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RESUMEN

RESUMEN

En el presente trabajo se evaluaron tres variedades de nopal (Opuntia ficus indica) en fresco y
en harina para definir las condiciones de hidrolisis quimica y enzimatica para la liberacion de
azucares fermentables. El proceso secuencial de cladodios de nopal se realizé empleando la

harina de variedad Atlixco de 12 meses, por presentar las mejores caracteristicas.

En el proceso de hidrélisis quimica en los cladodios de nopal fresco, se evaluaron 4 factores
los cuales fueron: agente hidrolizante, concentracion, temperatura y tiempo, se selecciond el
pretratamiento quimico con mayor produccion de azucares fermentables. El efecto de estos
factores sobre la liberacion de azucares se determind mediante un disefio factorial 2x3x3x3
utilizando dos niveles de agentes hidrolizantes: acidos (acido sulfarico y acido fosférico) y
alcalinos (hidroxido de sodio e hidroxido de potasio) se pudo observar que todos los factores
tiene un efecto sobre la liberacion de azucares. Sin embargo, para el nopal fresco son los
agentes alcalinos los que liberaron la mayor concentracion de glucosa alcanzando valores
cercanos a 2%, la mejor condicion fue cuando se empled hidréxido de sodio a 1 N, 30 °C por
45 min, para obtener hasta 1.5% de glucosa liberada, sin la formacion de inhibidores como

furfural e hidroximetilfurfural.

En el caso de harina de cladodios de nopal, al evaluar estos mismos factores se observo que
todos los factores mostraron efecto significativo sobre la liberacion de azUcares; sin embargo,
a diferencia de la hidrolisis en nopal fresco, en este caso los agentes acidos lograron una mejor
capacidad hidrolitica, liberando hasta un 5% de glucosa, de igual manera a los hidrolizados se
les realizé la determinacion de furfural e hidroximetilfurfural, en este caso se noto la presencia
de hidroximetilfurfural en concentraciones de 35-100 ppm y también se determind la
concentracion de azUcares reductores totales a estas muestras, obteniéndose hasta un 25% de
ART. El andlisis de todos estos resultados en conjunto establecen que las mejores condiciones
de hidrdlisis quimica, es emplear harina de cladodios de nopal, usando acido sulfirico a una
concentracion 1 N, 95 °C y un tiempo de 70 min, para obtener una liberacion de 4.2 + 0.20 g
de glucosa por 100g de harina de nopal en base seca, con la formacion de hidroximetilfurfural

en un concentracion de 35 ppm.



RESUMEN

En la hidrolisis enzimética fueron evaluados 3 factores: tipo de enzima, relacion enzima
sustrato y tiempo. Mediante un disefio factorial 2x3x3 se evaluaron los factores durante la
sacarificacion de la biomasa previamente hidrolizada quimicamente se emplearon 2 enzimas
comerciales con diferentes actividades hidroliticas en tres niveles de concentracion y en tres
tiempos, los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente y se obtuvo que el factor
tipo de enzima es el Unico que tuvo un efecto significativo. Las mejores condiciones de
sacarificacion para la liberacion de hasta un 6% de glucosa fueron cuando se empleo: enzima

comercial Celluclast, a 25 UPF/g de harina 'y 48 h.

Finalmente en el proceso secuencial con las mejores condiciones de hidrolisis quimica y
enzimaética sobre la harina de cladodios de nopal y se determiné el perfil de azlcares liberados.
En la etapa de hidrdlisis quimica, se liberaron 4.23% de glucosa, 0.20% de Xxilosa, 4.32% de
fructosa, 2.91% de manosa, 0.76% de sacarosa y 35 ppm de HMF, obteniéndose asi un
20.95% de ART, durante la etapa de sacarificacion se liberaron 9.17% de glucosa, 1.18% de
xilosa siendo en total 11.53% de ART, mostrdndose asi una liberacion de hasta el 32% de

azUcares reductores totales.

Por ultimo se realizé nuevamente un proceso secuencial con las mejores condiciones de
hidrdlisis en conjunto con la fermentacion del licor hidrolizado, durante este procedimiento se
manejé harina de cladodios de la variedad Atlixco de 6 meses y se empled una cepa de
levadura denominada HY1, durante las primeras 2 etapas se logrd liberar hasta 9.25% de
glucosa y un 16% de ART. Al fermentar este hidrolizado se obtuvo un rendimiento de
fermentacion del 65.16%, una produccion de alcohol de 3.08+0.021 g/L después de 24 h a 40
°C, con una productividad de etanol de 0.12 g/Ld.
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ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES

En la actualidad la disminucién progresiva de la reserva de petréleo es un problema latente;
por ser un recurso no renovable que se agota rapidamente. Aunado a ello, la demanda vy el
consumo energético crece a pasos agigantados, por lo que se espera que para el afio 2030, el
consumo mundial de energia sea 35% mayor que el reportado al afio 2010 (Juri Awad
2011). Por ello, es de suma importancia encontrar alternativas que permitan sustituir el uso
de los combustibles fésiles, empleando aquellos que posean caracteristicas renovables y

menos contaminantes.

