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RESUMEN

En la actualidad el uso de enzimas de interés ha aumentado
significativamente, ya que resultan de gran beneficio en procesos de sintesis y
degradacion de componentes para mejora de procesos industriales, es importante la
produccion de celulasas obtenidas de cepas aisladas del rumen bovino por sus
caracteristicas de degradacion de compuestos ricos en fibras, dando muy buenos
resultados en dichos procesos, ademas de ser una fuente alternativa de produccion

de enzimas.

El presente trabajo evaludé nutricionalmente dos variedades de (Opuntia)
obtenidas de dos localidades del pais, la primera (Opuntia lindheimeri) en el ejido
San Rafael, Galeana, NL, ubicado en el km 157, carretera 57 tramo Matehuala-
Saltillo y la segunda (Opuntia robusta) de la comunidad Los Escobedos, Apaseo el
Grande, Guanajuato, obteniendo valores semejantes en el contenido de proteina,
extracto etéreo y FAD, mientras que en el contenido de ceniza, fibra, FND y materia

seca total se puede observar diferencias mayores en las variedades utilizadas.

Se realiz6 una fermentacién a 96 horas para la produccion de la enzima
celulasa mediante el empleo de la cepa VML-2 aislada de rumen bovino e
identificada por Valdez-Sepulveda (2010), se realiz6 una cinética enzimética a
tiempos de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 1440 (24horas), 2880 (48horas), 4320
(72horas), 5760 (96horas) minutos. Se realiz6 una curva de degradacion de celulosa
en dos variedades de Opuntia (nopal) empleando el extracto enzimatico producido,
en la cual se observaron diferencias significativas ya que Opuntia lindheimeri
presernté su maxima actividad de 1430 U en un tiempo de 60 minutos; mientras que
para la variedad de Opuntia robusta su maxima actividad se observo a los 120
minutos con valores maximos de 1557 U. La variedad Opuntia robusta por su alto
contenido de fibra presenta mayor actividad enzimética que en la variedad Opunta

lindheimeri.

Palabras clave: Opuntia ficus indica, celulosa, celulasa, cinética enziméatica.



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El interés del ser humano por el nopal data de miles de afios. Su origen e
historia estan intimamente relacionados con las antiguas civilizaciones
mesoamericanas, en particular con la cultura azteca. Existen evidencias
arqueologicas que permiten afirmar que fueron las poblaciones indigenas asentadas
en las zonas aridas de Mesoameérica las que iniciaron el cultivo del nopal de manera
formal (Pimienta, 1990). Es muy probable que en los muestrarios llevados a Europa
por Cristébal Colon se incluyeran nopales y otras cactdceas como muestra de la
exotica flora del nuevo mundo. Cuando Herndn Cortes llego al valle de México en
1519, no pudo menos que asombrarse ante los nopalli (termino nahuatl que significa
nopal) (Saenz, 2006).

Sin duda los nopales influyeron en el asentamiento de las tribus errantes que
concurrian en la época de fructificacién a las zonas habitadas por estas plantas y
acababan por fijar ahi su residencia. Los nopales estan ligados en forma particular
con México y Mesoamérica, su centro de origen genético; por ejemplo, en el escudo
de México figura un aguila posada sobre un nopal, un simbolo que ha llegado hasta
nuestros dias del jeroglifico de la gran Tenochtitlan y significa sitio del nopal que
crece sobre una piedra La evidencia del conocimiento y uso del nopal por los
primeros pobladores mexicanos se encuentra en las excavaciones de Tamaulipas,
Tehuacéan y Puebla donde se encontraron fosilizadas semillas y cascaras de tuna,
asi como fibras de pencas de nopal de una antigiedad de 7000 afios. Aun en la
actualidad el nopal esconde numerosos atractivos, valiosos compuestos y un valor
excepcional para la proteccion y desarrollo de las zonas é&ridas y semiéridas de
nuestro pais y que estan ligadas con la marginalidad y la pobreza de sus habitantes.
Es por ello que su utilizacion es una importante alternativa para dichas areas y sus

habitantes, asi como para toda la humanidad (Saenz, 2006).



1.2 Justificaciéon

El nopal es en la actualidad una fuente importante de fibras compuestas
principalmente por celulosa, pero su utilizacién se ve afectada por los altos costos y
dificultad para degradar estos compuestos, una alternativa para resolver este
problema es la utilizacion de enzimas puras producidas por microorganismos del
rumen de bovinos los cuales no han sido explotados ya que por su naturaleza retinen
las caracteristicas para cumplir esta funcién, ademas presentan facilidad de
aislamiento y reproduccion asi como costos economicos de produccion. Por tal
motivo este trabajo permite conocer la aplicacion de estas enzimas con el fin de
mejorar 'y en consecuencia obtener mayores beneficios en su utilizacion
principalmente en la elaboracion de alimentos caldricos, salsas para ensaladas,

postres, helados, entre otros.
1.3 Hipotesis

Es posible la degradacion enzimética del nopal mediante la cepa VML-2

aislada de rumen bovino.

1.40bjetivo general

Realizar una hidrdlisis enzimética en nopal mediante el empleo de una cepa

VML-2 aislada del rumen bovino productora de celulasa.
1.5 Objetivos especificos

1. Caracterizar bromatolégicamente dos variedades de nopal.

2. Realizar una fermentaciéon para la produccion del extracto enzimatico

empleando la cepa VML-2.

3. Realizar cinéticas enziméaticas para la hidrélisis del nopal empleando el

extracto enzimatico producido.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del nopal

El nopal es, entre las cactaceas, la especie de mayor importancia
agronomica, debido a que sus propiedades le permiten su inclusion en dietas
alimenticias, siendo util no solamente en la alimentacibn humana, sino que

ademas representa una fuente de forraje en la alimentacion animal.

“El nopal” es el nombre comun que reciben las cactaceas del género
Opuntia, este género y su familia son originarias de América; se piensa que su
origen se podria localizar en México, puesto que en este pais existe el mayor
namero de géneros e individuos (Granados, 1991).

Nopal es un término mexicano derivado del Nahuatl "nopalli* con el que se

designa a varias especies del género Opuntia (Anaya y Bautista, 2008).

Los brotes tiernos del nopal no son hojas verdaderas sino mas bien tallos
aplanados con alta actividad metabdlica y rapido crecimiento. Al cosecharlos se
vuelven productos altamente perecederos y presentan un periodo acelerado de
merma de calidad que culmina con la muerte de estos (Sanchez, 2006).

Se estima que en Meéxico existen alrededor de 3'000,000 hectareas
de nopaleras silvestres con suficiente densidad como para
ser aprovechadas econdémicamente, localizadas principalmente en
los estados de Guanajuato, Jalisco, Aguascalientes, San Luis Potosi,
Zacatecas, Durango, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas y Sonora. Los
productores utilizan las nopaleras silvestres para recolectar forraje, tuna y nopalito
(Flores et al., 1995).



2.1.1 Origen

El nopal es originario de América tropical y subtropical y hoy dia se encuentran
en una gran variedad de condiciones agrocliméticas, en forma silvestre o cultivada,
en todo el continente americano. Ademas, se han difundido a Africa, Asia, Europa y
Oceania donde también se cultivan o se encuentran en forma silvestre (Saenz,
2006).

La taxonomia del nopal es sumamente compleja debido a multiples razones,
entre otras porque sus fenotipos presentan gran variabilidad segun las condiciones
ambientales, se encuentran frecuentemente casos de poliploide, se reproducen en

forma sexual o asexual y existen nhumerosos hibridos inter especificos (Saenz, 2006).

2.1.2 Clasificacion taxonomica

Para Bravo (1978) la clasificacion taxonémica de la familia de las cactaceas
(cuadro 1), se encuentra sujeta a cambios en su clasificacion en base a conceptos
cientificos a lo largo del tiempo.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del nopal.

