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RESUMEN

Las enzimas son catalizadores de origen proteico producidas por los
organismos vivos. Cada reaccion que se lleva a cabo en las células es catalizada
por una enzima en particular, por lo tanto en las células se encuentran un gran
namero de enzimas. Estas funcionan como catalizadores de las reacciones
quimicas vitales y por lo tanto, son responsables de las transformaciones
metabdlicas en los seres vivos. En la actualidad se utilizan enzimas para cualquier

proceso industrial.

Los productores agropecuarios buscan maneras de coOmo aumentar su
produccion por lo que se buscan alternativas, una de ellas es la utilizacion de
enzimas como la celulasa y la pectinasa 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.

En el presente trabajo se evaluaron nutricionalmente dos variedades de
nopal. La primera variedad fue el Opuntia ficus indica, esta variedad fue
recolectada en el Ejido 18 de Marzo, Municipio de Arteaga, Coahuila. La segunda
variedad fue el Opuntia rastrera, esta variedad fue tomada en Buenavista, Saltillo,
Coahuila. Los resultados obtenidos de la evaluacion nutricional indican que las
dos especies presentan valores semejantes en el contenido de extracto etéreo (en
base a materia seca total) mientras que en el contenido de materia seca parcial,
ceniza, humedad, proteina cruda (tal como se ofrece), proteina cruda (en base a
materia seca total), FC, FAD y FND se puede observar diferencias mayores.

Ademas se realizo una fermentacion a 72 horas para la produccién de las
enzimas celulasa y pectinasa mediante el empleo de la cepa VML-2 aislada de
rumen bovino e identificada por Valdez-Sepulveda (2010), se realizé una cinética
enzimatica a tiempos de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 1440 (24horas), 2880
(48horas), 4320 (72horas), 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, la variedad

O. ficus indica por su alto contenido de fibra presento mayor actividad enzimatica.

Xii



Mientras que para la determinacion de azucares reductores la utilizacion de
celulasa produjo mayor degradacion los primeros 60 minutos para O. ficus indica

y en la O. rastrera esta actividad se presento las primeras 24 horas.

En la utilizacion de pectinasa tanto para O. ficus indica y O. rastrera los
resultados no fueron los esperados ya que es posible que la técnica no sea

sensible a los azucares reductores

Palabras clave: O. ficus indica, O. rastrera, celulosa, pectina, degradacion

enzimaética.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Opuntia, llamada nopal tunero en México o0 solamente tuna como
usualmente se conoce en el comercio, es una planta tipica dentro del paisaje
mexicano, y un importante simbolo de identidad para los mexicanos junto con el

maiz y el agave.

En afos recientes, se han intensificado las plantaciones para fruta o
produccion de forraje, asi como para vegetales o nopalitos y cochinilla, en muchos
paises de Africa, América, Asia y Europa, hay un creciente interés por Opuntia,
con énfasis en O. ficus-indica, y en el importante papel que desempefan y
seguramente seguirdn proponiendo para el éxito de sistemas agricolas
sustentables en zonas aridas y semiaridas, donde agricultores y ganaderos deben
encontrarse en aquellas especies que puedan no solo sobrevivir si no producir
econOmicamente. Asi Opuntia, se ha convertido en un recurso inagotable de
productos y usos, inicialmente como planta silvestre, y después, como cultivo de
subsistencia comercial; contribuyendo a la seguridad alimenticia de poblaciones

en areas agricolas marginadas.

Las zonas aridas y semiaridas de México ocupan mas de dos terceras
partes del territorio Nacional, en donde las condiciones agroclimaticas son
adversas para la produccion agricola convencional, haciéndose practicamente
imposible la agricultura de temporal de granos basicos, y en las tareas de riego,
explotar exitosamente cultivos intensivos de alta rentabilidad (Borrego y Burgos,
1986). También la produccién pecuaria es cara Yy dificil, sobre todo en invierno, en
donde el forraje de calidad escasea, haciéndose necesario mayor inversion para
sostener una explotacion pecuaria, sea de leche o carne (Murillo et al., 1994).
Ante la gran cantidad de ganado que se encuentra en el Norte de México es
indispensable encontrar alternativas rentables de sustentacion alimenticia del

ganado para estas regiones.



El género Opuntia estad representado por 104 especies, 60 Por ciento
localizadas en el desierto Chihuahuense. Las especies mas importantes de uso
forrajero son: Opuntia leucotricha, O. streptacantha, O. robusta, O. cantabrigensis,
O. rastrera, O. lindheimeri y O, pheacantha. (Bravo, 1978; Elizondo et al., 1987).

1.2 Justificacion

La poblacion del Norte de México utiliza el nopal desde hace muchas
décadas y, hoy en dia, gran parte de la industria pecuaria de las zonas aridas del
norte y del centro del pais tiene en el nopal un recurso forrajero de primer orden.
Sin embargo el nopal tiene una fuente importante de fibras compuestas, entre
ellas la celulosa y pectina, pero su utilizacion se ve afectada por los altos costos y
dificultad para degradar estos compuestos, una alternativa para resolver este
problema es la utilizacidon de enzimas puras producidas por microorganismos del
rumen bovino, ya que estos, presentan facilidad de aislamiento y reproduccion asi

como bajos costos de produccion.

La realizacion de 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 industria ganadera, para obtener mayor

conversion alimenticia y por lo tanto se traduce en ganancias para el productor.

1.3 Hipotesis

Es posible la degradacion enziméatica del nopal mediante las enzimas

producidas por la cepa VML-2 aislada de rumen bovino.

Es posible la hidrdlisis enzimatica del nopal utilizando la cepa VML-2

aislada del rumen bovino.



1.4 Objetivo General

Realizar una hidrdlisis enzimatica en nopal mediante el empleo de una

cepa VML-2 aislada del rumen bovino productora de celulasa.

1.4.1 Objetivos Especificos

1. Efectuar la caracterizacion bromatologica de dos variedades de nopal

existentes en la region Norte de México.

2. Realizar una fermentacion para la produccion de extracto enzimatico

utilizando la cepa VML-2.

3. Realizar cinéticas enziméticas para obtener la hidrélisis del nopal,

utilizando el extracto enzimético que se llego a producir.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del nopal

El nopal (Opuntia spp.), es reconocido generalmente como un cultivo
fruticola en regiones subtropicales, semiaridas alrededor del mundo. A pesar de
qgue se cultiva para dicho propésito solamente en 5 paises: Chile, Italia, México,
Sudafrica y Estados Unidos. En realidad, su mayor importancia radica en la
produccion de forraje, si se considera la superficie total cultivada y las areas
silvestres en paises donde se considera nativa, ha si como en lugares en donde
se ha naturalizado. Las estadisticas mundiales muestran un rango desde poco
menos de 687 000 ha (Nobel, 1994) hasta 2,3 millones ha. Este ultimo dato
incluye poblaciones de baja densidad repartidas a lo largo del Norte de México. Y
se ha estimado que el 92 por ciento de estos recursos son potencialmente utiles

como alimento.

La actividad pecuaria a escala limitada es una estrategia de supervivencia
comun en tierras semiaridas. En muchos paises, los animales domésticos
también representan un mayor estatus social, ya que son bienes listos para
utilizarse en cualquier momento. Las sociedades pastorales estan presentes en
todas las regiones subdesarrolladas aridas y semiaridas del mundo, haciendo un
uso intensivo de pastizales nativos. Como resultado, la disminucion de pastizales
es un problema mundial a lo largo de la franja semiarida, contribuyendo asi, a la

desertificacion (De la Cruz, 1994).

Por lo que existe una busqueda permanente de plantas que puedan tolerar
limitantes climaticas y ayuden a contrarrestar el deterioro de la tierra. En este
contexto, Opuntia tiene un potencial interesante, como ya se ha demostrado en
los centros de origen o de mayor diversidad y en muchas otras areas del mundo,
que por razones historicas, se han beneficiado de la introduccién y la dispersion

de Opuntia.



2.1.1 Origen

El nopal es originario de América tropical y subtropical y hoy dia se
encuentran en una gran variedad de condiciones agroclimaticas, 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).

2.1.2 Botanica

Existen casi 300 especies del genero Opuntia (Scheinvar, 1995).

Solamente en México, Bravo (1978) registro 104 especies y variedades.

De acuerdo con Scheinvar (1995), el nombre de 2 Opuntia viene de un
antiguo pueblo griego en la regidén de Leocrid, Beocia: Opus, u Opuntia en donde
Tournerford encontr6 una planta con espinas que le recordd a la Opuntia
americana, que incluye 11 subgéneros: Opuntia, Consolea, Austrocylindropuntia,
Brasilopuntia, Corynopuntia, Cilindropuntia, Grusonia, Marenopuntia, Nopalea,

Stenopuntia, y Tephrocactus.
2.1.3 Taxonomia

La taxonomia es complicada por diferentes razones: sus fenotipos, que
varian en gran medida de acuerdo a las condiciones ecoldgicas y la poliploidia,
con un gran numero de poblaciones que se reproducen vegetativa y sexualmente;
asi como la existencia de numerosos hibridos interespecificos. Ya que casi todas
las especies florecen durante el mismo periodo del afio y no hay barreras

bioldgicas que las separen.

Sin embargo, actualmente se cuenta con técnicas analiticas de precision,
como la electroforesis, que permiten la identificacion de una planta, mediante la
obtencién de secuencias de moléculas quimicas de determinados &rganos

vegetales.



Este tipo de estudios a nivel molecular no sustituyen del todo el estudio de
las caracteristicas anatomicas visibles, si no que se complementan entre si, al
igual que las caracteristicas deseables de rendimiento y calidad para cultivares de

interés comercial.

