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Degradacion de Opuntia ficus indica var. ANV1 y Opuntia phaeacantha
mediante una celulasa aislada del rumen bovino

RESUMEN

El nopal es una verdura con un alto contenido de fibras las cuales estan
compuestas principalmente de celulosa esta es degradada por una serie de
microorganismos mediante la accion de varias enzimas, la enzima que se encarga de

la degradacion de la celulosa es la celulasa.

El presente trabajo evalué nutricionalmente dos variedades de (Opuntia) las
cuales fueron obtenidas de dos localidades del pais, la primera (Opuntia ficus indica
var. ANV1) en la UAAAN, ubicado en Buenavista Saltillo Coahuila el cual es utilizado
como verdura y la segunda (Opuntia phaeacantha) de la comunidad Los Escobedos,
Apaseo el Grande, Guanajuato que es utilizado como fruta, obteniendo valores

semejantes en sus componentes en las dos variedades.

Se realizé una fermentacion con un tiempo de 96 horas para producir la enzima
celulasa que es capaz de hidrolizar la celulosa empleando la cepa VML-2 aislada de
rumen bovino e identificada por Valdez (2010), se realiz6 una cinética enzimatica a
tiempos de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 minutos, asi como 24, 48, 72 y 96 horas. 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 phaeacantha present6 una maxima actividad de 3751 U
en un tiempo de 90 minutos; mientras que para la variedad de Opuntia ficus indica var.
ANV1 su maxima actividad se observo a los 120 minutos con valores maximos de 2970
U. La variedad Opuntia phaeacantha por su alto contenido de fibra presenta mayor
actividad enzimética que en la variedad Opunta indica var. ANV1.

Palabras clave: Opuntia, celulosa, celulasa, actividad enziméatica

Veldzquez-Luna, 2011 1



Degradacion de Opuntia ficus indica var. ANV1 y Opuntia phaeacantha
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El nopal, es uno de los simbolos mas importantes de identidad mexicana.
También es un elemento fundamental en la mitologia histérica de la fundacion de la
gran Tenochtitlan que significa “nopal sobre la piedra”. Los aztecas llamaban al nopal
nochtli o nopall. Se sabe que desde tiempos prehispanicos las culturas
mesoamericanas encontraron en el nopal cualidades alimenticias y medicinales en las

cuales basaban muchas de sus costumbres (Jiménez, 2004).

Existen evidencias de su uso desde hace méas de 9 000 afios, pertenece a la
familia Cactaceae, subgéneros Opuntia y Nopalea. Junto con el maiz (Zea mays, L.), el
frijol (Phaseolus vulgaris, L.) y el maguey (Agave americana), fue alimento fundamental,
y responsable en buena medida de asentamientos humanos y del desarrollo cultural de
grupos Chichimecas del centro y norte del pais. También trasciende su utilizacion como
bebida, medicina, tinte, en practicas magico-religiosas y otros usos (Anaya y Bautista,
2008).

Las propiedades medicinales del nopal también se hicieron notar desde un
principio, atribuyéndose al mismo cualidades diversas como anti-inflamatorio, diurético y
antiespasmadico, entre otras; actualmente, en este ambito, se llevan a cabo variadas e
interesantes investigaciones. 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 (Saenz, 2006).

El uso del nopal en México se inici6 con las antiguas civilizaciones

Mesoamericanas a través de la recoleccion de tallos, frutos y flores de Opuntia, los

Veldzquez-Luna, 2011 2
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cuales fueron utilizados por diversas tribus del norte, centro y sur de México, como uno

de los alimentos basicos de su dieta (Saénz, 2006).
1.2 Justificacion

Una de las verduras con un elevado porcentaje de fibras es el nopal, estas fibras
estan compuestas principalmente por celulosa la cual no es muy utlizada por el
humano debido a la complejidad de degradacion de sus componentes y sus elevados
costos, para la resolucion de este problema es posible la utilizacion de enzimas
producidas por microorganismos del rumen bovino los cuales hasta el momento no han
sido utilizados. El motivo de la realizacién de este trabajo ayudara a abrir una ventana
de oportunidades dentro de la industria alimentaria conociendo la aplicacion de estas
enzimas con el fin de mejorar y en consecuencia obtener beneficios en su utilizacién
principalmente en la elaboraciéon de productos como lo son nopalitos en salmuera, en
escabeche y la mermelada de nopal etc. Ademas que los productos tendrian gran
demanda debido a los beneficios que tiene el nopal, un ejemplo de ello es el control de
la diabetes ya que logra una estabilidad satisfactoria del azlicar en sangre lo cual evita

llegar a niveles no deseados.
1.3 Hipotesis

La cepa VML-2 aislada del rumen bovino favorece la degradacion enzimatica de

Opuntia phaeacantha y Opuntia ficus indica var. ANV1.
1.4 Objetivo general

Emplear la cepa VML-2 aislada del rumen bovino productora de celulasa para

realizar una hidroélisis enzimatica en nopal.

Veldzquez-Luna, 2011 3
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1.5 Objetivos especificos

1.Caracterizar dos variedades de nopal mediante andlisis

bromatolégico

2.0btener un extracto enzimatico mediante la utilizacion de la cepa
VML-2 extraida del rumen bovino llevando a cabo una fermentacion para la

obtencién de la misma.

3.Realizar cinéticas de degradacion de nopal en el menor tiempo
posible empleando el extracto enzimatico ya obtenido anteriormente y

realizando cinética enzimatica.

Veldzquez-Luna, 2011



Degradacion de Opuntia ficus indica var. ANV1 y Opuntia phaeacantha
mediante una celulasa aislada del rumen bovino

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del nopal

En Ameérica el nopal ha desempefiado desde tiempos muy remotos un papel
importante en el desarrollo de las culturas del centro de México. La explotacion de los
recursos renovables ha constituido por mucho tiempo la base de la economia de la vida
del hombre del campo sobre todo en la region arida del norte de México, y los sistemas
de manejo y explotacion actuales, que se han desarrollado en forma empirica pasando
de generacion en generacién, siendo de caracter destructivo en detrimento de los
recursos nativos en algunos casos como el nopal. Sin embargo el manejo que se le ha
dado a través del tiempo, ha permitido que un recurso natural, simbolo de nobleza y
riqueza, hoy en dia paraddjicamente se le asocie con la miseria, ignorancia y

marginacion (Bravo, 1978).

El nopal (Opuntia spp.) es un producto que tiene una gran importancia
econOmica, por el uso de su fruta o como verdura en la alimentacion del ser humano,
pero también como forraje para ganado, otros usos de esta planta estan en la
conservacion de suelos, y en la industria farmacéutica y cosmética, ademas para la
produccion de la “grana cochinilla” como fuente de colorante natural. Adicionalmente, el
nopal verdura (Opuntia ficus-indica) constituye una fuente de ingreso en las

comunidades rurales en zonas aridas y semiaridas de México (Flores y Olvera, 1995).

El nopal también es un cultivo con importantes propiedades para la conservacion
de los suelos, especialmente aquellos poco fértiles y con pendientes pronunciadas cuya
utilizacion con cultivos basicos ha propiciado erosion y degradacion de flora y fauna
silvestre (Flores y Ramirez, 1995).

La produccion de nopal para consumo humano se concentra en las localidades

de la parte central del pais: al sur de la ciudad de México en Milpa Alta, Distrito Federal,

Veldzquez-Luna, 2011 5
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con 4,337 ha y Tlalnepantla en Morelos, con 2,737 hectareas. Ambas localidades

aportan el 80% de la produccion nacional (Flores y Olvera, 1995).