Reino Vegetal
Subreino Hembriophyta
Division Hembriophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Caryophyllidae
Orden Opuntiales
Familia Cactaceae
Tribu Opuntiae
Genero Opuntia
Subgénero Opuntia (antes Platyopuntia)
Especie Spp

Fuente: Bravo, (1978).




2.1.3 Contenido nutricional

El contenido nutricional de nopal puede variar incluso en una misma region, el
cuadro 2 muestra al contenido nutricional de algunas variedades mas comunes en la

region de Saltillo, Coahuila.

Cuadro 2. Contenido nutricional de algunas variedades de Opuntia.

Concepto | Opuntia Opuntia Opuntia Lindheimeri Opuntia
% en base | ficus Indica | imbricata [\var. sumatra | Var. Tricolor | canta
seca brigiensis
MST 93.93 93.49 93.45 93.78 93.89
Cenizas 31.15 23.91 24.0 24.15 25.07
Proteina 6.89 7.21 4.22 5.67 5.4
Cruda

Extracto 2.1 1.82 1.15 1.74 1.86
Etéreo

Fibra 17.89 15.48 14.28 18.65 17.3
Cruda

MO 92.28 69.59 68.45 69.63 68.79

Fuente: Gopar, (2001).

MST: Materia seca total

MO: Materia organica




2.1.4 Caracteristicas generales de la planta

El nopal es una planta arbustiva, rastrera o erecta que pueden alcanzar 3,5 a
5 m de altura, el sistema radical es muy extenso, densamente ramificado, rico en
raices finas absorbentes y superficiales en zonas aridas de lluvias escasas, la
longitud de las raices esté en relacion con las condiciones hidricas y con el manejo

cultural, especialmente el riego y la fertilizacién (Sdenz, 2006).

Los tallos suculentos y articulados o cladodios, comunmente llamados pencas
presentan forma de raqueta ovoide o alongada alcanzando hasta 60-70 cm de
longitud, dependiendo del agua y de los nutrientes disponibles. Cuando miden 10-12
cm son tiernos y se pueden consumir como verdura. El aumento del area del
cladodio dura alrededor de 90 dias. Sobre ambas caras del cladodio se presentan las
yemas, llamadas areolas, que tienen la capacidad de desarrollar nuevos cladodios,

flores y raices aéreas segun las condiciones ambientales (Sdenz, 2006).

Las areolas (yemas) presentan en su cavidad espinas, que generalmente son
de dos tipos: algunas pequefias, agrupadas en gran numero (gloquidios) y las
grandes que son, segun algunos botanicos, hojas modificadas. Cuando el hombre
entra en contacto con la planta las espinas se pueden desprender y penetrar en la
piel, constituyendo un serio inconveniente tanto para la cosecha de los frutos como

para el procesamiento y consumo de los mismos (Saenz, 2006).

Los tallos se lignifican con el tiempo y pueden llegar a transformarse en
verdaderos tallos lefiosos, agrietados, de color ocre blancuzco a grisaceo. Las flores
son hermafroditas y solitarias, se desarrollan normalmente en el borde superior de
las pencas (Saenz, 2006). Las plantas de nopal presentan caracteristicas carnosas,

engrosadas y espinosas (Basurto et al., 2006).



2.1.5 Cultivo del nopal

La distribucion de las especies mas importantes es, Opuntia streptacantha, la
cual forma nopaleras silvestres en San Luis Potosi, principalmente en los municipios
de Moctezuma, Santa Maria del Rio, San Martin, Villa de Arriaga. En Zacatecas, en

Noria de Angeles, Ojo caliente, Trancoso y Guadalupe (Corrales y Flores, 2003).

Se estima que en México existen alrededor de 3’000,000 hectareas de

nopaleras silvestres con suficiente densidad como para ser aprovechadas

econémicamente, localizadas principalmente en los estados de
Guanajuato,  Jalisco,  Aguascalientes, San Luis  Potosi, Zacatecas,
Durango, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas

y Sonora (Corrales y Flores, 2003).

En México, las nopaleras cultivadas ocupan poco mas de 210 mil hectareas.,
de las cuales 150,000 hectareas se destinan al forraje, 50,000 hectareas para tuna;
10,000 hectareas para producir nopalitos y aproximadamente 100 hectareas para
producir grana cochinilla (Corrales y Flores, 2003).

2.1.6 Métodos de propagacion y reproduccion de nopal

El nopal puede ser propagado sexual o asexualmente. Con la propagacion
sexual (a partir de semillas) las plantas tardan mas tiempo en iniciar la productividad
y resultan heterogéneas en diversas caracteristicas morfolégicas y fenoldgicas

debido a que se generan mediante polinizacién cruzada.

Por otro lado la propagacion asexual (vegetativa), puede realizarse a partir de

pencas completas o fragmentos (Flores y Gallegos, 1993).

2.1.7 Principales especies

Algunas especies utilizadas para produccién de fruta como Opuntia ficus-

indica, O. hyptiacantha, O. megacantha y O. streptacanta (Saenz, 2006).



Otras especies son mas aptas para la produccion de nopalitos, como O.
robusta y, O. streptacanta ademas de O. ficus indica, algunas otras se utilizan para
producir forraje, entre ellas, O. robusta y O. leucotricha, ademas de O. ficus indica y

otras para produccion de cochinilla (Saenz, 2006).

2.1.8 Distribucion del nopal

En Meéxico se pueden distinguir cuatro grandes zonas nopaleras,
considerando su abundancia, sus caracteristicas fisiolégicas y las condiciones
climaticas y edéficas donde crecen (Lépez y Elizondo 1988 citado por Gopar
2001).

a. Zona Centro-Sur, comprende los Estados de Meéxico, Puebla,
Querétaro y Oaxaca; se encuentran nopaleras de porte alto,
productoras de verdura, fruta y forraje, la mayoria son especies
cultivadas en pequefias huertas. Se explota Opuntia ficus indica,
O. megacantha, O. amyclaea y O. tomentosa.

b. Zona del Altiplano, ocupa en mayor extension los estados de
Zacatecas y San Luis Potosi y en menor proporcion Aguascalientes,
Durango, Guanajuato y Jalisco. Abundan O. streptacantha
(nopal cardén), O. leucotricha (nopal duraznillo); en menor cantidad se le

asocian O. robusta (nopal tap6n) y otras Opuntias de tipo rastrero.

c. Zona Norte (Desierto Chihuahuense), es la regibn mas extensa;
comprende parte de los Estados de Chihuahua, Durango, Zacatecas y
Coahuila; area donde el nopal crece en forma natural y su porte es
arbustivo; se encuentran nopales de uso forrajero como O. cantabrigiensis
(nopal cuijo) y O. pheacantha (nopal rastrero).

d. Zona de la Planicie Costera del Golfo, es la parte noreste de México,
abarca la zona noreste de Coahuila, el area norte de

Nuevo Ledén y Tamaulipas. Las plantas de nopal son de tipo



arbustivo como la O. lindheimeri y sus variedades, existen otras de

importancia forrajera.