Actualmente se ha comprobado que la biomasa vegetal es una importante fuente renovable
de energia alternativa. Esta biomasa se puede producir a partir de diferentes fuentes como
residuos de cultivos agricolas, forestales, agroindustriales; también se han considerado
residuos sélidos urbanos, e incluso se propone el desarrollo de cultivos energéticos
especificos, todo ello con el fin de obtener energia de manera diversificada sin afectar otras
necesidades tan importantes como la alimentacion (Gutiérrez, Hernandez, and Barragan
2014). En este contexto, en nuestro pais se han ido desarrollando politicas energéticas las
cuales se han basado en el fomento y propagacion de diversas especies vegetales, cuya
sustentabilidad ambiental y econdmica sea rentable para la generacién de energia
alternativa (Mendez et al. 2009).

Entre esas especies vegetales se encuentra el nopal (Opuntia spp.), la cual es un planta
representativa de México, se calcula que en nuestro pais existen alrededor de 2,500
productores de nopal cuyas plantaciones comerciales ocupan poco mas de 210 mil
hectareas, 50 mil destinadas a produccion de tuna; mas de 10,000 a produccion de
nopalitos, 150 mil destinadas al forraje y aproximadamente 100 para produccion de grana
cochinilla. Entre los principales estados productores se encuentran la ciudad de México y
Morelos, los cuales reportan un 55% de la produccion cubriendo un 82% de la superficie
que se destina al cultivo del nopal a nivel nacional. Este cultivo posee una alta eficiencia
productiva de biomasa en condiciones restrictivas de suelo y agua, actualmente se tiene una
gran produccion de dicho cultivo. Adicionalmente su biomasa posee polisacaridos y
carbohidratos que la hacen una fuente renovable de gran potencial, para la produccién de

biocombustibles (Bioagricultura 2011).
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Sin embargo, se sabe que estos carbohidratos complejos (celulosa, hemicelulosa, pectina,
lignina y mucilago) no pueden ser fermentados directamente, por lo que es necesario
convertirlos en azlcares mas sencillos para su conversion en alcohol, por ello en este

trabajo se evalua el proceso hidrolitico para lograr la sacarificacion de Nopal (Opuntia ficus
indica).



JUSTIFICACION

2. JUSTIFICACION

En México el desarrollo de conocimientos y tecnologia en materia de energia renovable va
en aumento. A finales del afio 2013, en México se aprobd la nueva Reforma energética, en
la cual se plantean como objetivos principales, promover la produccion de insumos
bioenergéticos, a partir de las actividades agropecuarias que se desarrollan en el campo
mexicano. Asi como desarrollar, comercializar y utilizar eficientemente los recursos
bioenergéticos, sin poner en riesgo la seguridad alimentaria del pais (Federacion 2014).
Actualmente, el uso de la biomasa vegetal para la produccion de bioenergéticos ha
generado un gran interés en investigacion, debido que sus costos comparativos son bajos y
por su condicién de ser tecnologias limpias para la generacion de energia. México posee
una gran variedad de frutas y vegetales, lamentablemente muchos de estos se pierden en la
cosecha 0 no se aprovechan correctamente cuando se tiene sobreproduccion. EI nopal
verdura y la tuna han sido muy apreciados en México, por sus cualidades alimenticias y
medicinales, se cultiva en todo el pais aunque la mayor produccion se registra en 10 estados
principales entre los cuales destacan: Zacatecas, Morelos y la ciudad de México. Siendo
que a nivel mundial, México ocupa el primer lugar como productor de nopal pese a que en
épocas de alta produccidn, gran parte de este cultivo no es comercializado, debido a la
saturacion del mercado y a su bajo precio, causando grandes pérdidas al sector agricola. Por
ello, para evitar desaprovechar el valor que este cultivo tiene como potencial insumo
bioenergético, maltiples investigaciones analizan la factibilidad de generar productos de
valor, en este caso mediante un proceso de obtencion biotecnolédgica de etanol. Durante
esta investigacion, se propone establecer un proceso integral de pretratamiento e hidrolisis
qgue permitan la obtencion de azucares fermentables a partir de Nopal (Opuntia ficus
indica), evaluando los azucares disponibles para emplearse en un proceso fermentativo,

para la produccion de alcohol.
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3. HIPOTESIS

La liberacion de azucares fermentables dtiles en la produccion de alcohol a partir de los
cladodios de nopal (Opuntia spp.) pueden variar en funcion de la aplicacion de un proceso
de hidrolisis quimica o enzimatica, se espera que el empleo de un modelo de disefio
factorial permita evaluar los principales factores que impactan en la liberacion de azucares

fermentables para el establecimiento de un proceso de hidrolisis secuencial.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Establecer un proceso secuencial de hidrolisis quimica y enzimatica, para cladodios frescos y
secos de nopal (Opuntia spp.) que permita la obtencion de azucares fermentables Utiles en la
produccion de bioetanol.

4.2 Objetivos especificos

1. Estimar las propiedades fisicoquimicas de los cladodios frescos y de harina
de Opuntia spp., para elegir la biomasa cuyas caracteristicas sean mas adecuadas para

realizar la hidrolisis.

2. Evaluar el efecto de los factores: concentracion, tiempo y temperatura sobre la

eficiencia de la hidrolisis &cida y basica de la biomasa de cladodios de Opuntia spp.

3. Evaluar el efecto de los factores: tipo de enzima, relacion enzima-sustrato y tiempo
sobre la eficiencia de la hidrdlisis enzimética de la biomasa de cladodios de Opuntia
spp.

