeldahl (matraz de digestion). Se anadieron 2 ml de H,SO, y se llevé a ebullicién
constante durante aproximadamente una hora, después, en la fase de destilacién, se
incorporaron 25 ml de agua destilada (H,O) y 10 ml de una solucién de hidréxido de sodio
al 40% (NaOH), ajustando el volumen a 30 ml en un vaso de precipitados donde
previamente se habian afiadido 10 ml de acido bérico (H;BO3) y 3 gotas de indicador Merck
5, a continuacion, se titulé con una solucién de acido clorhidrico (HCI) 0.02 N hasta observar
un cambio de color de verde a morado, se registré el volumen de HCI utilizado y se calculd
el porcentaje de nitroégeno total, posteriormente, al resultado se le realizé un ajuste para

determinar el porcentaje de proteina cruda, mediante la siguiente ecuacion (Eq.4):
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(mlde HC)(N del HC1)(0.014)
% N x 100
Gramos de muestra

%P.C.=%N x 6.25

3.2.5 Grasa cruda

El porcentaje de grasa cruda en penca y bagazo, fue determinada siguiendo la metodologia
de la Asociacion de Quimicos Agronomos Oficiales (AOAC, 2023) especificamente el
método 920.39. Este método se basa en el uso de solventes organicos que, mediante
evaporacion, logran extraer los lipidos no hidrosolubles de la muestra y depositarlos en un

recipiente que permite su pesaje.

Se comenzé pesando un trozo de papel filtro, sobre el cual se colocaron 1.5 g de la muestra,
el papel filtro se enrollé6 de modo que pudiera ser colocado dentro de un dedal de celulosa
en el equipo Soxhlet, en la base del equipo se colocd un matraz de fondo plano previamente
estabilizado en peso (P1), luego, se afiadieron 70 ml de éter de petréleo (C¢H14) en la taza
del equipo, que se instalé y se dejé en proceso de extraccion por 2 horas, tras esto, se
retiraron los matraces y se secaron hasta alcanzar un peso constante; luego, fueron
colocados en un desecador para enfriar durante 15 minutos, finalmente, se registré el peso

final del matraz (P2) y se calcul el porcentaje de grasa cruda usando la ecuacién (Eq. 5):
Eq. 5

(P, — Py)
% G.C.= x 100
Gramos de muestra

3.2.6 Fibra cruda

La determinacion de fibra cruda en penca y bagazo, fue determinada siguiendo la
metodologia de la Asociacion de Quimicos Agronomos Oficiales (AOAC, 2023)
especificamente el método 978.10. Este método se basa en realizar un pretratamiento acido
seguido de uno basico para eliminar todos los compuestos que no forman parte de la matriz
de fibra cruda del material, después de una serie de lavados, se retira la humedad y se
incineran los compuestos organicos e inorganicos volatiles que hayan resistido el

tratamiento previo y los lavados.
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de 600 ml junto con 200 ml de H,SO, 0.255 N caliente. El vaso se calent6 hasta ebullicion
y se mantuvo asi durante 30 minutos, a continuacion, se retird y filtré el contenido usando
una tela, enjuagando el filtrado con agua caliente, después el residuo se transfirié a otro
vaso con 200 ml de NaOH 0.313 N caliente, donde se llevé nuevamente a ebullicidon durante
30 minutos, al finalizar, el vaso fue retirado, filtrado y el residuo se lavé otra vez con agua
caliente, el remanente se seco en un horno a 105 °C + 5 °C durante 24 horas, se enfrio en
un desecador, y se registrd su peso (P1), posteriormente el residuo se incineré a 550 °C +
10 °C por 4 horas, se dejé enfriar en un desecador durante 15 minutos, y se registré el peso
final (P2). Finalmente, se calculé el porcentaje de fibra cruda usando la ecuacion

correspondiente (Eq. 6).
Eq. 6

(P —Py)
%BF.C.= x 100
Gramos de muestra

3.2.7 Fibra Detergente Neutra

Para la determinacién de fibra detergente neutra (FDN) de penca y bagazo, se adaptaron
algunos pasos de la metodologia desarrollada por Ankom Technology (2006). Se
aprovecharon algunos principios de esta metodologia para trabajar sin necesidad de
adquirir los reactivos de esta marca o equipos especializados, lo cual permitié hacer ajustes

que optimizaron el procedimiento de Van Soest (1990), que fue base para este analisis.

Primero se prepard una solucion detergente neutra (SDN), para la cantidad requerida se
considerd el requisito de 100 ml de soluciéon por cada bolsa que se desee analizar. A
continuacion, se mencionan las proporciones por litro: 30,0 g de lauril sulfato de sodio (SDS
[NaC12H25S04]), 18.61 g de EDTA disédico dihidratado (C1oH14N,0Og2Na2H,0), 6.81 g de
tetraborato de sodio decahidratado (Na,B,O, * 10 H,0), 4.56 g de fosfato disddico anhidro
(Na,HPO,) y 10 ml de trietilenglicol (C¢H14,0,).

Para iniciar con el ensayo se emplearon las bolsas Ankom F57, las cuales fueron
etiquetadas y pesadas vacias (P1) con dos bolsas por muestra y al menos una bolsa de
blanco (Pbco1). Luego, en base seca, se pesaron 0.5 g de muestra y se colocaron en cada

bolsa, que se sellaron con calor para prevenir cualquier pérdida.
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Se agregaron 2 L de SDN en un vaso de precipitados, junto con 4 ml de alfa amilasa

termoestable, y la solucién se calentdé a temperatura de ebullicion antes de introducir las
bolsas con las muestras, para asegurar el contacto constante de la SDN con el material, se
colocé una barra agitadora en el fondo del vaso, manteniéndola en funcionamiento
continuo. Las bolsas se sometieron a digestion en esta solucion durante 1 hora, pasado el
tiempo, se elimind la solucion y se agregaron 2 L de agua destilada caliente con 4 ml de
alfa amilasa, sometiendo a agitacion constante por 5 minutos; este proceso se repitié dos
veces mas. Tras los lavados con agua y alfa amilasa, se presionaron las bolsas contra el
fondo del vaso para extraer la mayor cantidad de agua posible y retirandola, luego, se
cubrieron las bolsas con acetona (C3;HgO) en un lavado por inmersiéon de 3 minutos, y
nuevamente se presionaron las bolsas contra el fondo para eliminar el exceso de acetona.
Las bolsas se dejaron secar a temperatura ambiente por 20 minutos y se colocaron en el
horno a 105 °C por 24 horas. Finalmente, las bolsas se enfriaron en un desecador y se
registraron los pesos de las bolsas con muestra (P2) y de la bolsa de blanco (Pbco2). El

porcentaje de fibra detergente neutra (FDN) se calculé usando la ecuacion (Eq. 7):

Eq.7

ro(r (e e))

% FDN =
0 Gramos de muestra

x 100

3.2.8 Fibra Detergente Acida

Para determinar la fibra detergente acida (FDA) de las muestras de penca y bagazo se
continué aplicando la metodologia de Van Soest (1990) con adaptaciones de Ankom
Technology (2006). La determinacién de FDA se realizé después de la FDN, utilizando las

mismas bolsas Ankom F57 empleadas en el ensayo anterior.