Todo ello es examinado mediante el uso de herramientas estadisticas de
andlisis multivariado, que se han convertidos en aliados de los investigadores
para deducir el grado de parentesco o distancia genética existente entre ecotipos
y, de esta manera, orientar de forma precisa la decisidn sobre la clasificacion

taxonomica y el registro de especies, sub-especies y variedades (Garcia, 2003).

2.1.4 Clasificacion taxondmica

El cuadro 1 muestra la clasificacion taxonémica del nopal (Opuntia spp)

presentada por Bravo (1978).

Cuadro 1. Clasificacion taxondémica 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).




2.1.5 Caracteristicas ecolégicas

El nopal se encuentra distribuido mayormente en las regiones aridas y
semiaridas como los desiertos. El éxito que tiene las opuntias para adaptarse
mejor a estos lugares se debe a las caracteristicas ecoldgicas que poseen al igual
gue toda la familia de las cactaceas al que pertenecen y han desarrollado a través
de los afios.

Las condiciones para la vida en un desierto deben obedecer a
adaptaciones para climas con temperaturas extremas, alta radiacion solar, fuertes
vientos, poca humedad en el ambiente y suelo, suelos salinos y generalmente

arenosos.

Aunado a ello, deben enfrentarse a precipitaciones erraticas o nulas en
largos periodos de tiempo. Por lo que el agua se convierte en el factor limitante
para su vida. Las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas del nopal
han permitido su permanencia en estas regiones gracias a que juntas se
combinan para lograr una economia del agua La fisiologia de los nopales al igual
gue la gran mayoria de las plantas de las zonas aridas o semiaridas debe evitar al
maximo la perdida de agua a procesos de transpiracion que enfrentan. (Nobel,
1999).

2.1.6 Caracteristicas morfologicas

La suculencia es la principal caracteristica morfologia de los nopales. Esta
puede considerarse como el sello distintivo de su parte aérea (tallo, flores y frutos)
y resulta de la produccién masiva de células de ciertos tejidos parenquimatosos,
asociado a un aumento en el tamafio de las vacuolas y una disminuciéon de los
espacios intracelulares. Este fenomeno permite a los érganos de esta planta
acumular grandes cantidades de agua en forma muy rapida durante los breves
periodos de humedad y por otra parte, las formas esféricas 0 suculentas
representan los cuerpos mas eficientes para evitar la evotranspiracion (Kramer,
1989).



2.1.6.1 Raiz

Aunque son semejantes a cualquier planta, la diferencia de la generalidad
es gue sus raices desarrollan pelos radiculares cuando se encuentran en suelo
hamedo y pueden desaparecer en suelos ecos. Es una caracteristica que permite
a la planta absorber de manera rapida toda el agua posible mientras este
presente. La raiz deriva de una raiz principal y en algunos casos puede derivarse
del tallo. Son gruesas y su tamafio es proporcional al tamafio de la parte aérea. El
tiempo de vida de la raiz es permanente (Nobel, 1999; Aguilar 1998; Monroy
1989).

2.1.6.2Tallo

El tallo se caracteriza por tener una cuticula gruesa y cubierta por una cera
de una sustancia grasosa llamada cutina, suave al tacto. Esta primera capa del

tallo llama dermis tiene algunas funciones principales:

o Evita la perdida de grandes cantidades de agua por el proceso de

transpiracion.

o Regula el movimiento de la entrada de diéxido de carbono y salida
de oxigeno por la planta.

0 Retiene agua dentro del cuerpo.

o Protege a la planta del ataque de hongos, esporas, insectos y
luminosidad intensa (Sudzuki, 1999; Granados y Castafieda, 1996).
El tallo multiarticulado. Se compone de un tronco cilindrico y de
ramas aplanadas y discordes llamados cladodio o pencas. Estos
cladodios son aplanados en forma de raqueta, son suculentos y
almacenan gran cantidad de agua, su principal funcion es

fotosintética (Monroy, 1989).



2.1.6.3 Hoja

En el nopal solamente existen los renuevos de pencas, (cladodios) cuando
estan bien tiernas. Son hojitas cilindricas y caducas, en forma de cuernitos;
herbaceas, en cuyas axilas se hallan las areolas de las cuales brotan las espinas.
Las hojas desaparecen completamente al alcanzar la penca cierto grado de
desarrollo, es decir, en unos cuantos dias, en cuyo lugar quedan las espinas
(Monroy, 1989).

2.1.6.4 Flor

La flor de la planta se produce en las areolas, localizadas en la parte
superior de las pencas. Cada areola produce por lo general una flor, aunque no
en una misma época de floracion, ya que algunas pueden brotar el primer afio y
en otras en al segundo o al tercero. Sus pétalos poseen colores vivos: amarillo,
anaranjado, rojo, rosa, salmoén, etc., segun la especie del nopal. Por lo general las
flores son grandes; el ovario es inferior, unilocular, con muchos 6vulos y l6bulos

del estigma (cinco a diez); el androceo posee gran cantidad de estambres.

Son hermafroditas anatémicas; algunas, sin embargo, son unisexuales
(Opuntia robusta). La floracion tiene lugar en primavera, durante los meses de
marzo, abril, mayo, aunque hay entidades en las que se realiza en otras épocas
del afio. (Monroy, 1989).

2.1.6.5 Fruto

El fruto del nopal (tuna) es carnoso, de forma ovoide a esférica; sus
dimensiones y coloraciones pueden variar segun la especie, encontrandose frutos
de 4 a 12 cm. O mas de longitud de color amarillo canario, amarillo limon,
anaranjado, rojo, guinda, rojo-morado, verde tierno, blanco verdoso, etc. Semillas
lenticulares, con testa clara y arillo ancho Las caracteristicas morfologicas de las
Opuntias pueden variar tanto como lugares en donde se distribuyen. Menciona
gue a su gran polimorfismo la investigacién de las opuntias se hace dificil; sin
embargo, esto vuelve a reforzar el gran poder de adaptacion que tienen las
plantas para colonizar los diferentes ambientes. (Monroy, 1989; Espinoza et al.,
1990).



2.1.7 Caracteristicas fisiologicas

La evolucion de los miembros de los subgéneros de Opuntia en ambientes
semiaridos ha conducido al desarrollo de diversas caracteristicas de adaptacion
anatomica, morfoldgica y fisioldgica; y estructuras particulares de plantas, como

fueron descritas por Sudzuki Hills (1995).

Las especies del genero Opuntia spp. han desarrollado adaptaciones
estructurales, fonoldgicas y fisiolégicas favorables para su desarrollo en
ambientes aridos, en donde el agua es la principal limitante en la mayoria de los
vegetales. Su adaptacion mas notable es su reproduccion asincronica, y su
Metabolismo del Acido Crasulaceo (MAC), el cual combinado con adaptaciones
estructurales, tales como las suculencia, le permiten sobrevivir largos periodos de
sequia, y alcanzar niveles de produccion aceptables inclusive en afios de sequia

realmente severas.

Opuntia es particularmente atractiva como alimento por su eficiencia al

convertir el agua en materia seca, y por tanto, en energia digestible

Este caso es util no solo porque sobrevive a las sequias, sino también por

su conversion es mas eficiente que la de pastizales C, y las plantas C, de hoja

ancha. La generacion de biomasa por unida de agua es en promedio tres veces

mas alta que en plantas C, y cinco veces mas que en plantas C,. Bajo

condiciones oOptimas, los diferentes tipos de plantas pueden producir cantidades
similares de materia seca por area de superficie, pero bajo condiciones aridas y

semiaridas, las plantas MAC son superiores a las C, y C,. (Nobel, 1995).

Otro aspecto importante en la fisiologia de las Opuntias son los potenciales
hidricos que mantiene. El potencial hidrico define la energia que necesita la planta
para conservar y proveerse de agua. Su valor generalmente esta dado en Mega
pascales (MPa) y siempre es negativo debido a que el agua que se mueve por las
plantas no esta libre de solutos y su movimiento obedece a un gradiente negativo.
El potencial hidrico de las opuntias (-0.3 a -0.6 MPa) es significativamente mayor
a la de cualquier planta con la que pueda co-habitar aun de especies tolerantes a

la sequia -1.0 a -3.0 MPa (Turner y Jones, 1980).
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Lo anterior significa que mientras mas negativo es el valor de potencial
hidrico de la planta, es mayor la energia requerida para tomar agua del suelo, por
lo que las opuntias cuentan con una gran ventaja al presentar potenciales hidricos
mMas positivos, es decir un menor gasto de energia para adquirir y conservar el

agua dentro de ellas.

Los cactus, y especificamente Opuntia spp., han constituido una fuente de
forraje extremadamente (til en tiempos de sequia, primordialmente porque
proveen de energia digerible, agua y vitaminas no solo para el ganado, pues
también ha sido usada como forraje para cerdos, sin embargo, debe ser
combinado con otros alimentos para complementar la dieta diaria, debido a que
Opuntia tiene bajos contenidos de proteina, a pesar de ser rica en carbohidratos
y calcio. Ya que crece en tierras severamente degradadas, su uso es importante
por su abundancia en areas donde muy poco cultivos logran desarrollarse y
producir. Se estima que, alrededor del mundo, se cultivan 900 000 hectareas de

Opuntia para produccion de forraje.