Las caracteristicas del género Opuntia son variables, y se destaca
principalmente en la forma de los cladodios y el tamafio y color de los frutos; siendo los
brotes tiernos (nopals) de Opuntia ficus-indica los que primordialmente, por lo menos en
México, se utilizan en la produccién de nopal verdura, y que con este fin ocupan un

aproximado de 10,500 Ha. En territorio mexicano (Flores, 2003).
2.1.1 Origen

El nopal es originario del continente americano; se le encuentra distribuido desde
Canada hasta Argentina y preferentemente en todas las zonas aridas y semiaridas.
Dadas las caracteristicas morfologicas y fisioldgicas que presenta esta planta, le
permite soportar condiciones ambientales desde escasa precipitacion hasta altas y
bajas temperaturas. Los cladodios, tallos del nopal, también conocidos como palas o
pencas, son articulados aplanados y con tejidos carnosos; en el centro de la penca se
encuentra una red bilateral del tejido celulésico que con el transcurso del tiempo se
endurece, dandole a ésta una constitucién rigida; la forma y el grosor de las pencas es
variable, asi como su color, el mismo que varia del verde claro hasta el gris o ceniza,
segun la edad de la planta. Se sabe que esta planta no necesita mayores cuidados en
su cultivo; los tunales pertenecen al nucleo de cultivos del futuro que han comenzado a

despertar de su desértico letargo (Guzman y Chavez, 2007).

La familia Cactaceae es endémica del continente Americano, lo que significa que
antes que el hombre distribuyera plantas de esta familia, no existian en Europa, Africa,
Asia ni en Australia. Las cactaceas prosperan sobre todo en las regiones aridas y
semiaridas. En México, con el término nopales se reconoce a las plantas de la familia
Cactaceae de los géneros Opuntia y Nopalea; debido a la presencia de gran cantidad
de especies. México es considerado como uno de los centros de origen (Flores y
Ramirez, 1995).
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2.1.2 Clasificacion taxondmica

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 taxondémica del nopal (Flores y Ramirez, 1995).

Reino Vegetal
Subreino Embryophita
Division Angiospermae
Clase Dycotyledonea
Subclase Dialipétalas
Orden Opuntiales
Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntiae
Géneros Opuntia y
Nopalea
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El género Opuntia en México presenta cinco subgéneros, diecisiete series y 104
especies. El género Nopalea presenta 10 especies de las cuales la “Nopalea
Cochenillifera” se utiliza como Nopal Verdura (Bravo, 1978) dentro de las cuales

destacan:

Subgénero Cylindropuntia presenta ocho series y 29 especies de las cuales solo

3 se utilizan como forraje; 0. fulgida, 0. cholla, 0. imbricata.
eSubgénero Gmsonia que presenta una sola especie.
eSubgénero Corinopmtia que presenta ocho especies.

eSubgénero Opuntia que presenta 17 series y 63 especies de las cuales se
utilizan como forraje. 0. decumbes, 0. microdasys, 0. rastrera, 0. azurea, O.
lindheimeri, 0. cantabrigiensis, 0. duranguensis, 0. leucotricha, 0. robusta, O.
stenopetala, 0. rufida, O. violacea, 0. phaecantha, 0. neochrysacantha, y O.
pailana. Se utilizan como tuna seis especies: 0. hyptiacantha, 0. streptacantha,

0. megacantha., 0. xoconostle y 0. ficus-indica y 0. robusta.

e Subgénero Stenopuntia con tres especies de las cuales, dos se utilizan como
forraje: O.stenopetala y 0. grandis.

El género Nopalea en Meéxico presenta 10 especies, de las cuales

probablemente so6lo N. cochellinifera se utiliza como nopal verdura.

En suma, de las 104 especies de Opuntia y las 10 de Nopalea, se utilizan como
forraje 15 especies, como tuna seis especies y como verdura tres especies (dos de

Opuntia y una de Nopalea).

Se considera que esta clasificacion es util para los nopales silvestres y por lo
tanto, para las especies utilizadas como forraje; sin embargo, resulta poco util para las

variedades cultivadas para producir tuna y verdura (Bravo, 1978).
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2.1.3 Cultivo de nopal

En México, se cultivan 10,500 hectareas de plantaciones para producir nopalito
con una produccion de 54.82 ton/ ha sin contar con los huertos familiares utilizados
para este mismo propdsito (Flores, 1997). Se consideran la ciudad de México y su area
conurbana el primer centro de consumo en el pais. Ademas, se reportan tres millones
de nopaleras silvestres donde se recolectan entre tres y cuatro mil toneladas de
nopalito por temporada y se distribuye fundamentalmente en salmuera y escabeche
(Zuiiiga et al., 2003).

En México se tienen alrededor de 150 mil hectareas cultivadas de nopales para
forraje, 60 mil hectareas para la produccion de tuna, 11 mil hectareas para nopal

verdura y 100 hectareas para produccion de grana cochinilla (Pacheco, 2010).

El nopal, como la mayoria de los cultivos, manifiesta su produccién en la parte
aérea, de la cual el hombre se beneficia en forma directa; por ello, al referirse a los
aspectos nutricionales del nopal se han realizado diversos ensayos de fertilizacién con
productos quimicos y organicos limitAndose a evaluar su efecto sobre la fenologia, el
rendimiento y la calidad de su producto. Sin embargo, existe la necesidad de encontrar
las bases técnicas de la produccion relacionadas con la capacidad de extraccion y

selectividad realizada por parte de las raices de las plantas (cuadro 2).

Las variedades de nopal cultivadas para producir verdura se desarrollaron
durante miles de afos en los agostaderos y los huertos familiares, por lo que son

variedades obtenidas mediante seleccion por el hombre (Pérez, 2005).
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Cuadro 2. Principales variedades cultivadas de nopal verdura (Pérez, 2005)

Variedad Entidad de produccién Especie
Milpa Alta Distrito Federal, Morelos O. ficus indica
Atlixco Puebla, Estado de México
Copena VI Estado de México, Baja
California, San Luis Potosi,
Sonora, Hidalgo
Copena F1 Estado de México, Sonora,
Baja California
Moradilla Estado de México
Blanco Michoacan
Negro Michoacan, Guanajuato

Blanco con espinas
Polotitlan

Tamazunchale

*Tapdn

Guanajuato
Estado de México

San Luis Potosi, Hidalgo Nopalea

cochellinifera

San Luis Potosi, Zacatecas, O. Robusta
Guanajuato, Durango, Aguas

Calientes, Jalisco, Querétaro

*Nopal silvestre y plantado como cerco en huertos familiares y parcelas agricolas, objeto de recoleccion.

Fuente: “Mercado mundial del nopalito” ACERCA, UAM, CIESTAM, México 1995.

Veldzquez-Luna, 2011

10



Degradacion de Opuntia ficus indica var. ANV1 y Opuntia phaeacantha
mediante una celulasa aislada del rumen bovino

2.1.4 Principales especies de nopal

De acuerdo con Sdenz (2006) las principales especies de opuntia se

presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Principales especies de Opuntia utilizadas como forraje en

las praderas del Norte de México

Nombre cientifico Nombre comun
O. streptacantha Cardon
O. leucotricha Duraznillo
O. robusta Tapon
O. cantabrigiensis Cuijo
O. rastrera Rastrero
O. microdasys Cegador
O. lindheimeri Cacanapo
O. engelmannis Rastrero
O. azurea Coyotiyo
O. stenopetala Serrano
O. imbricata Cardenche
O. fulgida Choya
O. choya Choya
O. macrocentra Chivero
O. chrysacantha Espina amarilla
O. lucens Penca redonda
O. duranguensis
O. tenuispina
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2.1.5 Valor nutrimental del nopal

Existen variadas opiniones en cuanto a su composicion quimica, los autores
difieren entre los gramos que corresponden a cada componente, mas no en la
existencia e importancias de estos. El Plan Rector Sistema Producto Nacional Nopal
presenta datos en los que destaca la fibra dietética con 3.6 gramos cuando el nopal

alcanza un peso de 100 gramos (Valencia, 2010).