Como primer punto se prepard la solucién detergente acida (SDA), para la cantidad
requerida se considero el requisito de 100 ml de solucién por cada bolsa que se desee
analizar. A continuacion, se mencionan las proporciones por litro: 20 g de bromuro de cetil
trimetilamonio (CTAB o Cetrimida [C19H42BrN]) y 27.7 ml de acido sulfurico concentrado.
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Como en el andlisis de FDN, se vertieron 2 L de SDA en un vaso de precipitados, calentando
la solucién a temperatura de ebullicion antes de introducir las bolsas con las muestras, para
asegurar un contacto continuo entre la SDA y el material de las muestras, se colocd una
barra agitadora en el fondo del vaso de precipitados, manteniéndola en funcionamiento
constante. Las bolsas se sometieron a digestion en esta solucion durante 1 hora, al finalizar,
se decanto la SDA y se afadié agua destilada caliente en el mismo vaso, agitandola por 5
minutos; el proceso se repitié hasta alcanzar un pH neutro en el agua eliminada, después
de los lavados con agua, se presionaron las bolsas en el fondo del vaso con un vaso
Berzelius para extraer la mayor cantidad posible de agua, asegurando su retiro inmediato,
luego, se cubrieron completamente las bolsas con acetona en un lavado por inmersién de
3 minutos, y se presionaron nuevamente contra el fondo del vaso para eliminar el exceso
de acetona. Las bolsas se dejaron secar al aire durante 20 minutos y luego se colocaron en
el horno a 105 °C por 24 horas, una vez finalizado el secado, las bolsas se enfriaron en un
desecadory se registraron los pesos de las bolsas con muestra (P3) y de la bolsa de blanco
(Pbco3). El porcentaje de fibra detergente acida se calculé mediante la siguiente ecuacion
(Eq. 8):

Eq. 8

p, — <P1 (Pbco1 -; Pbco3)>

% FDA =
% Gramos de muestra

x 100

3.2.9 Lignina

Para determinar lignina de las muestras de penca y bagazo se continué aplicando la
metodologia de Van Soest (1990) con adaptaciones de Ankom Technology (2006). La
determinacion de lignina se realizé después de la FDA, utilizando las mismas bolsas Ankom

F57 empleadas en el ensayo anterior.

Para comenzar la determinacion de lignina, se prepard una solucién de H>SOsal 72% en
peso, para ello, se afiadieron 1200 g de acido sulfurico concentrado a 440 ml de agua
destilada, permitiendo que la solucién se enfriara progresivamente entre adiciones y con
las medidas de seguridad adecuadas segun naturaleza del reactivo, una vez lista la

solucion, se colocaron las bolsas de muestra en un vaso de precipitados de 2 L y se vertio
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suficiente acido concentrado para sumergirlas completamente, sobre las bolsas se situé un

vaso de precipitados mas pequefo, asegurando su inmersion total, cada 30 minutos
utilizando el vaso pequefo se aplastaron las bolsas 30 veces, realizandolo por un periodo
total de 3 horas. Al término del tiempo, las bolsas se enjuagaron con agua destilada caliente
hasta que el agua de desecho alcanz6 un pH neutro, después del enjuague con agua, se
realizé un lavado con acetona, se cubrieron completamente las bolsas en acetona durante
3 minutos, eliminando luego el exceso por presién, las bolsas se dejaron secar al aire por
20 minutos y se colocaron en un horno a 105 °C por 24 horas. Al finalizar, se enfriaron en
un desecador durante 20 minutos y se registroé el peso (P4). El contenido de lignina se

calculo utilizando la ecuacion (Eq. 9):

Eq. 9

Py — P

100
Gramos de muestra x

% Lignina =

3.3 Caracterizacion bioldgica

La caracterizacion bioldgica incluye diversas técnicas y metodologias que permiten
comprender las propiedades y comportamientos de materiales bioldgicos, en este estudio
se eligié caracterizar los residuos de la industria mezcalera a través del aislamiento de
microorganismo endofitos presentes en cada material, identificando su morfologia macro y
microscopica, adicionalmente se realizaron pruebas de actividad amilolitica a cada una de
las cepas obtenidas para determinar cuales de ellas producen amilasa como metabolito
secundario. Estos analisis fueron realizados en las instalaciones del Tecnoldgico Nacional
de México Campus Valle del Guadiana (ITVG), ubicado en las coordenadas [24°00'34"N
104°26'47"W].

3.3.1 Aislamiento

El aislamiento de microorganismos es un aspecto fundamental en microbiologia, ya que
permite comprender tanto la diversidad microbiana, como su funcionalidad (Gschaedler et
al., 2017). En este estudio se emplearon técnicas microbiolégicas convencionales y en
algunos casos, se adaptaron y modificaron metodologias descritas previamente para

ajustarse a la naturaleza especifica de las muestras analizadas.
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3.3.1.1 Mosto

Para la identificacion de microorganismos presentes en el mosto de bagazo de agave
mezcalero, se tomo una alicuota de la muestra previamente recolectada y se sembré por
extensién en placa Petri, con un medio de agar nutritivo, todo esto por triplicado, se incubé
a 37°C, durante 72 horas.

Tras este proceso, se identificaron las colonias mas abundantes o recurrentes mediante
observacién directa, prestando especial atencion a aquellas que presentaban
caracteristicas distintivas. Una vez seleccionadas, se procedié a su resiembra con el
objetivo de separarlas y facilitar su aislamiento. Para este paso, se utilizé el mismo medio
de cultivo, empleando la técnica de estriado, y las muestras fueron incubadas a 37 °C

durante 24 horas.

3.3.1.2 Bagazo

En la identificacién de microorganismos presentes en el bagazo de agave mezcalero, se
cortaron fibras de distintos tamanos, colores y calibres a una longitud de 1 cm y se
sembraron por contacto directo en caja Petri, por triplicado, con medio de agar nutritivo
tomando una distribucion en forma de un cuadro de 1 cm por 1 cm, se incubé a una

temperatura de 37°C durante 72 horas.

Una vez confirmado el crecimiento bacteriano, se realizé una resiembra con el propdsito de
separar las colonias y facilitar su aislamiento. Para ello, se empleé el mismo medio de
cultivo y se utilizé la técnica de estriado. Las muestras fueron posteriormente incubadas a
37 °C durante 24 horas.

3.3.1.3 Penca

Preparacion de la muestra

Se seleccionaron dos areas de cada hoja (seccidn superior e inferior), con apariencia sana

y se tomaron trozos hasta completar un peso 25 gr.

Se siguieron las recomendaciones de Aguado-Santacruz et al. (2022), se inici6
desinfectando las muestras para eliminar microorganismos patégenos que se presentaran

durante la manipulacion y traslado, por lo que se realizé un primer lavado directo en el grifo,
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seguido de inmersion en una solucion de etanol al 70% durante 1 min y a continuacion en
una de hipoclorito de sodio al 3% durante dos minutos, finalmente se lavaron las muestras

tres veces con agua destilada estéril y se colocaron en servilletas previamente esterilizadas
Aislamiento de microorganismos

Para el aislamiento de microorganismos endéfitos, las muestras desinfectadas se trituraron,
con ayuda de un bisturi, en secciones mas pequefas y se introdujeron a un matraz con 50
ml de caldo nutritivo (un matraz por cada hoja colectada), se incubaron a una temperatura
de 23°C a 120 rpm durante 72 horas (Figura 1). Pasado este tiempo se tomd una alicuota
que se sembro por extension en placa en agar nutritivo, por duplicado y se incubé a 30°C
durante 48 horas.

Figura 1. Aislamiento de microorganismos endofitos en penca de agave. Penca
triturada en un matraz con 50 ml de caldo nutritivo, incubado a una temperatura de
23°C a 120 rpm durante 72 horas.
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3.3.1.4 Penca endodermis

Preparacion de la muestra

Se seleccionaron dos areas de cada hoja (seccion superior e inferior), con apariencia sana,

se cortaron cubos de 1 cm por 1 cm de cada seccion.

Para el pretratamiento se siguié las recomendaciones de Aguado-Santacruz et al. (2022),
se inici6 desinfectando las muestras para eliminar microorganismos patégenos que se
presentaran durante la manipulacién y traslado, por lo que se realizé un primer lavado
directo en el grifo, seguido de inmersién en una solucion de etanol al 70% durante 1 min y
a continuacion en una de hipoclorito de sodio al 3% durante dos minutos, finalmente se
lavaron las muestras tres veces con agua destilada estéril y se colocaron en servilletas

previamente esterilizadas
Aislamiento de microorganismos

Para el aislamiento de microorganismos ubicados en la endodermis, a las muestras
desinfectadas con ayuda de un bisturi se les retiré la epidermis y se sembraron por contacto
directo en caja Petri con medio de agar nutritivo (dos cubos por cada placa, seccion superior
e inferior de la hoja) como se muestra en la Figura 2, todo esto por triplicado y se incubaron

a una temperatura de 30°C por un lapso de 72 horas.
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Figura 2. Aislamiento de microorganismos ubicados en la endodermis de penca de
agave. Cubos de endodermis de penca sembrados por contacto directo en caja Petri
con agar nutritivo.

