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RESUMEN

Las condiciones ambientales y las variables fisiologicas se asocian con un
amplio rango de ecosistemas semiaridos con flora y fauna diversas en el Norte de
México, donde Opuntia es abundante y esta ampliamente distribuida en
comunidades especificas llamadas nopaleras. ElI género Opuntia esta
representado por 104 especies, 60 por ciento localizadas en el desierto
Chihuahuense.

En la actualidad las Opuntias son de gran importancia ya que son una
alternativa como alimento de emergencia para el ganado en periodos de sequias
pero en ocasiones el mal uso de este recurso ha provocado que desaparezcan

grandes extensiones nopaleras en el norte y centro de México.

En el presente trabajo se utilizaron cepas aisladas de rumen de bovino para
la degradacion de compuestos ricos en fibras presentes en nopal, ya que poseen
muy buenas caracteristicas para dicho proceso, dando resultados promisorios
para ser aplicados en la nutricidbn animal, ademas de ser una fuente alternativa de

producciéon de enzimas.

El presente trabajo evalu6é nutricionalmente dos variedades de Opuntia
obtenidas dentro de las instalaciones de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro, ubicada en Buena vista saltillo, Coahuila. La primera fue identificada como
Opuntia pheacantha y la segunda como Opuntia ellisae; obteniendo valores
semejantes en el contenido de proteina, extracto etéreo, ceniza, materia seca
total, materia seca parcial y FND mientras que en el contenido de fibra, FAD y
humedad se puede observar diferencias mayores en las variedades utilizadas.

Se realizo una fermentacion a 72 horas para la produccién de la enzima
celulasa y pectinasa mediante el empleo de la cepa VML-2 aislada de rumen

bovino e identificada por Valdez-Sepulveda (2010), se realizO una cinética
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enzimatica a tiempos de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 1440 (24horas), 2880
(48horas), 4320 (72horas) minutos. Se realizO una curva de degradacion de
celulosa en dos variedades de Opuntia (nopal) empleando el extracto enzimético
producido, en la cual se observaron diferencias significativas ya que Opuntia
pheacantha presenté su maxima actividad en un tiempo de 120 minutos, en la
degradacién de celulasa y un tiempo de 45 minutos en la degradacién de pectina,
mientras que para la variedad de Opuntia ellisae su maxima actividad en la
degradacion de celulusa fue a los 60 minutos, y un tiempo de 45 minutos en la
degradacion de pectina. La variedad Opuntia pheacantha por su alto contenido de

fibra presenta menor actividad enzimética que en la variedad Opuntia ellisae.

Palabras clave: Opuntia spp; suculento, celulosa, enzimas, microorganismos del

rumen, nopal, pectina.
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I. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

Dentro de los recursos forrajeros propios del norte de México se encuentra
una gran variedad de Prosopis spp. (mezquites), Larrea tridentata (gobernadora),
Dasylirion spp; y gran variedad de gramineas como Boutelouas (zacates
banderilla, navajita azul etc.), agaves, etc. El nopal, es una planta representativa
del pais que desde hace siglos se ha aprovechado de diversas maneras,
principalmente para la alimentacion humana, con fines medicinales y de nutricion,

asi como para la alimentacion del ganado (Murillo 2003).

En el norte de México se encuentran ubicadas dos grandes extensiones
consideradas como las mas aridas, conocidas como el desierto Chihuahuense y
el desierto Sonorense, que ocupan aproximadamente el 50% del territorio
nacional. Se han caracterizado por la sobreutilizacion y mal manejo de los
recursos existente en estos lugares donde las principales actividades son la cria
de ganado bovino, ovino, caprino, equino y fauna silvestre en forma incipiente, la
cosecha de algunas plantas y productos que se extraen de ellas. La mala
utilizacion de recursos existentes en estas regiones ha originado que gran parte
de ellos se estén deteriorando cada vez mas, casi incapaz de producir, sujetos a la
erosion acelerada acompafnada de especies indeseables presentando en general
baja productividad potencial del sistema (Cantu, 1984). Aunque el nopal es un
cultivo rastico que crece en suelos pobres y de poca precipitacion pluvial, requiere
de técnicas agrondmicas para su mejor aprovechamiento.

Los ganaderos se han visto en la necesidad de utilizar la penca de nopal
como alimento de emergencia para el ganado, dando a los ecosistemas nopaleros
naturales una explotacion inadecuada, con lo cual, a través del tiempo se han ido
generado grandes é&reas deforestadas que han perdido casi totalmente su
potencial productivo. Por esta razon es necesario manejar correctamente las
poblaciones naturales de nopal, con el fin de conservarlas y obtener una mejor
produccion. La calidad del nopal se considera de regular a mala; sin embargo, los

altos precios de otros forrajes de mayor calidad, y la disponibilidad de estos en

1



épocas de sequia hacen que la demanda del nopal crezca afio con afo.
(Marroquin, 1964; Lopez 1977).

1.2 JUSTIFICACION

En la actualidad el nopal es de gran importancia como fuente de fibra y
también minerales para la alimentacion del ganado ya que se compone
principalmente de celulosa, la cual implica un alto costo biolégico y econémico
para la degradacion de sus compuestos, por lo tanto, es necesario recurrir a
alternativas como la utilizacion de enzimas puras producidas por microorganismos
del rumen de bovinos los cuales son de fécil aislamiento y bajo costo de
produccién para mejorar parte del valor nutritivo de este tipo de ingredientes y en

consecuencia el rendimiento productivo del ganado en periodos de sequia.

1.3 HIPOTESIS
Es posible la degradacién del nopal empleando enzimas producidas por la

cepa VML-2 aislada de rumen bovino mediante un método biotecnologico.

1.4 Objetivo general
Evaluar mediante cinéticas enzimaticas la hidrolisis de los componentes

del nopal empleando la cepa VML-2 aislada del rumen bovino.

1.5 Objetivos especificos

1.5.1 Caracterizar bromatolégicamente dos variedades de nopal.
1.5.2 Obtener el extracto enzimético a partir de la cepa VML-2
1.5.3 Realizar cinéticas enziméticas para la hidrdlisis del nopal empleando

el extracto enzimético producido.



Il. REVISION DE LITERATURA

2. Generalidades del nopal

Dentro del grupo de plantas suculentas se incluye a la familia de las
cactaceas, las cuales han desarrollado notables adaptaciones a la aridez; sus
hojas han sido reducidas a espinas o0 escamas Y los tallos han asimilado muchas
de las funciones de la hoja, como es el caso de la fotosintesis, ademas de

almacenar agua (Garcia, 2003).

El nombre cactacea proviene de la voz griega ~“kaktos™™ que significa
espinoso (UNAM, 1989).

Nopal es un término mexicano derivado del Nahuatl "nopalli* con el que se
designa a varias especies del género Opuntia (Anaya y Bautista, 2008).

“Nopal” es el nombre comun que reciben las cactaceas del género
Opuntia, este género y su familia son originarias de Ameérica; se piensa que su
origen se podria localizar en México, puesto que en este pais existe el mayor

namero de géneros e individuos (Granados, 1991).

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



2.1. Origen

Los cactos son originarios de las regiones tropicales y subtropicales de
América, aunque algunas especies pertenecientes al género Rhipsalis son
nativas de Africa (Granados, 1991).

La mayoria de las especies estan representadas en México. Es por eso
gue se piensa que su origen se podria localizar en México, puesto que en este
pais existe el mayor nimero de géneros e individuos de nopal y de donde se

han extendido por todo el mundo (Granados, 1991).