Mientras las variedades sin espinas necesitan protegerse contra los
herbivoros, las variedades mas tolerantes al frio con espinas no requieren de
tanta proteccion. Sin embargo, es necesario quemar las espinas las espinas antes

de poder utilizarlo como forraje para el ganado. (Elizondo, 1987)

Felker (1995) sefalo la falta de investigacion y desarrollo serios, y sugirié
areas prioritarias para realizar investigaciones sobre el uso de Opuntia como

forraje.
2.1.8 Ecologia del nopal

El conocimiento de la ecologia del nopal incluye el estudio de sus
interacciones con el medio bidtico o abiotico. Se entiende por medio bidtico todo
aguello que esta vivo, animales y plantas, y por medio abidtico lo que no tiene
vida como el clima, la parte mineral del suelo y quimica del agua. Por lo tanto la
ecologia del nopal se refiere a la relacion con todo tipo de factor que le rodea

tanto vivo como no vivo (Theron y Vallin, 1987).
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El nopal al igual que cualquier otra planta co-habita con otras plantas y
animales. A diferencia que otras plantas con requerimientos especificos, el nopal
al igual que las plantas que pertenecen a la familia de las cactaceas tienen
propiedades que les permiten establecerse en lugares cuyas caracteristicas
pueden diferir de manera extrema frio-calor; arido-himedo, sin embrago su
habitat predilecto es el arido y semiarido. La importancia ecolégica del nopal
radica en ese poder de adaptacion que le permite distribuirse en tan diferentes
ambientes. Su adaptacion ha llevado al género a cambiar sus aspectos
morfolégicos dependiendo de las exigencias del sitio donde se desarrolla. De esta
manera conocer su ecologia, es decir, como es el lugar donde nacen, crecen, se
desarrollan, permite entender sus estrategias de vida. En un sentido aplicado, la
informacion generada acerca de su ecologia puede ser utilizada por el hombre
para su cultivo. Dicha informacion permite conocer los requerimientos naturales
para su desarrollo, lo cual permite a su vez manejar de manera mas efectiva
dichos requerimientos, con el fin de lograr mejores producciones. Esto conlleva a
una explotacién racional de las Opuntias con el cuidado de no exterminarlas.
(Kiesling, 1999).

2.1.9 Métodos de propagacion del nopal

El nopal se puede propagar mediante dos métodos: multiplicacion asexual

(pencas y fracciones de pencas) y multiplicacion sexual (semillas).

La multiplicacion asexual es la mas recomendable debido a que la
propagacion es mas sencilla y se logra mantener las caracteristicas de la variedad

escogida como madre.

La propagacion de nopal por medio de semilla es poco conocida y mas
compleja que la propagacion vegetativa. En forma resumida, los pasos principales
del proceso son: germinacion de las semillas, establecimiento de plantulas y
crecimiento de las plantas hasta alcanzar el tamafio y madurez deseados. (Flores
y Gallegos, 1993).
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2.1.10 Distribucion en el mundo

El poder de adaptacion que poseen las Opuntias les permite colonizar casi
cualquier medio, su amplio intervalo para modificar su morfologia al paso del
tiempo, ha permitido que este género se adapte a una gran diversidad de habitats.
Gracias a sus caracteristicas se ha registrado la presencia de opuntias en gran
parte del mundo en paises como: Chile, Peru, Brasil, México, Bolivia, Argentina y
Colombia, Estados Unidos, ltalia, Espafia, Sudéfrica, Africa del Norte, Oriente

Medio, poseen algunas especies de este género.

No obstante su amplia distribucion, en la mayoria de los casos el
establecimiento de las opuntias obedece a sitios con caracteristicas de zonas
aridas y semiaridas. Tal es el caso de la parte desértica del Sur de Estados

Unidos, la Altiplanicie Mexicana y parte Norte de Africa.

Una de las explicaciones de tal distribucién podria ser el centro de origen
del género. Granados y Castafieda (1996) sefialan tres teorias al respecto: una de
ellas menciona que el género opuntia es originario de América debido a la gran
variedad de especies que presenta; la segunda teoria tomo como base las
similitudes morfolégicas con las portulaciaceas, se piensa que las cactaceas
derivo de las portulacaceas y su origen podria estar en México, puesto que en
este pais existe el mayor numero de género e individuos. La tercera teoria
considera que probablemente fueron dos los centros de diversificacién, uno en el
Norte y otro en el Sur del continente, ambas zonas estan separadas por el Istmo
de Panama4, cuyo clima impide la produccion de los taxas de un lugar a otro. La
teoria mas aceptada es que el centro primitivo de diferenciacion de las cactaceas
fue el sistema del Golfo de México y del Caribe, desde donde emigraron para
constituir las dos zonas categorias actuales una en América del Norte y otra en

América del Sur.
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2.1.11 Distribucién geografica de las nopaleras en México

Marroquin et al., (1964) reconocieron tres grandes regiones cubiertas con
opuntias en el Norte de México y se basa en la abundancia de nopal y su

incidencia natural. Las tres zonas son las siguientes:

a) Zona nopalera principal: comprende a Zacatecas e incluye parte de

Aguascalientes, Jalisco, Durango y Guanajuato.

b) Zona nopalera del noroeste: Norte de Tamaulipas y Noroeste de Nuevo

Ledn.

c) Zona nopalera difusa: incluye solo las partes calidas de San Luis Potosi,
Zacatecas, Nuevo Ledn, Coahuila y partes aridas de Durango y Chihuahua.

Un enfoque mas amplio, considerando todo el pais, fue propuesta por
Lépez y Elizondo (1990), quienes reconocieron cuatro regiones ocupadas por

nopaleras explotadas para forraje o fruta o ambas.

A. Zona centro-sur. Que incluye partes de los estados de Puebla,
Querétaro, y Oaxaca, se caracteriza por tres tipos de nopaleras cultivadas para
cladodios tiernos (nopalitos), frutas (tunas) y forraje. Las especies principales son
Opuntia ficus- indica (nopal de castilla), O. amychlaea (nopal Alfajayucan), con
algunas variedades cultivadas (Barrientos, 1972), O. megacantha (tuna amarilla) y
O. tomentosa.

B. Zona del altiplano. Que se ubica principalmente en los estados de
Zacatecas y San Luis Potosi, pero que también comprende partes de
Aguascalientes, Durango, Guanajuato y Jalisco. Incluye vegetacion arbérea de O.
leucotricha (nopal duraznillo), O. streptacantha (nopal cardon), asi como plantas
arbustivas de O. robusta (nopal tapon), O. cantabrigiensis (nopal cuijo), O.
rastrera (nopal rastrero), O. lindheimeri (nopal cacanapo) y O. leptocaulis (nopal

tasajillo).
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C. Zona Norte. Ubicada en el desierto Chihuahuense, es la region de
mayor tamafo e incluye los estados de Chihuahua, Durango, Zacatecas y
Coahuila. Esta representada por vegetacion arbustiva de O. cantabrigiensis, O.
phaeacanta (nopal rastrero) O. rastrera y O. lindheimeri.

D. Zona costera del Golfo de México. Cubre parte de los estados de
Coahuila, norte de Nuevo Leon y Tamaulipas. Plantas arbustivas de O.

lindheimeri asociadas con otras especies forrajeras.

2.1.12 Condiciones agroecoldgicas para el cultivod el nopal

2.1.12.1 Suelos y fertilidad

En México, el nopal prospera en una amplia gama de suelos; desde
acidos 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).

2.1.12.2 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 acumulacién de sodio en la zona de enraizamiento; esta restriccion
puede eliminarse mediante la seleccién 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).
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2.1.12.3 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
(Séenz, 2006).

2.1.12.4 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 o0 esteparios, con lluvias en verano, con lluvias escasas en
todas las estaciones del afio y en climas deseérticos con lluvias en verano, en
cualquier época del afio y en 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 (Sadenz, 2006).

2.1.12.5 Temperatura

Los nopales pueden tolerar altas temperaturas, entre 50 o 55 T cuando
estan aclimatados adecuadamente. El nopal y otras cactaceas se encuentran en
lugares donde las temperaturas medias anuales se aproximan a los 23 TC. Las
principales zonas nopaleras se ubican en aquellas zonas con temperaturas
medias anuales que oscilan entre 16 y 20TC. Sin emb argo, debido a su amplia
adaptacion, las especies del género Opuntia, pueden soportar temperaturas
extremas de 10 a 50 €, minima y maxima, respectiva mente. En cuanto a bajas
temperaturas, se tiene que las especies cultivadas para obtener tunas y forraje
pueden sufrir dafilos con heladas de —5 a -10C sobre todo en plantas jovenes
durante los dos primeros afios 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).
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2.1.12.6 Precipitacion

Respecto a la precipitaciéon, 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 precipitaciéon que

oscila entre los 300 y 700 mm de lluvia anual. (Sdenz, 2006).

2.1.13 Importancia forrajera del nopal

Los cactus, y especificamente Opuntia spp., han constituido una fuente de
forraje extremadamente (til en tiempos de sequia, primordialmente porque
proveen de energia digerible, agua y vitaminas no solo para el ganado, pues
también ha sido usada como forraje para cerdos, sin embargo, debe ser
combinado con otros alimentos para complementar la dieta diaria, debido a que
Opuntia tiene bajos contenidos de proteina, a pesar de ser rica en carbohidratos
y calcio. Ya que crece en tierras severamente degradadas, su uso es importante
por su abundancia en areas donde muy poco cultivos logran desarrollarse y
producir. Se estima que, alrededor del mundo, se cultivan 900 000 hectareas de

Opuntia para produccién de forraje.

La causa principal de baja productividad del ganado de México se debe a la
alimentacion deficiente del mismo, principalmente en las zonas aridas y en las
semiaridas donde la produccion de forraje es pobre e irregular durante el afio y
variable en cada afio, por lo que la utilizaciéon de nopal para el consumo de los
animales constituye el recurso valioso en estas zonas. Este valor se determino

por las condiciones de vida del nopal asi como su valor nutritivo. De Alba (1971).