Por su parte Marroquin (et al., 1964), distinguen tres zonas nopaleras en las

regiones centro y norte de la Republica Mexicana que son:

a. Zona nopalera Potosina-Zacatecana. Ademas de San Luis Potosi y
Zacatecas incluye partes de Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro,
Jalisco y Durango. Las temperaturas oscilan entre 12 y 20 °C, el suelo
formado por rocas en el que predominan matorrales en los que se puede
encontrar Opuntia streptacantha, Opuntia leucotricha, Opuntia robusta,
Opuntia imbricata.

b. Zona nopalera del noroeste de Meéxico. Comprende el norte de
Tamaulipas y oriente de Nuevo Ledn. Es una zona de colinas y llanuras de
poca elevacion donde abunda el mezquite, con temperaturas medias de
11 y 30 °C en meses calurosos. Las especies que se pueden encontrar

son Opuntia lindheimeri y Opuntia engelmannii.

c. Zona nopalera difusa. Esta zona incluye sélo las partes calizas de San
Luis Potosi, Zacatecas, Nuevo Leo6n, Coahuila y partes aridas de Durango
y Chihuahua. Es una zona de planicies y sierras calizas con matorrales
desérticos, en estas zonas se pueden encontrar Opuntia cantabrigiensis,

Opuntia rastreara, Opuntia microdasys y Opuntia macocentra.
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2.1.9 Condiciones agroecoldgicas para el cultivo del nopal
2.1.9.1 Suelos y fertilidad

En México, el nopal prospera en una amplia gama de suelos; desde &cidos
hasta alcalinos, se desarrolla mejor en suelos sueltos y poco profundos (40 a 70 cm)
y con un buen drenaje. Las exigencias de nutrimentos del nopal, no son una limitante
ya que los niveles de elementos nutritivos son relativamente faciles de recuperar

mediante la aplicacion de estiércoles o fertilizantes quimicos (Saenz, 2006).

2.1.9.2 Salinidad

La mayoria de las especies de Opuntia son sensibles a la salinidad. El
crecimiento de sus raices es inhibido de manera drastica a concentraciones de sodio
de un quinto de la encontrada en el agua de mar. La alta sensibilidad del nopal a la
salinidad tiene muchas consecuencias; por esto cuando se riega por goteo los cactus
usados para la produccion de fruta, se debe tener cuidado de evitar la acumulacion
de sodio en la zona de enraizamiento; esta restriccion puede eliminarse mediante la
seleccion de tipos tolerantes y por esfuerzos de mejoramiento genético, los cuales
estan claramente garantizados por la gran productividad potencial y la importancia

comercial del nopal (Saenz, 2006).

2.1.9.3 Altitud y latitud

El nopal, se ubica en mayor abundancia en zonas con una altitud entre los
800 y 2500 metros sobre el nivel del mar (msnm), aun y cuando se le puede
encontrar a nivel del mar, de esta forma se justifica que algunas especies de nopal
se desarrollan muy cerca del nivel del mar como Opuntia stricta y otras como O.

streptacantha crecen sin dificultad en altitudes de hasta 2700 msnm (Saenz, 2006).

2.1.9.4 Clima

Las poblaciones silvestres de nopal se encuentran distribuidas principalmente
en zonas con una precipitacion media anual de 150 mm o mas, en climas semisecos
0 esteparios, con lluvias en verano, con lluvias escasas en todas las estaciones del

afio y en climas desérticos con lluvias en verano, en cualquier época del afio y en
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invierno. Las raices del nopal tienden a ubicarse a profundidades someras en suelos
porosos y arenosos. Asi las raices someras estan idealmente situadas para
responder de manera rapida a lluvias ligeras. Lo anterior, adicionalmente a las
propiedades de conservacion de agua por parte de los tallos y pencas del nopal,

ayuda a mantener un alto contenido hidrico en la planta (Saenz, 2006).

2.1.9.5 Temperatura

Los nopales pueden tolerar altas temperaturas, entre 50 o 55 °C cuando
estan aclimatados adecuadamente. El nopal y otras cactaceas se encuentran en
lugares donde las temperaturas medias anuales se aproximan a los 23 °C. Las
principales zonas nopaleras se ubican en aquellas zonas con temperaturas medias
anuales que oscilan entre 16 y 20°C. Sin embargo, debido a su amplia adaptacion,
las especies del género Opuntia, pueden soportar temperaturas extremas de 10 a 50
°C, minima y maxima, respectivamente. En cuanto a bajas temperaturas, se tiene
que las especies cultivadas para obtener tunas y forraje pueden sufrir dafios con
heladas de -5 a -10° sobre todo en plantas jovenes durante los dos primeros afos
de desarrollo. Con relacion a las bajas temperaturas, los nopales pueden tolerar
niveles bajos, siempre y cuando la temperatura del aire disminuya gradualmente en
un periodo de dias o semanas, lo que generalmente ocurre durante el otofio (Saenz,
2006).

2.1.9.6 Precipitacion

Respecto a la precipitacién, el nopal es poco exigente y presenta amplios
margenes de tolerancia, debido a su fisiologia y a la facultad de almacenar agua en
sus tejidos. La gran mayoria de las zonas productoras de nopal tunero, en nuestro
pais, se encuentran ubicadas, en regiones con una precipitacion que oscila entre los
300 y 700 mm de lluvia anual. También es necesario aclarar, que los excesos de
humedad pueden provocar una mayor incidencia de enfermedades y dafos por

insectos (Saenz, 2006).
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2.1.10 Importancia en la industria alimentaria

Los cladodios, por su parte tienen interés desde el punto de vista industrial ya
qgue cuando los brotes son tiernos (10-15 cm) se usan para consumo como verdura, y
cuando estan parcialmente maduros (cladodios de 2-3 afios), para la produccién de
harinas y otros productos (Nerd 1999, citado por Jiménez, 2004).

La harina de nopal se obtiene por deshidratacion y molienda de los cladodios,
los que pueden ser de distintas edades; esto influird en sus caracteristicas. Esta
harina tiene aplicacién reciente en la industria panificadora en la preparacion de
galletas, pastas, cremas y postres o bien en la de fibras dietéticas (Medina et al.,
2006).

En la industria panificadora resulta importante, en virtud de que el consumo de
fibras de tipo soluble, representa una mejoria significativa de los procesos digestivos
con problemas de estrefiimiento y el nopal es una fuente importante de este tipo de
fibras, el cuadro 3 muestra algunas variedades mas utilizadas como verdura y de

esta manera como fuente de fibra (Corrales et al., 2003).

Cuadro 3. Variedades de Opuntia usadas como nopal verdura.

Especie Nombre comun
Opuntia robusta Tapén

Opuntia streptocantha Carddn
Opuntia ficus-indica Pel6n

Fuente: Carranza, (2001).
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2.2 Celulosa

La celulosa es un importante constituyente de las plantas superiores y
probablemente el compuesto organico mas abundante en la naturaleza. Debido a
que gran parte de la vegetacién que pasa a formar parte del suelo es celulésica, la
descomposicion de este carbohidrato tiene una importancia muy especial en el ciclo
biolégico del carbono, consecuentemente los microorganismos del suelo que
catalizan la hidrdlisis de la materia vegetal (40-60% de residuos de las plantas)
influencian en el flujo de energia de este hasta la formacion de CO2zy su liberacion a
la atmosfera. Como las bacterias y hongos del suelo son los microorganismos
mayormente involucrados en el ciclaje de la materia vegetal, cambios en el nUmero
de ellos pueden indicar modificaciones en el contenido de meteria organica del suelo
(Alexander, 1980).

Estructuralmente la celulosa es un carbohidrato compuesto de unidades de
glucosa (figura 1), unidas en una cadena larga lineal por enlaces 3 en los atomos de

carbono 1-4 de la molécula de azucar (Alexander, 1980).

cnzon cu;,ou
cnzon CH,0H

Figura 1. Estructura quimica de la celulosa.
Fuente: Zabala, (2005).

La celulosa existe en las plantas superiores, en las algas, en muchos tipos de
hongos y en los quistes de algunos protozoarios. El polisacarido esta localizado en la
pared celular donde se encuentra como unidades submicroscopicas de forma
alargada conocidas como micelas. A su vez, estas micelas se arreglan en estructuras
mas grandes, las micro fibrillas, las cuales estan suficientemente empaquetadas para
prevenir la penetracion no solo de enzimas si no de pequefias moléculas semejantes

al agua (Chacon y Waliszewski, 2005).
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La celulosa funciona en la mayoria de la materia prima vegetal como
secuestrador o barrera estructural que limita la liberacion de componentes del sabor
o de interés para la industria alimentaria. La celulosa es un polisacarido formado por
unidades de anhidro glucosa, las cuales se mantienen unidas mediante enlaces [3-1-
4 glucosidicos. Pero ademas, la configuracion B le permite a la celulosa formar
cadenas largas y lineales, la cuales no se presentan aisladas si no unidas mediante
enlaces de hidrogeno intermolecular formado por una estructura supramolecular
cristalina y organizada, resistente a la hidrolisis (Chacon y Waliszewski, 2005).