Los Opuntias spp. poseen flores muy vistosas, razén por la cual son
utilizados como plantas de ornato siendo muy codiciados principalmente por
coleccionistas aficionados y comerciantes; favoreciendo su recoleccion,
ocasionando que algunas especies se encuentren amenazadas o en peligro de

extincion (Garcia 2003).

2.1.1 Clasificacion taxondmica

La taxonomia del nopal, al igual que para las demas especies vegetales y
animales se ha basado en las relaciones filogenéticas que se deducen de la
descripcion de las caracteristicas anatémicas visibles, utlizando para ello
diferentes métodos, dependiendo de los recursos disponibles por los taxbnomos.
En nopal, esta tarea ha presentado serias dificultades debido a la diversidad de
especies y ecotipos pertenecientes a la familia Cactaceae; la plasticidad
morfoldgica del nopal y la variacién debido a hibridacién contribuyen a la dificultad

de clasificaciones correctas (Bracamontes, 1981).

2.1.2 Avances en la clasificacion taxonémica del no  pal
Dentro de la amplia gama de los sistemas de clasificacion de la planta de

nopal de acuerdo a sus diferencias fenotipicas contrastantes, destacan; el sistema



de clasificacion de Britton y Rose (1937) y la de Bravo-Hollis (1978),
principalmente.

Para Bravo (1978) la clasificacion taxonomica de la familia de las cactaceas
(cuadro 1), se encuentra sujeta a cambios en su clasificacién en base a conceptos

cientificos a lo largo del tiempo.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del nopal.

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

(Fuente: Bravo, 1978).

2.1.3 Contenido nutricional

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

en la region de Saltillo, Coahuila.




Cuadro 2. Contenido nutricional de algunas variedades de Opuntia.

Concepto % Opuntia Opuntia Opuntia Opuntia canta
en base seca ficus imbricata Lindheimeri brigiensis
Indica Var. Var.
sumatra | Tricolor
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 54
cruda
Extracto 2.1 1.82 1.15 1.74 1.86
etéreo
Fibra cruda 17.89 15.48 14.28 18.65 17.3
MO 92.28 69.59 68.45 69.63 68.79

(Fuente:Gopar, 2001).

MST: Materia seca total

MO: Materia organica

2.1.4 Caracteristicas morfologicas

La suculencia es la principal caracteristica morfoldgica de los nopales. Este
puede considerarse como el sello distintivo de su parte aérea (tallo, flores y frutos)
y resulta de la produccidn masiva de células de ciertos tejidos parenquimatosos,
asociada a un aumento en el tamafo de las vacuolas y a una disminucion de los
espacios intercelulares. Este fenOmeno permite a los 6rganos de estas plantas
acumular grandes cantidades de agua en forma muy rapida durante los breves

periodos de humedad y por otra parte, las formas esféricas o suculentas
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representan los cuerpos mas eficientes para evitar la evapotranspiracion (Kramer,
1989).

2.2 Raiz

Las raices del nopal desarrollan pelos radiculares cuando se encuentran en
un suelo humedo y pueden desaparecer en suelos secos. Es una caracteristica
gue permite a la planta absorber de manera rapida toda el agua posible mientras
esté 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).

2.3 Tallo

El tallo se caracteriza por tener una cuticula gruesa y cubierta de una cera
de una sustancia grasosa llamada cutina, suave al tacto. Esta primer capa del tallo
llamada dermis tiene algunas funciones principales: 1) evita la perdida de grandes
cantidades de agua por el proceso de transpiracion; 2) regula el movimiento de la
entrada de diéxido de carbono y salida de oxigeno por la planta; 3) retiene agua
dentro del cuerpo; 4) protege a la planta de hongos, esporas, insectos y

luminosidad intensa (Sudzuki, 1999).

El tallo es ramificado y multiarticulado. Se compone de un tronco cilindrico y
de ramas aplanadas y discoides llamados cladodios 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).

2.4 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 floracién, ya que en algunas pueden brotar al primer afio y

en otras al segundo o al tercero. Sus pétalos poseen colores vivos: amarillo,



anaranjado, rojo, rosa, salmdn, etc.; segun la especie del nopal. Por lo general, las
flores son grandes; el ovario es inferior, unilocular, con muchos o6vulos y I6bulos
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 y
mayo, aunque hay entidades en las que se realizan en otras épocas del afio
(Monroy, 1989).

2.5 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. oh mas de longitud, de color amarillo canario, amarillo limén,
anaranjado, rojo, guinda, rojo-morado, verde tierno, blanco verdoso, etc. Semillas
lenticulares, con testa clara y arillo ancho (Monroy, 1989). Las caracteristicas
morfologicas de los opuntias pueden variar tanto como lugares donde se

encuentran como lugares en que se distribuyen.

Espinoza et al., (1990) mencionan que debido a su gran polimorfismo la
investigacion de los opuntias se hace dificil, sin embargo, esto vuelve a reforzar el
gran poder de adaptacion que tienen las plantas para colonizar diferentes
ambientes.

2.6 Caracteristicas fisiologicas

El éxito ecoldgico que tienen los opuntias se debe también a su fisiologia.
Uno de los procesos mas importantes dentro de la fisiologia de cualquier planta es
la transpiracion. El cual es un proceso determinante en las relaciones hidricas de
las plantas porque la evaporacién de agua produce el gradiente de energia que es
el responsable del movimiento del agua a través de ellas. Sin embargo, el precio

gue este proceso esta en la gran pérdida de agua que se lleva a cabo para que



exista dicho movimiento, se estima que del 90 al 95% del agua que la planta toma
del suelo se pierde por transpiracion (Kramer, 1989).

Otro aspecto importante en la fisiologia de los opuntias son los potenciales
hidricos que mantienen. 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 (-0.32 -0.6 MPa) es significativamente
mayor a la planta con la que pueda co-habilitar aun de especies tolerantes a la
sequia -1.0 a -3.0 MPa (Turner y Jones, 1980). Lo anterior significa que mientras
mas negativo es el valor de potencial hidrico de la planta, es mayor la energia
requerida para tomar el agua del suelo, por lo que los opuntias cuentan con una
gran ventaja al presentar potenciales hidricos mas positivos, es decir un menor

gasto de energia para adquirir y conservar el agua dentro de ellas.

2.7 Climas en los que se pueden encontrar alos  opuntias

El clima es el resultado de la interaccion de diversos elementos y factores
atmosféricos, como la lluvia, el viento, la vegetacion, las nubes, la altitud, los
cuerpos del agua y el relieve. Los climas definen el tipo de flora y fauna que
predomina en una regiéon. Los matorrales xerofilos ocupan gran parte de estas
regiones su temperatura media oscila entre los 12 y 26<C, se pueden encontrar en
latitudes que van de los 0 a los 2500 msnm, su precipitacion media anual oscila
entre los 100 y 600mm. (SEP, 1999; Flores y Martinez, 2000).

Sin embargo, la amplia distribucion de los opuntias permite encontrarlas en

los diferentes climas:



2.7.1 Régimen célido

Con temperaturas medias anuales mayores a los 25C. Estas temperaturas
se registran en las zonas costeras localizadas a no mas de 1000 de altitud (SEP,
1999; Flores y Martinez, 2000) en este tipo de régimen se encuentran opuntias
como la Opuntia pilifera, la Opuntia stricta var. Dilleni, Opuntia tomentosa Salm-
Dyck var).

2.7.2 Régimen semicélido

Con temperaturas anuales medias entre los 18 y 25C. Este tipo de
comportamiento térmico se presenta a lo largo del afio en todas las zonas del
territorio nacional que tienen de 1,000 a 1,800 m de altitud (SEP, 1999; Flores y
Martinez, 2000). En este régimen se pueden encontrar por ejemplo, la Opuntia
decumbens, Opuntia imbricata, Opuntia jaliscana, Opuntia pheacantha var.
chihuahuensis, Opuntia pilifera, Opuntia rufida (Monroy, 1989; Bravo, 1978;
Pimienta, 1999).