Cuadro 4. Valor nutrimental del nopal

Componente Nopalitos Minerales  Nopalitos Vitaminas Nopalitos

100g 100g 100g
Calorias 40 Calcio 56 Vitamina C 14
(miligramos) (miligramos)
Grasa (gramos) 0.5 Hierro 0.3 Tiamina 0.01
(miligramos) (miligramos)
Colesterol 0 Magnesio 85 Riboflavina 0.06
(miligramos) (miligramos) (miligramos)
Carbohidratos 9.6 Fosforo 24 Niacina 0.05
(gramos) (miligramos) (miligramos)
Fibra dietética 3.6 Potasio 220 Vitamina B6 0.06
(miligramos) (miligramos)
(gramos)
Proteina 0.7 Sodio 5 Folato 6
(miligramos) (microgramos)
(gramos)
Cobre 0.08 Vitamina B12 0
(miligramos) (microgramos)
Selenio 0.6 Vitamina A 51
(miligramos) (1LU.)
Zinc 0.12 Vitamina E 0.01
(miligramos) (A.T.E)

Fuente: Valencia (2010)
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2.1.6 Aplicaciones

A lo largo de la historia en que los mexicanos han utilizado el nopal, han

desarrollado un gran nimero de usos y aplicaciones de esta planta:

a) Como fruta: La tuna es una fruta muy aceptada en el mercado nacional,
ademas de que se esta exportando, principalmente a los E.U.A.; en cantidades
menores se exporta a Canadd y a algunos paises europeos y a Japon (Flores y
Ramirez, 1995).

b) Como verdura: El nopalito esta ligado a la comida mexicana del centro del
pais y su oferta es abundante durante casi todo el afio. Su demanda es menor en los
estados del norte y casi nulo en las costas del pais, donde lo consumen en épocas
especificas y restringidas como son la Cuaresma y Navidad. Como la tuna, el nopalito

también se exporta a los E.U.A (Flores y Ramirez, 1995).

c) Como forraje: En México la utilizacién del nopal como forraje es el uso mas

importante por su volumen (Flores y Ramirez, 1995).

d) Como cerco: La utilizacién de variedades espinosas para formar cercos en
los huertos familiares y en los predios ganaderos es comun y muy antigua en México

(Flores y Ramirez, 1995).

e) Como substrato para la produccion de grana de cochinilla: La obtencién
de colorante carmin, producto de la cochinilla que parasita el nopal, esta volviendo a
tener importancia en los estados de Oaxaca y Chiapas. La produccion de grana fue en
la época de la colonia, la segunda fuente de divisas, después de la plata en la Nueva
Espafia. El mercado de grana decay6 con el desarrollo de las anilinas artificiales, pero
recientemente al considerarse algunas de estas como cancerigenos se reabrid el
mercado para la grana, siendo demandado por la industria de embutidos carnicos y

cosmeéticos. Sobre todo en el ramo de jarabes (Flores y Ramirez, 1995).

Veldzquez-Luna, 2011 13



Degradacion de Opuntia ficus indica var. ANV1 y Opuntia phaeacantha
mediante una celulasa aislada del rumen bovino

f) Como planta medicinal: El consumo de nopalitos y de tuna &cida (el
xoconostle) ha probado que abate en la sangre los niveles de azucar y colesterol, por lo
que la gente los consume cocinados, asi como en capsulas y comprimidos (Flores y
Ramirez, 1995).

g) Como materia prima en la produccion de cosméticos: En México se
fabrican jabones, cremas, champus y enjuagues, que contienen extractos de nopal
(Flores y Ramirez, 1995).

h) Como materia prima industrial: En México se procesa el nopalito como
alimento (en salmuera y escabeche), principalmente para el mercado de exportacion;
de la tuna se ha propuesto la obtencién de mermelada, jugos, néctares, colorantes,
pectinas y fructosa (Flores y Ramirez, 1995).

i) En la conservaciéon del suelo: El nopal se utiliza para proteger el suelo y
frenar la desertificacion, es una planta que puede formar “setos” en curvas de nivel que
ayudan a controlar la erosion del suelo, ademas de que soporta los ambientes
desfavorables del desierto, caracterizados por una precipitacion pobre y erratica y alta

oscilacion térmica diaria y anual (Flores y Ramirez, 1995).

j) Para abatir la contaminacion atmosférica: El nopal, como planta de tipo
CAM, consume CO, por la noche en grandes cantidades, por lo que es recomendable
su uso masivo en los camellones de las ciudades con problemas de contaminacién y
aun como plantas de ornato en el interior de las casas habitacion (Flores y Ramirez,
1995).
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2.2.7 Importancia en la industria alimentaria

Dentro de los productos de nopal y tuna en la industria alimentaria tecnificada

destacan los nopalitos en salmuera, en escabeche y la mermelada de nopal.
Nopal verdura o “nopalitos”.

El nopalito se caracteriza por su alto contenido de humedad, que lo hace ser muy
suculento pero susceptible a la deshidratacion, oxidacion y al ataque de
microorganismos, lo cual dificulta su conservacion en fresco. Otros componentes a
considerar son las gomas y mucilagos (conocidos como la baba del nopal) cuya
presencia causa problemas de conservacion y de aceptacion del producto por parte del

consumidor (Flores y Ramirez, 1995).

Actualmente existen diversas empresas que procesan nopalitos, principalmente
con fines de exportacién, dado que la demanda nacional en buena medida lo prefiere
en fresco. Los principales productos que se obtienen son los nopalitos en salmuera y en
escabeche, salsa de nopal, mermelada de nopal y nopales confitados. Por los
volimenes manejados, los productos mas importantes son los nopalitos en salmuera y

en escabeche (Flores y Ramirez, 1995).

Para cualquiera de estos productos, los primeros pasos de su procesamiento son
la recepcion y el acondicionamiento de la materia prima, que de preferencia deben ser

nopalitos de la mejor calidad y ya desespinados por los productores.

El acondicionamiento consiste basicamente en escaldar y lavar el producto, con
el propdsito de inactivar enzimas, destruir microorganismos, ablandar el producto y
eliminar parcialmente el mucilago o baba. Los principales factores a considerar en este
proceso son el tiempo y la temperatura del escalde, asi como la adicion de ciertos
compuestos que ayudan a tener mejores resultados. Estos factores se deben ajustar al

tipo de materia prima (especie y variedad) de que se disponga. Luego del escalde, se
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hace el lavado con agua fria, lo que implica un choque térmico, elimina pectinas y

mucilago adherido, adem@s fija el color verde caracteristico del producto.

El nopalito resultante de esta fase de acondicionamiento es la materia prima que
se puede destinar a cualquiera de los diferentes procesos: salmuera, escabeche,

mermelada o confitado (Flores y Ramirez, 1995).
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2.2 Celulosa

La celulosa es uno de los componentes mas abundantes de la biomasa vegetal
que es degradada por una serie de microorganismos mediante la accién de varias
enzimas no asociadas en complejos, como en los hongos filamentosos y en algunos
actinomicetos o formando un complejo denominado “celulosama”, como en los

clostridios y en las bacterias del rumen (Lind et al., 2002).

Estructuralmente la celulosa es un carbohidrato compuesto de unidades de
glucosa unidas en una cadena larga lineal por enlaces B en los atomos de carbono 1-4

de la molécula de azucar (Alexander, 1980).