Al respecto Flores (1977) hace el andlisis bromatologico de diferentes
especies de nopal (cuadro 2); Flores también, compara la produccién de Opuntia
con otras especies forrajeras, maiz forrajero y remolachas, y encuentra que el
nopal tiene mayor produccion de nutrientes a un costo menor en condiciones de

riego y temporal.
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Cuadro 2. Andlisis bromatolégico de diferentes especies de nopal (porcentajes

con base en materia seca.

Genotipo Materia | Materia | Proteina | EE | Fibra | Ceniza | ELN
Seca | Organica Cruda

Nopalea spp. 10.69 73.79 8.92 150 | 17.21 | 26.21 | 50.70
O.chrysacantha 15.52 73.45 3.54 1.10 | 4.32 26.55 | 64.43
O. tenuispinta 12.45 70.20 4.42 1.04 | 5.14 29.80 | 59.52
O.megacantha 10.12 74.52 7.71 1.38 | 3.75 25.49 | 68.87
O. rastrera 14.41 59.89 2.78 0.76 | 6.18 40.11 | 43.23
O.azurea 12.55 68.88 4.54 1.35 | 3.98 30.12 | 69.84
O.cantabrigensis | 11.89 68.46 4.79 1.09 | 3.70 31.54 | 58.87
O.engelmanii 15.07 68.41 3.32 1.19 | 3.58 31.59 | 60.32
O.lucens 17.45 69.59 3.67 0.57 | 2.58 | 30.43 | 62.75
O.lindehimeri 11.57 74.50 4.15 1.03 | 3.02 2550 | 66.25
O.robusta 10.38 81.41 4.43 1.73 | 17.63 | 18.59 | 57.61
O.streptacantha 16.10 79.38 3.17 1.99 | 18.88 | 20.62 | 55.34
O.leucotricha 4.50 74.00 7,56 2.66 | 14.00 | 26.00 | 49.78
O.imbricata 17.71 84.25 7.11 1.75 | 11.51 | 15.75 | 63.86
O.cacanapo 16.95 72.51 5.19 2.06 | 11.20 | 27.49 | 54.04
O.stenopetala 13.24 77.87 8.84 1.74 | 9.14 22.13 | 58.16
O.duranguensis 10.34 82.94 451 1.29 | 8.23 17.06 | 68.91
O.ficus-indca 11.29 86.93 3.80 1.38 | 7.62 | 13.07 | 74.13

Fuente: Flores, 1977.

EE: Extracto Etéreo. ELN: Extracto libre de Nitrogeno.

18



El nopal se puede emplear no solo durante la sequia, también como parte
integral de la alimentacién de los rebafios con los que se obtiene provecho y se
producen efectos benéficos en los animales que han estado sujetos a una dieta a
base de forrajes secos Se estima que el ganado vacuno puede consumir de 15 a
40 Kg. de cladodios frescos/dia/cabeza, pero bajo condiciones de sequia extrema
el consumo puede alcanzar hasta 90 Kg. diarios, si hay abundancia de cladodios,
mientras que en las ovejas y cabras consumen entre 3 y 9 Kg. /dia. Durante las

estaciones lluviosas, el consumo puede decrecer si existe pasto u otros forrajes.

Para ganado estabulado y ovejas, el consumo de nopal varia ampliamente
(de 15 a 95 Kg. /dia) dependiendo de la disponibilidad de otros forrajes. Los
forrajes mas comunes usados como complemento del nopal son: alfalfa (fresca o
henificada), rastrojo de sorgo, harina de maiz o frijol, trigo 0 avena, que poseen
bajo valor nutricional comparada con opuntia. La demanda de nopal se
incrementa dia a dia, particularmente durante periodos de sequia. (Rios, 1954,
Rojas et al., 1966).

En este caso, conviene tomar en cuenta la digestibilidad del nopal. La
digestibilidad del nopal en comparacion con los forrajes es buena, ya que algunos
aspectos superan a la alfalfa, como es el caso de materia seca, grasa cruda, fibra,

extracto libre de nitrdgeno y materia organica.

Flores (1977) considera que el nopal es un forraje pobre en nutrientes con
una digestibilidad regular; también considera que es un forraje con gran cantidad
de agua y pobre en materia seca, tosco con base en el nivel de energia que se
metaboliza por kilogramo de materia seca, y que su energia digestible debe
considerarse en el nivel de los forrajes toscos de la época de escasez como

pajas, rastrojos y silos (1.83 Kg. de calorias, 1 Kg de materia seca).
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Aungue también la utilizacién del nopal en la produccién pecuaria presenta

algunas desventajas como las siguientes:

1. Se necesita gran cantidad de materia verde para cubrir los

requerimientos nutritivos diarios del animal.
2. El nopal debe complementarse con alimento proteico.

3. El ganado a veces continua comiendo nopal sin chamuscar
(enviciamiento), lo que causa dafios internos y externos que pueden facilitar la

penetracion del gusano tornillo que es costoso de combatir.

4. Se reduce la produccion total de pastura pues el nopal extrae humedad y

nutrientes del suelo que pueden servir para forrajes mas adecuados.
5. El ganado es mas dificil de manejar en praderas que tienen nopal.

6. Hay un incremento de roedores dafinos que se refugian en nopaleras.

2.1.13.1 Contenido nutricional

El contenido nutricional de nopal puede variar incluso en una misma
region, el cuadro 3 muestra al contenido nutricional de algunas variedades mas

comunes en la region de Saltillo, Coahuila.
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Cuadro 3. 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 21 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

2.2 Celulosa

La celulosa es un polisacarido estructural en las plantas ya que forma parte
de los tejidos de sostén. La pared de una célula vegetal joven contiene
aproximadamente un 40% de celulosa; la madera un 50 %, mientras que el

ejemplo mas puro de celulosa es el algoddn con un porcentaje mayor al 90%.

A pesar de que esta formada por glucosas, los animales no pueden utilizar
la celulosa como fuente de energia, ya que no cuentan con la enzima necesaria
para romper los enlaces B-1,4-glucosidicos, es decir, no es digerible por los

animales.
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Pero ademas, la configuracién 3 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).

En el aparato digestivo de los rumiantes (pre-estbmagos), de otros
herbivoros y de termitas, existen microorganismos, muchos metandgenos, que
poseen una enzima llamada celulasa que rompe el enlace B-1,4-glucosidico y al
hidrolizarse la molécula de celulosa quedan disponibles las glucosas como fuente

de energia.

CH.OH H OH CHLOH
OH HwH
H H )
S
H O0H CHAOH

Figura 1. Estructura quimica de la celulosa.
Fuente: Goppar (2006).

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 sub
microscépicas 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 vy
Waliszewski, 2005).
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La extraccion de enzimas de interés es la aplicacién de enzimas celulasas
o preparados con actividad enzimatica mudultiple (celulasa, hemicelulasa y
pectinasa) debido a su efecto, por el potencial que tienen sobre la hidrdlisis de los
componentes estructurales de la pared celular de los vegetales (Chacon y
Waliszewski, 2005).

2.2.1 Enzimas implicadas en la degradacion de celul  osas

La accion enzimatica para llevar a cabo la hidrdlisis 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-p-D-glucano glucanohidrolasa, la exo-B3-1,4-
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 [B-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 pequerfios celoligosacaridos (Gaitan y Pérez, 2005).

Otro mecanismo propuesto por la literatura para la degradacion de la
celulosa puede resumirse en tres etapas; primero la endo B-1,4-glucanasa actla
al azar sobre los enlaces 3-1,4 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 B 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
disminucién de la longitud de la cadena de celulosa y la creacion de nuevos

extremos reactivos que sirven de sustrato para la posterior accion de C1.
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En la segunda etapa actia exo (-1,4-glucanasa, la cual es una enzima
gue 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 hidrdlisis enzimatica, la celobiosa, lo que disminuye la eficiencia
de la hidrolisis una vez degradada las zonas amorfas de la celulosa, tiene lugar la
tercera etapa de hidrolisis en donde la regidn cristalina comienza a ser
hidrolizada, como resultado de la accién sinergista de la endoglucanasa y la
exoglucanasa. Finalmente, una etapa que limita la degradacién de la celulosa es
la hidrdlisis de la celobiosa a glucosa mediante la accion de la B-1,4-glucosidasa,

porque las glucanasas son inhibidas por celobiosa (Chacon y Waliszewski, 2005).

2.2.3 Degradacion de celulosa por microorganismos a  erobios y

anaerobios

La degradaciébn 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 nitrdgeno 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
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 secrecidén 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.
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Esta fundamental diferencia tiene implicaciones en el uso biotecnol6gico 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 degradacion por los cambios
en las condiciones ambientales (Castellanos et al 2009).

2.2.4 Factores ambientales que determinan la degrad acion

microbioldgica 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 bioldgica de la celulosa puede llevarse a cabo
desde temperaturas cercanas a la congelacion 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
gue la micro flora termofilica puede degradar celulosa arriba de 45T.

Debido a los cambios de la composicion de la flora inducidos por la
temperatura, el calor aumenta la velocidad de transformacion del sustrato a causa

del efecto directo de esta sobre la accion enzimatica (Carrillo, 2003).