2.7.3 Régimen templado

Con temperaturas medias anuales entre los 12 y 18 °C. Estas temperaturas
se presentan hacia el norte y centro del pais, y en general, en terrenos con una
altitud de 1,900 a 2,900 m (SEP, 1999; Flores y Martinez, 2000). Ejemplos de la
presencia de estos opuntias a estas alturas lo son la Opuntia Polyacantha,
Opuntia streptacantha, Opuntia imbricata, Opuntia jaliscana, opuntia lasiacantha,
Opuntia robusta (Bravo, 1978).

2.7.4 Régimen semifrio

Con temperaturas medias anuales a los 5y 12<C. Este régimen es propio
de las areas localizadas por arriba de 2,900 y hasta 4,000 m de altitud sobre el
nivel del mar; (SEP, 1999; Flores y Martinez, 2000).
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2.7.5 Régimen frio o polar de la montafa

Con temperaturas medias anuales a los 5C. Las temp eraturas mas bajas
gue tienen lugar en el pais son caracteristicas de las zonas montafiosas que
superan los 4,000 m de altitud (SEP, 1999; Flores y Martinez, 2000). Como lo es
al caso de opuntias del Peru reportadas a 4,700 msnm (Nobel, 1999).

Existen especies de opuntias que por su alto poder de adaptacion se
pueden encontrar desde el nivel del mar hasta los 2,500 msnm, es decir, su
presencia esta tanto en regimenes calidos, como semicalidos y templados. Tal es
el caso de Opuntia ficus- indica. Esta misma especie se ha reportado en Bolivia a
3000 msnm donde el régimen seria similar a un régimen semifrio de nuestro pais
(Barbera, 1999).

3. Distribucién del nopal

En Meéxico se pueden distinguir cuatro grandes zonas nopaleras,
considerando su abundancia, sus caracteristicas fisioldgicas y las condiciones
climaticas y edaficas donde crecen (L6pez y Elizondo 1988 citado por Gopar
2001).

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

O. megacantha, O. amyclaea y O. tomentosa.

b. Zona del Altiplano, ocupa en mayor extension los estados de
Zacatecas y San Luis Potosi y en menor proporcidon Aguascalientes,
Durango, Guanajuato y Jalisco. Abundan O. streptacantha

(nopal carddn), O. leucotricha (nopal duraznillo); en menor cantidad se
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le asocian O. robusta (nopal tapén) y  otras Opuntias de tipo

rastrero.

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

cantabrigiensis (nopal cuijo) y O. pheacantha (nopal rastrero).

d. Zona de la Planicie Costera del Golfo, es la parte noreste de México,
abarca la zona noreste de Coahuila, el area norte de
Nuevo Ledn y Tamaulipas. Las plantas de nopal son de tipo
arbustivo como la O. lindheimeri y sus variedades, existen otras de

importancia forrajera.

Por su parte Marroquin, 1964), distinguen tres zonas nopaleras en las

regiones centro y norte de la Republica Mexicana que son:

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

robusta, Opuntia imbricata.

b. Zona nopalera del noroeste de México. Comprende el norte de
Tamaulipas y oriente de Nuevo Leon. Es una zona de colinas y llanuras
de poca elevaciéon donde abunda el mezquite, con temperaturas medias
de 11 y 30 € en meses calurosos. Las especies que se pueden

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

macocentra.

4. Celulosa

La celulosa es un importante constituyente de las plantas superiores y
probablemente el compuesto organico mas abundante en la naturaleza. Debido a
gue gran parte de la vegetacion que pasa a formar parte del suelo es celulésica, la
descomposicion de este carbohidrato tiene una importancia muy especial en el
ciclo bioldgico del carbono, consecuentemente los microorganismos del suelo que
catalizan la hidrdlisis de la materia vegetal (40-60% de residuos de las plantas)
influencian en el flujo de energia de este hasta la formacién de CO2y su liberacion
a la atmosfera (Alexander, 1980).

La celulosa es un polisacarido compuesto exclusivamente de moléculas de
glucosa; es pues un homopolisacarido (compuesto por un solo tipo de
monosacarido); es rigido, insoluble en agua, y contiene desde varios cientos hasta
varios miles de unidades de B-glucosa. La celulosa es la biomolécula organica
mas abundante ya que forma la mayor parte de la biomasa terrestre (Silveira y
Alonso, 2004).

4.1 Estructura de la celulosa

La celulosa se forma por la union de moléculas de B-glucopiranosa
mediante enlaces B-1,4-O-glucosidico. Por hidrodlisis de glucosa, la celulosa es una
larga cadena polimérica de peso molecular variable, con férmula empirica

(C6H1005)n, con un valor minimo de n= 200 (Figura 1).
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CH0H CHGH

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

La celulosa tiene una estructura lineal o fibrosa, en la que se establecen
multiples puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de distintas cadenas
yuxtapuestas de glucosa, haciéndolas impenetrables al agua, lo que hace que sea
insoluble en agua, y originando fibras compactas que constituyen la pared celular

de las células vegetales (Sarli, 2004).
4.2 Funcion de la celulosa

La celulosa es un polisacéarido 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 algoddén con un porcentaje mayor al 90%
(Gonzélez, 2004).

A pesar de que estd 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; sin embargo, es importante incluirla en la dieta humana (fibra dietética)
porque al mezclarse con las heces, facilita la digestion y defecacion, asi como

previene los malos gases.

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
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hidrolizarse la molécula de celulosa quedan disponibles las glucosas como fuente
de energia (Gonzalez, 2004).

Hay microorganismos (bacterias y hongos) que viven libres y también son
capaces de hidrolizar la celulosa. Tienen una gran importancia ecologica, pues
reciclan materiales celuldsicos como papel, cartén y madera. De entre ellos, es de
destacar el hongo Trichoderma reesei, capaz de producir cuatro tipos de
celulasas: las 1,4-B-D-glucancelobiohirolasas CBH i y CBH Il y las endo-1,4-B-D-
glucanasa EG | y EG Il. Mediante técnicas biotecnoldgicas se producen esas
enzimas que pueden usarse en el reciclado de papel, disminuyendo el costo

economico y la contaminacion (Sarli, 2004).

4.3 Microorganismos celuloliticos

Existe un gran niumero de microorganismos celuloliticos, principalmente hongos y
bacterias. Las celulasas de hongos se encuentran disponibles en el mercado. Sin
embargo, se ha encontrado un gran numero de especies bacterianas cuyas
enzimas poseen caracteristicas similares y en muchos casos han demostrado
superar las propiedades de las de origen fungico. Entre las bacterias celuloliticas
aerobias, el género Cellulomonas produce una amplia variedad de glucanasas y
tiene la capacidad de degradar varios carbohidratos, como pectina, almidén y
celulosa (Clarke, 1997).

Los microorganismos capaces de degradar celulosa secretan un sistema
complejo de enzimas extracelulares, celulasas y, que actlan sinergisticamente en
la degradacion de celulosa y hemicelulosa.

