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Resumen
El nopal es el nombre comun que reciben las cacticeas del
genero Opuntia, en México Opuntia ficus indica, es
ampliamente cultivada. De entre los principales
componentes del nopal se encuentra las espinas, el
mucilago y la fibra la cual aumenta con la edad, por ello
se evaluo el efecto de la relacién sdlidos/acido y el tiempo,
sobre la edad y variedad de Opuntia para la obtencién de
azUcares fermentables. Se observd inicialmente que tanto
la cantidad de solidos como la edad, tuvieron un efecto
sobre la liberacién de azUcares, llegdndose a obtener hasta
45 g/L con un 10 % de sdlidos y 80 min, sin embargo; el
proceso de rehidratacion limitdé su solubilidad. En las
variedades Energy, Atlixco, Milpa Alta y Azul Gigante se
obtuvieron 15 g/L de ART en cladodios de 12 meses,
mientras que los de 6 meses se observo un promedio de 10
g/L. En cuanto a la cantidad de azUcares, se observé en la
variedad Milpa Alta 10 g/L de glucosa. Mientras que en la
variedad Milpa alta y Energy presentaron la mayor
cantidad de azlcares fermentables con un 52.23 y 31.21 %
representados principalmente como glucosa lo que
representd 23.23 y 9.71 g/100 g de solidos.
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reductores.

Hidrolisis,

Abstract

Nopal is the common name given to cacti from the genus
Opuntia, in Mexico Opuntia Ficus Indica, is widely
cultivated. Among the main components of nopal is the
thorns, mucilage and fiber which increases with age, thus
assessed the effect of the relationship solid/acid and time,
on the age and variety of Opuntia for obtaining
fermentable sugars. It was initially observed that both the
amount of solids and age, had an effect on the release of
sugars, reaching to obtain up to 45 g/L with 10% solids
and 80 min, however; The rehydration process limited its
solubility. In the varieties Energy, Atlixco, Milpa Alta and
giant Blue were obtained 15 g/L of ART in Cladodes of 12
months, while those of 6 months was observed an average
of 10 g/L. As for the quantity of sugars, it was observed in
the Milpa variety High 10 g/L of glucose. While in the
Milpa Alta and Energy Variety they presented the highest
amount of fermentable sugars with a 52.23 and 31.21%
represented mainly as glucose which represented 23.23
and 9.71 g/100 g of solids.

Opuntia, Variety, Hydrolysis, Reducing Sugars.
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Introduccion

El nopal es el nombre comun que reciben las
cactaceas del genero Opuntia, de las cuales han
sido reconocidas 377 especies, de estas; 48
especies son utilizadas por el hombre; 24
especies se usan para el consumo directo; 6
especies como nopal tunero; 15 especies como
nopal para forraje y 3 especies como nopal
verdulero. De todas las especies reconocidas, la
mas comun Yy cultivada en distintas partes del
mundo es Opuntia ficus indica (Ornelas, 2011).
En México esta variedad es cultivada en 29
entidades federativas, existiendo 50,000
productores directos en 14 estados quienes
producen alrededor de 723 000 toneladas en
12,500 hectareas (CNSPNT, 2013).

De entre las muchas aplicaciones de
Opuntia se encuentran algunos como hospedante
del insecto cochinilla (Dactylopius coccus), los
nopalitos se utilizan para elaborar preparaciones
antidiabéticas, sus flores son usadas para
preparar bebidas diuréticas y los frutos son
utilizados para preparar jugos, jaleas, miel,
mermeladas y pastas, ademas de la obtencién de
aceite de sus semillas (Reyes-Aguero, Aguirre
R., and Valiente-Banuet 2006). Como alimento
funcional, los frutos y los cladodios son una
fuente importante de: fibra, hidrocoloides
(mucilagos), pigmentos  (betalainas vy
carotenoides), Cay K, y vitamina C; compuestos
muy apreciados para una dieta saludable
(Valencia-Sandoval, Brambila-Paz, and Mora-
Flores 2010). La composicién quimica del nopal
es muy variable en funcion de la especie, edad
de los cladodios y época del afio. En base
Humeda, presenta altos niveles de agua en su
composicién, con un 91.8 %; siguiéndole en
porcentaje los carbohidratos con un 5.5 % y por
ultimo las cenizas con un 1.58 % (Ornelas,
2011). De entre los principales componentes del
nopal se encuentra el mucilago.
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Este hidrocoloide, es un polisacarido cuyo
peso molecular oscila en 13x10° g/mol y esta
compuesto por polisacaridos similares a las
pectinas. El contenido de azlUcares en estos
polisacaridos se encuentra en proporciones
aproximadas de 47 % de L-arabinosa, 18 % de
D-galactosa, 7 % de L-ramnosa, y 23 % de D-
xilosa como el principal azucar ademas del 5%
de &cido D-galacturonico (Cardenas, Higuera-
Ciapara, and Goycoolea 1997). La estructura
primaria del mucilago del nopal sugiere una
cadena lineal con cadenas repetidas de enlaces
(1-4)-p-D-4cido galacturonico y enlaces a-(1-
2)-L-ramnosa con cadenas laterales de
trisacaridos formados por enlaces p—(1-6) D-
galactosa unidas a residuos de L-ramnosa.