Aireacion: También rige la composicién de la flora activa, a causa del
proceso anaerobico, el metabolismo de la celulosa es reducido significativamente e
medios deficientes de oxigeno en comparacion con habitats aireados (Carrillo,
2003).

pH: En medios con pH entre neutro y alcalino, muchos microorganismos son
capaces de crecer y liberar enzimas apropiadas para la hidrolisis 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).
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2.2.5 Factores que determinan la actividad enzimati ca de las

celulasas

Son diversos los factores asociados con la naturaleza del sistema
enzimatico de las celulasas ha sido sugerido por influenciar el proceso hidrolitico.
Estos incluyen inhibicion del complejo de celulasas por el producto final,
inactivacion térmica, sinergismo e irreversible adsorcion de las enzimas, teniendo
estos Ultimos la mayor influencia en la degradacién del polisacarido (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 actuan 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
inhibicion de las exoglucanasas por acumulacion de producto y por tanto

generando un aumento en la tasa hidrolitica (Alexander, 1980).

Adsorcion: La hidrdlisis de la celulosa difiere de otras reacciones enzimaticas
en que 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 Walls y puentes de hidrogeno. Ademas dichos dominios
cuentan con aminoacidos aromaticos que confieren una especificad adicional y

estabilidad al complejo enzima — sustrato (Alexander, 1980).
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2.3. Pectina

Las pectinas son polisacaridos que sirven como cemento en las paredes
celulares de todos los tejidos de las plantas. La parte blanca de las cascaras de
limén o naranja contienen aproximadamente 30% de pectina. La pectina es un
éster metilado del acido poligalacturénico, y consiste de cadenas de 300 a 1000
unidades de acido galacturénico conectadas por enlaces la—4. El grado de
esterificacion (GE) afecta las propiedades gelificantes de la pectina. La estructura
ilustrada (figura 2.) aqui tiene tres metil ésteres (-COOCHj3) por cada dos grupos
carboxilos (-COOH). Esto corresponde a un 60% de esterificacion o una pectina
GE-60. La pectina es un ingrediente importante para conservas de frutas, jaleas, y
mermeladas.

COOCH, COOH COOCH, COOCH, COOH
0 0 0 0 0
i H H H H H H H i Ho
O Now w2 Now w/-% Nonw n/ Now u/d Non w/-°
H H H H H
H OH H OH H OH H OH H OH

Figura 2. Estructura quimica de la pectina.
Fuente:(Gibbons, 2002).

Esta estructura puede presentar modificaciones importantes. Quiza la mas
importante sea la esterificacion de los grupos carboxilo en el carbono seis de la
galacturonato, que frecuentemente presentan unido un grupo metoxilo. Esta
caracteristica estructural ha servido como base para clasificar a las sustancias

pépticas en tres grandes grupos (Charley, 1987).

En primer lugar tenemos aquellas moléculas cuyos grupos carboxilo se
encuentran libres, sin esterificar; estos son los llamados acidos pecticos, que son
solubles en agua y capaces de formar sales con iones como el Calcio o el

Magnesio.

Enseguida tenemos a las pectinas propiamente dichas, que presentan un
porcentaje variable de metoxilacion: desde menos del 50% para las pectinas de
bajo metoxilo. Las pectinas son poco menos solubles que los correspondientes

acidos.
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Finalmente, tenemos aguellas moléculas en las cuales practicamente todos
los residuos de galacturonato se encuentran metoxilados y que son llamados

protopectinas, estas son practicamente insolubles en agua.

Otra modificacion importante sobre la estructura bésica es la presencia de
residuos de otros azucares ademas del galacturonato, como son las ramnosas, la

xilosa y la arabinosa (Badui, 1988).
2.3.2 Propiedades de las pectinas

La primera consiste en que, siendo moléculas muy largas, las soluciones
gue forman son extremadamente viscosas. Esta propiedad se ha aprovechado
utilizando a las pectinas como espesantes de algunos alimentos y farmacos. La
otra propiedad importante radica en la capacidad que tienen las pectinas a cierta
concentracion de formar geles en pH acido en presencia de azucares; esta
propiedad se ha aprovechado para la fabricacién de alimentos tan tradicionales
como las mermeladas y ates. No obstante, la forma exacta de como esta

constituida esta malla molecular aun es motivo de estudio (Charley, 1987).
2.3.3 Cinética enzimatica

La cinética enzimética es el analisis cuantitativo de cada uno de los
factores que intervienen en la tasa de reaccion. Esto se ha estudiado desde
finales del siglo pasado, sin embargo, en aquel entonces no se disponia de
enzimas en forma pura, los métodos de medicion eran primitivos y el uso de

amortiguadores para controlar el pH no se habia introducido.

Las enzimas son responsables de catalizar la sintesis de gran cantidad de
compuestos dentro de la célula, lo cual se lleva a cabo a temperatura y presion
ambiente. Un catalizador aumenta la velocidad de una reaccion quimica, sin
afectar el equilibrio de esta. Las concentraciones al equilibrio pueden ser
calculados usando solo las propiedades termodinamicas de reactivos y productos,

ya que los catalizadores solo disminuyen la energia de activacion.
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Existe una gran similitud entre las reacciones cataliticas quimicas y las
enziméticas bioquimicas. Sin embargo, existen algunas diferencias entre las
enzimas y los catalizadores quimicos.

Las enzimas catalizan reacciones bajo condiciones suaves, temperatura
menor a 100C, presion atmosférica y pH casi neutro, mientras que los
catalizadores quimicos requieren, en la mayoria de los casos, temperatura y
presion elevadas y pH por ser extremos, para ser eficaces. Mientras que en las
reacciones donde se utilizan catalizadores quimicos, se obtienen comunmente
productos colaterales, las enzimas generalmente presentan un grado de
especificidad elevado, tanto por los sustratos que se utilizan, como por los

productos obtenidos, siendo raro que proporciones productos colaterales.
2.3.4 Accion y clasificacion de las pectinasas

El termino pectinasas, es un término genérico que comprende al menos
unas doce actividades enzimética distintas, por lo que las pectinasas se han
clasificado en grupos, de acurdo al tipo de sustrato que se tienen y como lo
atacan (Ward, 1985).

Tenemos asi, una primera clasificacion en dos grandes grupos: las
pectinesterasa, que son aquellas que atacan el enlace ester entre el metoxilo y el
carbono seis de cada acido galacturonico de la cadena de pectina, y las
depolimerasas, que rompen el enlace glucosidico a 1-4 entre dos residuos de
acido galacturonico adyacentes, ya sea por B-eliminacion (liasas) o por hidrolisis
(hidrolasas) (Rambouts y Pilnik, 1980).

Dentro de las depolimerasas encontramos, a su vez, las esopectinasas y
las endopectinasas, de acuerdo a si atacan a la pectina solo a partir de los
extremos, o bien, si la atacan en cualquier punto al azar a lo largo de toda la
cadena. (Ward, 1985).
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En una clasificacion mas fina encontramos tipos mas precisos de enzimas,

capaces de degradar moléculas mas especificas y liberar diferentes productos:

Las pectinesterasas, son formadas por plantas superiores, hongos,
levadura y algunas bacterias (Ward, 1985; Barnby y col., 1990). Estas enzimas
presentan una alta especificidad hacia el enlace ester del acido pectico.
Usualmente el uso de estas enzimas es medida en ensayo de laboratorio por
medio de la titulacion continua de los grupos carboxilo liberados por su accion

sobre la pectina (Kilara y Benchura, 1990).

Las liasas, también llamadas transeliminasas, al atacar a sus sustratos por
B eliminacion producen un doble enlace entre los carbonos cuatro y cinco del

extremo reductor recién formado (Richardson y Hyslop, 1985).

Las exopectatoliasas. Este tipo de enzimas pectinoliticas es sintetizada por

varios géneros bacterianos y fangicos.

2.3.5 Produccion industrial de pectinasas

Las pectinasas son manufacturadas comercialmente por varias compafiias
en Europa, Estados Unidos y Japon (Raimboult, 1981; Oriol, 1987).

Estas compafias enfrentan ahora el problema de hacer mas eficiente su
produccion, obteniendo preparaciones enzimaticas mas puras, mas concentradas
y de mayor calidad a bajo costo. Se trata de eficiente los procesos de produccion
y se buscan sustratos mas baratos para el crecimiento de microorganismos
generadores de las enzimas de interés, ya que la pectina resultaria incosteable
como sustrato. En el presente, la sintesis microbiana de enzimas a nivel industrial
requiere de microorganismos altamente productivos para reducir los costos de
produccion (Solis y col., 1990).

Aunque existen, bacterias productoras de pectinasas, como por ejemplo,
Bacillus subtilis, las enzimas de origen bacteriano son vistas con cierta
desconfianza y no son producidas comercialmente, aunque representan aun una
fuente potencial interesante si se considera que en algunos casos son producidas

en forma constitutiva (Tsuyumu, 1977; Tsuyumu. 1979).
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Las pectinasas fungicas que se producen comercialmente consisten en
mezclas de pectinesterasas, pectinliasas y poligalocturanasas y en ocasiones
algunas otras actividades enzimaticas en diversas proporciones (Kotzekidou,
1991).

2.3.6 Aplicacion de las pectinasas

Ademas de la relevancia que tienen las pectinasas en la naturaleza, estas
enzimas presentan una importancia economica considerable debido a que se les
utiliza ampliamente en ciertos procesos industriales, sobre todo en el area de
procesamiento de alimentos (Ghildyal y col., 1981; Solis, 1988; Larios y col.,
1990; Solis, 1990). Entre las aplicaciones mas importantes de las pectinasas
dentro de la rama alimentaria estan: clarificacion de jugos de frutas y vinos,
extraccibn de néctares y frutas tropicales, aumento del rendimiento en la
extraccion de jugos de citricos, valorizacion de desechos agroindustriales y
obtencion de subproductos. Fuera de la rama alimentaria también se ha
encontrado uso alas pectinasas, que son utilizadas en la industria papeleray en la
textil (Ghildyal y col., 1981).