A continuacion, se observaron las placas Petri para identificar visualmente las cepas
presentes. Se realizé una resiembra evitando duplicar aquellas que, a nivel macroscoépico,
presentaban caracteristicas similares, con el objetivo de separar las colonias y favorecer su
aislamiento, este proceso se llevé a cabo en el mismo medio de cultivo, utilizando la técnica
de estriado en duplicado. Las muestras fueron incubadas a 30 °C durante 24 horas.

3.3.2 Morfologia microbiana

Caracterizacion morfolégica

La caracterizacion morfolégica macroscépica de todos los microorganismos aislados se
realizd con apoyo de los parametros: tamano, forma, borde, elevacién, superficie,
consistencia, aspecto y color de las colonias desarrolladas en placas Petri conteniendo agar
nutritivo (Rojas-Trivifio, 2011). Para la caracterizacion microscopica se llevé a cabo la

tincion diferencial de Gram de cada aislado.
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3.3.3 Actividad amilolitica

Identificacion de cepas con actividad amilolitica

Para determinar la actividad amilolitica de las cepas se adapt6 la metodologia usada por
Barua et al. (2021), en la cual las colonias de todos los microorganismos aislados
previamente fueron inoculadas por estriado en placas Petri conteniendo agar nutritivo con
almidon soluble (10g/L) y se incubaron a 30°C durante 48 h. Posteriormente, cada placa
fue cubierta con soluciéon Yodo Gram durante 5 min y se seleccionaron los aislamientos
cuyas colonias presentaron un halo de clarificacion alrededor indicando la hidrdlisis del

almidon.

3.3.4 Conservacion de las cepas

Para conservar las cepas obtenidas, se seleccioné un método adecuado basado en los
recursos materiales y las instalaciones disponibles. La conservacion de cepas bacterianas
en glicerol es una técnica ampliamente utilizada y eficaz para mantener la viabilidad
bacteriana a largo plazo, ya que el glicerol actia como crioprotector al prevenir la formacion

de cristales de hielo que podrian dafar las células.

El procedimiento inici6é con la preparacion de una solucion estéril de glicerol al 20% (v/v) en
agua destilada. En un tubo Eppendorf estéril, se depositaron 0.5 ml de esta solucion,
posteriormente, utilizando un asa estéril, se raspd una cantidad adecuada de bacterias
desde la superficie del medio de cultivo, asegurando recolectar una cantidad significativa
de células macroscopicas, las cuales se resuspendieron en el tubo, el cual fue sellado

herméticamente para evitar la evaporacién y luego almacenado bajo refrigeracion.
Recuperacion de la cepa

Para reactivar la cepa conservada, se debe agitar suavemente el tubo para homogeneizar
la suspension bacteriana, a continuacién, se toma una pequefa alicuota de la solucién y se
inocula en un medio de cultivo fresco, una vez transferidas a un entorno nutritivo, las

bacterias retomaran su crecimiento normal.

3.4 Carbon activado

La metodologia propuesta para la elaboracion de carbédn activado (CA) a partir de fibras de

bagazo de agave mezcalero, se llevo a cabo en las instalaciones del Instituto de Silvicultura
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e Industria de la Madera (ISIMA), ubicado en las coordenadas [24°00'41"N 104°41'23"W].

Esta propuesta adapta y simplifica procedimientos existentes, tanto aquellos que utilizan

materiales lignoceluldsicos como materia prima, como los que emplean otras especies de

agave.

El proceso inicié con el secado del bagazo de agave previamente recolectado, el cual se
expuso directamente al sol durante una semana, una vez seco se trituré hasta obtener
particulas de aproximadamente 1 cm de longitud, posteriormente el material triturado se
sometié a una carbonizacion en crisoles de porcelana colocados en un horno de mufla
estandar Thermolyne 1300 FB1310M-33, a una temperatura de 350°C durante 1 hora. El
carbon resultante se dejé enfriar, se moli6 en un mortero y se sometié a una activacion
quimica, para esta etapa, el carbén molido se depositd en un vaso de precipitados y se
cubrié completamente con una solucion de acido fosférico (H;PO,) al 85% v/v, dejandolo
reposar durante 24 horas, transcurrido este tiempo, el contenido del vaso se filtré utilizando
una bomba de vacio y papel filtro, recuperando el agente activante (H;PQO,) para reutilizarse
en futuras activaciones, el carbdn filtrado se seco en una estufa de secado a 105°C durante
24 horas, a continuacion, se realizé la activacion térmica, introduciendo nuevamente el
carbon en la mufla a una temperatura de 450°C durante 1 hora, una vez enfriado y retirado
de la mufla, se lavé con una solucién de hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracién de
0.313 N hasta alcanzar un pH neutro, finalmente, el carbon se dejo secar al aire en una

campana de flujo laminar durante 72 horas.

3.4.1 Evaluacioén de la calidad del CA

3.4.1.1 Pruebas de adsorcion
Para llevar a cabo las pruebas de adsorcion, se prepararon previamente soluciones de
naranja de metilo con concentraciones conocidas, que iban desde 0.2 hasta 2 mg/L. Los
valores de absorbancia se determinaron mediante el método de curva de calibracion
utilizando un espectrofotometro UV/VIS SPECTROPHOTOMETER VE-5600UV PC, y
longitud de onda de 465 nm.

En un tubo de ensayo se colocaron 0.5 g del CA obtenido, junto con 25 ml de una solucion
de naranja de metilo a una concentracion de 25 mg/L. La mezcla se agitdé durante 60

segundos (Figura 3), este procedimiento se realiz en triplicado. Posteriormente, el CA fue
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filtrado con papel filtro de 120 mm, y el liquido resultante se transfirié a una celda de cuarzo

para su analisis en el espectrofotometro.

Figura 3. Solucion de naranja de metilo y CA agitado durante 60 segundos.

Como método comparativo, se llevd a cabo el mismo procedimiento con dos tipos de carboén

activado comerciales, denominados para fines practicos como CAP y CAC.

3.4.1.2 Morfologia por microscopio confocal de fluorescencia por barrido laser

Para analizar el carbén activado (CA) mediante un microscopio confocal de fluorescencia
por barrido laser Leica DMi 8 — Leica TCS SP8 (CLSM por sus siglas en ingles), fue
necesario tefiirlo previamente, ya que carece de fluorescencia natural. Para ello, se preparé
una solucién de azul de metileno a una concentracion de 10 mg/L, a esta solucién se
afiadieron 0.5 g de CA, y la mezcla se agité durante 60 segundos, transcurrido este tiempo,
se filtr6 utilizando papel filtro de 120 mm y posteriormente se llevé a una estufa de secado

por 3 horas.

Para fijar el CA tefido al portaobjetos, se distribuyd una pequefia cantidad de muestra
formando una fina capa, seguidamente, se afiadié una gota de glicerol sobre el CA y se
colocd un cubreobjetos encima, para asegurar la fijacion del cubreobjetos, los bordes se
sellaron con esmalte transparente, una vez seco, se procedid a la observacién del

preparado en el microscopio confocal a una longitud de onda de entre 600 y 700 nm.
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Capitulo 4

Resultados y discusiones

4.1 Caracterizacion quimica

Los resultados obtenidos en la caracterizacién quimica se muestran en la Tabla 1. Se
analizaron muestras de penca, bagazo y mosto de bagazo de agave mezcalero; sin
embargo, las unicas muestras que se sometieron a todas las pruebas fueron la pencay el
bagazo. Ademas, se analizé el contenido de grados Brix en la base de las pencas que

conecta con el corazon de la planta.
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Tabla 1. Composicién quimica de penca, bagazo y mosto de bagazo de agave
mezcalero. Porcentaje de materia.