CH,0H CH,OH
JQ— on H\M JQ( o H\M
cuzon CHyOH

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

La celulosa, al igual que el almidon, es un homopolisacarido formado por las
moléculas de la glucosa, y es el carbohidrato mas abundante de la naturaleza, ya que
forma parte integral de todas las paredes de los tejidos de las fibras vegetales. La
celulosa es un poco soluble en la mayoria de los disolventes, con excepcion de los
acidos minerales concentrados que causan rapidamente su despolimerizacidon; es

higroscopica, ya que absorbe agua y se hincha, pero no se disuelve (Badui, 1981).
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Se puede considerar como la molécula organica mas abundante en la
naturaleza. Es un polimero lineal de varios miles de glucosas unidas por enlaces
(1B—4). Tiene una estructura lineal o fibrosa, en el cual se establecen multiples puentes
de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de distintas cadenas yuxtapuestas, haciéndolas
impenetrables al agua, y originando fibras compactas que constituyen la pared celular

de las células vegetales (Badui, 1993).

La celulosa es un polisacarido estructural en las plantas ya que forma parte de
los tejidos de sostén. A pesar de que esta formada por glucosas, los animales no
pueden utilizar a la celulosa como fuente de energia, ya que no cuentan con la enzima

necesaria para romper los enlaces B-1,4- glucosidicos.

Pero ademas la configuracién 3 le permite a la celulosa formar cadenas largas y
lineales, las cuales no se presentan aisladas sino unidas entre si mediante enlaces
hidrogeno intramolecular, formando una estructura supramolecular cristalina y

organizada, resistente a la hidrolisis (Chou et al., 1981).

La celulosa es rapidamente hidrolizada en la naturaleza por organismos
aerébicos del suelo, particularmente por los hongos que degradan la madera. Los
organismos anaerdbicos del rumen y del intestino son responsables de la digestibilidad

de la celulosa en los animales rumiantes y en los herbivoros (Carrera, 2002).

En relacion a su estructura la celulosa esta constituida por microfibrillas
cristalinas, lineares y de alto peso molecular, formando polimeros de molé-culas de D-
Glucosa, cuya digestibilidad puede ser muy alta (cerca del 90 %) dependiendo de su
grado de lignificacion. La disponibilidad de la celulosa para los organismos celuloliticos
varia de acuerdo al nivel de lignificacion y el ambiente ruminal generado por la dieta,
siendo el rumen el principal sitio de digestion con un 80-85% de la cantidad degradada
en todo el tracto. La celulosa digestible que puede ser fermentada en el ciego y colon
varia de un minimo de un 5 % a un maximo de un 29 % dependiendo del tipo de

forraje, procesamiento, nivel de consumo, y tipo y nivel de suplementacion. La
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fermentacién de este compuesto quimico lleva a la formacién de acidos grasos volatiles
(Dehority, 1973).

2.2.1 Celulosa bacteriana

La celulosa no sélo se encuentra como componente principal de la madera. Este
polimero natural puede ser sintetizado por la bacteria Glucanacetobacter xylinus. La
celulosa bacteriana tiene numerosas aplicaciones en cosméticos como estabilizantes y
emulsificantes. Ademas de que han desarrollado materiales altamente absorbentes en
textiles artificiales, ropa deportiva y materiales de campismo. Otras aplicaciones son en
el tratamiento de basura, ultrafiltracion del agua, en la produccion de piel artificial
temporal para la terapia de quemados y Ulceras (Badui, 1981).

2.2.2 Enzimas que degradan la celulosa

Las enzimas que actlan sobre la celulosa y sobre los intermediarios de su

degradacion pueden dividirse en cuatro grupos.

1.Las endoglucanasas [1,4(1,3; 1,4)- B-D-glucan 4-glucanohidrolasas, EC.3.2.1.4]
son relativamente inactivas frente a las regiones cristalinas del algodén y del Avicel,
pero hidrolizan las regiones amorfas de estos sustratos, incluyendo al papel de filtro, y
los sustratos solubles, como la carboximetilcelulasa y la hidroximetilcelulasa. La
actividad endoglucanasa se caracteriza por una hidrélisis al azar de enlaces B-
glucosidicos, que provoca una rapida disminucion de la viscosidad relativa con relaciéon
a la velocidad de incremento de grupos reductores. Los productos, especialmente al
final de la secuencia de reacciones, incluyen la glucosa, la celobiosa y las celodextrinas

de varios tamarnios.

2.El segundo grupo de celulasas es el de las celobiohidrolasas (1,4 B-D-glucan
celobiohidrolasas, EC.3.2.1.91) que son enzimas del tipo exo. Degradan la celulosa

amorfa por eliminacion cuantitativa de celobiosa de los extremos no reductores de la
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celulosa. Cuando son puros, son usualmente poco activos sobre el algodén pero
pueden hidrolizar cerca del 40% de los enlaces hidrolizables del Avicel, una celulosa
microcristalina. La velocidad de disminucion de la viscosidad con relacion al aumento en
grupos reductores es mucho menor que en las endoglucanasas y las celobiohidrolasas
muestran sinergismo en la hidrolisis de la celulosa cristalina, por razones no claramente

comprendidas.

3.El tercer grupo de celulasas es el de exoglucohidrolasas (1,4 B-D-glucan
glucobiohidrolasas, EC.3.2.1.74), que hidroliza consecutivamente unidades de glucosa
del extremo no reductor de las celodextrinas. La velocidad de hidrélisis disminuye a
medida que disminuye la longitud de la cadena de sustrato.

4.El cuarto grupo de enzimas lo constituyen las B-glucosidasas (B-D-glucdésido
glucohidrolasas, EC. 3.2.1.21) que encienden la celobiosa hasta glucosa y eliminan la
glucosa del extremo no reductor de celodextrinas pequefias. A diferencia de las
exoglucohidrolasas, la velocidad de hidrdlisis de la B-glucosidasa aumenta a medida
que el tamafo del sustrato disminuye, siendo la celobiosa el sustrato que mas
rapidamente se hidroliza. Las enzimas celulasas son producidas por una variedad de
bacterias y hongos aerébicos o anaerdbicos, mesdfilos o termofilos. Sin embargo solo
algunos de ellos producen la enzima celulasa extracelular, capaz de hidrolizar la

celulosa (Eriksson, 1985).
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2.2.3 Celulasas

Las celulasas son un sistema complejo de enzimas que hidrolizan las uniones [3-
(1-4) de los glucanos y se encuentran en la naturaleza en microorganismos que atacan
a las plantas, asi como en el sistema digestivo de animales herbivoros. Las
preparaciones comerciales provienen principalmente de Trichoderma reesei y de A.
niger (Badui, 2006).

La celulasa es una enzima compleja que se encarga de la degradacion de la
celulosa y consta de dos unidades importantes como minimo: C-1, que rompe los
enlaces de hidrogeno, liberando cadenas de glucosa susceptibles a una posterior
hidrdlisis, y C-X, que hidroliza estas cadenas hasta celobiosa y glucosa. Las celulasas
parecen diferir en su capacidad para absorber el factor hidrolitico (Beauchemin y Rode,
1996).

2.2.4 Modo de accion de las celulasas

Las celulasas son proteinas derivadas de procesos naturales de fermentacion,
capaces de degradar la celulosa. En realidad, una enzima de celulosa es una mezcla
de diferentes componentes enzimaticos, formando lo que se denomina un “complejo
enzimatico”, que actua de forma sinérgica en la degradacion de la celulosa. Este
complejo enzimatico esta formado por tres tipos de enzimas: endoglucanasas (EGs) o
endocelulasas (B-1,4-D-glucan 4-glucanohidrolasa), celobiohidrolasas (CBHs) o
exocelulasas (1,4- B-D-glucan celobiohidrolasa) y B-glucosidasa (BGs) o celobiasa (B-D-
glucdsido glucohidrolasa) (Enari, 1987).

2.2.5 Microorganismos productores de celulasas

De entre los microorganismos capaces de producir celulasas, los rendimientos

gue se obtienen utilizando hongos son superiores a los conseguidos con bacterias, por
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lo que la mayor parte de las investigaciones se centran en la produccién de este

complejo enziméatico a partir de hongos (Valdez, 2010).