Las fibras de celulosa son degradadas esencialmente por dos tipos de
sistemas enziméticos Illamados agregativos y no agregativos (Chacon vy
Waliszewski, 2005).
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4.3.1 Sistemas agregativos

En las bacterias anaerobias C. thermocellum y C. cellulovorans se ha
demostrado que las enzimas que participan en la degradacion de celulosa y
hemicelulosa se encuentran localizadas en la superficie de estas bacterias
formando complejos multienzimaticos de alto peso molecular. El sistema
agregativo mas ampliamente descrito es el de C. thermocellum. Este complejo,
conocido como “celulosoma” comprende al menos 14 polipéptidos distintos,
incluyendo varias celulasas y xilanasas y al menos una 3-glucosidasa, acoplados
a una proteina de andamiaje de 210 kDa sin actividad enzimatica que participa en
el reconocimiento de las fibras de celulosa a la superficie de la célula. La proteina
de andamiaje, llamada proteina de union a celulosa ( CbpA: cellulose binding
protein A), contiene multiples dominios funcionales: un péptido sefial, un dominio
de unién a celulosa (CBD), un dominio hidrofilico presente en cuatro ocasiones y
un dominio hidrofébico repetido en nueve. Cuando las enzimas se disocian de la
CbpA son capaces de hidrolizar formas amorfas de celulosa pero no formas

cristalinas del polisacarido (Chacoén y Waliszewski, 2005).

4.3.2 Sistemas no agregativos

Estos sistemas no agregativos estdn compuestos principalmente por tres
tipos de enzimas: (i) B-1,4-endoglucanasas (EC 3.2.1.4), las cuales se unen en las
porciones amorfas de las fibras de celulosa y rompen los enlaces (-1,4
glucosidicos incrementando la disponibilidad de los extremos no reductores de las
fiboras de celulosa; celobiohidrolasas (B-1,4-glucan celobio- hidrolasas EC
3.2.1.91), las cuales liberan unidades de celobiosa a partir de los extremos no
reductores de la celulosa; y [-glucosidasas (EC 3.2.1.21), que hidrolizan las
unidades de celobiosa en mondémeros de glucosa. Estos tres tipos de enzimas
actian en forma cooperativa en la degradacion de la celulos (Chacon y
Waliszewski, 2005).
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Se ha planteado que las enzimas esenciales para la degradacion de
celulosa cristalina en los microorganismos aerobios funcionan sinergisticamente
por la presencia del (CBD) en cada proteina, mientras que en los anaerobios estan
asociados al celulosoma. Independientemente del acomodo estructural del CBD
en los sistemas celuloliticos, se ha demostrado que la union especifica de este
dominio a la celulosa es una propiedad necesaria para la hidrdlisis eficiente de
este polimero natural. Existen evidencias experimentales que sugieren que
algunos de estos dominios, ademas de posicionar a las celulasas en la
microfibrilla, debilitan la interaccion entre las cadenas de celulosa en su regiones
cristalinas, facilitando el rompimiento de los enlaces glucosidicos (Jackson et al,
2005).

5. Pectina

Pectina, nombre que se da a un grupo de derivados complejos de los
hidratos de carbono que producen algunas plantas. Las pectinas son
sustancias blancas amorfas que forman en agua una solucién viscosa;
combinadas en proporciones adecuadas con azUcar y acidos, forman una
sustancia gelatinosa utilizada como espesante en jaleas y mermeladas. La
pectina comercial, obtenida de la manzana y el limon, se usa para elaborar

mermeladas de frutas pobres en dicha sustancia (Gibbons, 2002).

La pectina es un hidrato de carbono que no se absorbe en el intestino y
cuyas interesantes propiedades hacen que su consumo pueda resultar
beneficioso en el tratamiento de algunas patologias. Las frutas en general son
ricas en pectina, sustancia que es también utilizada como aditivo espesante en

la industria de conservas y mermeladas (Gibbons, 2002).

La pectina es el principal componente enlazante de la pared celular de
los vegetales y frutas. Quimicamente, es un polisacarido compuesto de una
cadena linear de moléculas de acido D-galacturonico, las que unidas

constituyen el &cido poligalacturonico (figura 2). La cadena principal que
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conforma la pectina puede contener regiones con muchas ramificaciones o
cadenas laterales, denominadas “regiones densas”, y regiones con pocas

cadenas laterales llamadas “regiones lisas” (Gibbons, 2002).
COOCH, COOH COOCH, COOCH,
H o\n H %\n H o\ H o\n
2 Now w/-% Non wd-® Non w/A-® Now uA-°
H H H H
H OH H OH H OH H OH

Figura 2. La pectina es un polimero del acido a-galacturonico con un nimero variable de metil
ésteres.

H OH

Fuente: (Gibbons, 2002).

5.1 Tipos de pectina

Las pectinas son una mezcla de polimeros acidos y neutros muy
ramificados. Constituyen el 30% del peso seco de la pared celular primaria de
células vegetales. En presencia de aguas forman geles. Determinan la
porosidad de la pared, y por tanto el grado de disponibilidad de los sustratos de
los enzimas implicados en las modificaciones de la misma. Las pectinas
también proporcionan superficies cargadas que regulan el pH y el balance

iGnico. Las pectinas tienen tres dominios principales:

5.1.1 Homogalacturonanos (HG)

Compuestos por residuos de acido D-galacturonico (GalU) unidos por un
enlace a(1-4). Los grupos carboxilo del C6 (carbono numero 6 del GalU)
pueden estar metil-esterificados o permanecer libres. Los grupos carboxilo
libres, si estan disociados, dan lugar a enlaces de calcio entre las cadenas de
HG vecinas, formando la denominada estructura en caja de huevos. Para que
una region de HG sea sensible al enlace de calcio son necesarias diez
moléculas de GalU sin esterificar, la formacion de enlaces de este tipo esta

relacionada con la detencion de la extension de la pared celular y, por tanto,
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con el cese del crecimiento y el aumento de rigidez de la pared. El GalU puede
encontrarse acetilado en O, (oxigeno numero 2 del GalU) o en O3 (Gibbons,
2002).

5.1.2 Ramnogalacturonano | (RGI)

GalU enlazado en a(1-4) con restos de L-ramnosa (Rha) intercalados
con un enlace a(1-2); es decir: [(1-2)-a-L-Rha-(1-4)-a-D-GalU]n, donde n puede
ser mayor de 100. Estos restos de Rha son el anclaje de cadenas laterales,
aproximadamente la mitad estan unidas por el C4 a cadenas de arabinanos,
formados por a-L-arabinosa (Ara) enlazadas en a(1-5) como eje principal que
pueden estar sustituidas con las cadenas Ara(1-2)-a-Ara(1-3) y/o Ara(1-3)-a-
Ara(1-3); o arabinogalactano | (AGI), cadenas de B-(1-4)-D-galactosa (Gal), con
ramificaciones C6-Gal. Pueden estar sustituidas también e a(1-5)Ara en el C3
de Gal (Gibbons, 2002).

5.1.3 Ramnogalacturonano Il (RGII)

Polisacérido pequefio de estructura muy compleja; formado por GalU,
Rha, Ara, Gal y pequefias cantidades de azucares poco frecuentes como apiosa,
0 acido acérico. Los restos Rha pueden estar sustituidos en C3; en C3 y C4, en
C2, C3, y C4 o ser terminales. El arabinogalactano del RGIl presenta
ramificaciones en C3 y C6 de Gal y en C3 y C5 de Ara. Las cadenas laterales
contienen un alto numero de residuos distintos unidos con diversos enlaces, aun
asi el RGII tiene una estructura altamente conservada y puede formar dimeros

mediante un puente borato, con dos enlaces éster (Gibbons, 2002).