La extraccién de enzimas de interés es la aplicacién de enzimas celulasas o
preparados con actividad enzimética multiple (celulasa, hemicelulasa y pectinasa)
debido a su efecto, por el potencial que tienen sobre la hidrélisis de los componentes

estructurales de la pared celular de los vegetales (Chacon y Waliszewski, 2005).

2.2.1 Enzimas implicadas en la degradacion de celulosas

La accién enzimatica para llevar a cabo la hidrolisis de la celulosa implica la
operacion secuencial y la accién sinergista de un grupo de celulasas, que presentan
diferentes sitios de enlace, debido a la naturaleza compleja de la molécula de
celulosa. El sistema de celulasa tipico incluye tres tipos de enzimas: la endo-B-1,4-
glucanasa (1,4-B-D-glucano glucanohidrolasa, la exo-B-1,4-celobiohidrolasa y la B-

1,4-glucosidasa (Gaitan y Pérez, 2005).

2.2.2 Mecanismo de hidrélisis enzimatica

La endo B-1,4 glucanasa hidroliza aleatoriamente los enlaces - 1,4
glucosidicos intramoleculares accesibles de cadenas de celulosa para producir
oligosacridos de varias longitudes. La exo 3-1,4 celobiohidrolasa rompe los extremos
no reductores del sustrato generando unidades de celobiosa o glucosa y por ultimo la
B-1,4 glucosidas, completa el proceso hidrolitico convirtiendo los fragmentos de
celobiosa a glucosa o removiendo glucosa desde los extremos no reductores de

pequefios celoligosacaridos (Gaitan y Pérez, 2005).
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Otro mecanismo propuesto por la literatura para la degradacién de la celulosa
puede resumirse en tres etapas; primero la endo B-1,4-glucanasa actla al azar sobre
los enlaces B-1,4 glucosidicos internos presentes entre las unidades de glucosa que
forman las moléculas de celulasa y las convierte en cadenas largas de
oligosacaridos, los cuales mantienen la configuracion 3 de la estructura. La accion de
esta enzima es sobre las regiones amorfas de la molécula de celulosa o sobre la
superficie de las miofibrillas, y tiene como resultado la disminucion de la longitud de
la cadena de celulosa y la creacidn de nuevos extremos reactivos que sirven de
sustrato para la posterior accion de Cl. En la segunda etapa actua exo (-1,4-
glucanasa, la cual es una enzima que corta la cadena 1,4 (3-D glucano a partir del
extremo no reductor de la molécula de celulosa y de las celodextrinas, lo que
provoca la remocion de unidades de celobiosa o glucosa. Ambas enzimas
endoglucanasa y exoglucanasa son inhibidas por uno de los productos de hidrélisis
enzimatica, la celobiosa, lo que disminuye la eficiencia de la hidrélisis una vez
degradada las zonas amorfas de la celulosa, tiene lugar la tercera etapa de hidrolisis
en donde la region cristalina comienza a ser hidrolizada, como resultado de la accion
sinergista de la endoglucanasa y la exoglucanasa. Finalmente, una etapa que limita
la degradacion de la celulosa es la hidrdlisis de la celobiosa a glucosa mediante la
accion de la B-1,4-glucosidasa, porgue las glucanasas son inhibidas por celobiosa
(Chacon y Waliszewski, 2005).

2.2.3 Microorganismos productores de celulasas

Las enzimas celulasas producidas por una variedad de bacterias y hongos
aerobios o anaerobios, mesofilos o termdfilos. Sin embrago, solo algunos de ellos
producen la enzima celulasa extracelular capaz de hidrolizar la celulosa y pueden
ocupar una gran variedad de habitats. Entre los hongos celuloticos destacan:
Trichoderma reesei, Phanerochate chrysosporium, Fusarium solani, Penicillum
funiculosum, Trichoderma koningii, Sporotrix spp, Altenaria spp, Geotrichum spp,
Rhizoctonia spp, Trametes spp, Paecilomyces spp, Mucor spp, Cladosporium spp,
Bulgaria spp, Chaetomium spp, Helotium spp, Aspergillus spp. Las bacterias

degradadores de celulosa mas abundantes y conocidas son las aerobias entre las
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cuales se pueden citar: Cellulomonas spp, Microbispora bispora, Thermomonospora
spp, Cytopaga spp, Corynebacterium spp, Vibrio spp, Bcillus spp, Pseudomonas spp,
Cytophaga spp, Corynebacterium spp, Vibrio spp, Bacillus spp, Pseudomonas spp,
Thermobifida spp, admeas de algunos anaerobios como : Acetiviro Cellulolyticus,
Butivibrio spp, Bacteroides Cellulosolvens, Bacteriodes succinogenes, Clostridium
cellulovorans, Clostridium Thermocellum, Ruminococus albus, Ruminococos

flavefaciens (Gaitan y Pérez, 2005).
Entre los Actinomycetes destacan Streptomyces drodzodowiczii, Streptomyces
cellulotycus, Thermomonospora curivata, Thermomonospora alba y Thermomobifida

fusca (Ramirez y Coha, 2003).

El pH 6ptimo para la actividad de las celulasas producidas por bacterias

abarca un amplio rango, el cual incluye condiciones acidas y alcalinas (cuadro 4).

Cuadro 4. Bacterias con alta actividad especifica de celulasas y su pH éptimo.

Microorganismo Actividad especifica pH 6ptimo
(umol.min-1.mg-1)

Bcillus subtilis 514 5-7

Clostridium 428 7

thermocellum

Streptomyces murinus 6.7 6
Bacilus macerans 5030 6
Bacillus sp 369.6 9

Fuente: Gaitan y Pérez, (2005).
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El cuadro 5 muestra la actividad especifica de celulasas producida por hongos
y el pH 6ptimo para su crecimiento.

Cuadro 5. Hongos con alta actividad especifica de celulasas.

Microorganismo Actividad especifica pH 6ptimo
(umol.min-1.mg-1)
Selerotium rolfsii 475 3.3
Aspergillus niger 194 5
Achalya bisexualis 7840 6
Orpinomyces sp 3659 5.8
Rhizopues chinensis 4800 _
Penicillium 405 4.2
brefeldianum

Fuente: Gaitan y Pérez, (2005).

2.2.4 Degradacion de celulosa por microorganismos aerobios vy

anaerobios
La degradacion de la celulosa por microorganismos depende de la naturaleza
de los organismos colonizadores y de las condiciones de descomposicion. Entre los
factores ambientales que influyen en la naturaleza de los microorganismos
involucrados, los mas importantes son humedad, temperatura, aireacion, y suficiente

suministro de nitrégeno y otros nutrientes (Fogar et al., 2003).

Para la degradacion de celulosa han sido estudiados muchos géneros de

hongos por sus enzimas capaces de degradar celulosa y entre las bacterias, los
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actinomicetos se destacan por su capacidad degradadora de este sustrato
(Castellanos et al., 2009).

Existe una diferencia fundamental en el mecanismo de hidrolisis de la celulosa
entre bacterias y hongos aerobios y anaerobios los hongos y bacterias aerdbicas
caracteristicamente cuentan con un sistema de celulasas no complejo, lo cual lleva a
la secrecion de enzimas hidroliticas de celulosa en el medo de cultivo. Sin embargo,
bacterias anaerdbicas especialmente Clostridium spp. y hongos del genero
Neocallimastix, Piromonas y Sphaeromonas contienen un sistema de celulasas que
forman un complejo donde las enzimas que degradan las celulosa estan contenidas en
una membrana llamada celulosoma. Esta fundamental diferencia tiene implicaciones
en el uso biotecnoldgico de estos microorganismos, pues las basadas en bacterias y
hongos anaerobios pueden tener ventajas sobre los sistemas aerobios en términos de
eficiencia hidrolitica. El sistema de celulasas dispuestas en un complejo permite un
alto grado de coordinacion entra las enzimas involucradas en la hidrélisis de la
celulosa que permite evitar la pérdida de intermediarios durante la degradacién por los

cambios en las condiciones ambientales (Castellanos et al 2009).