La presencia de residuos laterales a la
cadena principal de galactosa presenta
ramificaciones de composicion compleja
conteniendo residuos de L-arabinosa con enlaces
(1-5) a residuos de grupos de oligosacaridos de
D-xilosa (Cérdenas, Higuera-Ciapara, and
Goycoolea 1997). Ademas del mucilago, el
nopal es una fuente natural con un alto contenido
de fibra compuesta por una red bilateral de
residuos lignocelulésicos que con la edad se
endurece y le proporcionan un constitucién
rigida, aumentando el grosor e intensificando el
color (Aquino et al. 2012). Actualmente en
México existen acciones concretas dirigidas a la
obtencion de biogas, en Michoacan opera un
biodigestor industrial  funcionando como
empresa privada en proceso de alcanzar su
optima escala comercial y rentabilidad
econdmica. En el pais, los estados competidores
en materia de bioenergéticos a base de nopal
para la produccion de biogas se encuentran el
estado de Zacatecas, Aguascalientes, Michoacan
y Sinaloa (Ramirez, Sosa, and Santos 2012).
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En cuanto a la produccion de etanol,
existen reportes encaminados a la fermentacion
del jugo obtenido a partir de la fruta de nopal
(tuna) para la obtencion de vino empleando para
ello microorganismos como Saccharomyces
cerevisiae 'y Pichia fermentans con un
rendimiento de 8.73 % v/v de etanol (Castellar
et al. 2008; Rodriguez-Lerma et al. 2011).
Bollok, Réczey, & Zacchi, (2000), mencionan
que es posible obtener 55.3 mL de etanol a partir
de la fermentacion con S. cerevisiae; pero es
necesario establecer criterios de optimizacion
para la fermentacion, algunos criterios pueden
ser: contenido de etanol, compuestos volatiles,
acidos organicos, y compuestos que producen
color (Navarrete-Bolafios et al. 2013). En el
presente trabajo se evaluo el efecto de variables
como la relacion sélidos/acido y el tiempo de
hidrélisis &cida sobre la edad y variedad de
Opuntia como criterio de evaluacion del
potencial para la obtenciébn de azlcares
reductores y su posible uso como sustrato para la
generacion de etanol.

Materiales y Métodos

Preparacién de la materia prima

Seis variedades de nopal, Copena VI; Azul
Gigante; Goliat; Atlixco, Energy y Milpa Alta de
6 y 12 meses de edad fueron cortados en cubos
de 2 cm y secados a 60 ° C durante 72 h,
posteriormente fueron molidos utilizando un
molino de cereales comercial. La harina
obtenida fue almacenada en bolsas plasticas y
mantenidas en un lugar seco y fresco hasta su
uso.
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A partir de dos variedades de cladodio de
nopal, se evalud el efecto de factores como el
tiempo, y el porcentaje de sélidos en la
obtencion de azucares reductores totales (ART)
y azUcares totales; manteniendo la concentracion
del acido sulfurico al 1 % y la temperatura a 121
°C como condiciones constantes, mientras que la
cantidad de solidos y la temperatura fueron
evaluadosen 1,5y 10 % p/v y 40, 60 y 80 min
respectivamente; Los  resultados  fueron
evaluados usando metodologia de superficie de
respuesta (RSM) para estudiar la influencia de
los factores evaluados en la hidrolisis con el
programa Statgraphics Centurion XVL.I.

Identificacidn y caracterizacion proximal de la
composicion de los hidrolizados de cladodios de
nopal.

A partir de la harina de las 6 variedades de nopal
se realiz6 la determinacion de extractos totales, de
acuerdo a la norma TAPPI 204 om-8 y TAPPI
207 om-93; cenizas con lanorma TAPPI 211 om-
93, lignina insoluble en 4cido Con la norma TAPPI
222 om-88 y Holocelulosa de acuerdo a Browning
(1967), modificada por Hernandez, (2008).

Técnicas analiticas

La concentracién de azucares reductores fue
determinada usando el método de é&cido
dinitrosalicilico descrito por Miller, (1959) vy
usando  glucosa como  estandar. La
determinacion de fendlicos totales fue llevada a
cabo usando el método Folin—Ciocalteau
descrito por De Ascensao & Dubery, (2003)
usando acido galico como estandar.
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La concentracion de glucosa, galactosa,
manosa, Yy fructosa y oligosacaridos fue
determinada por HPLC con inyeccion
automatica de 5 uL por muestra, usando una
columna Rezex RCM Ca* monosacaridos para el
andlisis inicial (Phenomenex), equipado con
horno de temperatura controlada a 80 °C, la fase
movil fue agua grado HPLC a 0.6 mL/miny 0.3
mL/min respectivamente, la cuantificacion se
realiz6 previa elaboracion de curvas de
calibracion para cada uno de los azucares.

Resultados y discusiones

Analisis proximal de las seis variedades de
Opuntia.

A partir de las variedades de nopal, Copena VI;
Azul Gigante; Goliat; Atlixco, Energy y Milpa
Alta, se obtuvieron 400 g de harina previamente
secado, de cladodios de entre 1.5y 2 kg de cada
variedad por triplicado. De las seis variedades,
inicialmente se realiz6 un analisis proximal para
determinar su composicién promedio de cada
tipo de Opuntia, para ello se emplearon las
normas TAPPI para determinar la cantidad de
extraibles totales, lignina, holocelulosa y
cenizas, los resultados obtenidos se muestra en
latabla 1.