Porcentaje de materia

Penca de Agave Bagazo de Agave Mosto de bagazo de
durangensis durangensis Agave durangensis
Humedad 85.96 84.18 95.87
Desviacion
+4.15 +3.97 -
estandar
Cenizas 56.46 12.30 14.84
Desviacion
+1.67 +0.54 +
estandar
Grasa cruda 1.5186 1.0605 -
Desviacion
estandar
Proteina cruda 3.3727 3.4500 -
Desviacion
+0.64 +1 -
estandar
Fibra cruda 35.1128 15.2394 -
Desviacion
+4.15 +0.67 -
estandar
Lignina 21.1943 43.0948 -
Desviacion
+1.49 +0.71 -
estandar
Celulosa 6.4771 19.1985 -
Desviacion
+0.84 +0.59 -
estandar
Hemicelulosa 10.9660 4.3461 -
Desviacion
+ 3.91 +1.43 -
estandar
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En la determinacién de grados Brix se obtuvo un valor de 22.8, lo que indica el porcentaje
de solidos solubles presentes en la muestra. Segun Arreola et al. (2020), en un estudio
sobre el efecto de la aplicacion de mosto de cafa de azucar en la produccion y calidad del
Agave tequilana Weber, se reportd un valor de 27.3 grados Brix en plantas que no habian
sido sometidas a ningun tratamiento. El hecho de que los valores obtenidos sean variables
tiene sentido, ya que segun lo reportado, el contenido de azucares en las plantas depende
de diversos factores, como la especie, edad, el manejo agricola (por ejemplo, poda) y la
época del ano (Arreola et al., 2020). Latsague et al. (2014) observaron que el contenido de
azucares se incrementa con una fertilizacion adecuada, especialmente debido a la
disponibilidad de potasio. Ademas, este parametro esta estrechamente relacionado con la
madurez de la planta y su eficiencia fotosintética, ya que los azucares solubles acumulados
son productos directos de ese proceso (Garcia-Mendoza, 2007). El valor obtenido en
grados Brix refleja, tanto las condiciones propias de la planta, como las practicas de manejo

y los factores ambientales.

La caracterizacion quimica de la penca y bagazo de agave muestra algunos de los

componentes mas importantes de estos materiales, con posibilidad de ser valorizados.

Como era de esperarse, la muestra con mayor contenido de humedad fue el mosto de
bagazo, con un 95.87%, debido a su naturaleza liquida con sdlidos suspendidos. Por otro
lado, el bagazo de agave también presentd un elevado contenido de humedad (84.18%),
ya que la muestra estaba en estado humedo al ser recién extraida de las pilas de

fermentacion.

El mayor contenido de cenizas se observé en las muestras de penca de agave, con un
56.46%. Segun Zuniga-Estrada (2013), los nutrientes como nitrogeno (N), fésforo (P) y
potasio (K) absorbidos por la planta se acumulan preferentemente en las hojas, lo que
explica el alto contenido de cenizas en comparacién con muestras procesadas, como el
bagazo (12.30%) y el mosto (14.84%).

Los valores de grasa cruda obtenidos tanto en la penca como en el bagazo de agave
coinciden con los reportados por Alonso y Rigal (1997) y Garza-Elizondo (2016), quienes

analizaron muestras de Agave tequilana Weber.
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En cuanto a la proteina cruda, Delgadillo et al. (2015) evaluaron el perfil de nutrientes del

bagazo de agave como alternativa de alimento para rumiantes y reportaron valores de
2.25% en Agave salmianay 2.73% en Agave webery cela. Estos resultados son ligeramente
inferiores a los obtenidos en este trabajo, donde la penca y el bagazo alcanzaron valores
de 3.37% y 3.45%, respectivamente. Sin embargo, dichos niveles son insuficientes para
maximizar el metabolismo microbiano en el rumen, donde se estima que los niveles éptimos
de proteina cruda deben estar entre 7% y 8%. A pesar de ello, se han propuesto alternativas
para incrementar el contenido de proteina cuando el material se utiliza con fines de

alimentacion (Delgadillo et al., 2015).

Los valores de fibra cruda en la penca y el bagazo de agave mostraron diferencias
significativas. La penca presenté un contenido de fibra cruda mas del doble que el bagazo,
con 35.11% y 15.23%, respectivamente. Al comparar el contenido de fibra cruda del bagazo
con los valores reportados por Delgadillo et al. (2015) para Agave salmiana (22.15%) y
Agave webery cela (16.58%), se observa que este resultado es ligeramente inferior. Esto
coincide con lo sefialado por Gebretsadik et al. (2023), quienes mencionan que las
propiedades de las fibras de agave son variables y dependen de factores como el origen,

las condiciones climaticas, las propiedades del suelo y la madurez de las hojas.

En cuanto al contenido de lignina, el bagazo de agave alcanz6 un 43.09%, un valor superior
a los reportados por Alonso y Rigal (1997) y Garza-Elizondo (2016) para Agave tequilana
Weber (15% y 19.5%, respectivamente), asi como al valor de 20.69% reportado por

Hidalgo-Reyes et al. (2015) en Agave angustifolia.

Respecto a la celulosa, el contenido encontrado (19.19%) fue menor al reportado por
Alonso y Rigal (1997) y Garza-Elizondo (2016) (43% y 56%, respectivamente), y también al
48.04% obtenido por Hidalgo-Reyes et al. (2015). Por otro lado, el contenido de
hemicelulosa en el bagazo (4.34%) resulté inferior a los valores registrados por Alonso y
Rigal (1997) y Garza-Elizondo (2016) (19% y 24.5%, respectivamente) y al 34.08%
reportado por Hidalgo-Reyes et al. (2015).

Es importante sefalar que estas diferencias pueden atribuirse a las variaciones entre
especies. Otros factores como el entorno ambiental y el manejo previo de las muestras,

también pueden influir significativamente en los resultados.
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4.2 Caracterizacion bioldgica

La caracterizacion precisa de las bacterias analizadas es fundamental, ya que proporciona
informacion clave para la identificacion inicial de los géneros bacterianos. Es importante
destacar que cada género presenta caracteristicas distintivas que permiten diferenciarlo de
otros, sin embargo, para una identificacion completa y confiable, la caracterizacion de un
aislamiento debe complementarse con otros tipos de marcadores como los bioquimicos,
serolégicos y moleculares, estos analisis adicionales son esenciales para determinar de

manera definitiva tanto el género como la especie (Rojas-Trivifio, 2011).

4.2.1 Morfologia microbiana

Cuando los microorganismos crecen en medios de cultivo, muestran variaciones en la
apariencia macroscopica de su crecimiento, conocidas como "caracteristicas culturales".
Estas diferencias constituyen una base fundamental para agruparlos en categorias
taxondmicas (Rojas-Trivifio, 2011). Las caracteristicas culturales de los microorganismos
documentados se encuentran registradas en el manual Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology y se determinan mediante su cultivo en agar nutritivo inclinado, placas Petri,

caldo nutritivo y gelatina nutriente.
Mosto

A partir de la muestra de mosto de bagazo de agave recolectada, se realizé una siembra
por extension en placas Petri con medio sélido, posteriormente, se seleccionaron y
resembraron las cepas, obteniendo un total de siete cultivos, ejemplo de ello se puede

observar en la Figura 4.
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Figura 4. A: Cultivo de mosto de bagazo de agave. B, C, Dy E: Cepas seleccionadas
y resembradas a partir de la caja A.

De cada aislamiento se registraron sus caracteristicas morfolégicas, tanto macroscopicas
como microscopicas, las cuales se presentan en la Tabla 2. Las cepas fueron designadas
con la letra "J" seguida de un namero, correspondiente a la repeticion de la que fueron
tomadas, omitiendo aquellas que, macroscopicamente, mostraban caracteristicas
similares. Ademas, se afadieron iniciales para facilitar su identificacion y el manejo de la

informacion.
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Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados bacterianos obtenidos del mosto de bagazo de agave, cultivados en
placas Petri con agar nutritivo y clasificados segun la tincion de Gram.