2.2.5 Factores ambientales que determinan la degradacién microbiologica
de celulosa

La degradacion de la celulosa estd dada por varios factores del medio
ambiente, los principales son temperatura, aireacion, pH, presencia de otros

carbohidratos y proporcion de otros vegetales (Carrillo, 2003).

Temperatura: La utilizacion biolégica de la celulosa puede llevarse a cabo
desde temperaturas cercanas a la congelacién hasta alrededor de los 65° C. Cada
una de las variedades de organismos celuloticos es afectada en forma diferente por la
temperatura. Los mesofilos dominan en temperaturas moderadas mientras que la
micro flora termofilica puede degradar celulosa arriba de 45°C. Debido a los cambios

de la composicion de la flora inducidos por la temperatura, el calor aumenta la
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velocidad de transformacion del sustrato a causa del efecto directo de esta sobre la
accion enzimética (Carrillo, 2003).

Aireacion: También rige la composicion de la flora activa, a causa del proceso
anaerdbico, el metabolismo de la celulosa es reducido significativamente e medios

deficientes de oxigeno en comparacién con héabitats aireados (Carrillo, 2003).

pH: En medios con pH entre neutro y alcalino, muchos microorganismos son
capaces de crecer y liberar enzimas apropiadas para la hidrdlisis del polisacarido; bajo
condiciones acidas la desaparicion de la celulosa se debe principalmente a los
hongos filamentosos. Aunque el proceso es rapido a pH menor de 5 y ocasionalmente
por debajo de 4 (Carrillo, 2003).

2.2.6 Factores que determinan la actividad enziméatica de las celulasas

Son diversos los factores asociados con la naturaleza del sistema enzimético
de las celulasas ha sido sugerido por influenciar el proceso hidrolitico. Estos incluyen
inhibicion del complejo de celulasas por el producto final, inactivacién térmica,
sinergismo e irreversible adsorcion de las enzimas, teniendo estos ultimos la mayor

influencia en la degradacion del polisacéarido (Alexander, 1980).

Sinergismo: Ocurre cuando la accion combinada de dos o mas enzimas
aumenta la tasa de accién sobre el sustrato respecto a la accion individual, se han
hecho estudios en los que se ha observado una actividad cooperada de las celulasas
de Trichoderma seseei en las que las endoglucanasas actian al azar a lo largo de las
cadenas de celulosa generando sitios donde actian las exoglucanasas las cuales
liberan la celobiosa como producto principal, una tercera enzima, la B-glucosidasa es
necesaria para hidrolizar la celobiosa previniendo de esta manera la inhibicién de las
exoglucanasas por acumulacion de producto y por tanto generando un aumento en la
tasa hidrolitica (Alexander, 1980).
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Adsorcion: La hidrdlisis de la celulosa difiere de otras reacciones enzimaticas en
gue el sustrato es insoluble y requiere una previa adsorcion de la enzima al sustrato.
La adsorcion de las celulasas es facilitada por la presencia de dominios en el sustrato
los cuales son susceptibles al clivaje proteolitico mediante uniones por fuerzas de Van
der walss y puentes de hidrogeno. Ademas dichos dominios cuentan con aminoacidos
aromaticos que confieren una especificad adicional y estabilidad al complejo enzima —
sustrato (Alexander, 1980).

2.2.7 Productos de degradacién de celulosa y su importancia en la
industria

Las bacterias aerobias generalmente convierten la celulosa en dos productos
principales: CO2 y biomasa. La celulosa es empleada a nivel industrial en la
manufactura de papel y carton, telas, diluyentes, jabones, aromas y alimentos (Aguilar,
2001).

La celulosa se utiliza en algunos productos alimenticios caldricos, salsas para
ensaladas, postres, helados. La hidratabilidad y dispersabilidad de la celulosa mejora
sensiblemente por la adicién de pequefias cantidades de carboximetilcelulosa (Valdez,
2010).
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3. MATERIALES Y METODOS

La parte experimental del presente trabajo fue realizado dentro de las
instalaciones de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, en el laboratorio de
microbiologia del Departamento de Produccion Animal y en el laboratorio de

Nutricion Animal.

Etapa |. Caracterizacion bromatoldgica del nopal

3.1 Material organico de evaluacion
Se realiz6 de acuerdo a los procedimientos descritos por la AOAC), para MS,
Proteina, grasa y fibra cruda. En el caso de FDN FDA se utiliz6 la metodologia

descrita por Van Soest, las pruebas se realizaron en octubre de 2010.

Se evaluaron nutricionalmente dos especies de nopal (Opuntia ficus indica),
las cuales fueron recolectadas, la primera (Opuntia lindheimeri) en el ejido San
Rafael, Galeana, NL, ubicado en el km 157, carretera 57 tramo Matehuala-Saltillo y la
segunda (Opuntia robusta) de la comunidad Los Escobedos, Apaseo el Grande,

Guanajuato.

3.1.1 Determinacion de materia seca total

Se realizd una prueba para conocer la cantidad de materia seca total o
sélidos, se obtiene mediante la evaporacion total de la humedad a una temperatura
por encima de los 100 °C. En la fabricacibn de alimentos se pueden utilizar
procedimientos rapidos para determinar humedad usando ldmparas desecadoras
qgue trabajan a temperaturas altas. Para realizar la determinacion de materia seca
total se selecciond un crisol de porcelana de la estufa, utilizando unas pinzas con la
finalidad de que se encuentre a peso constante, después se enfrié en un desecador
para enfriarlo por un tiempo de 15 a 20 minutos, una vez transcurrido el tiempo se
pes6 en una balanza analitica, por separado se pesaron 2 gramos de muestra seca
sobre un papel limpio y tarando el peso del papel, después se colocd la muestra

pesada en el crisol y se metié en la estufa durante 24 horas, transcurrido el tiempo se
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sacO la muestra de la estufa y se dej6 enfriar por 15 a 20 minutos en un desecador,

por ultimo se peso y se registro el peso.

3.1.2 Determinacion de ceniza

La determinacion de cantidad de ceniza se realiz6 por el procedimiento o
método seco, para esto se realizaron los siguientes pasos: después de haber
determinado la cantidad de materia seca total y haberse pesado, se pre inciner6 en
parrillas hasta dejar de sacar humos, después se paso a la mufla por un periodo de 2
a 3 horas a una temperatura de 600 °C, transcurrido el tiempo se saco6 la muestra de

la mufla y se dejé enfriar en un desecador por 15 minutos, por ultimo se peso.

3.1.3 Determinacion de grasa total

Se realizd una prueba para determinacion de grasa total por medio del método
de Soxleth. Para ello se pesaron 5 gramos de muestra sobre un papel filtro
previamente tarado, después se depositd en un cartucho poroso de celulosa y se
cubrié con algodon, una vez realizado el paso anterior se coloca el cartucho en el
sifon, después se sacO un matraz redondo fondo plano, boca esmerilada de la estufa
con la finalidad de que se encuentre a peso constante y se dejé enfriar por 15
minutos y se pesoO en una balanza, después en el matraz se agregé hexano hasta la
mitad y se acoplo al refrigerante del dispositivo de Soxleth, se dej6é extraer por un
periodo de 10 horas contando a partir de que comience a hervir, al finalizar la
extraccion se evaporo el solvente en un rotavapor, después el matraz bola fondo
plano se colocé en la estufa a 100 °C por alrededor de 12 horas, finalmente se saco

el matraz, se enfri6 en un desecador por 15 minutos y se peso.