Otros microorganismos productores de celulasas incluyen las bacterias aerébicas
mesofilas y termdfilas (Cellulomonas sp, Cellvibrio sp, Microbispora vy
Thermomonospora sp) y las bacterias anaerdbica mesofilicas y termofilicas (Acetivibrio
cellulolyticus, Bacteroides succinogenes, Ruminococcus albus, Ruminococcus

flavefaciens y Clostridium thermocellum).

Entre estos microorganismos, los termofilicos son de interés por su capacidad
para producir enzimas celuloliticas termoestables, las cuales son en general estables
bajo condiciones severas, incluso en niveles de pH altamente &cidos o alcalinos asi

como temperaturas hasta de 90° C.
2.2.6 Uso y aplicaciones en alimentos

Las celulasas comerciales provienen de Aspergillus niger y Trichodema viride y
atacan a la celulosa produciendo celulodextrina y glucosa; se han utilizado en la
industria alimentaria para ablandar vegetales y frutas de tejidos celulésicos, al igual que
en diferentes productos para facilitar su rehidratacion. En general, el uso de celulasas a
nivel industrial ha sido muy reducido debido a la baja actividad de las enzimas

comerciales (Badui, 1981).
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3.MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevé a cabo en los laboratorios del Departamento
de Produccién Animal (laboratorio de microbiologia y el de Nutricibn Animal) de la
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro. Este trabajo se dividi6 en tres etapas, las

cuales se describen a continuacion.

Etapa |. Caracterizacion bromatolégica del nopal La cual se llevo a cabo
por medio de las técnicas del A.O.A.C. (1990).

3.1 Material organico de evaluacion

Se evaluaron nutricionalmente dos especies de nopal (Opuntia ssp), las cuales
fueron obtenidas, la primera en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, y la
segunda en Los Escobedos del municipio de Apaseo el Grande, Guanajuato (ver figura
2).

Figura 2. Variedades de Opuntia utilizadas

Fuente: imagenes tomadas por la autora
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3.1.1 Determinacion de materia seca total

Para determinar el contenido de humedad del nopal se realizo una prueba que
consistid en la evaporacion del agua aplicando una temperatura por encima de los
100°C. En la fabricacion de alimentos se pueden utilizar procedimientos r4pidos para
determinar humedad usando estufas desecadoras especiales que trabajan a
temperaturas altas. Otras estufas tienen lamparas secadoras de radiacion infrarroja y
tienen ademas una balanza de lectura directa. Los hornos de microondas pueden
utilizarse para la determinacion de humedad en el laboratorio en forma rapida. Para
esta determinacion se selecciond un crisol de porcelana de la estufa, utilizando unas
pinzas con la finalidad de que se encuentre a peso constante identificandolo con el
namero que se encuentra en este, se puso en un desecador para enfriarlo por un
tiempo de 15-20 minutos, transcurrido el tiempo se peso en una balanza analitica, por
separado se pesaron 2 gramos de muestra seca y molida sobre un papel limpio y
destarando el peso del papel, se coloco la muestra en el crisol y se metié en la estufa
durante 24 horas, transcurrido el tiempo se sacd la muestra de la estufa y se dejo
enfriar por 15 a 20 minutos en un desecador, por Ultimo se peso, se registro el peso y

se hicieron los célculos.

3.1.2 Determinacion de humedad

Hay muchos métodos para la determinacion del contenido de humedad de los
alimentos, variando en su complicacion de acuerdo a los tres tipos de agua y a menudo
hay una correlacion pobre entre los resultados obtenidos. Para esta determinacion se

utilizo el valor obtenido en materia seca total restando a 100 dicho valor.
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3.1.3 Determinacion de proteina (método de microkjeldahl)

Se obtiene por la destruccién de materia organica, ya sea de un concentrado,
forraje o cualquier compuesto nitrogenado, por accién del acido sulftrico concentrado o
en caliente obteniéndose como resultado sulfato de amonio, el cual después es
destilado a amoniaco. El procedimiento se realizo en 3 fases: digestion, destilacion y
titulacion. Digestion: de la muestra por ebullicion con H,SO,4 concentrado y en presencia
de catalizadores, la materia organica se oxida a CO, y H,O mientras que una parte del
acido se reduce a SO,. El nitrégeno transformado en NH3; se combina con la parte
restante del &cido sulfarico para formar sulfato de amonio. Destilacién: mediante esta
operacion el nitrégeno que esta en forma de sulfato de amonio, se ataca con un alcali
fuerte que es la soda caustica (NaOH) para liberar el amoniaco. El vapor de agua
arrastra el amoniaco y después de la condensacion lograda con la ayuda del
refrigerante, el hidrato de amonio se recibe en el Erlenmeyer. El Erlenmeyer contiene
acido barico, con los siguientes indicadores, rojo de metilo y verde de bromo cresol,
formandose borato de amonio. Titulacion: se hace con &cido clorhidrico de normalidad
conocida. El HCI reacciona con el borato de amonio. En el punto final ya no hay borato
de amonio y un pequefio exceso de HCI provocara un cambio del pH y el consiguiente
viraje de la mezcla. Para esta determinacién se pesaron 0.3gr de muestra, luego se
agregaron 0.5gr de catalizador de oxidacion, para acelerar la reaccion, se agregar 2.5
mL de H,SO, concentrado y se colocé el balon en la parte de digestion, este termina
cuando el contenido del balon es completamente cristalino o verde clarito. Se Coloco la
muestra digerida en el aparato de destilacidon, se agregaron de 7 a 10mL de NaOH e
inmediatamente se conecto el vapor para que produjera la destilacion. Se Conecto el
refrigerante y se recibio el destilado en un Erlenmeyer conteniendo 15mL de solucion
de indicadora; la destilacion termino cuando ya no paso mas amoniaco y hubo viraje del
indicador, luego se procedié a la titulacién con H,SO,4 0.225N, y por ultimo se anoto el

gasto para realizar los célculos.
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3.1.4 Determinacion de cenizas totales (minerales)

La muestra se incinera a 600°C para quemar todo el material organico. El
material inorgéanico, que no se destruye a esta temperatura se llama ceniza. A todos los
componentes inorganicos de los alimentos se les llama colectivamente ceniza, aunque
algunos de ellos se volatilizan al quemar los alimentos. Esta ceniza contiene los
minerales esenciales para el mantenimiento de la vida, siendo los mas importantes:
calcio, cloro, yodo, hierro, fésforo, potasio, sodio y azufre. Esta se realizo mediante el
método seco en la cual se utilizo la determinacion de materia seca total, después de
haberla pesado se pre- incineré en parrillas eléctricas a bajas temperaturas para evitar
salpicaduras retirandola cuando deje de sacar humos, esta se paso a la mufla
dejandola por un periodo de 2-3 horas, transcurrido el tiempo se saco de la mufla para
dejar enfriar 15 minutos en un desecador para posteriormente pesar y realizar los

calculos.