De las seis variedades se pudo observar
que los cladodios de 6 meses presentaron mayor
cantidad de compuestos extraibles en agua,
mientras que en cladodios de 12 meses esta
cantidad disminuyo, siendo la variedad Copena
V1 y Milpa alta las variedades que presentaron
mayor cantidad de extraibles en agua, con un
47.75 y 50.38 % respectivamente.
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Extraiblesen  Extraibles

Humedad Lignina

Holocelu  Ceniza

agua en solvente losa S

275
Copen 830 + 4775 + 612 + 385+ 1753 8 +
avl 027 1.14 0.65 0.78 +3.01 0.24
Azul 18.7
Gigant 929 + 4673 + 541 + 6.76 + 3006 5 +

e 0.89 4.96 0.28 054 +283 0.07
21.3
» 895 + 39.72 + 647 + 843+ 1690 8 +
§ Goliat 0.96 1.82 0.54 0.15 +259 0.23
S 17.7
©lAtlixc 881 + 4628 + 758 + 662+ 1928 5 +
0 0.70 1.95 1.21 122 +340 0.01
19.2
801 + 4557 + 643 + 6.05+ 2119 3 +

Energy 0.16 0.42 0.61 060 +1.29 0.69
145
Milpa 833 + 5038 + 260 + 258+ 1853 7 +
alta 0.06 2.93 0.24 0.00 +176 0.12
27.8
Copen 840 + 3845 + 580 + 510+ 1360 2 +
avl 027 2.49 0.55 045 +0.77 0.50
Azul 19.9
Gigant 8.12 + 4348 + 929 + 1002 2315 5 +

e 0.89 7.96 1.14 +0.75 +296 0.52
22.4
@ 844 + 4091 + 844 + 1084 1726 7 +
8| Goliat  0.96 2.25 1.01 +187 +148 0.18
E 180
—| Atlixc 717 + 3835 + 878 + 659+ 1568 5 +
0 0.70 3.23 1.40 028 +185 0.25
21.6
8.68 + 4084 + 793 + 884+ 1542 4 +

Energy 0.16 3.37 1.54 166 +0.27 0.37
18.6
Milpa 7.81 + 4349 + 7.97 + 1246 2199 2 +
alta 0.06 3.83 0.57 +094 +1.36 0.08

Tabla 1. Composicién porcentual de seis variedades de
Opuntia en base seca.

De acuerdo a Cai et al. (2008) en la
extraccion con agua de Opuntia variedad Milpa
Alta, la principal sustancia extraible son
polisacaridos con pesos moleculares de 4 373
430, 63 366 y 1938 Da para tres fracciones
obtenidas; con rendimientos observados de
0.654 %; de estos. Uno de los principales
polisacaridos presentes en el género Opuntia es
el mucilago el cual es una cadena compleja
compuesta de diferentes tipos de oligosacaridos
principalmente  disacaridos y trisacaridos
(Cardenas, Higuera-Ciapara, and Goycoolea
1997).
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Otro de los componentes evaluados fue la
cantidad de lignina presente, la cual se presentd
en cantidades menores al 8 % para las variedades
de seis meses de edad, mientras que, para las
variedades de 12 meses, la cantidad de lignina
fue <12 % con un ligero aumento entre los 6 y
12 meses lo que indico que la edad es un factor
determinante en la cantidad de lignina presente
en la estructura de Opuntia (Tabla 1). Aquino et
al. (2012) extrajeron la fibra de cladodios de
nopal de un afo de edad obteniendo hasta un 40
% de lignina en las fibras, demostrando que la
cantidad presente de lignina cambia con la edad,
factores edaficos, sitios de cultivo y época del
afio (Ginestra et al. 2009). Un aspecto
importante en la composicién de los cladodios
de nopal de las variedades evaluadas fue el
contenido de holocelulosa la cual comprende la
cantidad de celulosa y hemicelulosa presente en
la muestra, observandose que la cantidad de
holocelulosa fue mayor en la variedad Azul
Gigante con un 30 %, mientras que, a 12 meses,
esta cantidad fue ligeramente menor con un
23.15 %, sin embargo; la cantidad de lignina
mostr6 un aumento, de 6.72 a 10 %, lo que
sugiere que con el incremento de la madurez de
los cladodios, la cantidad de lignina aumenta asi
como la cantidad de holocelulosa debido
probablemente a que el cladodio pasa a ser
soporte de la planta aumentado su dureza
(lignina) y cantidad de fibra (holocelulosa).

Del mismo modo se observd que las
cenizas no tuvieron un aumento importante entre
las dos edades, teniéndose un promedio de 20 %
de cenizas en las variedades evaluadas.
Malainine et al. (2003) encontraron que la
cantidad de cenizas presentes en muestras de O.
ficus-indica fue del 19 %, ademas de un 7.2 %
de extraibles en solventes y 3.6 % peso de
lignina, estos resultados fueron similares a los
reportados para las variedades de Opuntia
evaluadas en este trabajo.
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Por otro lado, Rodriguez-Gonzalez et al.
(2014) encontraron cantidades < 15% de cenizas
en el mucilago obtenido de seis variedades de
nopal, entre ellas se evaluaron; O. streptacantha,
O. hyptiacantha, O. ficus-indica, O. tomentosa,
O. joconostle y O. atropes, mientras que Agquino
et al. (2012) encontraron hasta un 4 % de cenizas
en las fibras obtenidas de los cladodios de O.
ficus-indica, estos resultados sugieren que el
mucilago es la principal fuente de cenizas se
obtienen del mucilago y en menor proporcion de
la fibra, de tal forma que la suma de las dos
cantidades son similares a los resultados
mostrados en la tabla 1.