4. Determinar el perfil de azlcares producidos durante las hidrélisis quimica y enzimatica

de cladodios de Opuntia spp.

5. Evaluar la eficiencia hidrolitica de un proceso integral empleando las mejores

condiciones obtenidas de la hidrdlisis quimica y enzimatica.

6. Determinar el perfil de azucares y otros subproductos producidos durante el proceso

integral.
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5. FUNDAMENTACION

5.1 Origen, distribucion y taxonomia de los nopales

Los nopales son originarios de Ameérica tropical y subtropical. Hoy en dia se encuentran en
forma silvestre o cultivada, distribuidos en todo el continente americano, cubriendo una gran
variedad de condiciones agroclimaticas. Ademas, se han difundido a Africa, Asia, Europa y
Oceania, donde también se cultivan o se encuentran en forma silvestre. La taxonomia de los
nopales se describe en la Tabla 1. Por multiples razones, esta clasificacion es sumamente
compleja. Entre las mas relevantes encontramos que sus fenotipos presentan gran variabilidad
segun las condiciones ambientales, encontrando frecuentemente casos de poliploidia, se
reproducen en forma sexual o asexual y existen numerosos hibridos interespecificos. Por ello
distintos autores reportan variaciones en la colocacion taxondémica de los nopales, pero todos
dentro de la familia Cactacea. Actualmente, se ha consensuado la clasificacion en donde se
considera a los nopales bajo el género Opuntia. EI nombre cientifico le fue asignado por
Tournefort en 1700, por una semejanza con una planta espinosa que crecia en el poblado de

Opus en Grecia (Séenz et al. 2006).

TABLA 1. CLASIFICACION TAXONOMICA

DEL NOPAL
Reino Vegetal
Subreino Embryophita
Division Angiospermae
Clase Dycotyledonea
Subclase Dialipetalas
Orden Opuntiales
Familia Cactécea
Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntiae
Géneros Opuntia y Nopalea

Fuente (Chavez 2012).
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5.2 Caracteristicas generales del nopal

El nopal es una de las plantas con gran capacidad de adaptacion al medio; esta adaptacion la
efectla mediante modificaciones morfologicas, las cuales tienen relacion con la conformacién
de varios de sus organos. Especificamente el género Opuntia es una planta xeromorfa que ha
desarrollado un mecanismo de resistencia a la sequia con base en el mantenimiento de un alto
potencial hidrico. Los nopales son plantas arbustivas, rastreras o erectas que pueden alcanzar
de 3.5 a 5 m de altura. Son densamente ramificadas, poseen tallos o cladodios suculentos y
articulados, cominmente llamados pencas, que presentan forma de raqueta ovoide o alongada
de 60-70 cm de longitud, sobre estos se presentan las yemas, llamadas aréolas que presentan
en su cavidad espinas (Ornelas 2011). Las flores son sésiles, hermafroditas y solitarias se
desarrollan normalmente en el borde superior de las pencas, su color es variable las mas
frecuentes van de colores rojas, naranjas, amarillas y hasta blancas. En la mayor parte del
mundo la planta florece una vez al afio; Sin embargo, en Chile bajo ciertas condiciones
ambientales y con suministro de agua en verano, se presenta una segunda floracién en marzo,

que da origen a la llamada fruta “inverniza” (Saenz et al. 2006).

5.3 Composicidn fitoquimica y fisicoquimica del nopal

Entre los compuestos bioactivos que se encuentran en el nopal estan los compuestos fenélicos
particularmente flavonoides, aunque también se ha reportado la presencia de carotenos, acido
ascorbico, fitoesteroles y clorofila. Los nopales son considerados como una buena fuente de -
caroteno o provitamina A (11.3-53.5 ug/100g de muestra fresca) y acido ascorbico o vitamina
C (7-22mg/ 100g de muestra fresca). En lo que respecta a la composicion quimica de la
porcion comestible del nopal y los frutos de Opuntia ficus-indica, se pueden encontrar
principalmente azUcares, proteinas y lipidos; algunos minerales incluyendo calcio, potasio y
magnesio, fibra dietética ademas de otros importantes fitoquimicos (Tabla 2). La fibra del
nopal esta integrada por celulosa, hemicelulosa, pectina, lignina y gomas. Esta composicion
varia en funcion de su edad y zona de cultivo, siendo los cladodios quienes tienen la mayor
demanda desde el punto de vista industrial, ya que cuando los brotes son jévenes o tiernos (10-
15 cm) se utilizan para la produccion de nopal verdura o nopalitos para su comercializacion en

fresco, y cuando estan parcialmente lignificados (cladodios de 2 a 3 afios) son usados
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principalmente para la produccion de harinas y productos deshidratados (Tabla 3) (Séenz et al.
2006).

TABLA 2. COMPOSICION QUIMICA DE CLADODIOS SIN ESPINAS DE O. FICUS INDICA

Constituyentes Peso fresco (g/ 100 g)
Agua 88-95
Carbohidratos totales 3-7
Cenizas 1-2
Fibra cruda 1-2
Proteina 0.5-1
Lipidos 0.2

Fuente (Kuloyo et al. 2014).