3.1.4 Determinacion de fibra cruda

Se determind la cantidad de fibra después de haber desengrasado la
muestra por medio de los siguientes pasos: se pesaron 2 gramos de muestra
desengrasada y se colocé en un vaso de Bercelius, se agregaron 100 ml de

solucion de acido sulfarico 0.225 N, después se conecto al aparato de reflujo por un
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periodo de 30 minutos contados después de hervir, cuando esto sucede se bajé la
temperatura para mantener la ebullicion, una vez transcurrido el tiempo se saco y
filtr6 a través de tela de lino, se lavo la muestra con 3 porciones de 100 ml de agua
caliente y se realiz6 la prueba de papel tornasol para verificar presencia de acido, se
paso la fibra restante (residuos en la tela de lino) a un vaso de Bercelius con 100 ml
de solucién de hidroxido de sodio al 0.313 N y se conectd nuevamente al aparato de
reflujo por 30 minutos, transcurrido el tiempo se saco6 la muestra y se filtr6 en un tela
de lino y se lavd con 3 porciones de agua destilada caliente para después realizar la
prueba de papel tornasol para verificar la presencia de reaccion alcalina, se escurrié
el exceso de agua, se retir6 la fibra de la tela de lino con una espétula y se depositd
en un crisol de porcelana (previamente identificado y a peso constante), se colocé la
muestra en la estufa de 100 a 103 °C por un tiempo de 12 horas, transcurrido el
tiempo se retird la muestra de la estufa, se enfrié y se peso, por ultimo la muestra se
pre incinerd en una parrilla y se coloco en la mufla a 600 °C por tres horas, se saco,

se enfrio y se peso.

3.1.5 Determinacion de proteina por metodo de Microkjeldhal

La determinacion de proteina se realizO por medio del método de
microkjeldhal, para esto se realizaron los siguientes pasos: se pesaron 0.050 gramos
de muestra envuelta en papel, después de coloco en un matraz pequefio, se
agregaron 2 perlas de vidrio con la finalidad de mantener constante la ebullicién, se
agregaron 4 ml de mezcla digestora, se conect6 al aparato Kjeldhal y se dejo6 digerir
hasta que la muestra tomo color cristalino, se enjuago con 100 ml de agua destilada
el resultado de la digestién y se vacio en la copa del equipo de destilacion, se
enjuago con un poco de agua, después se adiciono NaOH al 45 % hasta la mitad de
la copa, después se recibieron 70 ml del destilado en un vaso con 5 ml de &cido
borico al 2.2 y 5 gotas de indicador mixto, por ultimo se tituld con acido sulfarico al
0.1 N de color azula a rojo.
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3.1.6 Determinacion de fibra detergente neutro (FDN)

El procedimiento para determinacion de fibra detergente neutro se utiliza para
conocer los componentes de pared celular que no son solubles como lignina,
celulosa y hemicelulosa, el cual es un método rapido para determinar fibra total en
vegetales, ya que estos componentes se digieren lentamente y en diferentes
porcentajes. Aparentemente divide la materia seca al punto que separa los
constituyentes nutricionales solubles de aquellos que nos son totalmente
aprovechables o que dependen de la fermentacibn microbiologica para su
aprovechamiento este método no puede aplicarse en alimentos con alto contenido de
proteina y bajo contenido de fibra. Para llevarlo a cabo se pesé 0.5 gramos de
muestra dentro de una bolsa de Nylon exclusiva para filtrar y uso de esta técnica, se
introdujo al equipo ANALIZADOR DE FIBRA ANKOM 200, se le agrego la solucion
FDN y se activo la temperatura (100 °C) vy la agitacion con duracion de 1 hora,
transcurrido el tiempo, se dreno la solucion y en seguida se realizaron dos enjuagues
en un periodo de tiempo de 5 minutos a 90 °C cada uno, se volvié a drenar el agua,
se saco la bolsa del equipo para ser sumergida en acetona y secada en la estufa a
110°C de 2 a 4 horas, por ultimo se peso6 en una balanza analitica

3.1.7 Determinacion de fibra detergente acido (FDA)

El procedimiento para determinar fibra detergente acido permite la obtencién
rapida de la cantidad de celulosa y lignina en vegetales. La diferencia entre el valor
de las paredes celulares y la fibra detergente acido da una estimacion del valor de
hemicelulosa ya que esta diferencia también incluye una fraccidbn de proteina
adherida a las paredes celulares. Este método se emplea también como
procedimiento preliminar en la determinacién de lignina.

La fibra detergente acido es separada en dos fracciones: la primera, acidos
detergentes solubles que son el contenido de hemicelulosa rapidamente digerible y la
segunda, la fibra detergente acido es la porcibn menos digestible en alimentos, la
FDA es el indicador de la digestibilidad de los vegetales por su alta concentracion de
lignina que es la parte digerible de la fibra, mientras mas bajo sea el valor de la FDA,

mas alimento se puede digerir. Para llevarlo a cabo se pes6 0.5 gramos de muestra
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dentro de una bolsa de Nylon exclusiva para filtrar y uso de esta técnica, se introdujo
al equipo ANALIZADOR DE FIBRA ANKOM 200, se le agrego la solucion FDA y se
activo la temperatura (100 °C) vy la agitacion con duracion de 1 hora, transcurrido el
tiempo, se dreno la solucidn y en seguida se realizaron dos enjuagues en un periodo
de tiempo de 5 minutos a 90 °C cada uno, se volvié a drenar el agua, se saco la
bolsa del equipo para ser sumergida en acetona y secada en la estufa a 110°C de 2

a 4 horas, por ultimo se peso6 en una balanza analitica.

Etapa Il. Fermentacion para la produccién del extracto enzimatico a partir

de un microorganismo aislado del rumen bovino

3.2 Material biol6gico

Las cepas de los microorganismos VML-2 (vaca alimentada con masilla y
levadura) utilizadas para el presente trabajo fueron tomadas de cultivos puros
aislados e identificados por Valdez (2010) pertenecientes al cepario del

Departamento de Produccion Animal.

3.2.1 Preparacion de medio solido

Se prepararon cajas Petri con agar Schaedler (BD BBLTM), agregando 6.28g
por cada 150ml de agua destilada dentro de un matraz Erlenmeyer de 250ml,
disolviendo a flama de mechero hasta observar coloracién cristalina, posteriormente

se esterilizé el medio en un autoclave a 121°Cy 15Lb de presion durante 15min.
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3.2.2 Siembras en medio solido

Se realizaron siembras en cajas Petri estériles, por el método de estria abierta
cruzada sobre el agar Schaedler (figura 2), después se incubo a 37°C por 24 horas
bajo condiciones de anaerobiosis, hasta observar crecimiento sobre el medio. Para la
creacion del ambiente en condiciones anaerébicas y favorecer el crecimiento del
microorganismo, se utilizaron botes de plastico con tapa de rosca, dentro del cual se
colocaron las cajas Petri ya sembradas, se colocd una vela prendida y se cerro el
bote, colocando cinta alrededor de la tapa, cuando la vela se apaga indica la
ausencia de oxigeno dentro del bote, obteniendo asi las condiciones para el

crecimiento de las enzimas.

Figura 2. Método de siembra por estria abierta cruzada en medio sélido.
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3.2.3 Tincion de Gram

Se realizo la técnica de tincion de Gram para observar las caracteristicas
morfolégicas de los microorganismos empleados. Para ello se tomé con el asa una
muestra del cultivo puro y se disolvi6 en un portaobjetos con una gota de agua
destilada, se homogenizd la suspension de bacterias, posteriormente se fijo la
muestra con calor en el mechero. Una vez fijjada la muestra se cubrié con cristal
violeta dejandolo reaccionar por 60 segundos y se enjuagd suavemente al chorro del
agua; se cubrié de nuevo la superficie con una solucion de yodo (lugol) y se dejé
reaccionar por 1 minuto; se enjuagé suavemente y se decoloré con una solucion de
alcohol-acetona por unos segundos y después enjuagarse. Finalmente se cubrid la
superficie con una solucion de safranina y se dejé actuar por 1 minuto para después
enjuagarse con agua destilada. Se dejé secar la preparaciébn por completo para
después observar los microorganismos tefiidos empleando un microscopio Optico a

100X con aceite de inmersion.