Arabinanos y galactanos del RGIl de la familia Amaranthaceae pueden
asociarse a acido ferulico mediante un enlace éster, lo que posibilita el enlace
de varias cadenas por puentes diferulil, mediante la accion de las peroxidasas.
También se provocan enlaces por la dimerizacién de acidos hidroxicinamicos
enlazados a arabinanos y galactanos del RGI debido a la accion de

peroxidasas (Gonzalez, 2004).
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5.2 Efectos de las pectinas

La pectina tiene la propiedad de formar geles en medio acido y en
presencia de azucares. Por este motivo, es utilizada en la industria alimentaria
en combinacion con los azucares como un agente espesante, por ejemplo en la
fabricacion de mermeladas y confituras. La mayor parte de las frutas contienen
pectina, pero no en la cantidad suficiente para formar un gel cuando la
mermelada es fabricada, por lo que una cierta cantidad de pectina se afade
para mejorar la calidad de la misma, brindandole la consistencia deseada.
Cuando la pectina es calentada junto con el azucar se forma una red, que se

endurecera durante el enfriado (Gonzalez, 2004).

El grupo de frutas que contienen la suficiente cantidad de pectina para
formar un gel es reducido; un ejemplo de ellas es el membrillo.
Comercialmente, la pectina es fabricada a partir de la pulpa de la manzanay la

naranja (Gonzalez, 2004).

Las pectinas son un hidrato de carbono que forman parte de la fibra
soluble. Este tipo de fibra se caracteriza porque en contacto con el agua, forma
un reticulo en el que el agua queda atrapada haciendo que la mezcla se
gelifique. Gracias a su capacidad de absorcion de agua, la pectina aumenta el
volumen de las heces. Ademas, es capaz de captar sustancias a nivel intestinal
y retrasar la absorcion de algunos nutrientes asi como de ralentizar el vaciado

gastrico (Gonzalez, 2004).

La capacidad de retener agua que presentan las pectinas, asi como su
propiedad formadora de geles, hacen que éstas sean beneficiosas en caso de
diarrea, ya que hacen que el proceso fisiolégico de vaciado del estbmago sea
mas lento, y captan agua, por lo que las heces liquidas propias de los procesos
diarreicos se van volviendo mas espesas. Por tanto, aunque la pectina de
manzana forma parte de la fibra, puede usarse como un antidiarreico (Gibbons,
2002).
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Entre sus propiedades también estd la de ralentizar la absorcion
intestinal de los azucares simples, por lo que las pectinas son capaces de
mejorar la intolerancia a la glucosa. Ademas su consumo puede resultar
beneficioso en personas diabéticas ya que al disminuir la velocidad de paso de
los azucares del estomago al duodeno, se evita que aumenten de forma brusca

los niveles de azlcar en sangre (hiperglucemia) (Gibbons, 2002.)

La presencia de pectinas en la dieta también puede tener efectos
beneficiosos sobre los niveles de colesterol en sangre. Las pectinas son
capaces de unirse a los acidos biliares, facilitando su expulsion junto con las
heces. Estos acidos biliares son los productos de la degradacion del colesterol,
por lo que las pectinas como consecuencia, presentan efectos
hipocolesterolémicos (disminuyen los niveles de colesterol en sangre), lo que
contribuye a la disminucion del riesgo de aparicion de diferentes enfermedades

cardiovasculares (Clarke, 1997).

No obstante, hay que tener en cuenta que la pectina, tomada junto con
ciertos medicamentos puede reducir la absorcion de los mismos. Por ello, es
conveniente que antes de tomar cualquier tipo de complemento dietético, se
consulte con un profesional que valore si existe o no la necesidad de incluir
este tipo de complementos en la dieta, asi como la dosis y la forma de
administracion (Clarke, 1997).

Las pectinas se comportan muy bien como estabilizantes de las caseinas
frente a los tratamientos térmicos a pH acido. Dado que a pH por encima de 3,5
las pectinas tienen carga negativa, son capaces de unirse a las regiones con
carga positiva de las micelas, formando una "bola peluda" que se mantiene en

suspension (Gonzalez, 2004.)

Las pectinas, como muchos otros polisacéaridos, se hinchan muy
rapidamente con el agua, y por eso cuando se afiaden de golpe, y
especialmente si se afiade agua sobre el sélido, forman agregados dificiles de

disolver. La solucién es separar las particulas cuando se mezcla el polisacérido
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con el agua, con sistemas mecanicos o mezclandolo previamente con otro
material no acuoso. Estas son relativamente inestables desde el punto de vista
quimico, especialmente a temperaturas elevadas. Su maxima estabilidad esta
en torno a pH 4. Pueden perder grupos metoxilo, hidrolizarse, y en medio
neutro o alcalino romperse por beta-eliminacion. Esto afecta muy
negativamente a su viscosidad y capacidad de formacion de geles (Gonzélez,
2004).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

6. Localizacion del area de estudio

El presente trabajo de experimentacion se realizo en las instalaciones de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo,
Coahuila, a una altitud de 1776 msnm, 25° 21" 00” | atitud norte y 101° 02" 00”
longitud oeste (Garcia, 1987). Especificamente en el laboratorio de Nutricion
Animal y en el laboratorio de Microbiologia perteneciente al Departamento de
Produccion Animal. Este trabajo se dividio en 2 etapas, las cuales se describen a

continuacion.

6.1 Etapa |. Caracterizacion bromatoldgica del nopa |

Material orgéanico

La caracterizacion bromatolégica se realiz6 de acuerdo a los
procedimientos descritos por la AOAC, para MS, proteina, grasa y fibra cruda. En
el caso de FDN y FDA se utiliz6 la metodologia descrita por Van Soest, las

pruebas se realizaron en los meses de Marzo y Abril de 2011.

Se evaluaron nutricionalmente dos especies de nopal también recolectadas

en los meses de marzo y abril las cuales se describen a continuacion:

La primer variedad de nopal fue Opuntia pheacantha, y la segunda variedad
fue el nopal Opuntia ellisae, las cuales fueron recolectadas dentro de las
instalaciones de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en Buenavista,
Saltillo, Coahuila.

6.1.1 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. Estd constituida por una porcion susceptible de
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guemarse ya que esta constituida por sustancias que contienen carbono o materia
organica y que contribuye 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 cenizas 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 quitaron las espinas y
fueron cortadas en trozos pequefios y puestas en charolas grandes de aluminio
para después meterlas a la estufa de secado marca Robertshaw 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 facilmente y mantenia un peso constante.

Después la muestra totalmente seca fue molida en el molino Wiley,
colocando la muestra en un frasco limpio y seco. Prosiguiendo a su etiquetado
hasta su posterior uso.

Se colocaron los crisoles en la estufa a 80-110°C durante 24 horas para
gue estuvieran 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 2.0 gramos de muestra de nopal y se colocaron en los crisoles,
posteriormente fueron colocados en la estufa marca Thermolyne modelo 1500 a
80-110C por 24 horas y nuevamente se sacaron los crisoles con pinzas, para

después colocarlos en el desecador, para enfriar y pesar (figura 3).

= i\
Figura 3. Mufla Thermolyne modelo 1500
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6.1.2 Determinacion de ceniza
La determinacion de ceniza que consistid6 en la preincineracion de las
muestras que fueron 2.0 gramos de nopal en parrillas hasta que tomaran un color
grisaceo en cada una de ellas, después se colocaron en la mufla marca
thermolyne modelo 1500 que puede llegar a una temperatura de hasta 900C;
durante 2-3 horas. Las muestras se sacaron de la mufla cuidadosamente con las
pinzas para crisol y fueron colocadas en el desecador para dejarlas enfriar durante

15 minutos y efectuar el respectivo pesaje (Figura 4).