TABLA 3. COMPOSICION QUIMICA DE NOPAL SEC0/100 G (O. FICUS INDICA)

Constituyentes Proporcion
Humedad (%) 4.06
Proteinas (%) 14.22

Grasa (g) 3

Fibra soluble (g) 25.22

Fibra insoluble (g) 29.87
Cenizas (%) 18.41
Calcio (mg/g) 1.35
Fosforo (%) 0.38
Sodio (%) 0.21
Potasio (%) 5.52

Fuente (Rodriguez-Garcia et al. 2007).

5.4 Produccién de nopal en México

De acuerdo con el Instituto Nacional de Ecologia, México cuenta con mas de 100 especies del
género Opuntia, y en las zonas semiaridas existe la variacion mas amplia, por lo que algunos
botanicos lo consideran como el centro de origen de los nopales. En el pais se reconocen tres
sistemas de produccion: nopaleras silvestres, nopaleras en huertos familiares y plantaciones
comerciales, siendo esta ultima en la que se ocupa mas de 210 mil hectareas de cultivo,
destinadas a la produccion de tuna, nopalitos, forraje y grana de cochinilla (Financiera 2011).
En el afio 2013, la produccién de nopal alcanzo 812,705.09 toneladas, siendo la ciudad de
México una de las zonas de mayor produccion, con las plantaciones en la delegacion de Milpa

alta, impulsadas por programas de investigacion y desarrollo para la mejora del cultivo (SIAP
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2015). En la tabla 4, se muestran los principales estados productores de nopal verdura en el
pais, destacando Ciudad de México, Guadalajara, Monterrey, Puebla, San Luis Potosi,
Morelos, Jalisco, Baja california. Su transformacion, en la industria alimenticia produce
nopales en salmuera, en escabeche, jugos, y harinas entre otros productos. En la industria

cosmética se elaboran cremas, mascarillas y shampoos.

TABLA 4. PRINCIPALES PRODUCTORES DE NOPAL A NIVEL NACIONAL
Principales productores de nopal Sup. Sembrada (Ha) Produccién (Ton)

Morelos 3, 566.00 326, 330.00
Distrito Federal 4,331.00 270, 064.00
México 869.5 80, 697.35
Jalisco 736.5 23,006.23
Baja California 613.75 22,816.73
Puebla 250.00 13,714.15
Zacatecas 347.5 8, 764.46
Durango 81.18 2,600.00
San Luis Potosi 432.00 1,134.74
Querétaro 34.50 547.81

Fuente (SIAP 2015)

En la industria, farmacéutica se emplea el nopal deshidratado en capsulas, para emplearse
como suplemento alimenticio (Financiera 2011). En México, la especie con importancia
comercial mas cultivada es Opuntia ficus-indica, esta especie también incluye variedades
menos comerciales. Otras especies menos cultivadas como Nopalea cochellinifera y O.

robusta también se presentan en la tabla 5.

TABLA 5. PRINCIPALES VARIEDADES DE NOPAL VERDURA DISTRIBUIDOS EN MEXICO

Variedad Entidad de produccion Especie
Milpa Alta Ciudad de México, Morelos
Atlixco Puebla, Edo. de México s
COPENA V-1 Edo. de México, Baja California, San Luis Potosi, Hidalgo S
COPENA F-1 Edo. de México, Sonora, Baja California E
Moradilla Edo. de México 3
Blanco Michoacan =
Negro Michoacéan, Guanajuato O
Polatitlan Edo. de México
Nopalea

Tamazunchale

Tapon

San Luis Potosi, Hidalgo

S. L. P., Zacatecas, Guanajuato, Durango, Aguascalientes, Jalisco,

Querétaro

cochellinifera

O. robusta

*Nopal silvestre y plantado como cerco de huertos familiares y parcelas agricolas, objeto de recoleccion.
Fuente (Flores Valdés, Luna Esquivel, and Ramirez Moreno 1995).



FUNDAMENTACION

5.5 Perspectivas del uso de nopal para la produccion de bioetanol

La produccion de nopal en México se ha ido incrementando en los Gltimos afios, estudios
realizados han demostrado que se tiene la capacidad de alcanzar al afio por hectarea de cultivo
de nopal, hasta 100 toneladas de cladodios para su venta en fresco, teniendo una produccion
continua por més de cinco afios (Mendez et al. 2009). Debido a la sobreproduccion de dicho
cultivo, en épocas de alta produccion en muchos casos la problematica es que no se logran
comercializar totalmente como producto fresco y esta sobre produccién suele ser desechada
(Figura 1). En el mejor de los casos, este excedente de produccion, también se emplea para la
alimentacion de ganado. Sin embargo aun asi, una gran cantidad se pierde debido a su rapida
degradacion, ya que el producto fresco que esta expuesto al aire libre, con altas temperaturas y
humedad, se degrada rapidamente, convirtiendo estos residuos con mala disposicion, en un
agente contaminante. Sin embargo, por su bajo costo y su naturaleza renovable, este excedente
se ha considerado apropiado para ser aprovechado en la produccién de bioetanol, cumpliendo

adicionalmente con el esquema del desarrollo energético sostenible (Figura 2).

Ecologico
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FIGURA 1. NOPAL DESECHADO FIGURA 2. DESARROLLO SOSTENIBLE

5.6. Estructura y composicion de los principales polisacaridos presentes en el nopal

En el nopal el principal material constituyente de la pared celular es la fibra insoluble, en este
se pueden encontrar polisacaridos como la celulosa, hemicelulosa, lignina. Mientras que en la
fraccion de fibra soluble se tienen pectinas y mucilago. Las concentraciones de estos

componentes suelen variar, sus propiedades fisicoquimicas asi dependen de factores como la

10
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especie y variedad del nopal, su edad y proceso de produccion. Algunas reportes muestran la
variabilidad de estos polisacéridos en el nopal (tabla 6).