3.1.5 Determinacion de extracto etéreo o grasa

Se realizo una prueba para determinar la cantidad de grasa en una muestra de
nopal mediante el método Soxleth en la cual se emplean diferentes solventes. Para esto
se pesaron 5 gramos de muestra seca sobre un papel filtro, esta se deposité en un
cartucho poroso de celulasa y se cubrié con algodon, lo anterior fue depositado en un
sifon. Se saco un matraz redondo fondo plano, boca esmerilada de la estufa que este a
peso constante y se dejo enfriar por 15 minutos para posteriormente pesarlo. Al matraz
redondo se adiciono hexano hasta la mitad del matraz, este se acoplo al refrigerante del
dispositivo Soxhlet, se dejo extraer por un periodo de 10 horas, contando el tiempo a
partir de cuando comenzo a hervir, cuando finalizo la extraccion se evaporo el solvente
en un rota vapor, se puso a peso constante nuevamente el matraz bola fondo plano en
la estufa a 100-103°C por un espacio de 12 horas y transcurrido este tiempo se saco,

enfrid y peso para finalmente realizar los calculos.
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3.1.6 Determinacion de fibra cruda

Fibra cruda es la pérdida de masa que corresponde a ala incineracion del residuo
organico que queda después de la digestion con soluciones de &cido sulfurico e
hidréxido de sodio en condiciones especificas. Para determinar la fibra cruda se utilizo
la muestra ya desengrasada de la cual se pesaron 2 gramos que se depositaron en un
vaso de Bercelius, ahi se agregaron 100 ml de solucion de acido sulfarico 0.225 N, se
conecto al aparato de reflujo por un periodo de 30 minutos contados a partir de cuando
comenz6 a hervir, al hervir se bajo la temperatura para mantenerse en ebullicion suave,
transcurrido ese tiempo se saco y filtro a través de una tela de lino y lavo con 3
porciones de 100 ml de agua destilada caliente y realizar la prueba de papel tornasol
para verificar presencia de acido, la fibra (residuo que quedo en la tela de lino) se paso
al vaso de Bercelius con 100 ml de soluciéon de hidréxido de sodio 0.313 N y se conecto
nuevamente al aparato de reflujo por 30 minutos, transcurrido el tiempo se puso a peso
constante en la estufa, se sacé y se filtr6 la muestra en un tela de lino, se lavo con 3
porciones de agua destilada caliente para después realizar la prueba de papel tornasol
para verificar la presencia de reaccion alcalina, se escurri6 el exceso de agua
presionando la tela de lino, se retir6 la tela del embudo, se extendid y retiro la fibra con
una espatula y deposité en un crisol de porcelana previamente identificado, se coloco la
muestra en la estufa de 100 a 103 °C por un tiempo de 12 horas, transcurrido el tiempo
se retir0 de la estufa, se enfrio y peso, por ultimo la muestra se pre incineré en una
parrilla y se introdujo en la mufla a 600 °C por tres horas, se saco, se enfrio y se pesoé

para realizar célculos.
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3.1.7 Determinacion de fibra detergente neutro (FDN)

Es la porcion de la muestra de alimento que es insoluble en un detergente neutro
(método de los detergentes de Van Soest). Estd basicamente compuesta por celulosa,
hemicelulosa, lignina y silice, y se le denomina pared celular. Este método es util para la
determinacién de fibras vegetales en alimentos. Aparentemente tiene la capacidad de
separar los componentes nutricionales solubles de aquellos que no son totalmente
aprovechables o que dependen de la fermentacion biolégica para su aprovechamiento.
El método tiene limitaciones en su precisién cuando los valores de proteina son muy
altos y los valores de fibra son bajos. 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 agrego la solucion FDN y
se activo la temperatura (100 °C) vy la agitacion con duracién de 1 hora, transcurrido el
tiempo, se dreno la solucién y en seguida se realizaron dos enjuagues en un periodo de
tiempo de 5 minutos a 90 °C cada uno, se volvio 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

3.1.8 Determinacion de fibra detergente acido (FDA)

Este método permite tener una aproximacion del grado de digestibilidad de las
fibras en el alimento. La muestra es digerida por medio de cetil-trimetil-amonio en acido
sulftrico y el residuo es considerado como la fibra no digerible. Es la porcién de la
muestra de alimento que es insoluble en un detergente &acido (meétodo de los
detergentes de Van Soest). Esta basicamente compuesta por celulosa, lignina y silice.
La importancia de la misma radica en que esta inversamente correlacionada con la
digestibilidad del forraje. 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
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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 peso 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 FDA y se activo la temperatura (100 °C) y la agitacion con duraciéon de 1 hora,
transcurrido el tiempo, se dreno la solucidén y en seguida se realizaron dos enjuagues
en un periodo de tiempo de 5 minutos a 90 °C cada uno, se volvio 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.
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Etapa Il. Fermentacion para la produccion del extracto enzimatico a partir

de un microorganismo aislado del rumen bovino

3.2 Material biolégico

Las cepas de los microorganismos VML-2 (vaca alimentada con masilla y
levadura) que fueron utilizadas para esta investigacion fueron tomadas de cultivos
puros aislados e identificados por Valdez (2010) pertenecientes al cepario del
Departamento de Produccion Animal.

Figura 3. Fotografia de las cepas aisladas conservadas en tubos de cultivo con AS
Valdez (2010)

3.2.1 Preparacion de medio sélido

Se prepararon varias cajas Petri con agar Schaedler (BD BBLTM), agregando
6.28g por cada 150ml de agua destilada dentro de un matraz Erlenmeyer de 250ml,
esto se disolvio con flama de un mechero hasta que el liquido presentara una coloracion
cristalina, posteriormente se esterilizé el medio en un autoclave a 121°C y 15Lb de

presiéon durante 15min.
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3.2.2 Siembras en medio sélido

Para llevar a cabo la siembre se utilizo el medio sélido, transcurrido el tiempo de
esterilizacion del medio se retiro del autoclave para posteriormente realizar el vaciado
del medio en las cajas petri las cuales estaban previamente estériles, se realizaron
siembras en las cajas, por el método de estria abierta cruzada sobre el agar Schaedler,
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
anaerobias y favorecer el crecimiento del microorganismo, para llevar a cabo la
anaerobiosis se utilizaron botes de plastico con tapa de rosca, dentro del cual se
colocaron las cajas Petri ya sembradas, se colocoé una vela prendida en el centro del
bote y se cerrd, colocando cinta alrededor de la tapa para que no hubiese presencia de
oxigeno que pudiera interrumpir la anaerobiosis, cuando la vela se apaga indica la
ausencia de oxigeno dentro del bote, obteniendo asi las condiciones para el crecimiento

de las enzimas.

3.2.3 Tincion de Gram

Se realiz6 la técnica de tincibn de Gram para observar las caracteristicas
morfologicas de los microorganismos empleados. Para ello se utilizo un asa la cual fue
esterilizada llevandola al fuego del mechero para que no hubiese contaminacion a la
hora de tomar la muestra, cuando esta se retiro del fuego se dejo enfriar en una de las
extremidades del medio para enfriarla, se tomo la muestra del cultivo puro y se disolvio
en un portaobjetos a este se agrego una gota de agua destilada, se homogenizé la
suspension de bacterias, posteriormente se fij6 la muestra con calor en el mechero. Una
vez fijada 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

decolord utilizando una solucién de alcohol-acetona por unos segundos, después
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enjuagarse finalmente se cubrié la superficie con una solucién de safranina y se dejé
actuar por 1 minuto para después enjuagarse con agua destilada. Se dej6 secar la
preparacion 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 prepardé un medio liquido especifico para la degradacion de celulosa con la

siguiente composicion.

Cuadro 5: Composicion del medio liquido especifico para produccion de celulasa.