Efecto de la temperatura, sélidos, edad y
variedad del cladodio de nopal sobre la
obtencion de azUcares.

Inicialmente se evalu6 el efecto de la
temperatura, y porcentaje de  sélidos
suspendidos en el proceso de hidrolisis acida
sobre las variedades Azul Gigante y Milpa Alta
en el grado de obtencion de azUcares reductores.

El anélisis estadistico mostré que tanto la
cantidad de sélidos como la edad, tuvieron un
efecto sobre la liberacién de azucares (p<0.05),
lo que indicé que a medida que se aumento la
concentracion de solidos en el proceso de
hidrolisis, se obtuvieron mayor cantidad de
azucares totales liberados llegandose a obtener
hasta 45 g/L con un 10 % de s6lidos y 80 min.

Por otro lado, para cladodios de 12 meses
de edad se observo un aumento en promedio de
5 g/L con respecto al obtenido con cladodios de
6 meses. Este efecto se observd de manera
similar tanto para los cladodios de la variedad
Azul Gigante como para la variedad Milpa Alta
. Por lo tanto, no se observaron diferencias
significativas entre la cantidad de azucares
totales liberados para las dos variedades
estudiadas (p<0.05) (Grafica 1).
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Este resultado indicd que el proceso de
hidrolisis acida, fue efectiva en ambas
variedades de nopal (Gréfica 1); sin embargo,
experimentalmente se observé que, a mayor
cantidad de sélidos, el proceso de rehidratacion
de la harina de nopal limito la solubilidad de
estos lo que origind un bajo mezclado. Esto pudo
deberse principalmente a que el mucilago
presente en la harina de cladodio al rehidratarse
mostré propiedades viscoelasticas, efecto que es
dependiente de la concentracion del mucilago en
cada muestra (Medina-Torres 2000; Ledn-
Martinez et al. 2011), lo que origino a una
limitacion en la homogenizacion de la mezcla de
reaccion inicial para la hidrolisis ya que el
mucilago forma agregados moleculares
(Cérdenas, Higuera-Ciapara, and Goycoolea
1997). De acuerdo con Ginestra et al. (2009) el
mucilago esta presente tanto en las frutas como
en los cladodios en al rededor de 14 % en peso
seco, cuya funcion fisiologica principal es el de
regular el contenido de agua en la célulay el flux
de calcio en la planta (Nobel, Cavelier, and
Andrade 1992).

40 =

/\//\

solidos edad
tiempo variedad

Azlcares
n
8
T

.
S
T

Gréfica 1. Gréafico de efectos principales para la
obtencidn de azlcares totales.
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Por otro lado, se observo que el tiempo de
hidrolisis no tuvo un efecto en la obtencion de
azucares, encontrandose que no existieron
diferencias significativas entre los azucares
totales obtenidos a 40 y 80 min (Gréfica 1),
adicionalmente se observd que existi6 una
disminucion en la cantidad de azucares totales a
los 60 min de hidrolisis, obteniéndose hasta 30
g/L con un 10 % de sélidos y una edad de 12
meses en comparacion con los obtenidos bajo las
mismas condiciones, pero con 40 y 80 min, se
observaron resultados similares al comparar las
variedades  estudiadas.  Estos  resultados
coincidieron con los reportados por Idrees et al.
(2014) quienes observaron que a altas
temperaturas y bajos tiempos de residencia se
obtenia un méximo en la hidrolisis, asi mismo
observaron que con una concentracion de 1y 2
% de acido sulfarico por tres horas a 121 ° C se
alcanzaba 27.25 y 29.19 g/L respectivamente.
Estos resultados fueron comparables con la
cantidad de azucares obtenidos a 5 % de solidos
usados tanto para la variedad Azul Gigante y
Milpa alta durante el tratamiento por 40 min de
donde se obtuvieron 29 y 35 g/L
respectivamente. Contrario al efecto de los
factores evaluados Jeevan et al. (2011)
mencionan que la concentracién de ART se
incrementa  cuando son  usadas  altas
temperaturas y altos tiempos de reaccion, sin
embargo; durante su trabajo experimental
observaron que aunque la reaccion se llevo a
cabo por largo tiempo no se observé un
incremento en la cantidad de azlcares pero si un
ligero incremento en la cantidad de compuestos
inhibitorios.

La disminucion en la cantidad de
carbohidratos liberados durante la hidrolisis en
el tratamiento con 60 min puede deberse a la
formacion de compuestos inhibitorios posterior
a la hidrdlisis inicial del mucilago presente en la
harina de los cladodios.
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Motivo por el cual a mayor tiempo de
reaccion la cantidad de azlcares vuelve a
aumentar, esto es debido posiblemente a una
continua hidrdlisis de la hemicelulosa y celulosa
presente en las muestras de cladodios de nopal,
sin embargo; dejar que el proceso se lleve a cabo
durante méas tiempo puede causar una sobre
degradacion de azucares y lignina, originando
compuestos inhibitorios tales como acidos
organicos furanos y fenoles (Shahbazi and
Zhang 2010; Silveério 2013).