TABLA 6. POLISACARIDOS ESTRUCTURALES DE 5 ESPECIES DE OPUNTIA

Polisacaridos
(9/100 g peso seco)

Especies

O. streptacantha  O. hyptiacantha  O. megacantha O. albicarpa O. ficus indica

Mucilago 7.18° 8.47%® 7.40° 6.89 " 11.72°
Pectina 2532 1.58° 2592 1.88° 1.83°
Hemicelulosa
Débilmente unida 8.65° 6.32 7.89 % 4.89°¢ 459°¢
Fuertemente unida 3702 2.38° 3.18%® 1.63° 2.30°
Celulosa 4.89° 5.47 2 4.63° 5.25% 5.492

Diferentes letras muestran diferencia significativa (Tukey, P< 0.05).
Fuente(L6pez-Palacios et al. 2012).

Celulosa

Sabemos que la celulosa es uno de los polisacaridos de gran importancia en la produccion
fermentativa de alcohol. Esta conformada por subunidades de D-glucosa (Figura 3), unidas por
enlaces 1,4-B-glucosidicos. La celulosa posee dos estructuras bésicas, una organizada en forma
cristalina y otra amorfa. Las capas de celulosa estan organizadas en pequefios “empaquetados”
denominados fibrillas de celulosa. Estas fibrillas se encuentran en su mayoria independientes y
débilmente vinculadas a través de puentes de hidrogeno, confiriéndole a la celulosa, las
caracteristicas de insolubilidad, rigidez y resistencia al ataque de sustancias quimicas y
enzimaticas(Moheno 2013). De la hidrolisis de celulosa se obtienen dimeros caracteristicos
como celodextrinas y celobiosa, como final en una hidrolisis se tiene al principal

monosacarido, la glucosa (Lépez 2014).

CH«OH CH, OH
HA on md B o M\
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CH.OH CHIOH

FIGURA 3. ESTRUCTURA DE CELULOSA
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La hemicelulosa (Figura 4) es un carbohidrato complejo y heterogéneo, cuya estructura posee
diferentes polimeros, conformados por pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-
manosa, D-glucosa y D-galactosa), entrelazados entre si mediante enlaces glucosidicos. La
hemicelulosa sirve de conexion entre la lignina y las fibras de celulosa y suele ser un polimero
de menor masa molar que la celulosa y méas facilmente hidrolizable debido a su estructura

predominantemente amorfa (Moheno 2013).
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FIGURA 4. HEMICELULOSA CON UNIDADES B-1,4-D-XILOFURANOSIL

La lignina (Figura 5) es un heteropolimero amorfo que consta de tres diferentes unidades de
fenilpropano (p-coumaril, coniferil y alcohol sinapilico) que se mantienen unidos por
diferentes enlaces, la lignina no es soluble en agua y es Opticamente activa. Por su
composicion la degradacion de la lignina es complicada. Su funcion estructural, es la de

mantener unidos a la celulosa y hemicelulosa entre si (Moheno 2013).
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FIGURA 5. ESTRUCTURA DE LA LIGNINA
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La pectina (Figura 6) consiste en un grupo de heteropoliscaridos cuya estructura basica esta
integrada por moléculas de &cido D-galacturdnico, unidas por enlaces glucosidicos a-D-(1,4),
también posee azlcares neutros como la ramnosa, galactosa y arabinosa. Estos
heteropolisacaridos funcionan en los vegetales como agentes de hidratacion y material de

union de la red celuldsica (Lozada Carbajal 2007).

FIGURA 6. ESTRUCTURA DE LA PECTINA

El mucilago (Figura 7), quimicamente se clasifica como un polimero lineal heterogéneo,
compuesto principalmente de polisacaridos estos estan estrechamente relacionados con las
pectinas. Su composicién quimica porcentual, oscila en 47% L-arabinosa, 23% D-xilosa, 18%
D-galactosa y 5% de acido D-galacturonico, esta composicion puede variar, dependiendo de
factores como las condiciones ambientales o la edad de la planta (Le6n-Martinez, Méndez-
Lagunas, and Rodriguez-Ramirez 2010). Con estos antecedentes se ha sustentado el hecho de
que el nopal, es una materia prima adecuada para la produccion de bioetanol, debido a su

riqueza en polisacaridos que puede convertirse en carbohidratos fermentables.