1500 1§

Fumace

: i\
Figura 4. Mufla Thermolyne modelo 1500

6.1.3 Determinacion de extracto etéreo o grasa tota |

Se realizd una prueba para determinacion de grasa total por medio del
método de Soxleth. Para ello se pesaron 5.0 gramos de muestra sobre un papel
filtro previamente tarado, después se deposité en un cartucho poroso de celulosa
y se cubrié con algoddn, una vez realizado el paso anterior se coloc6 el cartucho
en el sifon, después se seco un matraz esférico de fondo plano, boca esmerilada
en la estufa con la finalidad de que se encuentre a peso constante y se dejo enfriar
por 15 minutos y se peso en una balanza, después en el matraz se agreg6 hexano
hasta la mitad y se acoplo al refrigerante del dispositivo de Soxleth, se dejo extraer
por un periodo de 10 horas contando a partir de que comience a hervir, al finalizar
la extraccion se evaporo el solvente en un rotavapor, después el matraz esférico
de fondo plano se colocd en la estufa a 100 T por alrededor de 12 horas,
finalmente se saco el matraz, se enfrié en un desecador por 15 minutos y se peso6
(figura 5).
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Figura 5. Aparato Soxleth

6.1.4 Determinacion de fibra cruda

Se determind la cantidad de fibra después de haber desengrasado la
muestra por medio de los siguientes pasos: se pesaron 2 gramos de muestra
desengrasada y se colocé en un vaso de Bercelius, se agregaron 100 ml de
solucién de acido sulftrico 0.225 N, después se conecto al aparato de reflujo por
un periodo de 30 minutos contados después de hervir, cuando esto sucede se
baj6 la temperatura para mantener la ebullicién, una vez transcurrido el tiempo se
saco y filtr6 a través de tela de lino, se lavo la muestra con 3 porciones de 100 ml
de agua caliente y se realizé la prueba de papel tornasol para verificar presencia
de acido, se paso la fibra restante (residuos en la tela de lino) a un vaso de
Bercelius con 100 ml de solucion de hidréxido de sodio al 0.313 N y se conectd
nuevamente al aparato de reflujo por 30 minutos, transcurrido el tiempo se sacé la
muestra y se filtr6 en un tela de lino y se lavé con 3 porciones de agua destilada
caliente para después realizar la prueba de papel tornasol para verificar la
presencia de reaccion alcalina, se escurrio el exceso de agua, se retiro la fibra de
la tela de lino con una espéatula y se depositd en un crisol de porcelana
(previamente identificado y a peso constante), se coloco la muestra en la estufa de
100 a 103 < por un tiempo de 12 horas, transcurrid o el tiempo se retird la muestra
de la estufa, se enfri6 y se peso, por ultimo la muestra se pre incineré en una
parrilla y se coloco en la mufla a 600 T por tres horas, se sac6, se enfrio y se

peso.
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6.1.5 Determinacion de proteina por método de Micro  kjeldhal

La determinacion de proteina se realizd por medio del método de
microkjeldhal, para esto se realizaron los siguientes pasos: se pesaron 0.050
gramos de muestra envuelta en papel, después de coloco en un matraz pequefo,
se agregaron 2 perlas de vidrio con la finalidad de mantener constante la
ebullicion, se agregaron 4 ml de mezcla digestora, se conect6 al aparato Kjeldhal
marca labconco y se dejo digerir hasta que la muestra tomo color cristalino, se
enjuago con 100 ml de agua destilada el resultado de la digestion y se vacio en la
copa del equipo de destilacidon, se enjuago con un poco de agua, despuées se
adiciono NaOH al 45 % hasta la mitad de la copa, después se recibieron 70 ml del
destilado en un vaso con 5 ml de acido borico al 2.2 y 5 gotas de indicador mixto,

por ultimo se titulé con acido sulfarico al 0.1 N de color azula a rojo (figura 6).

"

Figura 6'."M‘icrokjeldhal.

6.1.6 Determinacion de fibra detergente neutro (FDN )

El procedimiento para determinacion de fibra detergente neutra se utiliza
para conocer los componentes de la pared celular que no son solubles como
lignina, celulosa y hemicelulosa, el cual es un meétodo 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 fermentacion microbiolégica para su
aprovechamiento; este método no puede aplicarse en alimentos con alto contenido

de proteina y bajo contenido de fibra. Para llevarlo a cabo se pesaron 0.5 gramos
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de muestra dentro de una bolsa de Nylon exclusiva para filtrar y uso de esta
técnica, se introdujo al equipo ANALIZADOR DE FIBRA ANKOM 200, se le agrego
la solucion FDN y se activo la temperatura (100C) vy la agitacion con duracion de
1 hora, transcurrido el tiempo, se dreno la solucion y en seguida se realizaron dos
enjuagues en un periodo de tiempo de 5 minutos a 90C 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 110C de 2 a 4 horas, por Ultimo se peso en una balanza

analitica.

6.1.7 Determinacion de fibra detergente acido (FDA)

El procedimiento para determinar fibra detergente acido permite la
obtencion 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 determinacion de lignina.

La fibra detergente acido es separada en dos fracciones: la primera, acidos
detergentes solubles que son el contenido de hemicelulosa rapidamente digerible
y la segunda, la fibra detergente acido es la porcibn menos digestible en
alimentos, la FDA es el indicador de la digestibilidad de los vegetales por su alta
concentracion de lignina que es la parte digerible de la fibra, mientras mas bajo
sea el valor de la FDA, mas alimento se puede digerir. Para llevarlo a cabo se
peso6 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 (100C) y 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 90C cada uno,
se volvio a drenar el agua, se sacoé la bolsa del equipo para ser sumergida en
acetona y secada en la estufa a 110C de 2 a 4 horas, por Ultimo se pes6 en una

balanza analitica.
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6.2 Etapa Il. Fermentacion para la produccion del e xtracto enzimatico a partir
de un microorganismo aislado del rumen bovino
6.2.1 Material biolégico

La cepa VML-2 (vaca alimentada con masilla y levadura) utilizadas para el
presente trabajo fue tomada de cultivos puros aislados e identificados por Valdez

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

6.2.2 Preparacion de medio solido

Se prepararon cajas Petri con agar Schaedler (BD BBLTM), agregando
8.38g por cada 200ml de agua destilada dentro de un matraz Erlenmeyer de
250ml, disolviendo a flama de mechero hasta observar coloracion cristalina,
posteriormente se esterilizd el medio en un autoclave a 121 y 15Lb de presion
durante 15min.

6.2.3 Siembras en medio solido

Se realizaron siembras en cajas Petri estériles, 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 anaerébicas y favorecer el
crecimiento del microorganismo, se utilizaron botes de plastico con tapa de rosca,
dentro del cual se colocaron las cajas Petri ya sembradas, se colocé una vela
prendida y se cerr6 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.
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Figura 7. Método de siembra por estria abierta cruzada en medio sélido.

6.2.4 Tincion de Gram

Se realiz6 la técnica de tincion de Gram para observar las caracteristicas
morfologicas de los microorganismos empleados. Para ello se tomé con el asa una
muestra del cultivo puro y se disolvid en un portaobjetos con una gota de agua
destilada, se homogeniz6 la suspension de bacterias, posteriormente se fijo la
muestra con calor en el mechero. Una vez fijjada la muestra se cubrié con cristal
violeta dejandolo reaccionar por 60 segundos y se enjuagé 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 enjuagd suavemente y se decoloré con una
solucion de alcohol-acetona por unos segundos y después enjuagarse. Finalmente
se cubri6 la superficie con una solucién de safranina y se dejé actuar por 1 minuto
para después enjuagarse con agua destilada. Se dejo secar la preparacion por
completo para después observar los microorganismos tefiidos empleando un

microscopio optico a 100X con aceite de inmersion.
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6.3 Fermentacion para la produccion del extracto en  zimatico
6.3.1 Preparacion del medio liquido especifico para producir celulasa
Se prepard un medio liquido especifico para la degradacion de celulosa los

componentes se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Composicion del medio liquido especifico para produccion de

celulasas.