Caracteristicas morfoldgicas en placa Tincion gram
m 2 O o
O 3 ) ) g %_ -g* s g, o
Muestra
J1am G Circular Entero Umbilicada | Lisa Mucoide Brillante | Amarillo = Bacilo +
= Bacilo-
J1gr G Filamentosa | filamentoso convexa Rugosa | Blanda Mate Gris = Bacilo -
J1 bi G Irregular Ondulado Elevada Rugosa | Blanda Mate Blanco = Bacilo -
J1 bv G Irregular Ondulado Convexo Rugosa | Blanda Brillante | Blanco = Cocos +
(filamentos) = Bacilos -
J3 be G Circular Entero Convexa Lisa Blanda Brillante | Beige = Bacilos +
= Bacilos -
J3 bl G Irregular Ondulado Elevada Rugosa | Dura Mate Blanco = Cocos +
(filamentos) = Cocos -
J3 am G Circular Entero Umbilicada | Lisa Mucoide Brillante | Amarillo = Bacilos +
= Bacilos -
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Los aislados bacterianos mostraron variaciones notables en sus caracteristicas
morfolégicas, incluyendo forma, borde, elevacion, superficie, consistencia, aspecto y
pigmentacion. Se observaron formas circulares (J1 am, J3 am, J3 be), irregulares (J1 bi, J1
bv, J3 bl) y una filamentosa (J1 gr), lo que evidencia una amplia diversidad morfolégica. La
pigmentacién varié entre tonos amarillo (J1 am, J3 am), beige (J3 be), blanco con filamentos
(J1 bv, J3 bl) y gris (J1 gr). Segun la literatura, la pigmentacién bacteriana estéa relacionada
con interacciones complejas que involucran color con actividad bioldgica y funcién ecolégica
(Afra et al., 2017; Syaifudin & Sutrisno, 2022).

Los aislados mucoides, como J1 am y J3 am, podrian ser indicativos de una mayor
produccién de exopolisacaridos, un factor relevante en interacciones planta-
microorganismo (Nwodo et al., 2012; Nanjani, 2012). Por otro lado, los aislados con
superficies rugosas, como J1 bi, J1 bv y J3 bl, podrian reflejar diferencias en la composicion
de la superficie celular, lo que potencialmente afecta la adherencia o resistencia a

condiciones ambientales adversas (Bakker et al., 2004).

En términos de tincion de Gram, se identificaron bacterias Gram positivas y negativas, lo
que evidencia la coexistencia de ambos tipos de paredes celulares. Aislados como J1 am,
J3 am y J3 be presentaron tanto bacilos Gram positivos como negativos, lo que sugiere
posibles interacciones simbidticas o dificultades en la separacién de especies durante el
aislamiento. Asimismo, en J1 bv y J3 bl se observaron cocos Gram positivos y negativos,
resaltando la diversidad estructural incluso dentro de un mismo aislamiento. Estas
comunidades bacterianas podrian desempefiar un papel crucial en procesos como la
fermentacion o la degradacién de compuestos organicos (Aguado-Santacruz et al., 2022;
Gallardo-Martinez et al., 2024).

Bagazo

A partir de las muestras recolectadas de bagazo de agave, se realizaron siembras por
contacto directo en un medio sélido, seguido de una resiembra. Este proceso permitio

obtener tres cultivos, cuyas caracteristicas morfoldgicas, tanto macroscépicas como
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microscopicas, se documentaron (Tabla 3). Los cultivos fueron identificados con la letra "B"

y numerados del 1 al 3.
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Tabla 3. Caracteristicas morfolégicas de los aislados bacterianos obtenidos del bagazo de agave, cultivados en placas
Petri con agar nutritivo y clasificados segun la tincion de Gram.

Caracteristicas morfolégicas en placa Tincién gram
m w O o ®
Q & iy m 0 5 S & @ T g
T 3 g 9 5 ® o a 3 3 S - 3
: g 5 o) o 2| ¥ 2 2 3 7 2
® o ) g @ o 3 N
Muestra
B1 Irregular Lobulado Elevada Lisa Blanda Brillante Blanco = Cocos +
B2 G Irreqular Ondulado Elevada Rugosa Blanda Mate Blanco = Bacilos -
amarillo
B3 G Irreqular Lobulado Elevada Lisa Blanda Brillante Blanco = Cocos +
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Las muestras analizadas exhiben una notable diversidad en sus caracteristicas
morfologicas observadas en placa, lo que refleja variaciones significativas entre las colonias
bacterianas. La forma irregular de las tres muestras, acompafiada de bordes lobulados u
ondulados, sugiere una capacidad de adaptacion a las condiciones del medio. Todas
presentan una consistencia blanda, tipica de bacterias que prosperan en medios ricos en
nutrientes. Las superficies lisas observadas en B1 y B3, en contraste con la rugosidad de
B2, podrian estar relacionadas con diferencias en la composiciéon de la capsula o la pared
celular, factores que podrian influir en su posible capacidad patdégena. (Rojas-Trivifio,
2011).

En cuanto a la pigmentacion, el blanco caracteristico de B1 y B3, frente al blanco amarillento
de B2, podria estar vinculado a variaciones en la produccion de metabolitos secundarios,
actividades antimicrobianas o diferencias en la funcién biolégica de cada aislamiento
(Srilekha et al., 2017; Usman et al., 2017; Azman et al., 2018; Patel et al., 2020).

La tincion de Gram reveld que las muestras B1y B3 corresponden a cocos Gram positivos,
caracterizados por una pared celular gruesa compuesta principalmente de peptidoglicano,
lo que les otorga resistencia a ciertas condiciones ambientales. Por otro lado, B2 resulté ser
un bacilo Gram negativo, cuya pared celular mas delgada, pero protegida por una
membrana externa, podria conferir mayor resistencia frente a antibidticos y agentes

externos (Rojas-Trivifo, 2011).
Penca

A partir de las muestras de hojas de Agave durangensis, se lograron obtener 10 cultivos en
medio liquido, de los cuales se registraron sus caracteristicas morfolégicas (Tabla 4).
Posteriormente, de cada cultivo se obtuvo un aislado bacteriano en medio soélido. Los

aislados fueron identificados con la letra "M" y numerados del 1 al 10.
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Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados bacterianos obtenidos de la
penca de agave, cultivados en medio liquido de caldo nutritivo (v' cumple con el
criterio).

Caracteristicas morfoldgicas en medio liquido
Turbidez (1-5) Pelicula Sedimento
Matraz

M1 5 v

M2 2 v
M3 3

M4 5 v 4
M5 4 v

M6 3

M7 3 v

M8 5 v v
M9 2

M10 2

Las caracteristicas morfolégicas macro y microscopicas de las 10 cepas aisladas en

medio solido se detallan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas morfolégicas de los aislados bacterianos obtenidos de la penca de agave, cultivados en placas

Petri con agar nutritivo y clasificados segun la tincion de Gram.

Caracteristicas morfolégicas en placa Tincién gram
Q g T o o g g & G T Q
= 8 S 3 2 3| B3 g : s -2
® 3 © ® S 8. G S z o +
Muestra
M1 G Irregular Ondulado Plana Rugosa Blanda Translucido Blanco Cocos +
Bacilos -
M2 G Puntiforme | Ondulado | Convexa Lisa Mucoide Brillante Amarillo Cocos +
M3 G Irregular Ondulado Plana Lisa Blanda Translucido Blanco Cocos +
Bacilos -
M4 G Puntiforme | Ondulado | Convexa Lisa Mucoide Brillante Amarillo Estreptococo +
Estreptobacilos -
M5 G Irregular Ondulado | Convexa | Rugosa Blanda Brillante Blanca Cocos +
M6 G Irregular Ondulado Plana Rugosa Blanda Translucido Blanco Cocos +
Bacilos -
M7 G Puntiforme | Ondulado | Convexa Lisa Mucoide Brillante Amarillo Cocos +
Estreptobacilos -
M8 G Irregular Ondulado Plana Rugosa Blanda Translucido Blanco Cocos +
Bacilos -
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Caracteristicas morfolégicas en placa Tincién gram
M9 G Irregular Lobulado Plana Lisa Blanda Translucido Blanco = Cocos +
= Bacilos -
M10 G Puntiforme | Lobulado | Convexa Lisa Mucoide Brillante Amarillo = Cocos +
= Bacilos -
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Las diferencias morfolégicas entre las colonias bacterianas observadas pueden ser
indicativas de la diversidad microbiana asociada al Agave durangensis. Por ejemplo, las
colonias M1, M3, M6, M8 y M9 comparten caracteristicas similares como color blanco, borde
ondulado, consistencia blanda, mientras que las colonias M2, M4, M7 y M10 muestran

caracteristicas que apuntan a una consistencia mas mucoide y un color amarillo.