Mucilago
estad compusasto de
L-arabinosa D-xilosa D-gpalactosa Acido D-galacturénico
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5.6. Pretratamientos del material lignocelulésico

A diferencia del bioetanol de primera generacion, el cual es producido a partir de cultivos
ricos en azucares fermentables y disponibles, el bioetanol proveniente de los materiales
lignocelulosicos o bioetanol de segunda generacion, requiere que los azlcares contenidos en
dichos materiales sean previamente liberados, debido a la complejidad de estos materiales esto
implica mas etapas en el proceso, conocidas como pretratamientos (Sandoval-Esparza 2010).
Los pretratamientos permiten aumentar la tasa de produccién de etanol, debido a que permiten
la liberacion de una mayor cantidad de azlcares durante la etapa de hidrolisis y sacarificacion,
incluso llegar a rendimientos superiores al 80% comparados con procesos sin pretratamiento
cuyos rendimientos suelen ser del 20 al 40% de sacarificacion. El efecto de los pretratamientos
sobre el material lignocelulésico es variado (Figura 8), pero su principal funcion es la de
aumentar el area de contacto entre las enzimas hidroliticas y los polisacéridos, rompiendo en
primera instancia las estructuras cristalinas para su despolimerizacion parcial, facilitando de
este modo su solubilizacion, con la inherente liberacion de los diferentes azlcares
fermentables (Juri Awad 2011). Un resumen de los diferentes tratamientos se presenta en la

figura 9.
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FIGURA 8. EFECTO DEL PRETRATAMIENTO SOBRE EL MATERIAL
LIGNOCELULOSICO
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FIGURA 9. ESQUEMA GENERAL DE LOS DIFERENTES METODOS DE PRETRATAMIENTOS DE MATERIAL
LIGNOCELULOSICO (KARTHIK AND MOHAMMAD 2014)

Entre los métodos de pretratamientos més utilizados encontramos:

1. Métodos fisicos:

1.1. Fragmentacion mecanica: el material lignocelulésico es fragmentado, triturado y
molido (hasta alcanzar un tamafio de particula entre 0.2 y 2 mm), esto logra aumentar

el area de contacto, facilitando el acceso de las enzimas celulasas sobre las fibras de

15



FUNDAMENTACION

2.2.

celulosa, aumentando asi su conversion en carbohidratos fermentables (Cuervo, Folch,
and Quiroz 2009).

Pirolisis: con este pretratamiento, la lignocelulosa se descompone en diferentes
productos gaseosos y carbon residual, aunque es un método eficiente para tratar el
material lignoceluldsico tiene un costo elevado en comparacion con otros métodos ya
que se requiere tratamientos con altas temperaturas de hasta 300°C, (Kuloyo et al.
2014).

2. Métodos fisico-quimicos:

2.1.

2.2.

Explosion por vapor (Steam-explosion): es uno de los pretratamientos més efectivos
para las maderas duras y desechos agricolas, en este método la biomasa es tratada con
vapor saturado a una temperatura de 160-260°C (0.69-4.83 MPa) durante cierto
tiempo, causando reacciones de auto hidrolisis, donde la hemicelulosa y lignina son
total o parcialmente hidrolizadas (Cuervo, Folch, and Quiroz 2009).

Explosion de fibra de amoniaco (AFEX): es un proceso similar a la explosion por
vapor en el que el material es impregnado con amoniaco liquido (1 a 2 kg
amoniaco/kg biomasa seca) a una temperatura en torno a los 90°C, y un tiempo
aproximado de 30 minutos, transcurrido este tiempo el material es sometido a una
rapida descompresion. Este tipo de pretratamiento ha sido empleado con diferentes
tipos de sustratos como alfalfa, paja de trigo, bagazo, residuos sélidos urbanos, papel
residual y paja de cebada. La diferencia con la explosion de vapor y otros tipos de
pretratamientos, es que en este proceso no se solubiliza la hemicelulosa, ademéas que
es utilizado para materiales con bajo contenido de lignina (Lozanoff, Heinichen, and
Marchi 2007).

3. Meétodos quimicos:

3.1. Hidrolisis acida: la hidrolisis acida diluida ha sido ampliamente usada en la

produccion de biocombustibles. Los &cidos comunmente usados son el acido
clorhidrico (HCI), fosforico (H3PQy), nitrico (HNO3) y sulfarico (H2SO,), siendo este
ultimo el de mas amplio uso. Las condiciones de concentracién y temperatura varia, el
rango de concentraciones utilizadas frecuentemente es de 0.7 a 3% y la temperatura
varia en un rango de 120 a 220 °C. Con este proceso, se obtiene una fraccion liquida,

rica en azucares libres (hexosas y pentosas) ademas de una fraccion solida compuesta
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

principalmente de celulosa y lignina residual. Este pretratamiento es eficiente en la
solubilizacion de la hemicelulosa, en especial el xilano, puesto que el glucomanano es
resistente al acido. Sin embargo, este método, no resulta del todo efectivo para la
eliminacién de lignina (Hendriks and Zeeman 2009).

Hidrdlisis alcalina: el pretratamiento alcalino es capaz de separar tanto hemicelulosa
como la lignina, sin tener grandes efectos sobre los demas componentes. Los reactivos
mas utilizados son la sosa caustica (NaOH), amoniaco (NHs), hidroxido de potasio
(KOH) y cal (CaO, Ca(OH),). A diferencia de los pretratamientos acidos, los alcalinos
no necesitan temperaturas altas, aunque por lo general, se requieren tiempos mas
prolongados de reaccién. Los pretratamientos con NaOH, logran que la biomasa se
hinche, llevando a un aumento del area de superficie de contacto, logrando una
disminucion del grado de cristalinidad y una disrupcion en la estructura de la lignina
(Camesasca 2013).

Solventes organicos: el pretratamiento con solventes organicos es efectivo en la
eliminacidn de lignina, pero no para la eliminacion de la hemicelulosa. Los solventes
méas utilizados son el metanol, etanol, etilenglicol, trietilenglicol y acetona
(Camesasca 2013).