AzUcares Azucares
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Gréfica 2. Efecto del % de solidos y la temperatura de
hidrélisis sobre la cantidad de azlcares totales y azucares
reductores liberados.
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Al comparar el efecto de los factores
estudiados sobre la cantidad de azlcares
reductores totales (ART) (Grafica 2) se observo
que contrario a los azUcares totales, a mayor
cantidad de solidos existe una ligera
disminucion en la cantidad de azUcares
reductores, esto pudo deberse principalmente a
que durante el tratamiento acido favorecio la
destruccion de la estructura del material
lignocelulosico, liberando  Unicamente los
azucares presentes en la hemicelulosa sin afectar
directamente la lignina y la celulosa (Silvério
2013); de tal manera que Unicamente la
hemicelulosa y el mucilago son los principales
azucares hidrolizados y estos disminuyen
ligeramente con un 10 % de solidos. Los
resultados mostraron que, tanto para las dos
variedades estudiadas como para la edad de 12
meses de los cladodios, se obtuvieron 28.94 y
28.12 g/L a 5y 10% de sdlidos respectivamente
para la variedad Azul Gigante, mientras que se
obtuvo 35y 29 g/L bajo las mismas condiciones
para la variedad Milpa Alta. Estos resultados
sugieren que con el uso de un 5% de solidos se
puede obtener una cantidad de azlcares
reductores mayor en comparacion a los
obtenidos con un 10 % de sélidos (Grafica 3),
resultados similares fueron reporteado por Idrees
et al. (2014) quienes observaron que a medida
gue aumento la concentracion de sustrato (water
hyacinth plants)

La cantidad de azlOcares reductores
incrementd mientras que el rendimiento en la
hidroélisis disminuyo, de tal forma que la 40 g/L
de sustrato el rendimiento de la hidrolisis fue del
74 % y a medida que la concentracion de solidos
aumento a 50 g/L el rendimiento de la hidrolisis
disminuy6 a 70 % esto puede deberse
principalmente a limitaciones el proceso de
transporte de masa en la matriz solida del
sustrato aunado a la degradacion de los azucares
por el proceso de reaccion.
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Aunado a estos resultados y como se
menciono anteriormente; se observo que la edad
y la variedad, es un factor importante en la
cantidad de azucares reductores liberados
durante la hidrolisis quimica. Del analisis de
resultados; se observd que en promedio aumento
de 20 a 30 g/L en las variedades estudiadas y de
un 25 g/L hasta 35 g/L en las edades de 6 y 12
meses para ambas variedades, en este caso el
efecto fue mas notable que con los azucares
totales, debido que la cantidad de fibra contenido
en los cladodios depende de algunos factores
como la variedad, y la edad de la planta ademaés
del periodo de corte y tipo de clima en el cual se
han cultivado (Ribeiro et al. 2010).
Adicionalmente; Ribeiro et al. (2010)
observaron que existi6 una diferencia
significativa en la cantidad de azUcares para las
variedades de cladodios analizados encontrando
hasta el doble de azlcares presentes en cladodios
cuaternarios obtenidos de periodos secos Yy
lluviosos. Este efecto se debe principalmente a
que la red bilateral de tejido lignocelul6sico se
incrementa  conforme va madurando
aumentando  su  constitucién  rigida e
intensificando su color (Aquino et al. 2012).

20 — —

16

Reductores

solidos edad
tiempo variedad

Gréfica 3. Efecto de las variables sobre la cantidad de
azlcares reductores liberados.
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En general, los factores analizados en
este experimento exploratorio permitieron
identificar que ademas el &cido a
concentraciones diluidas, la temperatura, la
concentracion de sélidos, variedad, edad y el
tiempo empleado en el tratamiento son factores
que permiten una disminucion en el contenido de
hemicelulosa residual maximizando la hidrdlisis
de los cladodios de nopal.

Efecto del proceso de hidrdlisis sobre las seis
variedades de nopal.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el
analisis exploratorio tanto de hidrolisis como de
andlisis de azUcares presentes en las muestras,
las mejores condiciones para tener la mayor
cantidad de azucares liberados fueron utilizando
el 5 % (p/v) de solidos, con un tiempo de
reaccion de 40 min. Bajo estas condiciones se
realizd el mismo tratamiento para las 6
variedades de cladodio de 6 y 12 meses de edad
propuestas inicialmente.

Al cuantificar la cantidad de azucares
totales en las 6 variedades bajo las condiciones
seleccionadas previamente, se realizé un analisis
de varianza que permitié identificar la
variabilidad de azUcares debido a factores como
la edad y variedad el cladodio. El analisis mostro
que no existen diferencias significativas entre
los azlcares totales liberados durante la
hidrolisis para las dos edades de los cladodios
(p<0.05) las concentraciones medias globales
fueron de 14.84 y 16.89 g/L para 6 y 12 meses
de desarrollo respectivamente, lo que indic6 que
la variedad esta relacionada fuertemente con la
cantidad de azucares totales que se pueden
obtener en el tratamiento seleccionado.
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Con el tratamiento acido se pueden
obtener hasta 21 g/L de carbohidratos totales
para la variedad Milpa Alta, seguido de la
variedad Goliat, Azul Gigante y Atlixco con
concentraciones de 17.9, 17.45 y 17.05 g/L
respectivamente  (Grafica 4), entre estas
variedades de cladodio de nopal se observaron
diferencias significativas (de acuerdo al metodo
LSD). Por otro lado, la variedad que presento
menor cantidad de azlcares totales fue la
variedad Copena VI 'y Energy con
concentraciones menores a 17 g/L (Grafica 4).
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Gréfica 4. Carbohidratos totales libreados en el proceso
de hidrélisis quimica a 5% de sélidos.