La tincién de Gram permite dividir las bacterias en dos grupos principales: Gram positivas
(+) y Gram negativas (-). En este caso, varias de las cepas presentan combinaciones de
cocos Yy bacilos, lo que podria sugerir la presencia de diferentes tipos de bacterias dentro
de la misma muestra, lo que podria sugerir que el proceso de aislamiento no logré separar
completamente especies bacterianas distintas o la existencia de relaciones simbidticas

entre ellas.
Penca endodermis

Después de sembrar por contacto directo dos cubos de la endodermis de hojas de agave
seleccionadas y de su incubacion se obtuvieron crecimiento microbiano en ocasiones de
apariencia similar y en otras distinta (Figura 5), por lo que se seleccionaron las cepas que

a observacién eran distintas y se resembraron.
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Figura 5. Cubos de endodermis de hoja de Agave durangensis sembrados en caja
Petri con agar nutritivo y encubados a 30°C por un lapso de 72 horas.

A continuacion, se presentan las caracteristicas morfolégicas macro y microscépicas de las

cepas obtenidas (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas morfologicas de los aislados bacterianos obtenidos de la endodermis de penca de agave,
cultivados en placas Petri con agar nutritivo y clasificados segun la tincion de Gram.

Caracteristicas morfoldgicas en placa Tincién gram
O
w ()
= | Q9 Y w o 5 5 & 3 U
o < O @ o
(93 L3 = Q I () n 8 3 =] 3
2§58 3 g 2 2 2 : 2 S 7
3 |®5d © @ S 9 3 5] z o ¢
Q_). N
P11(1) G Irregular | Ondulado | Elevada Rugosa | Blanda Mate Blanco = Bacilos-
Blanco café
P11(2) G Irregular | Ondulado | Elevada Rugosa | Blanda Mate . = Bacilos - +
translucido
P13(1) G Irregular | Ondulado | Convexa Rugosa | Blanda Mate Blanco = Bacilos -
P13(2) | G Circular Continuo Plana Lisa Blanda | Translucido Amarillo » Cocobacilos -
) ) ) = Estreptobacilo +
P22(1) - Puntiforme | Ondulado | Convexa Rugosa Dura Brillante Amarillo
= Cocobacilo -
Filamento = Coco +
P22(2) | G Ondulado Plana Rugosa | Blanda | Translucido Amarillo
sa = Cocobacilo -
Filamento
P23(1) | G Rizoide Elevada Rugosa | Blanda | Translucido Blanco » Estreptobacilo - +
o]
Filamento
P23(2) G Lobulado | Convexa Rugosa | Blanda Mate Blanco = Cocobacilos -
sa
P32(1) Puntiforme | Continuo | Convexa Lisa Blanda Brillante Amarillo = Cocobacilo -
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Caracteristicas morfolégicas en placa Tincién gram

P33(2) G Irregular Continuo Plana Lisa Blanda | Translucido Blanco = Cocobacilos + -

= Cocobacilo +
P41(1) G Irregular | Ondulado | Elevada Lisa Blanda | Translucido Amarillo )

= Estreptobacilo -
P42(1) Puntiforme | Ondulado | Convexa Lisa Blanda Mate Blanco = Cocobacilo -
P51(1) G Circular Continuo | Convexa Lisa Blanda Brillante Amarillo = Cocobacilos + -

Mamelon
P51(2) G Irregular | Ondulado g Rugosa Duro Brillante Amarillo = Cocobacilos -
ada
P53(1) M Irregular | Ondulado | Convexa Lisa Blanda | Translucido Amarillo = Cocobacilo + -
P53(2) G Irregular | Ondulado | Convexa Lisa Blanda Brillante Amarillo = Cocobacilo + -
) ] . Mucoid ]
P61(2) Puntiforme | Ondulado | Pulvinada Lisa Brillante Blanco = Cocos + -
e

Filamento | Filamento

P63(1) | G Elevada Rugosa | Blanda Mate Blanco » Cocobacilos -

sa SO
P71(1) | G Rizoide Lobulado | Convexa Rugosa | Blanda Mate Blanco » Cocobacilos -

Filamento
P721) | G Rizoide Elevada Rugosa | Blanda | Translucido Blanco » Cocobacilo + -
SO
P72(2) G Irregular | Ondulado | Convexa Lisa Blanda | Translucido Blanco = Cocos -
. Mucoid ] .
P73(1) G Irregular | Ondulado | Convexa Lisa Translucido Blanco = Bacilos + -
e
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Caracteristicas morfolégicas en placa Tincién gram
Mucoid
P81(1) | G Circular | Ondulado | Convexa Lisa Brillante Blanco = Cocos +
e
P81(2) | G Irregular | Ondulado | Convexa Lisa Duro Brillante Blanco = Cocos +
P82(1) G Irregular | Ondulado | Convexa Lisa Blando Brillante Blanco =  Bacilo + -
P83(1) Puntiforme | Circular Convexa Lisa Blando Brillante Blanco = Estreptobacilo + -
Filamento | Filamento
P91(1) G Elevada Rugosa | Blando Mate Blanco = Bacilos -
sa o]
P92(1) G Circular Continuo | Convexa Lisa Blando | Translucido Blanco = Bacilos + -
P92(2) G Circular Continuo Plana Lisa Blando | Translucido Amarillo = Bacilos -
Filamento = Bacilos +
P93(2) G Irregular Elevada Lisa Blando Brillante Blanco ]
o] » Cocobacilos -
P101 Mucoid
™) Puntiforme | Continuo | Convexa Lisa Brillante Amarillo » Cocobacilos -
e
P101 Filamento
2 G Rizoide Elevada Rugosa Duro | Translucido Blanco = Cocobacilos -
o]
P102 Mucoid = Bacilos +
Puntiforme | Ondulado | Convexa Rugosa Brillante Blanco )
(1) e = Cocobacilos -
P103 . . . .
2 Puntiforme | Ondulado | Convexa Rugosa | Blando | Translucido Amarillo = Cocobacilos + -
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Las muestras analizadas revelaron una amplia variedad de caracteristicas macroscoépicas,

incluyendo diferencias en forma, borde, elevacion, superficie, consistencia, aspecto y
pigmentaciéon. Predominaron formas irregulares, filamentosas y circulares, con bordes
ondulados o continuos. Las superficies observadas variaron entre rugosas, lisas y mate. En
algunos casos, la rugosidad y dureza de las colonias podrian estar relacionadas con la

produccién de estructuras protectoras, como capsulas o esporas (Bakker et al., 2004).

En cuanto a la pigmentacion, los tonos amarillos y blancos, junto con variantes translucidas,
sugieren caracteristicas metabdlicas especificas, como la produccion de carotenoides o
flavoproteinas (Srilekha et al., 2017; Patel et al., 2020). Las diferencias en consistencia, que
abarcan texturas blandas, mucoides y duras, podrian estar asociadas con la produccién de
exopolisacaridos o variaciones en las estructuras celulares (Nwodo et al., 2012; Nanjani,
2012).

La diversidad microbiana es evidente, incluso entre aislamientos provenientes de un mismo
punto de muestreo, como P11(1) y P11(2), lo que sugiere una comunidad microbiana
compleja en el entorno original. Predominan las bacterias Gram negativas, principalmente
bacilos y coco-bacilos, aunque también se identificaron bacterias Gram positivas, como

estrepto-bacilos y cocos.

Cabe destacar que varias muestras presentaron resultados mixtos (+/-) en la tinciéon de
Gram, lo cual podria indicar la coexistencia de diferentes tipos de bacterias dentro de un

mismo aislamiento o poblaciones heterogéneas.

Este analisis morfologico y de tincion de Gram exhibe la significativa diversidad de
microorganismos presentes en las muestras, sin embargo, para lograr una identificacion
definitiva, sera indispensable realizar estudios complementarios, como analisis
bioquimicos, moleculares y filogenéticos, que permitan determinar con precisién el género

y la especie de los microorganismos aislados.