Ozondlisis: el ozono ha sido utilizado para degradar la lignina y la hemicelulosa de
numerosos materiales lignocelulésicos como paja de trigo, bagazo, pino, algodon y
aserrin de alamo. La degradacion por ozonolisis se limita fundamentalmente a la
reduccion de lignina ya que la hemicelulosa es atacada levemente, y la celulosa
apenas si se ve afectada. Este tratamiento no origina productos téxicos, y la reaccion
se realiza a temperatura ambiente y presion atmosférica, es principalmente empleada
para productos maderables (Ye Sun and Cheng 2002).

Oxidacion humeda: es un método efectivo para aumentar la digestibilidad enzimatica
de la celulosa y eliminar la lignina. Sin embargo, el método es bastante inespecifico,
por lo que durante el pretratamiento se degradan muchos azucares, sobre todo de la
hemicelulosa. EI método consiste en la adicion de agentes oxidantes a la biomasa
suspendida en agua, los agentes oxidantes mas empleados son el peréxido de

hidrogeno (H»0,) y el acido peracético (CH3;CO3zH). Este pretratamiento no requiere
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de altas temperaturas pero si de largos tiempos de reaccion que oscilan entre las 18-
24 horas (Camesasca 2013).

4. Metodos biotecnoldgicos

4.1.

4.2.

Microorganismos: la actividad celulolitica estd ampliamente distribuida en el reino
Fungi y en algunas bacterias. Los hongos son los mas estudiados, se encuentran
divididos en anaerobios de los géneros Neocallimastix, Piromyces, Caecomyces,
Orpinomyces y Anareomyces, y aerobios de los géneros Bulgaria, Chaetomium,
Helotium, Neurospora, Cariolus, Phanerochaete, Pleurotus, Trametes, Poria,
Aspergillus, Trichorderma, entre otros. En este proceso se emplean dichos
microorganismos con el objetivo principal de lograr la degradacion de la lignina y la
hemicelulosa, eliminando asi las barreras que protegen a la celulosa, haciéndola méas
accesible para el posterior ataque enzimatico (Gutiérrez, Hernandez, and Barragan
2014).

Hidrolisis enzimatica: La hidrdlisis enzimatica es el corazén de la “plataforma
bioquimica” o “plataforma del azicar”, se basa en la conversion de la biomasa
lignocelul6sica en azucares, para producir combustibles y productos quimicos
renovables (Stickel et al. 2014). Este tratamiento, es llevado a cabo por enzimas
celulasas que poseen una alta especificidad. Los productos de la hidrolisis son en su
mayoria pentosas y hexosas, incluida la glucosa, que pueden ser fermentadas por
levaduras o bacterias para producir etanol. Las condiciones medioambientales para el
uso de la hidrolisis enzimatica, son suaves con pH desde 3.8 a 9.5 y temperaturas
entre 45 y 50°C (Cortinez 2010).

Actualmente no existe un procedimiento Unico que se pueda aplicar indistintamente para la

sacarificacion de diversos materiales lignocelulésicos, esto se debe a que cada biomasa tiene

una composicion especifica, por ello la aplicacion de los diversos métodos se evalia en

funcién del tipo de biomasa que se esté manejando. Cabe mencionar que la aplicacion de

algunas de estas técnicas, para facilitar la sacarificacion presentan ciertas desventajas como

son; la produccion de agentes inhibidores de la fermentacion como 5-hidroximetilfurfural y

furfural, asi como formacién de emulsiones que generan problemas de separacion que se
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traducen en un incremento en los costos de operacion. Por ello, con cada biomasa se tienen
que realizar estudios que logren mejorar la eficiencia de hidrdlisis, mediante el empleo de la
accion combinada de los diferentes pretratamientos y en conjunto con la accion de enzimas,
obtener una tecnologia limpia capaz de generar el mayor rendimiento de azUcares

fermentables.

5.6.1 Sacarificacion

En esta etapa se produce la liberacion de azlcares simples en su mayoria pentosas y hexosas,
que provienen del material lignocelulésico degradado por enzimas especificas para este
proposito. Las enzimas involucradas en este proceso son principalmente las endoglucanasas,
exoglucanasas y B-glucosidasas, estas trabajan sinérgicamente para la liberacion de glucosa
(Juri Awad 2011).

Las endoglucanasas o 1,4-B-D-glucano-4-glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4), acttan al azar en el
interior del polimero, hidrolizando enlaces B-1,4 y generando nuevos finales de cadena no
reductores. Puede actuar también sobre celodextrinas, y derivados sustituidos como
carboximetilcelulosa (CMC), e hidroximetilcelulosa (HMC), asi como sobre la celulosa

amorfa.

Las exoglucanasas: a) 1,4-pB-D-glucano celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91.) o celobiohidrolasa
(CBH) acttian sobre los extremos no reductores de la cadena generados por la endoglucanasa,
liberando moléculas de celobiosa. Esta enzima tiene actividad sobre celulosa cristalina y
amorfa, b) 1,4-B-D-glucanohidrolasas (EC 3.2.1.74.) o glucanohidrolasa (GGH) se encuentra
en pequefia proporcion y actia sobre los extremos no reductores liberando unidades de
glucosa. Tiene actividad sobre celulosa amorfa y CMC (Manavalan, Manavalan, and Heese
2015).