Componente Cantidad (%)
NacCl 0.5%
NaNO3 0.3%
KCL 0.5%
Fuente de C (celulosa) 1%

Carboximetil celulosa de

sodio (GOLDEN BELL)

KH2PO4 0.2 %
MgSO4 0.01 %

3.3.2 Produccion de celulasas

Se preparé el medio liquido especifico para inducir al microorganismo a la
produccion de celulasa. En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se agregaron 70 mL de
agua destilada y se disolvieron NaCl, NaNO3, KCI, KH2PO4, MgSO4, posteriormente
se solubilizaron y esterilizaron en un autoclave a 121°C y 15Lb de presion durante
15min. La fuente de carbono (celulosa), previamente esterilizada en lampara V fue
disuelta en 30 mL de agua destilada, fue adicionada a los matraces donde fueron
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disueltos los minerales una vez que el medio se encontraba a temperatura ambiente
esto se realizo por duplicado y teniendo un control. Posteriormente se hizo una
suspension celular, de cada uno de los matraces se tomo 1 ml y del control se
agregaron 6 ml estas fueron tomadas con una micropipeta y utilizando puntillas de 1 ml
para agregarlos al cultivo puro haciendo un barrido con la misma puntilla que se
tomaron las muestras, realizando la suspension se tomo 0.5 ml para cada matraz
excluyendo el control, se incubaron a 40° C y se realizé anaerobiosis esto se realizo por
un tiempo de 96 horas. Los experimentos se realizaron por duplicado, se centrifugo el
medio en tubos de ensaye a 5000 revoluciones por un tiempo de diez minutos, con la
finalidad de separar el extracto enzimatico de la biomasa. El extracto enzimatico se
deposité en un matraz Erlenmeyer de 250 ml para determinar proteina extracelular por

el método de Biuret.

3.3.3 Cuantificacion de proteina extracelular y celular

Para la cuantificacién de proteina celular y extracelular se tomaron varios tubos
de ensaye estériles para agregar cada una de las muestras a analizar, se realizo
mediante la técnica de proteinas totales. La técnica consiste en agregar 10 uL de las
muestras que se muestran en el siguiente cuadro y 500 pL de reactivo Biuret a cada
tubo y leer la absorvancia en un espectrofotémetro a 540 nm. Para conocer el efecto de
las condiciones de reaccion sobre la enzima se prepararon una muestra patrén y una

muestra blanco.
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Cuadro 6: Preparacion de muestras para cuantificacion de proteinas totales por

el método de Biuret

Blanco Patron Muestra
Agua destilada owu | e
Biomasa | = - [ o 10 pl
Extracto enzimatico | - [ e 10 ul
Reactivo Biuret 500 pl 500 pl 500 pl
™™ | ouw | -

Para el andlisis de datos se empled la siguiente ecuacion:

A muestra
Conc.de Prot. Tot.= —— ¥ conc.Patron
A patron

A= absorvancia

Etapa lll. Cinéticas enzimaticas del nopal empleando el extracto enzimatico

producido por la cepa VML-2

3.3.4 Determinacion de Azucares Reductores (Somogy-Nelson):

La técnica de La técnica de azUcares reductores se siguid mediante el método
propuesto por Somogyi 1952, Nelson1944.

*Reactivo 1 (Somogyi):

Solucién A: 25 g de carbonato de sodio anhidrido (Na2CO3), 25 g de tartrato de
sodio y potasio tetrahidratado (KNa4H406.4H20), 20 g de bicarbonato de sodio
(NaHCO3) y 200 g de sulfato de sodio (Na2S0O4)se disolvieron en agua destilada y se
afor6 a 1 litro.

Solucién B: en 200 ml de agua destilada se agregaron 4 gotas de acido sulflrico
concentrado (H2S04) disolver 30 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4.H20).
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El reactivo 1 se prepard mezclando 1 mL de solucién en 25 mL de solucién A.
*Reactivo 2 (Nelson):

Solucion A: en 450 ml de agua destilada se disolvio 21 mL de acido sulfurico
concentrado (H2S04) y 25 g de molibdato de amonio ((CNH4) 6M07024.4H20).

Solucién B: 3 g de arsenito de sodio heptahidratado (NaHAsO4.7H20) se
disolvieron en 25 mL de agua destilada.

El reactivo 2 se prepar6 mezclando lentamente la solucién 1y 2 en agitacion y se
aforaron a 500 mL. Posteriormente se calent6 a 55° C durante 30 min.

3.3.5 Preparacion de la solucion madre

Se prepar6 una solucion madre (sustrato) al 5 %. En un matraz Erlenmeyer de
250 ml previamente esterilizado se agrego 100 ml de agua destilada para

posteriormente agregar 5 g muestra de nopal utilizando dos variedades.

Figura 4. Soluciéon madre (sustrato) al 5%.
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3.3.6 Cinética enzimatica

En tubos de ensaye estériles (duplicado) con micropipetas y puntillas se
agregaron 200 pL de la solucion madre y 50 yL de extracto enzimatico obtenidos en la
fermentacién, se colocaron en bafio maria (Napco Model 210A) a 37° C, monitoreando
a tiempos de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos asi como 24, 48,72 y 96 horas.

3.3.7 Cuantificacion de azucares reductores (Somogy-Nelson)

El producto obtenido de la cinética enzimatica se cuantifico mediante la técnica
de azucares reductores. La metodologia empleada para la medicibn de azuUcares
reductores fue la siguiente: se preparo un blanco, este se preparo de la siguiente
manera: en un tubo de ensaye esterilizado se agrego 250 ul de agua destilada y 250u
de reactivo de Somogy. A cada tubo se que se retiraba en los diferentes tiempos se
adiciono 250 pL del reactivo 1 Somogy esto para detener la actividad enzimatica.
Terminado el monitoreo a las 96 horas se incub6 en bafio de agua hirviendo a 90° C
durante 10 minutos. Se retird del agua hirviendo y se dej6 enfriar a temperatura
ambiente, posteriormente, se agregaron 250uL de reactivo 2 Nelson y se agitd
vigorosamente. Se agregaron 4 mL de agua destilada y se agito, para el blanco se
realizo la misma técnica, este nos ayudo a ajustar a cero el espectrofotémetro.
Finalmente se midi6 la absorvancia en el espectrometro a una longitud de onda de 660

nm.

Una unidad de actividad celulosa se define como:
U= Cantidad de azucares reductores liberados en mg/ml por cada ml de proteina

en 1 hora, empleando celulosa al 1%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
Etapa I. Andlisis bromatolégico del nopal

4.1 Evaluacion nutricional de las dos especies de Opuntia utilizadas.

El cuadro 7 muestra los resultados obtenidos del contenido nutricional de las dos
variedades de Opuntia analizadas, el cual muestra que el contenido de fibra cruda es
diferente. Saenz (2006), indica en su investigacion que el nivel de proteina es mayor en
cladodios jovenes, siendo la fibra cruda la que aumenta con el paso del tiempo,
llegando a 17.1 por ciento en los tallos suberificados en comparacion de los nuevos con
8.0 por ciento; esta tendencia se pierde en cuanto al porcentaje de cenizas, debido a
las propiedades que componen a esta misma y su alta relacion con la composicion
quimica de los suelos. Por su parte, Rodriguez Félix y Cantwell (1988), citados por
Saenz (2006), indican que la composicion quimica de los nopales frescos es
principalmente agua (91%) y 1.5% de proteinas, 0.2% de lipidos; 4.5% de hidratos de
carbono totales, 1.3% de cenizas, de la cual 90 % es calcio, ademas, contiene 11
mg/100 g de vitamina C y 30 mg/100 g de carotenoides; y un contenido de fibra (del
1.1%). Fuentes et al., (2004), quienes evaluaron contenido nutricional 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%. Mientas que para FAD y FND de las dos
especies utilizadas se obtienen valores semejantes comparando con los citados por
Mata, (2011), quien menciona es su evaluacion de dos variedades de Opuntia que el
contenido de FAD se encuentra alrededor de 15y 16% y el contenido de FND entre 32

y 37% aproximadamente.
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Cuadro 7. Contenido nutricional de dos variedades de Opuntia utilizadas

Componente (%) Opuntia ficus Opuntia
indicavar. ANV1 phaeacantha

'MST 9138 8917
Humedad 8.62 10.82
Proteina cruda 7.78 7.87
Cenizas 21.63 22.60
Materia organica 69.76 66.52
Grasa 1.80 1.53
Fibra cruda 9.36 11.48
FDN 36.80 39.53
FDA 14.95 13.50
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La figura 5 presenta una comparacion del contenido nutricional de las dos
variedades de Opuntia analizadas, en la que se puede apreciar que los valores
nutrimentales son muy semejantes en las dos variedades no observandose diferencias

significativas entre ellos (ver anexo estadistico).