4.2.2 Actividad amilolitica

Mosto

Para la identificacion de las cepas con actividad amilolitica se resembré en agar nutritivo

adicionado con almidén soluble las siete cepas obtenidas de mosto de bagazo de agave,
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de las cuales se obtuvo crecimiento en todas ellas, después de la prueba con yodo Gram
se clasificé cada resultado observable como positivo (+++), parcial (++) y negativo (-) con

base a la observacion del halo de clarificacion alrededor de las cepas (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados de la prueba de yodo Gram para evaluar la actividad amilolitica
de las cepas obtenidas de mosto de bagazo de agave nutritivo (v" cumple con el
criterio).

Muestra Positivo Parcial Negativo
+++ ++ -
J1am v
J1gr v
J1 bi v
J1 bv v
J3 be v
J3 bl v
J3 am v

Las siete cepas resembradas en el medio enriquecido con almidén mostraron crecimiento
microbiano, no obstante, durante la prueba de yodo Gram, la cepa J3 bl no presento el halo
de clarificacién caracteristico de un resultado positivo, sin embargo, su crecimiento sugiere

una posible capacidad para utilizar almidén como fuente de carbono (Barua et al., 2021).
Bagazo

Para la identificacion de las cepas con actividad amilolitica se resembré en agar nutritivo
adicionado con almidén soluble las tres cepas aisladas de las muestras de bagazo de
agave, de las cuales se obtuvo crecimiento en todas ellas, pero después de la prueba con
yodo Gram se clasificé cada resultado observable en base a la presencia del halo de

clarificacion alrededor de las cepas (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de la prueba de yodo Gram para evaluar la actividad amilolitica
de las cepas obtenidas de bagazo de agave nutritivo (v' cumple con el criterio).

Muestra Positivo Parcial Negativo
+++ ++ -
B1 v
B2 v
B3 v

Las tres cepas obtenidas de bagazo de agave mostraron resultados positivos en la prueba,
lo que podria atribuirse a la capacidad de los microorganismos presentes para producir

enzimas destinadas a la degradacién de compuestos como lignina, celulosa o almidén
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(Morales et al., 2014). Esto es consistente con el hecho de que al ser un material procesado
para la obtencion de mezcal (calor, fermentacion) proporciona un ambiente favorable para

microorganismos con estas capacidades degradativas (Gutiérrez-Sarmiento et al.,2022).
Penca

Las 10 cepas aisladas de penca de agave fueron resembradas en agar nutritivo
suplementado con almidén soluble. Todas mostraron crecimiento en el medio, pero tras
realizar la prueba con yodo Gram, se clasificaron segun la presencia o ausencia de halos

de clarificacion alrededor de las colonias (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de la prueba de yodo Gram para evaluar la actividad amilolitica
de las cepas obtenidas de penca de agave nutritivo (v' cumple con el criterio).

Muestra Positivo Parcial Negativo

+++ ++ -

M1 v

M2 v

M3 v

M4 v

M5 v

M6 v

M7 v

M8 v

M9 Y

M10 v

Después de la prueba con yodo Gram sélo se observé un halo de clarificacion en las
placas M1, M4 (Figura 6), M5 y M7.
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Figura 6. Determinacion de actividad amilolitica. La actividad fue revelada mediante
la inundacion de las placas con yodo Gram. Las placas con crecimiento microbiano
obtenido de penca de agave nombradas como M1 y M4 presentan un halo de
clarificacion alrededor del crecimiento microbiano.

Los 6 aislados restantes no dieron un resultado concluyente en la prueba cualitativa de
degradacion de almidon, pero fueron capaces de crecer en la placa de Petri, indicando que

podrian tener la capacidad de utilizar almidén como nutriente (Barua et al., 2021).

El Agave durangensis, una planta adaptada a climas aridos, podria albergar una microbiota
adaptada a entornos hostiles. Las bacterias que presentan actividad amilolitica pueden
estar adaptadas para aprovechar los recursos limitados del entorno, como el almidén. Las
bacterias que degradan el almidén podrian contribuir a la disponibilidad de nutrientes tanto
para ellas mismas como para el agave, en un posible ejemplo de simbiosis mutualista
(Martinez-Rodriguez et al., 2014).

Penca endodermis

Las 34 cepas obtenidas de la endodermis de la penca de agave, fueron resembradas en
agar nutritivo suplementado con almidon soluble, donde todas mostraron crecimiento.
Posteriormente, se realizo la prueba con yodo Gram y se clasificaron los resultados segun
la presencia o ausencia de halos de clarificacion alrededor de las colonias, indicativos de

actividad amilolitica (Tabla 10).
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Tabla 10. Resultados de la prueba de yodo Gram para evaluar la actividad
amilolitica de las cepas obtenidas de endodermis de penca de agave nutritivo (v
cumple con el criterio).

Muestra Positivo Parcial Negativo
+++ ++ -

P11(1) v

P11(2) v

P13(1) v

P13(2) v

P22(1) v

P22(2) v

P23(1) (contaminacion +) v

P23(2) v

P32(1) v

P33(2) v

P41(1) v

P42(1) v

P51(1) v

P51(2) v

P53(1) v

P53(2) v

P61(2) v

P63(1) v

P71(1) v

P72(1) v

P72(2) v

P73(1) v

P81(1) v

P81(2) v

P82(1) v

P83(1) v

P91(1) v

P92(1) v

P92(2) v

P93(2) v

P101(1) v

P101(2) v

P102(1) v

P103(2) (contaminacion +) v
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Tras realizar la prueba con yodo Gram, se obtuvieron 19 placas con resultados positivos, 4
con resultados parciales, y 11 negativas. Los resultados parciales se determinaron con base

en el tiempo de reaccion y el tamario reducido de los halos de clarificacion formados.

Se detectd contaminacion en las placas P23(1) y P103(2). Aunque las cepas sembradas
mostraron resultados negativos, las contaminaciones presentes en estas placas generaron
halos transparentes caracteristicos de actividad amilolitica. No se ha confirmado si la
contaminacion proviene de otras cepas aisladas en este estudio o de fuentes externas, pero

su analisis es relevante debido al comprtamiento observado.

4.3 Carbdn activado

Para evaluar el rendimiento de la carbonizacion del bagazo de agave, se calculé dividiendo
la cantidad de carbon vegetal obtenido entre la cantidad de material inicial (bagazo de
agave), ambos expresados en términos de peso seco y multiplicando el resultado por 100.
Este analisis arrojé que el carbén vegetal producido en una mufla eléctrica a 350 °C durante

una hora alcanzdé un rendimiento de carbonizaciéon del 33.71%.

Cabe destacar que, segun El Bassam y Maegaard (2004), los rendimientos en hornos
donde los gases generados durante la carbonizacién no son recuperados, como fue el caso
del presente estudio, suelen oscilar entre el 15% y el 35% en base anhidra. Esto indica que

el rendimiento obtenido esta en el rango superior del espectro esperado.

Este dato permite profundizar en la evaluacion de la eficiencia del proceso y su viabilidad

economica (Sanabria et al., 2007).
Pruebas de adsorcién

Para evaluar el desempefio del carbon activado (CA) obtenido a partir de bagazo de agave,
se utilizaron dos parametros fundamentales: la capacidad adsorbente (q) y el porcentaje de
remocién del colorante naranja de metilo (%R). Ambos valores se determinaron a partir de
la concentracién inicial y final del colorante, las cuales fueron calculadas con base en la
absorbancia registrada por espectrofotometria y una curva de calibraciéon previamente

establecida (Grafica 1).
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Grafica 1. Curva de calibracion. Soluciones estandar de naranja de metilo, relacién
entre la concentracion del colorante y su absorbancia.

Con base en estos datos, se obtuvo la ecuacion de la recta:
vy =0.0711x + 0.0007
Donde:

y representa la absorbancia y x la concentracion en mg/L. Esta ecuacion permitié calcular
la concentracion final del colorante tras el tratamiento con cada muestra de carbén activado,

a partir de las absorbancias registradas en el espectrofotometro.