En cuanto a la cuantificacion de los
azucares reductores analizados en las muestras
hidrolizadas, el analisis de varianza, mostr6 que
tanto la edad como la variedad de los cladodios
mostré un efecto sobre los azlcares reductores,
en este caso el analisis de ANOVA mostré que
las variedades Energy, Atlixco, Milpa Alta y
Azul Gigante no presentaron diferencias
significativas entre ellas, obteniéndose 15 g/L en
cladodios de 12 meses, mientras que con
cladodios de 6 meses se observd un promedio de
10 g/L, por otro lado las variedades Copena VI
y Goliat no presentaron diferencias
significativas con 5 g/L. Los resultados en
azlcares totales obtenidos para la variedad
Copena VI fueron 5 g/L menores a la cantidad
de azlcares reductores determinados por el
método de DNS (Gréfica 5).
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Graéfica 5. Azlcares reductores libreados en el proceso de
hidrdlisis quimica a 5 % de solidos

De acuerdo a los resultados obtenidos se
observo que los rendimientos obtenidos por
hidroélisis acida fueron de 30 % para todas las
variedades, lo que sugiere que el proceso de
hidrdlisis degrado inicialmente los polisacéaridos
de los que estd compuesto la biomasa,
principalmente el mucilago que se encuentra
formando parte importante de la composicién de
los cladodios de nopal. En un estudio realizado
por Batista et al. (2003), evaluaron el proceso de
degradacion de tres variedades de cactéceas,
observando que los azucares solubles y los
acidos organicos son los compuestos de mas
facil degradacién mientras que los azucares
presentes en la fibra neutral se degradaron mas
lentamente.

Otro de los aspectos importantes a
considerar en el proceso de extraccion de
azucares por el proceso de hidrdlisis acida fue la
cuantificacién de compuestos fendlicos que se
pueden obtener del proceso de degradacion del
material lignocelulésico.
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De las seis variedades evaluadas se
observo que la cantidad de compuestos fenolicos
fue menor en las variedades con edad de 12
meses mientras que esta cantidad fue mayor en
las seis variedades con una edad de 6 meses, de
las primeras; la variedad Azul Gigante, seguido
de la variedad Atlixco y Goliat no presentaron
diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
con un valor de 0.28, 0.41 y 0.41 g/L de
equivalentes de Acido Galico (EAG), mientras
que; las variedades Energy, milpa Alta y Copena
V1 presentaron 0.84, 0.72 y 0.72 g EAG/L
respectivamente (Gréafica 6). De acuerdo a lo
descrito por de Amorim et al. (2012), los
compuestos fenolicos en plantas son de dos o
mas grupos hidroxilo unidos a un anillo
aromatico  producidos como  metabolitos
secundarios compuestos principalmente por
taninos, flavonoides y cumarinas; estos son
liberados parcialmente durante la degradacién
de la lignina por tratamiento acido (Andary et al.
2013).

N
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&6...

Eenolegotale
(o)

o

Copena Larreyi Goliat Atlixco Energy Milpa
VI Azul  Variedad de nopal Alta

Gréafica 6. Compuestos fendlicos presentes en los
hidrolizados obtenidos de las 6 diferentes variedades de
Opuntia.

En base seca, se pudo determinar que la
variedad Atlixco y Azul Gigante presentaron
una disminucion de compuestos fendlicos en el
medio hidrolizado para cladodios de un afio de
edad con 0.89 y 0.59 mg por cada 100 g de
biomasa seca, y para las variedades Copena V1
y Milpa alta estos compuestos fendlicos se
presentaron en la misma cantidad que fue de
1.54 mg/100 g, por otro lado, se observé de igual
forma que en la variedad Energy la cantidad de
compuestos fendlicos aumento de 1.34 a 1.8
mg/100 g de biomasa entre las edades de 6 y 12
meses.
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En un estudio realizado por Guevara-
Figueroa et al. (2010) evaluaron el contenido de
compuestos fenolicos y flavonoides de 12
variedades de Opuntia, comerciales y silvestres,
encontrando para las variedades silvestre
morado, tempranillo y cristalino las
concentraciones fueron de 19.9; 19.4 y 17.8 mg
EAG/g, estas cantidades son similares a las
reportadas en este trabajo (Tabla 2), Es posible
que estas diferencias se deban principalmente a
que la temperatura de secado de los cladodios
originaron una pérdida de compuestos fenolicos
(Guevara-Figueroa et al. 2010).

Por otro lado, Santos-Zea et al. (2011),
evaluaron el contenido de compuestos fendlicos
en 9 variedades de Opuntia, obtenidos por un
proceso de extraccion seguido de una hidrélisis,
observando que 5 variedades presentaron la
misma cantidad de fenodlicos en un valor de
905.1 ug EAG/g equivalente a una tercera parte
de lo obtenido en las variedades estudiadas, esta
diferencia puede deberse principalmente al
proceso de obtencion de los compuestos
fendlicos. Algunos compuestos fendlicos como
el &cido feldrico, acido p-cumarico, acido 4-
hidroxibenzoico, &cido caféico, acido salicilico
y acido galico han sido identificados en muestras
de nopal (Guevara-Figueroa et al. 2010), aunque
han sido reportados algunos otros compuestos
flavonoides y fendlicos (Stintzing and Carle
2005)

mg EAG/100g
6 meses 12 meses
Copena VI 2.90 1.54
Azul Gigante 0.73 0.59
Goliat 1.57 1.05
Atlixco 1.50 0.89
Energy 1.34 1.80
Milpa Alta 2.39 1.54