Las pectinasas han sido usadas en la industria durante 50 afios; su
aplicacion en estas y otras ramas seguramente continuara expandiéndose, pues
constituyen una herramienta indispensable para el desarrollo de ciertas
tecnologias (Rambouts y Pilnik, 1980).

Las ultimas tendencias en los estudios y desarrollos sobre las pectinasas
se enfocan en su aspecto de su biologia molecular, que es compleja, tratando, por
un lado de encontrar pectinasas que trabajen en condiciones extremas, y por el
otro clonando y expresando heterologamente diversas combinaciones de genes
de estas y otras enzimas para obtener, por asi decirlo, extractos enzimaticos

hechos a la medida.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Localizacion del area de estudio

El presente trabajo se realizo en las instalaciones de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, especificamente en el laboratorio de Nutricion
Animal y en el laboratorio de Microbiologia perteneciente al Departamento de
produccion Animal. Este trabajo se dividié en 2 etapas, las cuales se describen a
continuacion.

Etapa I. Caracterizacion bromatolégica del nopal
3.2 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 los periodos
comprendidos del 10 de Marzo al 10 de Abril de 2011.

Se evaluaron nutricionalmente dos especies de nopal las cuales fueron
recolectadas en diferentes partes del Estado de Coahuila.

La primera variedad fue el Opuntia ficus indica (figura 3), esta variedad fue
recolectada en el Ejido 18 de Marzo, con cabecera Municipal en San Antonio de
las Alazanas, Municipio de Arteaga, Coahuila. La segunda variedad fue el Opuntia

rastrera (figura 4), esta variedad fue tomada en Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Figura 3. Opuntia ficus indica Figura 4. Opuntia rastrera
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3.2.1 Determinacion de materia seca parcial

Todos los alimentos contienen cantidades de agua que varian de 10-90%
porque también varia la concentracion de sus nutrientes, es de gran importancia
conocer la cantidad de agua de un alimento o insumo, ya que este es un factor
importante en su conservacion. Se considera humedad al agua contenida o
impregnada en los alimentos en el componente mas simple de analizar ya que se
determina por desecacion mediante evaporacion sometiendo la muestra a 65-70°
C durante 24 horas, la planta en crecimiento puede contener un 70-80 % de agua;

a este tipo de muestras se les determina materia seca parcial.

La materia seca parcial es el método mas utilizado, que consiste en la
eliminaciéon de agua libre por medio de calor de circulacién, seguida por la
determinacion del peso del residuo, esta técnica se basa en someter a los
insumos o alimentos a altas temperatura entre 69-65° C la temperatura se regula
para efectuar un secado maximo y para evitar un minimo de pérdidas de

sustancias volatiles y otras que se descomponen.

Se encendid la estufa de secado marca Robert Shaw a una temperatura
aproximada de 60-65° C, después se pusieron las muestras frescas previamente
cortadas en trozos pequefios y delgados en charolas grandes, se introdujeron las
charolas con la muestra de nopal en la estufa durante 12-14 horas. Se sacaron
las muestras de la estufa, enfriandose a temperatura ambiente, para después

pesar las muestras totalmente secas.

Para obtener el porcentaje de materia seca parcial se utiliza la siguiente

ecuacion matematica:

Peso de Muestra seca
% MSP = ——mm e X 100

Gramos de muestra
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3.2.2 Determinacion de materia seca total

La materia seca, no es mas que la muestra a la que se le ha extraido el
agua por accion del calor. Esta constituida por una porcién susceptible de
guemarse ya que esta constituida por sustancias que contiene carbono o materia
organica y que constituye a dar energia al alimento, la otra porcion incombustible
se encuentra formada por sustancias que no pueden quemarse y que los residuos
gue forman son ceniza cuando se someten a calcinacion.

La materia seca total se obtiene mediante la evaporacion total de la
humedad a una temperatura que varia entre 100-105°C. Este método determina el
agua contenida en los alimentos.

Primeramente a las muestras recolectadas se les quitaros las espinas y
fueron cortadas en trozos pequefios y puestas en charolas grandes para después
meterlas a la estufa de secado marca Robert Shaw la cual estaba a una
temperatura de entre 65-75°C las muestras estuvieron en la estufa hasta que las
variedades de nopal estaban totalmente secas, una manera de saberlo era que el
nopal se quebraba faciimente y mantenia un peso constante.

Después la muestra totalmente seca se moli6 en el molino Wiley,
colocando la muestra en un frasco limpio y seco. Prosiguiendo a su etiquetado.

Se colocaron los crisoles en la estufa a 80-110°C durante 24 horas para
gue estén a peso constante. Después los crisoles fueron sacados con pinzas y
puestos en el desecador, dejandolos enfriar por un periodo aproximado de 10
minutos y se procedio a pesar.

Se pesaron 2 gramos de muestra y se colocaron en los crisoles, se
colocaron en la estufa toda una noche y nuevamente se sacaron los crisoles con
pinzas, para después colocarlos en el desecador, para después enfriar y pesar.

Para la determinacion de materia seca total se utilizo la siguiente formula:
Peso del crisol + Muestra seca — peso del crisol vacio

S — x 100

Gramos de muestra
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3.2.3 Determinacion de ceniza

El término de ceniza se refiere a la que queda de la combustion total de
una muestra de alimento. Las cenizas no contienen Carbono y estan formadas
por diversas sustancias minerales. La porcion incombustible (cenizas) se
determina quemando la porcibn de combustible mediante una elevada

temperatura (calcinacion) que puede ser de 500-600° C.

Para continuar con nuestro analisis bromatolégico se realizo la
determinacion de ceniza que consistié en la preincineracion de las muestras en
parrillas hasta que se dejo de ver humo en cada una de ellas, después se
colocaron en la mufla durante 2-3 horas. Las muestras se sacaron de la mufla
marca Thermolyne modelo 1500 (figura 5) cuidadosamente con las pinzas para
crisol y fueron colocadas en el desecador para después dejarlas enfriar durante
15 minutos y efectuar el respectivo pesaje.

Para la determinacion de ceniza se utilizo la siguiente férmula:

Peso del crisol + Cenizas — Peso del crisol vacio
00 C o mmm s x 100

Gramos de muestra

% Materia Organica = % Materia seca total - % Ceniza

Para ajustar sus datos en base a Materia Seca Total dividir su % Cenizas

entre su porcentaje MST y Multiplicar por 100.

1500 8

Fumace

Figura 5. Mufla marca Thermolyne modelo 1500
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3.2.4 Determinacion de proteina cruda o bruta (Méto do
Microkjeldhal)

El termino o adjetivo de bruto o cruda, es para indicar que no son
determinaciones de entidades quimicas puras, sino que ademas se obtienen de
otros compuestos que no son estrictamente proteinas. Las proteinas son
compuestos nitrogenados que estan integrados por cadenas de aminoacidos que
son necesarios para realizar las funciones fisiologicas del animal. El principio
basico de este método se basa en la conversion de nitrégeno de las sustancias
nitrogenadas de amonio.

Para la determinacién de proteina cruda, primero se peso .05 gramos de
muestra de nopal previamente molida previamente envuelta en papel, a
continuacion se coloco tal muestra en el matraz Kjeldahl con 4 perlas de vidrio
con la finalidad de mantener constante la ebullicion, se agregaron 4 ml. de mezcla
digestora. Se coloco el matraz en el digestor, (figura 6) encendiéndose la parrilla
entre 4-5, se encendid el motor aspirador de gases, hasta que la muestra cambie
de color café oscuro a verde claro. Se dejo enfriar el matraz, se coloco en la llave
del agua con cuidado, agregando 100 ml. de agua destilada, después se vacio el
resultado de la digestién en la copa del equipo de destilacién, se enjuagé lo que
guedo en el matraz con agua destilada, a esto se le agrego lentamente por las
paredes de la copa del equipo de destilacion 100 ml. de hidréxido de sodio al
45%, recibiendo 70 ml. del destilado en vasos de precipitado que contenian 5 ml.
de acido borico al 2.2 y 5 gota de indicador mixto, por ultimo se titulo con acido
sulfarico al 0.1 N de color azul a rojo.

Para la determinacion de proteina cruda se utilizo la siguiente ecuacion

matematica:

(ml. de acido sulfarico gastados en la muestra — ml. de acido sulfarico
gastados en el blanco) X .014 X Normalidad del acido)
O N oo e x 100

Gramos de muestra

36



N = Normalidad del acido sulfarico

1.014 = mini equivalente de nitrogeno

1 eq. de nitrégeno pesa 14g/eq = 14/100 = mini equivalente

% PC=%Nx6.25

El 6.25 resulta de dividir 100 entre 16 que es el porcentaje de nitrégeno que

tienen algunos alimentos.

g
Y P iy
?LJ»’P -

Figura 6. Microkjeldahl

3.2.5 Determinacion de extracto etéreo o grasa

La grasa cruda es otro de los componentes quimicos que representa la
grasa y que algunas veces se le denomina extracto etéreo. La grasa cruda esta
formada principalmente por lipidos y por otras sustancias que no lo son, pero que
son solubles en ciertos solventes de las grasas.

Al realizar el andlisis del extracto etéreo, no solamente se encuentran en
este la grasa y aceites, si no otros compuestos como las vitaminas liposolubles,
pigmentos, fosfolipidos, glicolipidos, ceras, parafinas y xantofilias. EI compuesto
que mas se emplea en la extraccion de extracto etéreo es el hexano que
mediante el calor extrae los compuestos solubles hasta que la muestras se seca.