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

6.3.2 Produccion de celulasas

En un matraz Erlenmeyer de 250 con 70 ml de agua destilada se agrego el
medio mineral disolviendo sus componentes y posteriormente se esterilizé el
medio en un autoclave a 121TC y 15Lb de presion durante 15min. La fuente de
carbono (carboximetil celulosa) se disolvio 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 micro pipeta con
puntillas de 1 ml para obtener las enzimas, se depositaron en el medio liquido para
inducir a la produccién de celulasas empleando como uUnica fuente de carbono la
CMC, 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 enzimético de la
biomasa. El extracto enzimético se deposité en un matraz Erlenmeyer de 250 ml.
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6.3.3 Produccion de pectinasas

En un matraz Erlenmeyer de 250 con 70 ml de agua destilada se agrego el
medio mineral disolviendo sus componentes y posteriormente se esterilizd el
medio en un autoclave a 121C y 15Lb de presion durante 15min. La fuente de
carbono (carboximetil pectinasa) se disolvido 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 micro pipeta con
puntillas de 1 ml para obtener las enzimas, se depositaron en el medio liquido para
inducir a la produccion de celulasas empleando como Unica fuente de carbono la
CMC, 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 enzimético de la

biomasa. El extracto enzimatico se deposité en un matraz Erlenmeyer de 250 ml.

6.4 Etapa Ill. Cinéticas enzimaticas del nopal empl eando el extracto
enzimatico producido por la cepa VML-2
6.4.1 Preparacion de la solucién madre

Se preparé una solucién madre (sustrato) al 5 % agregando 100 ml de agua
destilada en un matraz Erlenmeyer de 250 ml previamente esterilizado,
posteriormente de agregaron 5 g muestra de nopal utilizando dos variedades
(Figura 8).

Figura 8. Solucion madre
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6.4.2 Cinética enzimatica

La cinética enzimatica se realiz0 en tubos de ensaye, lavados y esterilizados,
agregando por medio de micro pipetas y puntillas estériles 200ul de sustrato y 50
pl de extracto enzimatico, dejando actuar en bafio maria a 37T a tiempos en
minutos de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 240(4 horas), 480(8 horas),
1440(24horas), 2880(48horas) y 4320(72horas).

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

prepararon los siguientes reactivos.

Preparacion del reactivo 1 (Somogyi):

Para la preparacién del reactivo de 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), 2.0 g de bicarbonato
de sodio (NaHCO3) y 20 g de sulfato de sodio (Na2SOa4)se disolvieron en agua
destilada y se afor6 a 100 mL Solucion B: en 50 mL de agua destilada se
agregaron 1 gota de acido sulfurico concentrado (H2S0Oa4) disolver 7.5 g de sulfato
de cobre pentahidratado (CuS0O4.H20). El reactivo 1 se preparé mezclando 4 ml.

de solucién en 100 ml. de soluciéon A.

Preparacion del reactivo 2 (Nelson):

Para la preparacion del reactivo de Nelson se prepararon las siguientes
soluciones. Solucién A: en 225 mL de agua destilada se disolvié 10.5 mL. de &cido
sulfrico concentrado (H2S04) y 12.5 g de molibdato de amonio ((CNHa)
6M07024.4H20). Solucion B: 1.5 g de arsenito de sodio heptahidratado
(NaHAsO4.7H20) se disolvieron en 12.5 mL de agua destilada. El reactivo 2 se
prepar6 mezclando lentamente la solucidon 1y 2 en agitacion y se aforaron a 250

mL. Posteriormente se calenté a 55° C durante 30 min.
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Se prepar6 un blanco para ajustar a cero el espectrofotbmetro marca
génesis 20 colocando 250 p de agua destilada en un tubo de ensaye y 250u de
reactivo de Somogy, e incubando a bafio de agua hirviendo por 10 minutos para
después agregar 250u de reactivo de Nelson y 4 ml de agua destilada, se agito

vigorosamente y se calibro el espectrofotémetro (figura 9).

Figura 9. Espectrofotometro.

La metodologia empleada para la determinacion de azucares reductores fue
la siguiente: después de dejar actuar el extracto enzimatico sobre sustrato a los
diferentes tiempos se agregaron 250 ul del reactivo de Somogy para detener la
actividad enzimética, posteriormente se incubo en bafio de agua hirviendo durante

10 minutos, se dejo enfriar a temperatura ambiente (figura 10).
PL-"si mh

4

A% MY
. emm Wy

CRETTY

Figura 10. Muestras después de bafio de agua

Se agregaron 250 pl de reactivo de Nelson y se agito vigorosamente, con

el agitador vortex (figura 11).

Figurall. Agitador vortex.
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Después se agregaron 4 ml de agua destilada y de nuevo se agito, por
ultimo se midié la absorbancia en un espectrofotbmetro a un longitud de onda de

660 nm después de haber ajustado el espectrofotometro con el blanco.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Etapa |. Caracterizacion bromatoldgica del nopa |

7.1.1 Evaluacion nutricional de las dos variedades de Opuntia utilizadas.

El cuadro 4 muestra los resultados obtenidos del contenido nutricional de
las dos variedades de Opuntia utilizadas. Realizando una comparacién con el
estudio de Fuentes et al., en el 2004, quienes evaluaron el contenido nutricional
de cuatro variedades de nopal forrajero (Opuntia spp), 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%. Estos
resultados muestran que para MST, extracto etéreo y fibra cruda si se encuentran
dentro de este rango, mientras que proteina y ceniza presentan resultados muy
por debajo de los rangos citados y semejantes a los obtenidos por Guzméan y
Chévez (2007), quienes en su estudio bromatoldgico del cladodio del nopal
(Opuntia ficus indica) para el consumo humano, atribuyen sus resultados a la edad
de los cladodios utilizados, los cuales se encuentran en un rango de edad de 1
mes a una afio.

Mientras que para FAD y FND de las dos especies utilizadas se obtienen
valores semejantes a los citados por Medina et al., en el 2006, quien menciona
gue el contenido de FAD se encuentra alrededor de 16% y el contenido de FND

entre 30 y 45% aproximadamente.

Cuadro 4.Contenido nutricional de las dos variedades de Opuntia utilizadas.

Componente (%) Opuntia ellisae
Materia seca total 23.055 23.846
Materia seca parcial 19.01686 15.9615
Humedad 8.6866 7.8816
Proteina 2.33 2.18

Ex. Etéreo 1.43 1.41
Ceniza 91.31 91.92
Fibra cruda 87.82 21.92
Fibra acido detergente 35.66 44.39
Fibra neutro detergente 85.97 84.45
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La figura 12 presenta 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 proteina, grasa,
materia seca total, materia seca parcial, FND vy ceniza, mientras que en el
contenido de humedad, fibra cruda y FAD se puede observar diferencias
haciendo una comparacion con los datos obtenidos por (Mata, 20011). Donde se
aprecia que las especies (Opuntia robusta y Opuntia rastrera) presentan valores
diferentes en el contenido de proteina, grasa y FAD, mientras que en el contenido

de ceniza, fibra, FND y materia seca total se puede observar diferencias mayores.

120
100 -
80 -

60 -
H 0. pheacanta

H 0. ellisae

MS H C PC BMST FC FN FDA

Figura 12. Comparacién nutricional de 2 variedades de nopal (Opuntia sp).