Tabla 2. Composicion en base seca de compuestos
fendlicos presentes en las seis variedades y dos edades de
Opuntia
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Se realizd un andlisis por HPLC de las
muestras obtenidas por hidrdlisis bajo las
condiciones previamente seleccionadas como un
ensayo preliminar para determinar el perfil de
azlcares presentes en cada muestra, los
resultados obtenidos se muestran en la Gréafica 7.
Se encontrd que para la variedad Copena V1 se
detectaron bajas cantidades de azUcares simples,
seguido de la variedad Goliat con
concentraciones de 1 y 1.5 g/L de glucosa, la
variedad Atlixco present6 una cantidad de 3.54
g/L mientras que en las variedades Azul Gigante
y Energy se observaron cantidades similares de
4.53 y 4.2 g/L respectivamente para este azucar;
adicionalmente, se observé en la variedad Milpa
Alta una cantidad de 10 g/L, la vual fue mayor a
la observada para las demas variedades
evaluadas. Por otro lado, en menor cantidad se
observo la presencia de la mezcla de xilosa y
galactosa en 1.3 g/L para Copena VI y Goliat,
3.3 g/L en la variedad Goliat y Atlixco y 4.3 g/L
para Milpa Alta y Azul Gigante.

La méaxima cantidad de azlcares tales
como la arabinosa y la fructosa se encontraron
en la variedad Azul Gigante con 8.23 g/L,
seguido de la variedad Energy, Atlixco y Milpa
Alta con concentraciones de 5.95, 5.26 y 5.06 g/l
respectivamente  (Grafica 7). Resultados
similares fueron obtenidos por Kuloyo et al.
(2014) quienes bajo condiciones similares a las
aqui reportadas (1.5 % de H2SOa4; 30 % p/v de
solidos, 120 °C, 50 min) encontraron por litro,
7.4 g glucosa, 3.9 g xilosa, 2.3 g galactosa, 4.0 g
arabinosa y 5.0 g fructosa, los cuales fueron
corroborados y reportados por Akanni et al.
(2015) al obtener resultados similares. Se
realizd un andlisis por HPLC de las muestras
obtenidas por hidrolisis bajo las condiciones
previamente seleccionadas como un ensayo
preliminar para determinar el perfil de aztcares
presentes en cada muestra, los resultados
obtenidos se muestran en la Gréfica 7.
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Se encontr6 que para la variedad Copena
V1 se detectaron bajas cantidades de azucares
simples, seguido de la variedad Goliat con
concentraciones de 1 y 1.5 g/L de glucosa, la
variedad Atlixco presentd una cantidad de 3.54
g/L mientras que en las variedades Azul Gigante
y Energy se observaron cantidades similares de
4.53 y 4.2 g/L respectivamente para este azucar;
adicionalmente, se observé en la variedad Milpa
Alta una cantidad de 10 g/L, la vual fue mayor a
la observada para las demas variedades
evaluadas. Por otro lado, en menor cantidad se
observd la presencia de la mezcla de xilosa y
galactosa en 1.3 g/L para Copena VI y Goliat,
3.3 g/L en la variedad Goliat y Atlixco y 4.3 g/L
para Milpa Alta y Azul Gigante.

La méaxima cantidad de azlcares tales
como la arabinosa y la fructosa se encontraron
en la variedad Azul Gigante con 8.23 ¢/L,
seguido de la variedad Energy, Atlixco y Milpa
Alta con concentraciones de 5.95, 5.26 y 5.06 g/I
respectivamente  (Grafica 7). Resultados
similares fueron obtenidos por Kuloyo et al.
(2014) quienes bajo condiciones similares a las
aqui reportadas (1.5 % de H2SO4; 30 % p/v de
solidos, 120 °C, 50 min) encontraron por litro,
7.4 g glucosa, 3.9 g xilosa, 2.3 g galactosa, 4.0 g
arabinosa y 5.0 g fructosa, los cuales fueron
corroborados y reportados por Akanni et al.
(2015) al obtener resultados similares.
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Gréfica 7. Determinacion preliminar de azlcares
obtenidos en los hidrolizados de los cladodios de nopal.
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De los azucares observados por HPLC se
pudo determinar la cantidad de azucares que se
pueden obtener de los cladodios de las diversas
variedades  evaluadas en base  seca,
observandose que; de las 6 variedades
estudiadas, la variedad Milpa alta y Energy
presentaron la mayor cantidad de azlcares
fermentables con un 5223 y 3121 %
representados principalmente como glucosa lo
que represento 23.23 y 9.71 g/100 g de solidos
del cladodio de nopal en base seca
respectivamente. Por otra parte, de las
variedades Azul Gigante y Goliat se pudieron
obtener 20.78 y 18.74 g de azucares
fermentables y en menor proporcién la variedad
Milpa Alta (Tabla 3), mientras que para la
variedad Atlixco se encontr6 que en la hidrolisis
acida se pueden obtener 8.2 g de glucosa por
cada 100 g de sustrato, lo que equivale al 29.43
% de azUcares fermentables.