3.3 Fermentacion para la produccién del extracto enzimatico

3.3.1 Preparacion del medio liquido especifico para producir celulasa

Se prepar6 un medio liquido especifico para la degradacion de celulosa con la

siguiente composicion.

Cuadro 6. Composicién del medio liquido especifico para produccion de

celulasas.

Componente Cantidad (%)
NacCl 0.5
NaNOs 0.3
KCL 0.5
Fuente de C (celulosa) Carboximetil 1
celulosa de sodio (GOLDEN BELL)
KH2PO4 0.2
MgSOa4 0.01
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3.3.2 Produccion de celulasas

En un matraz Erlenmeyer de 250 con 70 ml de agua destilada se agregaron
minerales (cuadro 6), se disolvieron y posteriormente se esterilizd6 el medio en un
autoclave a 121°Cy 15Lb de presion durante 15min. La fuente de carbono (celulosa)
se disolvié en 30 ml de agua destilada y fue adicionada en el medio a temperatura
ambiente. Se agregaron 7 ml del medio en la caja Petri con cultivo puro, se realizé
barrido por medio de Micropipeta con puntillas de 1 ml para obtener las enzimas, se
depositaron en el medio liquido para inducir a la produccion de celulasas, se
incubaron durante 96 horas a una temperatura de 40°C, en condiciones de
anaerobiosis, se centrifugo el medio en tubos de ensaye a 5000 revoluciones
durante diez minutos, con la finalidad de separar el extracto enzimético de la
biomasa. El extracto enzimatico se deposité en un matraz Erlenmeyer de 250 ml para

determinar proteina extracelular, y proteina celular en biomasa.

3.3.3 Determinacién de proteina extracelular y celular

e Se determind proteina extracelular colocando en un tubo de ensaye 10ul de
extracto enzimatico, se agregd 500 ul de reactivo de Biuret, las pruebas se
realizaron por duplicado.

e Se determind proteina celular colocando en un tubo de ensaye 10ul de
biomasa, se agreg6 500 pl de reactivo de Biuret, las pruebas se realizaron por
duplicado.

e Se prepard un blanco en un tubo de ensaye con 10 pl de agua destilada, se

agrego 500 pl de reactivo de Biuret.
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Etapa Ill. Cinéticas enziméticas del nopal empleando el extracto
enzimatico producido por la cepa VML-2

3.3.4 Preparacion de la solucion madre

Se prepar6 una solucién madre (sustrato) al 5 % agregando 100 ml de agua
destilada en un matraz Erlenmeyer de 250 ml previamente esterilizado,
posteriormente de agregaron 5 g muestra de nopal utilizando dos variedades
(Figura 3).

Figura 3. Solucién madre (sustrato) al 5%.

3.3.5 Cinética enzimatica

La cinética enzimatica se realiz6 en tubos de ensaye, lavados y esterilizados,
agregando por medio de micro pipetas y puntillas estériles 200ul de sustrato y 50 pl
de extracto enzimatico, dejando actuar en bafio maria a 37°C a tiempos en minutos
de 0O, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 1440(24horas), 2880(48horas), 4320(72horas),
5760(96horas).
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3.3.6 Determinacion de azucares reductores

Se llevé a cabo mediante le técnica de (Somogy-Nelson). Para lo cual se

prepararon los siguientes reactivos.

Preparacion del reactivo 1 (Somogyi):

Para la preparacion del reactivo se Somogy se prepararon las siguientes
soluciones. Solucién A: 25 g de carbonato de sodio anhidrido (Na2CQOs), 25 g de
tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (KNasH406.4H20), 20 g de bicarbonato de
sodio (NaHCOs) y 200 g de sulfato de sodio (Naz2SOas)se disolvieron en agua
destilada y se afor6 a 1 litro. Soluciéon B: en 200 ml de agua destilada se agregaron 4
gotas de acido sulfurico concentrado (H2SOa4) disolver 30 g de sulfato de cobre
pentahidratado (CuSOa4.H20). El reactivo 1 se prepardé mezclando 1 mL de solucion

en 25 mL de solucion A.

Preparacion del reactivo 2 (Nelson):

Para la preparacion del reactivo de Nelson se prepararon las siguientes
soluciones. Solucion A: en 450 ml de agua destilada se disolvié 21 mL de acido
sulfarico concentrado (H2S04) y 25 g de molibdato de amonio ((CNHa)
6M07024.4H20). Solucibn B: 3 g de arsenito de sodio heptahidratado
(NaHAsO4.7H20) se disolvieron en 25 mL de agua destilada. El reactivo 2 se prepard
mezclando lentamente la solucién 1 y 2 en agitacion y se aforaron a 500 mL.
Posteriormente se calent6 a 55° C durante 30 min.

Se prepard un blanco para ajustar a cero el espectrofotometro colocando 250
pu de agua destilada en un tubo de ensaye y 250u de reactivo de Somogy, e
incubando a bafio de agua hirviendo por 10 minutos para después agregar 250u de
reactivo de Nelson y 4 ml de agua destilada, se agito vigorosamente y se calibro el
espectrofotometro.

La metodologia empleada para la determinacion de azucares reductores fue la
siguiente: después de dejar actuar el extracto enzimatico sobre sustrato a los

diferentes tiempos se agregaron 250 pl del reactivo de Somogy para detener la
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actividad enziméatica, posteriormente se incubo en bafio de agua hirviendo durante 10
minutos, se dejo enfriar a temperatura ambiente, se agregaron 250 pl de reactivo de
Nelson y se agito vigorosamente, después se agregaron 4 ml de agua destilada y de
nuevo se agito, por ultimo se midié la absorbancia en un espectrofotometro a un
longitud de onda de 620 nm después de haber ajustado el espectrofotometro con el
blanco.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa |. Caracterizacion bromatologica del nopal

4.1 Evaluacion nutricional de las dos variedades de Opuntia utilizadas.

El cuadro 7 muestra los resultados obtenidos del contenido nutricional de las
dos variedades de Opuntia utilizadas. Realizando una comparacion con el estudio de
(Fuentes et al., 2004), quienes evaluaron nutricional de cuatro variedades de nopal
(Opuntia spp) forrajero, reportaron los siguientes resultados: proteina entre 5-12%,
extracto etéreo entre 0.45-1.89%, fibra cruda entre 10.7-11.4%, ceniza entre 18-35%,
MST entre un rango de 88-96%. Encontrando que MST, extracto etéreo y fibra cruda
si se encuentran dentro de este rango, mientras que proteina y ceniza presentan
resultados muy por debajo de los rangos citados y semejantes a los obtenidos por
(Guzméan y Chavez, 2007), quienes en su estudio bromatolégico del cladodio del
nopal (Opuntia ficus indica) para el consumo humano, atribuyen sus resultados a la
edad de los cladodios utilizados, los cuales se encuentran en un rango de edad de 1
mes a una afio. Mientas que para FAD y FND de las dos especies utilizadas se
obtienen valores semejantes a los citados por (Medina et al., 2006), quien menciona
gue el contenido de FAD se encuentra alrededor de 16% y el contenido de FND entre
30 y 45% aproximadamente.

Cuadro 7. Contenido nutricional de las dos variedades de Opuntia utilizadas.