Etapa Il. Fermentacion para la produccion del extra  cto enzimatico a partir de
un microorganismo aislado del rumen bovino
7.2 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 himedo y
consistencia suave (Figura 13). Dicha descripcion concuerda con la mencionada
por Valdez-Sepulveda (2010). Esta cepa fue seleccionada por Valdés—Sepulveda
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(2010) como un microorganismo altamente productora de la enzima celulasa, por

lo que fue empleada en posteriormente para la degradacién enziméatica del nopal.

A

Figura 13. Caracteristicas macroscoépicas de la cepa VML-2 en medio solido.

7.3 Evaluacion microscopica
Las caracteristicas microscoOpicas de las células puras tefildas mediante la
técnica de Gram fueron: bacilos cortos Gram negativos, no agrupados (Figura 14).

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

Figura 14. 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

7.4 Cinética enzimética
7.4.1 Cinética enzimatica de celulasa en nopal Opuntia pheacantha

En la figura 15 podemos observar que las enzimas celulasas producidas
por la cepa VML-2 tienen gran actividad sobre el sustrato al 1% en los primeros
60 minutos, mientras que en 120 minutos el sustrato al 5% alcanza el nivel de

actividad y que la enzima no tardo en adaptarse a los nutrientes del medio, por lo
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gue no se observo fase de adaptacion, en estos primeros minutos se presento la
mayor cantidad de azucares reductores, 1o que significa la ruptura de celulasas y
su conversion en azucares mas simples por ejemplo glucosa, se muestra un
rapido descenso en la degradacion de celulosa en el rango de 120 a 240 minutos
con una actividad enzimatica de 1430U. descendiendo constantemente hasta
4320 minutos (72horas), donde en el eje de las x se determinaron los siguientes
valores equivalentes 0=0 minutos, 1= 5 minutos, 2 = 15 minutos, 3= 60 minutos,
4= 90 minutos, 5= 120 minutos, 6 = 1440 minutos (24h), 7= 2880 minutos(48
horas), 8= 4320 minutos (72 horas).
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Figura 15. Degradacién enzimatica de celulosa en nopal Opuntia pheacantha utilizando celulasas

producidas por la cepa VML-2.

7.4.2 Cinética enzimatica de pectina en nopal Opuntia pheacantha

En la figura 16 podemos observar que las enzimas pectinasas producidas
por la cepa VML-2 tienen gran actividad sobre el sustrato de los 2 porcentajes (1%
y 5%) en los primeros 45 minutos y que la enzima no tardo en adaptarse a los
nutrientes del medio, por lo que no se observd fase de adaptacion, en estos
primeros minutos se presento la mayor cantidad de azucares reductores, lo que
significa la ruptura de pectina y su conversion en azucares mas simples por
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ejemplo glucosa, se muestra un rapido descenso en la degradacion de celulosa en
el rango de 45 a 60 minutos con una actividad enzimatica de 1430U.
descendiendo constantemente hasta 4320 minutos (72horas), donde en el eje de
las x se determinaron los siguientes valores equivalentes 0=0 minutos, 1= 5
minutos, 2 = 15 minutos, 3= 60 minutos, 4= 90 minutos, 5= 120 minutos, 6 = 1440
minutos (24h), 7= 2880 minutos(48 horas), 8= 4320 minutos (72 horas).
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Figura 16. Degradacién enzimatica de pectinasa en nopal Opuntia pheacantha utilizando

pectinasas producidas por la cepa VML-2.

7.4.3 Cinética enzimatica de celulasa en nopal Opuntia ellisae

La figura 17 representa la tasa de degradacion de celulosa en nopal
Opuntia ellisae, en la que podemos observar que durante los primeros 60 minutos
la enzima presenta actividad adaptativa y mucha actividad celulasa en el sustrato
al 1% mientras que el sustrato al 5% presento gran actividad en los primeros 120
minutos y después de esos tiempos fue disminuyendo presentando una actividad
enzimatica de 1557 U, lo que se contrapone con lo mencionado por Valdez-
Sepulveda (2010) quien menciona que la micro flora no ruminal se adapta
rapidamente a la utilizacion de celulosa, por lo que la produccion de celulasa se ve

limitada. Después de este tiempo la enzima disminuye la actividad celulasa debida
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a la competencia por nutrientes y acumulacion de desechos toxicos que ocasionan
la disminucién de la poblacion microbiana y muerte de estas, donde en el eje de
las x se determinaron los siguientes valores equivalentes 0=0 minutos, 1= 5
minutos, 2 = 10 minutos, 3= 120 minutos, 4= 1440(24horas), 5= 2880 minutos
(48horas), 6= 4320minutos (72 horas).
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Figura 17. Degradacion enzimatica de celulosa en nopal nopal Opuntia ellisae utilizando

celulasa producidas por la cepa VML-2.

7.4.4 Cinética enzimatica de pectina en nopal  Opuntia ellisae

En la figura 18 podemos observar que las enzimas pectinasas producidas
por la cepa VML-2 tienen gran actividad sobre el sustrato de los 2 porcentajes (1%
y 5%) en los primeros 45 minutos y que la enzima no tardo en adaptarse a los
nutrientes del medio, por lo que no se observé fase de adaptacion, en estos
primeros minutos se presentd la mayor cantidad de azucares reductores, lo que
significa la ruptura de pectina y su conversion en azucares mas simples por
ejemplo glucosa, se muestra un rapido descenso en la degradacion de celulosa en
el rango de 45 a 60 minutos con una actividad enzimatica de 1430U.

descendiendo constantemente hasta 4320 minutos (72horas), donde en el eje de
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las x se determinaron los siguientes valores equivalentes 0=0 minutos, 1= 5
minutos, 2 = 15 minutos, 3= 60 minutos, 4= 90 minutos, 5= 120 minutos, 6 = 1440
minutos (24h), 7= 2880 minutos(48 horas), 8= 4320 minutos (72 horas).
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Figura 18. Degradacién enziméatica de pectina en nopal Opuntia ellisae utilizando pectinasa

producidas por la cepa VML-2.

En la degradacion de las dos variedades de nopal utilizadas se obtienen
valores de actividad para Opuntia ellisae de 1557 U y para Opuntia pheacantha
1430 U, mientras que Valdez-Sepulveda (2010) utilizando carboximetilcelulosa
como fuente de carbono y energia obtiene la maxima actividad enzimatica a las 24
horas de fermentacién con un valor de 858 U, estas diferencias pueden ser
debidas a que la celulosa amorfa presente en nopal es mas dificil de degradar,
haciendo que esta condicibn favorezca el crecimiento de las enzimas y por
consecuencia su actividad. Comparando las dos variedades de nopal se obtiene
mayor actividad enzimatica en la variedad Opuntia ellisae con un valor de 1557 U,
esto se debe a que esta variedad presenta mayor cantidad menor cantidad de

fibra y esto favorece las condiciones para que la enzima actue mas rapido.
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V. CONCLUSIONES

Se logré evaluar nutricionalmente las dos variedades de nopal utilizadas
(Opuntia pheacantha y Opuntia ellisae), presentando diferencias importantes en el
contenido de cenizas, fibra y fibra detergente neutro y materia seca total,
obteniendo mayores valores la variedad Opuntia pheacantha 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 tiene la misma capacidad para degradar pectina.

La variedad Opuntia pheacantha por su alto contenido de fibra presenta
menor actividad enzimatica que en la variedad Opuntia ellisae.

La utilizacion de enzimas celulasas producidas por cepas aisladas del
rumen bovino es una alternativa econémica y de facil acceso para procesos de

sintesis de compuestos ricos en celulosas pero no ricos en pectina.
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