Una vez determinadas las concentraciones finales (Cy), se calcularon dos parametros clave

para evaluar el desempefio adsorbente:
Capacidad adsorbente (q)

Eq. 10
_(G=Cp)-V
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Donde:

q = capacidad adsorbente (mg de adsorbato por g de adsorbente)
C; = concentracion inicial del colorante (mg/L)

Cr = concentracion final (mg/L)

¥V = volumen de la solucion (L)

m = masa del adsorbente (g)

Esta férmula ha sido ampliamente utilizada en estudios de adsorcién por lotes (batch) para
evaluar el desempefo de materiales adsorbentes (Foo & Hameed, 2010; Mohan & Pittman,
2006).

El porcentaje de remocion (%R) se calculd con la siguiente expresion (Eq. 11):

Eq. 11

C—C
%R:( lc f)-100

i
Este parametro permite evaluar la eficiencia del adsorbente en la eliminacion del

contaminante presente en la solucion (Crini, 2006; Alzaydien, 2009).

Con base en estas formulas, se obtuvieron los valores de capacidad adsorbente y remocion
para el CA elaborado a partir de bagazo de agave y se compararon con los obtenidos por

dos carbones activados comerciales (CAP y CAC).

Tabla 11. Resultados de la capacidad adsorbente y porcentaje de remocién del
naranja de metilo para el CA experimental y dos carbones comerciales.

Tipo de carbon Absorbancia final Crs(mg/L) q (mg/g) Remocién (%)

Experimental (CA) -0.00133 -0.0286 1.2514 100.11%
Comercial CAP 0.00366 0.0416 1.2479 99.83%
Comercial CAC 0.001 0.00422 1.2498 99.98%
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Los resultados obtenidos indican que los tres materiales evaluados, el carbén activado
experimental (CA) y los dos carbones comerciales (CAP y CAC), presentan altas eficiencias
de adsorcion del colorante sintético naranja de metilo, con porcentajes de remocion
superiores al 99.8 %. Notablemente, el carbén activado elaborado a partir de bagazo de
agave alcanzo un valor ligeramente superior al 100 %, lo cual, desde un punto de vista
fisico-quimico, no es posible. Este comportamiento andémalo se relaciona con la

absorbancia negativa registrada por el espectrofotometro durante el analisis.

La presencia de valores negativos en absorbancia ha sido discutida previamente por
diversos autores. Crini (2006) advierte que, cuando las soluciones son extremadamente
diluidas o cuando el adsorbente presenta una alta eficiencia, la concentracién residual del
colorante puede ubicarse por debajo del limite de deteccion del equipo, lo que puede derivar
en mediciones erroneas o incluso en absorbancias negativas, especialmente si existe una

sobrecorreccion del blanco o una mala calibraciéon del instrumento.

De forma complementaria, Zhou et al. (2014) sostienen que los materiales adsorbentes de
alta eficiencia pueden remover tal cantidad de contaminante que la senal
espectrofotométrica resultante es casi imperceptible, y subrayan la importancia de
considerar tanto el limite de cuantificacion (LOQ) como el limite de deteccién (LOD) al

interpretar resultados cercanos a cero.

Por su parte, Foo y Hameed (2010) enfatizan que, al alcanzar remociones muy elevadas,
es esencial corroborar la exactitud de los valores medidos por el equipo analitico, pues un
porcentaje de remocion superior al 100 % puede ser un indicio de artefactos instrumentales

o errores sistematicos.

A pesar de estas desviaciones, los resultados muestran que el carbén activado obtenido
experimentalmente es comparable en eficiencia a los productos comerciales, lo que

respalda su potencial como alternativa viable.
Morfologia por microscopio confocal de fluorescencia por barrido laser (CLSM)

Para analizar la morfologia superficial del carbén activado CA obtenido, las muestras se
examinaron mediante microscopia confocal. Aunque se utilizdé un objetivo de 100x, las

imagenes no ofrecian una ampliacion lo suficientemente cercana, no obstante, se procedio
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a la visualizacién con el apoyo del laser contenido en el equipo, con el objetivo de excitar el
azul de metileno adherido al CA durante el proceso de tefido y provocar su fluorescencia,

permitiendo asi observar su estructura.

Durante este procedimiento, resulté complicado localizar los fragmentos de CA, ya que este
material no fluérese de forma natural, sin embargo, se lograron identificar algunos campos
donde se apreciaron fragmentos del material (Figura 7). Aunque fue posible observar ciertos
relieves, las imagenes obtenidas no ofrecieron suficiente claridad para realizar conclusiones

definitivas sobre la morfologia superficial del CA.

Figura 7. Micrografia CLSM de CA preparado a partir de bagazo de agave y tefido
con azul de metileno, visto a 100x y excitado con laser a una longitud de onda de
entre 600 y 700 nm.

La microscopia confocal de fluorescencia por barrido laser se utiliza cominmente para
obtener imagenes detalladas de materiales, superficies y especialmente, de muestras

bioldgicas, aprovechando su capacidad para inducir fluorescencia en estas. Sin embargo,
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dado que el carbén activado (CA) no es un material fluorescente, su observaciéon suele
realizarse mediante Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Aunque existen
antecedentes del uso de microscopia confocal en estudios relacionados con el CA, su
enfoque principal no es la visualizacion directa del material, sino de muestras biolégicas o

compuestos adheridos a su superficie (Gibert et al., 2013; Romanos et al., 2013).

Esto subraya la importancia de considerar las capacidades y limitaciones de cada equipo
en funcion de la naturaleza de las muestras. En este caso, aunque la microscopia confocal
no sea el método ideal para estudiar el CA, se utilizoé porque era el equipo disponible para

realizar las pruebas.

Capitulo 5

Conclusiones y recomendaciones

5.1 Caracteristicas quimicas

La variabilidad en las propiedades quimicas de la penca y el bagazo de Agave durangensis,
en comparacion con los valores reportados por otros autores, puede atribuirse a factores
como la especie, la edad de la planta, las practicas de manejo y las condiciones

ambientales.

El analisis de sus caracteristicas quimicas y estructurales resalta el potencial del agave
para multiples aplicaciones industriales y agricolas. Por lo que se recomienda continuar
investigando para optimizar el aprovechamiento integral de estos subproductos y
desarrollar estrategias que permitan ajustar su composicién en funcién de los objetivos

especificos de uso.

5.2 Caracteristicas biologicas

Se logré caracterizar, tanto macroscopica como microscopicamente, cepas bacterianas
presentes en la penca, el bagazo y el mosto de agave mezcalero. Cabe destacar que el
numero de cepas analizadas en este estudio representa Uunicamente una fraccién de la

diversidad bacteriana que habita en estos materiales.

64



TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

Educacion

Secretaria de Educacién Publica

Es fundamental continuar con técnicas de aislamiento microbiano para garantizar la
obtencion de cepas puras. Ademas, se recomienda realizar estudios adicionales, como
pruebas bioquimicas y analisis genéticos, que permitan confirmar las capacidades
metabdlicas especificas de los aislados y evaluar su potencial para aplicaciones

biotecnoldgicas o ecoldgicas.

Respecto a las cepas que demostraron actividad amilolitica, se sugiere realizar siembras
por puncion para obtener datos mas precisos sobre su seleccion. Asimismo, es necesario
implementar pruebas cuantitativas para medir la actividad enzimatica, asi como ensayos
que evalien su termorresistencia, capacidades de antagonismo y su identificacion

taxondmica detallada.

5.3 Carbon activado

La metodologia empleada para la elaboracién de carbén activado (CA) fue exitosa, logrando
un material cuyas capacidades adsorbentes, segun las pruebas realizadas, son
comparables a las de los CA comerciales. Sin embargo, se recomienda estandarizar el
proceso de produccion para garantizar la reproducibilidad de los resultados y realizar una
caracterizacion proximal detallada del CA obtenido. Asimismo, es importante repetir los
analisis de morfologia superficial utilizando microscopia electrénica de barrido (MEB) para

corroborar y profundizar en la evaluacion de sus propiedades estructurales.
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