Se colocaron los matraces bola de fondo plano, previamente con 3 perlas
de vidrio en la estufa durante 12 horas para que estén a peso constante.

A la par en un papel filtro se pesaron 5 gramos de muestra del nopal
molido, poniendo la muestra pesada en un dedal de asbesto doblando con
cuidado el papel que contiene la muestra.

Después con las pinzas se sacan con cuidado los matraces bola de fondo
plano, se colocaron en el desecador durante unos 15-20 minutos
aproximadamente dejando que se enfriaran para después llevar los matraces a

pesar.
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Posteriormente se agrego al matraz 250 ml. de hexano. Se coloco el dedal
en el sifon Soxleth (figura 7), junto con el matraz bola el refrigerante, se encendi6
la parrilla y se abrid la llave del agua, dejando aproximadamente 12 horas
sifoneando. Con cuidado se retiro el dedal con pinzas, recuperando el solvente
(hexano), se coloco el matraz en la estufa, se dejo 12 horas, se saco, enfri6 para
después pesarse.

Para la determinacion de extracto etéreo grasa total se utilizo la siguiente

formula:

Peso del matraz + Grasa — Peso del matraz vacio
R e S S X 100

Gramos de muestra

Para ajustar su % EE en base a materia seca total se divide entre % MST y

se multiplica por 100.

Figura 7. Sifon Soxleth

38



3.2.6 Determinacion de fibra cruda (FC)

Quimicamente la fibra cruda corresponde a la lignina y a la celulosa, es
decir a los glucidos insolubles en el agua que resisten a la accidn hidrolitica de los
acidos y élcalis, con esto se trata de imitar la digestién acida del estomago y la
digestion alcalina del intestino. Esta fraccion estd determinada o integrada por
celulosa y otros hidratos de carbono insolubles o que no se disuelven facilmente.

Para llevar a cabo la obtencion de fibra cruda se utilizaron las bolsas de
Nylon, identificadas, exclusiva para filtrar, las cuales fueron puestas por 24 horas
en la estufa para obtener peso constante de cada una de ellas, después se
pesaron 0.5 gramos de muestra seca molida de nopal, tales muestras fueron
puestas dentro de bolsas de Nylon, para después ser selladas una por una.

Se introdujeron las bolsas al equipo analizador de fibra Ankom 200, se le
agrego la soluciéon FC y se activo la temperatura (100 ) con su respectiva
agitacion con duraciéon 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
T cada uno, se volvié a drenar el agua, se sacé la bolsa del equipo para ser
sumergida en acetona y secada en la estufa a 110C de 2 a 4 horas, por ultimo se
pesé en una balanza analitica, para después obtener los resultados de fibra
cruda.

Para la determinacion de fibra cruda se utilizo la siguiente férmula:

(Peso final de las bolsas + Muestra — (Peso de la bolsa vacia X FC blanco)
%FC = x 100

Gramos de muestra

FC blanco = Factor de Correccién .1546
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3.2.7 Determinacion de fibra detergente acida (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
fraccion 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 llevar a cabo la obtencién de fibra detergente acida, se utilizaron las
bolsas de Nylon, identificadas, exclusiva para filtrar, las cuales fueron puestas por
24 horas en la estufa para obtener peso constante de cada una de ellas, después
se pesaron 0.5 gramos de muestra seca molida de nopal, tales muestras fueron
puestas dentro de bolsas de Nylon, para después ser selladas una por una. Se
introdujeron las bolsas al equipo analizador de fibra Ankom 200, se le agrego la
solucién FDA y se activo la temperatura (100 ) co n su respectiva agitacion con
duraciéon 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 T 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 110C de 2 a 4 horas, por ultimo se pesé en una
balanza analitica, para después obtener los resultados de FDA.

Para la determinacion de fibra detergente neutra se utilizo la siguiente

formula:

(Peso final de las bolsas + Muestra — (Peso de la bolsa vacia X FC blanco)
%FDA = x 100

Gramos de muestra

FC blanco = Factor de Correccion .1546

40



3.2.8 Determinacion de fibra detergente neutra (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 fermentacidn microbioldégica para su
aprovechamiento este método no puede aplicarse en alimentos con alto contenido
de proteina y bajo contenido de fibra.

Para llevar a cabo la obtencién de fibra detergente neutra, se utilizaron las
bolsas de Nylon, identificadas, exclusiva para filtrar, las cuales fueron puestas por
24 horas en la estufa para obtener peso constante de cada una de ellas, después
se pesaron 0.5 gramos de muestra seca molida de nopal, tales muestras fueron

puestas dentro de bolsas de Nylon, para después ser selladas una por una.

Se introdujeron las bolsas al equipo analizador de fibra Ankom 200, se le
agrego la solucion FDN y se activo la temperatura (100 ) con su respectiva
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
T cada uno, se volvid a drenar el agua, se sacé la bolsa del equipo para ser
sumergida en acetona y secada en la estufa a 110C de 2 a 4 horas, por ultimo se
peso en una balanza analitica, para después obtener los resultados de FDN.

Para la determinacion de fibra detergente neutra se utilizo la siguiente

formula:

(Peso final de las bolsas + Muestra — (Peso de la bolsa vacia X FC blanco)
%FDN = x 100

Gramos de muestra

FC blanco = Factor de Correccion .1546
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Etapa Il. Fermentaciébn para la produccion del extra cto
enzimatico a partir de un microorganismo aislado de | rumen
bovino.

3.3 Material Bioldgico
Se utilizaron cepas de los microorganismos VML-2 (vaca alimentada con
masilla y levadura), tomadas de cultivos puros aislados e identificados por Valdez

(2010) pertenecientes al cepario del Departamento de Produccién Animal.

3.3.1 Preparacion de Medio Solido

Para la realizacion del medio sélido se diluyeron 8.38 gr. De agar
Schaedler (BD BBLTM), en 200 ml. de agua destilada, solubilizando para
posteriormente esterilizar en la autoclave a una temperatura de 121° C a 15 Ib. de
presion por 15 minutos. Se vaciaron de 15-20 ml. del agar Schaedler en las cajas
Petri.

3.3.2 Siembras en Medio Solido

Se realizaron siembras en cajas Petri estériles, por el método de estria
abierta cruzada sobre el agar Schaedler (figura 2), para después incubar a 37C
por 24 horas bajo condiciones de anaerobiosis, hasta observar crecimiento sobre
el medio. Para la creacion del ambiente en condiciones anaerdbicas 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 colocé una vela
prendida y se cerré 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 8. Método de siembra por estria abierta cruzada en medio solido.
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3.3.3 Tincion de Gram

Una de las coloraciones mas importantes es la de Gram, siendo de las mas
usadas por los bacteridlogos, por ello las bacterias se clasifican en gram
negativas y positivas. El método fue descubierto por Christian Gram (1884)
cuando trabajaban con cortes histélogos de bacterias. Observo cuando las
secciones eran coloreadas con violeta de genciana anilidada y después tratada
con una solucion acuosa de yodo, el colorante podria ser movido facilmente del

tejido por medio del alcohol, pero no las bacterias que contenian este.

Mas tarde trabajando con las bacterias observo que algunas retenian el
violeta de genciana y otras decoloradas por el alcohol, las primeras las denomino
gram positivo (azules) y las segundas gram negativas; o estas quedan sin color,
por lo que se usa un colorante de contraste como safranina y fucsina (rojo) o
como el verde de malaquita y el acido picrico que dan un color amarillo.

Se realizo un frotis de la cepa del microorganismo VML-2 (vaca alimentada
con masilla y levadura), dejando secar al aire. Después se fijo el frotis al calor
cubriéndose con cristal violeta, se dejo actuar durante 1 minuto, se escurrio el
colorante para después lavarlo con un chorrito de agua destilada. A continuacion
se cubrio el frotis con lugol y se dejo actuar durante 1 minuto, se escurrié el
colorante y se lavo con agua. Posteriormente se decoloro con alcohol
aproximadamente por 5 segundos siguiendo las instrucciones, se cubrié el frotis
con safranina dejando actuar por 1 minuto, se deja escurrir para despueés lavarse
con agua corriente, se secan al aire libre, para finalizar se observa la preparacion

en el microscopio a 100 X utilizando aceite inmersion.
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3.4 Fermentacion para la produccion del extracto en  zimatico
3.4.1 Preparacion del medio liquido especifico para producir
celulasa

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

Cuadro 4. Composicion del medio liquido especifico para produccion de

celulasas.
Componente Cantidad (%)
NaCl 1.5
NaNOs 0.09
KCL 15
Fuente de C (celulosa) 1

Carboximetil celulosa de sodio
(GOLDEN BELL)

KH2POa4 0.6

MgSOa4 0.03

3.4.2 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 esterilizé el medio en un
autoclave a 121C y 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
40C, 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

enziméatico de la biomasa.
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3.4.3 Preparaciéon del medio liquido especifico para producir

pectinasa

Se prepard un medio liquido especifico para la degradacion de pectina con

la siguiente composicion.

Cuadro 5. Composicion del medio liquido especifico para produccion de

pectinasa.
Componente Cantidad (%)

NacCl 1.5
NaNOs3 0.09

KCI 15

Fuente de C (pectina) 1
Carboximietil pectinasa

KH2PO4 0.6
MgSOa4 0.03

3.4.4 Produccion de pectinasas

En un matraz Erlenmeyer de 250 con 70 ml de agua destilada se agregaron
minerales (cuadro 6), se disolvieron y posteriormente se esterilizd el medio en un
autoclave a 121C y 15Lb de presion durante 15min. La fuente de carbono
(pectinasa) 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 realizo
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 pectinasa, 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 enzimatico de la

biomasa.
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Etapa Ill. Cinéticas enzimaticas del nopal empleand o el
extracto enzimatico producido por la cepa VML-2

3.4.5 Preparacion de la solucion madre

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

Ficus indica. O. Rastrera) (Figura 3).