Componente (%) Opuntia lindheimeri Opuntia robusta
Materia seca total 90.14 92.51
Proteina 2.65 1.2

E. etéreo 1.42 1.85
Ceniza 16.23 12.05
Fibra cruda 10.54 9.23
Fibra acido detergente 14.43 16.7
Fibra neutro detergente 32.28 36.41
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La figura 4 Representa una comparacion gréfica del contenido nutricional de
las dos variedades de Opuntia utilizadas, en la que se puede apreciar que las dos
especies presentan valores semejantes en el contenido de proteina, grasa y FAD,
mientras que en el contenido de ceniza, fibra, FND y materia seca total se puede

observar diferencias mayores (ver anexo estadistico).
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Grasa Proteina Cenizas Fibra MST

Figura 4. Comparacion gréfica del contenido nutricional entre las dos variedades de
Opuntia utilizadas.
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Etapa Il. Fermentacion para la produccién del extracto enzimatico a partir
de un microorganismo aislado del rumen bovino

4.2 Crecimiento de la cepa VML-2 en medio sélido

Las caracteristicas macroscopicas de la cepa VML-2, da como resultado una
colonia de color blanco, forma irregular, elevacion convexa, aspecto humedo y
consistencia suave (Figura 5). Dicha descripcién concuerda con la mencionada por
Valdez-Sepulveda (2010). Esta cepa fue seleccionada por Valdés—Sepulveda (2010)
como un microorganismo altamente productora de la enzima celulasa, por lo que fue

empleada en posteriormente para la degradacion enzimatica del nopal.

Figura 5. Caracteristicas macroscépicas de la cepa VML-2 en medio solido.

4.3 Evaluacion microscopica

Las caracteristicas microscopicas de las células puras tefiidas mediante la
técnica de Gram fueron: bacilos cortos Gram negativos, no agrupados (Figura 6).

Dicha descripcion concuerda con la mencionada por Valdez-Sepulveda (2010).

Figura 6. Observacion microscopica (100X) de microorganismos producidos
por la cepa VML-2.
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Etapa Ill. Cinéticas enziméticas del nopal empleando el extracto
enzimatico producido por la cepa VML-2

4.4 Determinacion y cuantificacion de proteina celular y extracelular por

el método de Biuret (cuadro 8).

Cuadro 8. Contenido de proteina celular y extracelular a las 96 horas de

fermentacion.

Muestra

Proteina celular

Proteina extracelular

Biomasa

0.00095 mg

Extracto enziméatico

0.00095 mg

En el cuadro 7 representa la cantidad de proteina celular y extracelular a las

96 horas de fermentacion, obteniendo valores de 0.95 mg/ml para proteina celular y

extracelular, estos valores son muy elevados ya que Valdez-Sepulveda (2010)

utilizando enzimas degradadoras de celulosa producidas por la cepa VML-2,

menciona que a un tiempo de fermentacién de de 24 horas se obtiene la mayor

cantidad de proteina extracelular dando como resultado 0.65 mg/ml, afirmando que la

cantidad de proteina extracelular disminuye conforme aumenta el tiempo de

fermentacién, también menciona que a un tiempo de 96 horas de fermentacion

aumenta la concentracibn de proteina, la cual puede ser debido a que los

microorganismos en condiciones de estrés (medio de cultivo) producen proteasas

que son liberadas al medio de cultivo provocando diferentes grados de protedlisis.
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4.5 Cinética enzimética (Somogy-Nelson)

4.5.1 Cinética enziméatica en nopal Opuntia lindheimeri

En la figura numero 7 podemos observar que las enzimas celulasas
producidas por la cepa VML-2 tienen gran actividad de celulasas en los primeros 60
minutos y que la enzima no tardo en adaptarse a los nutrientes del medio, por lo que
no se observd fase de adaptacion, en estos primeros 60 minutos se presentd la
mayor cantidad de azucares reductores, lo que significa la ruptura de celulasas y su
conversidn en azucares mas simples por ejemplo glucosa, se muestra un rapido
descenso en la degradacion de celulosa en el rango de 60 a 90 minutos con una
actividad enzimatica de 1430U. descendiendo constantemente hasta 5760 minutos
(96horas), donde en el eje de las x se determinaron los siguientes valores
equivalentes 0=0 minutos, 1= 5 minutos, 2 = 15 minutos, 3= 60 minutos, 4= 90
minutos, 5= 120 minutos, 6 = 1440 minutos (24h), 7= 2880 minutos(48 horas), 8=
4320 minutos (72 horas), 9= 5760 minutos (96 horas).
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Figura 7. Degradacion enzimatica de celulosa en nopal Opuntia lindheimeri

utilizando celulasas producidas por la cepa VML-2.
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4.5.2 Cinética enzimatica en nopal Opuntia robusta

La figura 8 representa la tasa de degradacion de celulosa en nopal Opuntia
robusta, en la que podemos observar que durante los primeros 5 minutos la enzima
presenta actividad adaptativa y poca actividad celulasa, después de los 5 minutos y
hasta los 120, presentando una actividad enzimatica de 1557 U, lo que se
contrapone con lo mencionado por Valdez-Sepulveda (2010) quien menciona que la
micro flora ruminal no se adapta rapidamente a la utilizacion de celulosa, por lo que
la produccién de celulasa se ve limitada. Después de este tiempo la enzima
disminuye la actividad celulasa debida a la competencia por nutrientes y acumulacion
de desechos toxicos que ocasionan la disminucién de la poblacién microbiana y
muerte de estas, donde en el eje de las x se determinaron los siguientes valores
equivalentes 0=0 minutos, 1= 5 minutos, 2 = 10 minutos, 3= 120 minutos, 4=
1440(24horas), 5= 2880 minutos (48horas), 6= 5760 minutos (92horas).
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Figura 8. Degradacion enzimatica de celulosa en nopal nopal Opuntia robusta

utilizando celulasas producidas por la cepa VML-2.
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En la degradacion de las dos variedades de nopal utilizadas se obtienen
valores de actividad para Opuntia robusta de 1557 U y para Opuntia lindheimeri 1430
U, mientras que Valdez-Sepulveda (2010) utilizando carboximetilcelulosa como
fuente de carbono y energia obtiene la maxima actividad enzimatica a las 24 horas
de fermentacién con un valor de 858 U, estas diferencias pueden ser debidas a que
la celulosa amorfa presente en nopal es mas dificil de degradar, haciendo que esta
condicion favorezca el crecimiento de las enzimas y por consecuencia su actividad.
Comparando las dos variedades de nopal se obtiene mayor actividad enzimatica en
la variedad Opuntia robusta con un valor de 1557 U, esto se debe a que esta
variedad presenta mayor cantidad de fibra y esto favorece las condiciones para que
la enzima se desarrolle y actue.
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5. CONCLUSIONES

Se logré evaluar nutricionalmente las dos variedades de nopal utilizadas
(Opuntia lindheimeri y Opuntia robusta), presentando diferencias importantes en el
contenido de cenizas, fibra y fibra detergente neutro y materia seca total, obteniendo

mayores valores la variedad Opuntia robusta en contenido de fibra.

La cepa VML-2 aislada del rumen bovino es capaz de producir enzimas
celulasas capaces de hidrolizar la celulosa.

La variedad Opuntia robusta por su alto contenido de fibra presenta mayor

actividad enzimatica que en la variedad Opunta lindheimeri.

La utilizacién de enzimas celulasas producidas por cepas aisladas del rumen
bovino representan una alternativa econdmica y de facil acceso para procesos de

sintesis de compuestos ricos en celulosas.
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7. ANEXOS

08/02 12:58:40

Bienvenido a Minitab, presione F1 para obtener ayuda.
ICy Prueba T pareada: opuntia lindheimeri, Opuntia robusta

T pareada para Opuntia lindheimeri, Opuntia robusta

Error

estandar

de la
N Media Desv.Est. media
Opuntia lindheimeri 7 26.9 31.6 11.9
Opuntia robusta 7 25.8 30.3 11.4
Diferencia 7 1.11 5.76 2.18

IC de 95% para la diferencia media:: (-4.22, 6.43)

Prueba t de diferencia media = 0 (vs. no = 0): Valor T = 0.51 Valor P = 0.629