B Opuntiaficus indica var. ANV1  m Qpuntia Phaeacantha
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Figura 5. Comparacion del contenido nutricional entre las dos variedades de

Opuntia utilizadas.
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Etapa Il. Fermentacion para la produccion del extracto enzimatico a partir

de un microorganismo aislado del rumen bovino

4.2 Crecimiento de la cepa VML-2 en medio sélido

La cepa VML-2 en el estudio sobre las caracteristicas macroscépicas, presenta
una coloracién blanca, elevaciébn convexa, forma irregular, aspecto hdimedo vy
consistencia suave (Figura 6). Mata (2011) y Valdez (2010) presentan resultados muy
similares en relacion a estas caracteristicas. Valdez (2010) seleccioné esta cepa como
un microorganismo altamente productora de la enzima celulasa, por lo que

posteriormente se empled para la degradacion enziméatica del nopal.

Figura 6. Caracteristicas macroscoépicas de la cepa VML-2 en medio solido.
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4.3 Evaluacion microscoépica

La evaluacién microscopica de las células puras que fueron tefiidas mediante la
técnica de Gram presentaron las siguientes caracteristicas: bacilos cortos Gram

negativos, no agrupados (Figura 7). Estas caracteristicas concuerdan con las descritas
por Valdez (2010) y Mata (2011).

Figura 7. Observacion microscopica (100X) de microorganismos producidos por
la cepa VML-2.

Veldzquez-Luna, 2011 41



Degradacion de Opuntia ficus indica var. ANV1 y Opuntia phaeacantha
mediante una celulasa aislada del rumen bovino

Etapa lll. Cinéticas enzimaticas 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.

En el cuadro 8 representa la cantidad de proteina extracelular y celular a las 96
horas de fermentacién, obteniendo valores de 0.95 mg/ml para proteina extracelular y
celular, estos valores son similares a los obtenidos por Mata (2011) donde presenta que
a las 96 horas de fermentacion obtiene 0.95 mg/ml para los dos tipos de proteina. Estos
valores son un poco elevados en comparacion con lo mencionado por Valdez (2010).
En dicho estudio utilizando enzimas degradadoras de celulosa producidas por la cepa
VML-2, en un tiempo de fermentacion de 24 horas obtuvo una mayor cantidad de
proteina extracelular (0.65 mg/ml), afirmando que la cantidad de proteina extracelular
disminuye conforme aumenta el tiempo de fermentacion, también sefiala que a un
tiempo de 96 horas de fermentacion aumenta la concentracion 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.

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

fermentacion.

Muestra Proteina extracelular | Proteina celular

Extracto enzimatico 0.00095mg | = --meee-
Biomasa | = e 0.00095 mg

Veldzquez-Luna, 2011 42



Degradacion de Opuntia ficus indica var. ANV1 y Opuntia phaeacantha
mediante una celulasa aislada del rumen bovino

4.5 Cinética enzimatica (Somogy-Nelson)

4.5.1Cinética enzimatica en nopal Opuntia ficus indica var. ANV1

En la figura 8 se observa que las enzimas celulasas producidas por la cepa
VML-2 tienen gran actividad en los primeros 45 minutos, a partir de ahi se observa una
fase de estabilidad en un rango de 45 a 90 minutos para posteriormente continuar con
su maxima actividad que se presentd a los 120 minutos ya que de ahi presento un
descenso drastico hasta las 96 horas lo que significa agotamiento de sustrato, con una
maxima actividad de 2970 U. Mata (2011) utilizando Opuntia lindheimeri menciona que
las enzimas celulasas producidas por la cepa VML-2 presentaron su mayor actividad de
enzimatica en los primeros 60 minutos, lo que significa que en el transcurso de ese
tiempo presento la mayor cantidad de azucares reductores que significa la ruptura de la
celulosa y su conversién en azucares mas simples, un ejemplo de ello es la glucosa.
Estas enzimas mostraron un rapido descenso en un rango de 60 a 90 minutos,
presentando una actividad enzimatica de 1430 U, a partir de este tiempo su descenso

se presentd mas lentamente.

2970 U
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Figura 8. Degradacion enziméatica de celulosa en nopal Opuntia ficus indica var.

ANV1utilizando celulasas producidas por la cepa VML-2.
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4.5.2 Cinética enzimatica en nopal Opuntia phaeacantha

La figura 9 representa la tasa de degradacion de celulosa en nopal Opuntia
phaeacantha, en la que se puede observar que durante los primeros 5 minutos la
enzima celulasa presenta gran actividad, después de los 5 minutos y hasta los 15
presenta poco incremento en la actividad, de los 15 minutos a los 30 minutos vuelve a
presentar gran actividad celulasa hasta los 90 minutos que fue la mayor actividad
presentada con valores de 3751 U, posteriormente comienza la disminucion de
actividad. Mata (2011) utilizando Opuntia robusta menciona que durante los primeros 5
minutos presenta una fase de adaptacion, a partir de los 5 a los 120 minutos presento
gran actividad de celulasas, no presentando fase de adaptacion y disminuyendo
drasticamente hasta las 24 horas su mayor actividad empleando esta variedad fue de
1557 U.
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Figura 9. Degradacion enzimatica de celulosa en nopal nopal Opuntia
phaeacantha utilizando celulasas producidas por la cepa VML-2.
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En la degradacion de las dos variedades de nopal se obtienen valores de
actividad para Opuntia phaeacantha de 3751U y para Opuntia ficus indica var. ANV1 de
2970 U mientras que Mata (2011) utilizando Opuntia robusta obtuvo valores de
actividad de 1557 U y Opuntia lindheimeri es de 1430 U. Estas diferencias pueden ser
debidas a las condiciones de la planta (clima) ademd&s de su ubicacién. En el norte
predomina un clima muy seco, semi-célido a templado en comparacion con el centro el
clima es sub-hiumedo. Comparando las dos variedades de nopal se obtiene mayor
cantidad de actividad enziméatica en la variedad Opuntia phaeacanthac con un valor de
3751 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 evalud nutricionalmente las dos variedades de nopal utilizadas (Opuntia
Opuntia ficus indica var. ANV1 y Opuntia Opunta phaeacantha), expone valores
semejantes para todos los componentes, obteniéndose mayor cantidad de fibra en

Opunta phaeacantha.

La variedad Opunta phaeacantha presenta mayor actividad enzimatica que en la

variedad Opuntia ficus indica var. ANV1 lo cual se atribuye a su alto contenido de fibra.

Se logré producir el extracto enzimatico mediante la fermentacién empleando la
cepa VML-2 ayudando a realizar cinéticas enziméaticas para la hidrdlisis del nopal. De
igual forma, el empleo de la cepa VML-2 aislada del rumen bovino produjo enzimas

celulasas que son capaces de hidrolizar la celulosa.

Una alternativa econdémica para los procesos de sintesis de compuestos ricos en
celulosas es la utilizaciobn de enzimas celulasas producidas por microorganismos del

rumen bovino.
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7. ANEXOS

01/03 11:41:58

Bienvenido a Minitab, presione F1l para obtener ayuda.
ICy Prueba T pareada: C1, C2

T pareada para Cl - C2

Error

estéandar

de la

N Media Desv.Est. media

Cl 9 29.1 31.3 10.4

C2 9 29.2 30.1 10.0

Diferencia 9 -0.110 2.099 0.700

IC de 95% para la diferencia media:: (-1.723, 1.504)

Prueba t de diferencia media = 0 (vs. no = 0): Valor T = -0.16 Valor P = 0.879
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