Figura 9. Soluciéon madre (sustrato) al 1 y 5%.

3.4.6 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 enzimético, dejando actuar en bafio maria a 37C a
tiempos en minutos de O, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120,480 (8 horas), 720 (12
horas), 1440 (24horas), 2880 (48horas), 4320 (72horas).
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3.4.7 Determinacion de azUcares reductores

Se llevdé 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. Solucion A: 2.5 g de carbonato de sodio anhidrido (Na2COs), 2.5 g de
tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (KNasH406.4H20), 2 g de bicarbonato de
sodio (NaHCO3) y 20 g de sulfato de sodio (Na2SO4) se disolvieron en agua
destilada y se afor6 a 100 ml. Solucion B: en 50 ml de agua destilada se agrego 1
gota de acido sulfarico concentrado (H2SOa4) disolver 7.5 g de sulfato de cobre
pentahidratado (CuSOa4.H20). El reactivo 1 se preparé mezclando 4 ml de solucion
en 100 ml de solucién A.

Preparacion del reactivo 2 (Nelson):

Para la preparacion del reactivo de Nelson se prepararon las siguientes
soluciones. Solucion A: en 225 ml de agua destilada se disolvio 10.5 ml de acido
sulfirico concentrado (H2SO4) y 12.5 g de molibdato de amonio ((CNHa)
6M07024.4H20). Solucibn B: 1.5 g de arsenito de sodio heptahidratado
(NaHAsO4.7H20) se disolvieron en 12.5 ml de agua destilada. El reactivo 2 se
preparé mezclando lentamente la solucion 1y 2 en agitacion y se aforaron a 500

ml. Posteriormente se calentd a 55° C durante 30 min.

Se preparé un blanco para ajustar a cero el espectrofotometro colocando
250 pl de agua destilada en un tubo de ensaye y 250u de reactivo de Somogy, e
incubando a bafo de agua hirviendo por 10 minutos para después agregar 250l
de reactivo de Nelson y 4 ml de agua destilada, se agito vigorosamente y se
calibro el espectrofotdmetro.
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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 actividad enzimatica, posteriormente se incubo en bafio de agua hirviendo
durante 10 minutos, se dej6 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 660 nm. después de haber ajustado

el espectrofotémetro Spectronic 20 Genesys (figura 10) con el blanco.

Figura 10. Espectrofotometro Spectronic 20 Genesys
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa I. Caracterizacion bromatolégica del nopal

4.1 Evaluacion nutricional de las dos variedades de Opuntia
utilizadas.

El cuadro 6 muestra los resultados obtenidos del contenido nutricional de
las dos variedades de Opuntia utilizadas. Realizando una comparacion con el
estudio de (Mata et al.,), quien evalué nutricionalmente 2 variedades de nopal
(Opuntia spp.) forrajero, reporto los siguientes resultados: proteina entre 1.2-
2.65%, extracto etéreo 1.42-1.85%, fibra cruda entre 9.23-10.54%, ceniza entre
12.05-16.23%, MST de 90.14-92.51%. 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 (Flores, 1977), quienes en su estudio bromatoldgico del cladodio
del nopal (Opuntia rastrera) para uso forrajero, 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 que el contenido de FAD se encuentra alrededor de 16% Yy el contenido

de FND entre 30 y 45% aproximadamente.
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Cuadro 6. Contenido nutricional de las dos variedades de Opuntia

utilizadas.
Componente (%) Opuntia ficus indica Opuntia rastrera
Materia seca parcial 8.5659 10.4497
Materia seca total 97.425 95.35
Humedad 2.575 4.645
Ceniza 23.4316 52.315
Proteina cruda (tal como 1.75 2.916
se ofrece)
Proteina Cruda (en base 1.799 8.914
a materia seca total)
Extracto etéreo (tal 1.3825 1.595
como se ofrece)
Extracto etéreo (en 1.42 1.67
base a materia seca
total)
Fibra cruda 94.26 75.8
Fibra acido detergente 29.14 34.62
Fibra neutro detergente 76.94 82.7

La figura 11 Representa una comparacion grafica 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 extracto etéreo (en
base a materia seca total) mientras que en el contenido de materia seca parcial,
ceniza, humedad, proteina cruda (tal como se ofrece), proteina cruda (en base a

materia seca total), FC, FAD y FND se puede observar diferencias mayores.
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Figura 11. Comparacion grafica del contenido nutricional entre las dos
variedades de Opuntia utilizadas.

Etapa Il. Fermentacion para la produccion del extra cto
enzimatico a partir de un microorganismo aislado de | 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 11). Dicha descripcion 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 enzimética del nopal.

Figura 12. Caracteristicas macroscopicas de la cepa VML-2 en medio solido.
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4.3 Evaluacion microscoépica

Las caracteristicas microscépicas de las células puras teflidas mediante la
técnica de Gram fueron: bacilos cortos Gram negativos, no agrupados (Figura 12).

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

Figura 13. Observacion microscopica (100X) de microorganismos
producidos por la cepa VML-2.

Etapa lll. Cinéticas enzimaticas del nopal empleand o0 el
extracto enzimatico producido por la cepa VML-2

4.4 Cinética enziméatica (Somogy-Nelson)

4.4.1 Cinética enzimatica en nopal Opuntia ficus indica

En la figura numero 13 podemos observar que la enzima celulasa
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 observo fase de adaptacion, en estos primeros 60 minutos se
presento la mayor cantidad de azucares reductores, lo que significa la ruptura de
celulasas y su conversion en azucares mas simples por ejemplo glucosa, se
muestra un rapido descenso en la degradacién de celulosa en el rango de 60 a 90
minutos con una actividad enzimética de 1430U. descendiendo constantemente
hasta 4320 minutos (72horas), mientras que en la enzima pectinasa (figura 14)
tuvo menor degradacién enzimatica, por lo que a mayor cantidad de fibra cruda
mayor es la actividad enzimatica, pero en pectina no se presento la degradacion
de azlcar esperada, por lo que es posible que la técnica no sea sensible a la

determinacion de azucares reductores.
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Asi en el eje de las x se determinaron los siguientes valores equivalentes
0=0 minutos, 1= 5 minutos, 2 = 10 minutos, 3= 15minutos, 4= 30 minutos, 5= 45
minutos, 6 = 60 minutos, 7= 120 minutos(2 horas), 8= 240 minutos (4 horas), 9=
480 minutos (8 horas), 10 = 1440 (24 horas), 11= 2880 (48 horas), 12 = 4320 (72
horas).

Figura 14. Degradacion enzimatica de celulosa al 1 y 5% (O. ficus indica).

Utilizando celulasas producidas por la cepa VML-2.
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Figura 15. Degradacion enzimatica de pectina 1% (O. ficus indica). Utilizando

celulasas producidas por la cepa VML-2.
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4.4.2 Cinética enzimatica en nopal Opuntia rastrera

En la figura 15 es posible observar que la degradacion de azucares
reductores es mas rapida los primeros 60 minutos enzimatica de celulosa al 1y
5% y va reduciendo su cantidad al llegar a las 24 horas, mientras que en la
pectina (figura 16), la determinacion de azucares reductores es posible determinar

que la técnica no sea sensible a tales compuestos.

Asi en el eje de las x se determinaron los siguientes valores equivalentes
0=0 minutos, 1= 5 minutos, 2 = 10 minutos, 3= 15minutos, 4= 30 minutos, 5= 45
minutos, 6 = 60 minutos, 7= 120 minutos(2 horas), 8= 240 minutos (4 horas), 9=
480 minutos (8 horas), 10 = 1440 (24 horas), 11= 2880 (48 horas), 12 = 4320 (72

horas).

Figura 16. Degradacion enzimatica de celulosa 1 y 5% (O. rastrera). Utilizando

celulasas producidas por la cepa VML-2.
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Figura 17. Degradacion enzimatica de pectina 1 y 5% (O. rastrera). Utilizando

celulasas producidas por la cepa VML-2.
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Se puede determinar que las dos variedades de nopal utilizadas tienen
mayor degradaciéon de azucares reductores cuando se utiliza la pectinasa,
mientras que en la utilizacion de la pectinasa la técnica no se mostro sensible.
Ademas se observo que a mayor cantidad de fibra favorece para que la enzima se

desarrolle y actué. En este caso la variedad fue la Opuntia ficus indica.
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5. CONCLUSIONES

Se logré evaluar nutricionalmente las dos variedades de nopal utilizadas
(Opuntia ficus indica y Opuntia rastrera), presentando diferencias importantes en
el contenido de ceniza, grasa, fibra y fibra detergente neutro y materia seca total,
obteniendo mayores valores la variedad Opuntia ficus indica en contenido de
fibra.

La cepa VML-2 aislada del rumen bovino es capaz de producir enzimas
celulasas capaces de hidrolizar la celulosa pero no la pectinasa ya que esta

muestra sensible a la técnica de azucares reductores.

La variedad Opuntia ficus indica por su alto contenido de fibra presenta

mayor actividad enzimatica que en la variedad Opuntia rastrera

La utilizacion de enzimas celulasas producidas por cepas aisladas del
rumen bovino representa una alternativa econdmica y de facil acceso para

procesos de sintesis de compuestos ricos en celulosas, pero no asi en pectina.
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