2 £8 | - £
- c o |58 | %4 =
> g = |88 |29 €|
< |5 o |> [T [8E |g& =
c ] - S = < |28 [S53 ]
) — o =< - o |88 |83 @2
=3 > = = [ = |88 |g24 g2
S) N S = = = |EE |2E] 8%
(@) < O] < w = |88 |2 8%
Glc* 239 1027 | 350 | 820 | 971 [2323) 153 | 1.9 | 231 | 371
Xil-Gal 301 |1040| 315 | 7.25 | 762 [955| 53 |201| 103 | 225
Ara-Frc 4.99 | 19.05 | 7.62 |12.40 | 13.77 [11.70| 4.074| 15 | 86 | 3.8
Carbohidrat | 1, o0 | 3975 | 1427 | 27.85 | 3110 |44.48| 24.67 |37.00| 42.0 | 63.40
os totales
% de
azlicares 22.97 | 25.87 | 2451 | 29.43 | 31.21 |52.23| 62.01 | 5.14 | 55.0 | 58.52
fermentables

*azlcares fermentables

Tabla 3. Composicion de azlcares en base seca g/100 g
de biomasa en las variedades de cladodio de nopal
evaluadas.
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Resultados similares han sido reportados
por Ginestra et al. (2009b) quienes obtuvieron a
partir de muestras de cladodios, 36.3 g de
azlcares totales por cada 100 g de muestra,
encontrando principalmente azl(cares como
glucosa, xilosa, arabinosa, galactosa, manosa y
ramnosa en cantidades de 15.3, 1.9, 4.0, 3.4, 1.4
y 0.7 g respectivamente. Por otra parte Majdoub
et al. (2001) observé que la composicion de
azucares en cladodios de nopal varia en funcion
de la parte de nopal analizada y del método de
obtencion de los extractos de tal forma que una
extraccion acuosa produce en mayor cantidad
ramnosa>arabinosa>galactosa>acido
galacturénico>galactosa>xilosa>manosa>gluco
sa.

Esta amplia variacion en la composicion
de los azlcares presentes puede deberse a la
contaminacion de los cladodios con otros
compuestos que se originan en la pared celular o
que el método de purificacibn no es
completamente efectivo (Séenz, Sepulveda, and
Matsuhiro 2004). Complementario a esto, es
posible que las muestras estudiadas por estos
autores hayan sido variedades con espinas, estas
estructuras de acuerdo con (Malainine et al.
2003a) estdn compuestas en un 96% de
polisacaridos compuestos principalmente por
celulosa y arabinosa en un 49.7 y 50.3 %
respectivamente lo que incrementa la
concentracion de estos azlcares. Contrario a
estos resultados, a las muestras estudiadas en el
presente trabajo no presentaron espinas o fueron
minimas, debido a que los productos de los
cladodios son de uso comercial, motivo por el
cual no se cuantificaron cantidades elevadas de
estos azucares.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en
la evaluacion de las seis variedades de nopal, se
determind que la mejor edad para aprovechar los
cladodios de nopal fue de un afio de edad, debido
al aumento en la cantidad de az(cares reductores
evaluados como equivalentes de glucosa, los
cuales se pueden obtener directamente por
hidrolisis &cida; asi mismo, el analisis de la
composicion de las variedades de nopal no
permitio identificar una variedad para ser
estudiada.

Sin  embargo; permitié describir la
composicién de la biomasa, por otro lado,
aunque las variedades Azul Gigante, Atlixco,
Energy y Milpa Alta no presentaron una
diferencia significativa en la cantidad de ART, si
hubo diferencia en la cantidad de compuestos
fendlicos que se pueden obtener por un proceso
de hidrdlisis de tal forma que las variedades Azul
gigante y Atlixco presentaron menor cantidad de
compuestos fendlicos los cuales pueden tener un
efecto negativo en el proceso de fermentacion
por microorganismos con esta capacidad
metabodlica.

La variabilidad en la cantidad de azlcares
obtenidos puede deberse principalmente a la
composicion de su estructura en cuanto a la
hemicelulosa y lignina presente, asi como al
efecto producido por la hidrdlisis del material
lignocelulésico, y la degradacion los azlcares
presentes. Estos resultados coincidieron con la
cantidad de azucares reductores cuantificados
(Gréfica 5) y la alta cantidad de compuestos
fendlicos observados (Grafica 6). Ya que
durante el tratamiento &cido, se convierte la
hemicelulosa y celulosa a azlcares simples y
posteriormente estos se convierten en otros
compuestos  quimicos originados de la
degradacion de azucares y lignina, creando
compuestos inhibitorios tales como é&cidos
organicos, furanos y fenoles (Shahbazi and
Zhang 2010).
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Conclusiones

El analisis exploratorio permiti6 identificar que
el porcentaje de solidos tuvo un efecto sobre la
cantidad de azucares liberados durante la
hidrolisis &cida; ademas del tiempo, laedad y la
variedad de los cladodios empleados.

En cuanto a la cantidad de azucares
obtenidos, la variedad Milpa Alta genero libero
la mayor cantidad de glucosa en comparecion a
las demas variedades, de tal forma que tanto la
variedad Milpa alta como Energy presentaron la
mayor cantidad de azUlcares fermentables con un
52.23 y 31.21 % representados principalmente
como glucosa lo que representd 23.23 y 9.71
9/100 g de sélidos. Haciendo de estos sustratos
una opcion viable en la produccion de azlcares
para la obtencion de etanol bajo condiciones de
fermentacion.
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