Las glucosidasas o PB-glucosido glucohidrolasas (EC 3.2.1.21.) se encargan de hidrolizar
celobiosa y oligosacaridos de pequefio tamafio, son absolutamente necesarias para evitar la
fuerte inhibicion que produciria la acumulacion de celobiosa, sobre las endo y exo-glucanasas
(Lozanoff, Heinichen, and Marchi 2007).
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5.6.2 Subproductos de la hidrdlisis involucrados en la inhibicion de los procesos

fermentativos.

Como ya se habia mencionado anteriormente, con ciertos pretratamientos se pueden generar
subproductos, los cuales suelen ser fuertes inhibidores para los procesos fermentativos e
incluso como producto final, resultan inhibidores de la actividad enzimética hidrolitica. Por
ello, estos inhibidores disminuyen la eficiencia de los procesos hidroliticos durante la

sacarificacion, provocando a su vez, bajos rendimientos en la produccion de bioetanol.

La lignina (Figura 9), es un heteropolimero que del cual se reconoce la inhibicion de la
hidrélisis de la celulosa, por una parte mediante la formacion de una barrera fisica que
restringe el acceso enzimatico a la celulosa, y por otro por la formacién de intermediarios tipo
guinometano, que forman facilmente interrelaciones en los sitios nucleofilicos de los
carbohidratos y/o enzimas, y por lo tanto interfieren con la hidrélisis de la celulosa. Cabe
sefialar, que la presencia de grupos hidroxi-fenolicos, son necesarios para la formacion del
guinometano, ya que estos tienen la capacidad de interferir en la interaccion entre la celulosa y

las celulasas (Pan 2008).

Un ejemplo de esto, es cuando la cadena de celulosa entra en el tanel catalitico de la
celobiohidrolasa, en el cual existen 10 sitios de union (residuos de aminoacidos), donde se
une la cadena de celulosa en un “modo de unién productiva” a través de los puentes de
hidrogeno entre los grupo hidroxilo de la celulosa y los residuos de aminoacidos, de esta
manera se ajusta y posiciona la cadena a través del tanel catalitico de una forma tal que el
enlace glucosidico es escindido, resultando en la formacion de celobiosa. Sin embargo, si los
grupos hidroxi-fendlicos o acidos fenolicos de la lignina interfieren en la hidrolisis enzimatica
y ocupan uno o mas de estos sitios de union en el tanel catalitico mediante la formacién de
puentes de hidrogeno u otras uniones, esto provocaria la disminucién en el rendimiento
hidrolitico (Pan 2008).
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FIGURA 10. COMPONENTES DE LA LIGNINA. A) ACIDO P-
COUMARICO; B) ACIDO FERULICO; C) ACIDO SINAPINICO; D) ACIDO
4-METOXICINAMICO; E) 3,4- DIMETOXICINAMICO; F) ACIDO 3,4,5-
TRIMETOXICINAMICO; G) ACIDO PROPIONICO; H) ETIL 4-HIDROXI-3

METOXICINAMATO

Esto sucede de igual manera al momento de que la celulosa y hemicelulosa rompen sus
enlaces para formar glucosa, xilosa, manosa, galactosa. Algunos de estos monosacéridos se
pueden descomponer durante el proceso y formar compuestos como 5-Hidroximetilfurfural

(HMF), y furfural, los cuales son compuestos inhibidores.

El furfural es un aldehido aromaético con una estructura en anillo también conocido como
furan-2-carboxaldehido, fural, furfuraldehido, aldehido piromdcico (Figura 11). Este
compuesto se forma a través de la deshidratacion de las pentosas, o bien, a partir de la

descomposicion del acido ascorbico (Vejarano 2013).
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FIGURA 11. FORMACION DE FURFURAL A PARTIR DE
PENTOSAS

El Hidroximetilfurfural es un aldehido con anillo furano, formado durante la descomposicion

térmica de las hexosas, es también denominado HMF o 5-(Hidroximetil) furfural (Figura 12).
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El mecanismo por el cual el furfural y el HMF afectan el metabolismo en los microorganismos
fermentativos productores de etanol, no es completamente conocido, aunque se sugiere que
estos aldehidos al ser quimicamente reactivos, pueden formar compuestos con determinadas
moléculas bioldgicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Otros estudios indican que
causan dafos en la pared y membranas celulares, inhibiendo el crecimiento celular, causando
dafos en el ADN e inhiben la sintesis de proteinas y ARN (Oliva 2003).

Se sabe que el furfural ejerce una inhibicién de tipo competitiva sobre las enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH), encargada de la produccion de etanol y acido acético (aldehido
deshidrogenasa, AIDH), ambos a partir del acetaldehido. EI furfural es toxico para las
levaduras, estas lo convierten en compuestos menos perjudiciales, principalmente por
reduccién a alcohol furfurilico empleando NADH como cofactor, de manera que la enzima
encargada de reducir el acetaldehido a etanol por via glicolitica (Figura 13) es utilizada para
este nuevo objetivo disminuyendo por consiguiente la sintesis de etanol (Vejarano 2013).

Glucosa

l ETANOL Alcohol furfurilice
Gliceraldehido-3-fosfato 4 C NAD* )
ACETALDEHIDO Furfural

/ - /__,_ NAD —\‘

\ I \
:. Clelo da Kraba I| NAZH .\\a/}.
\ / * ~+ NADH ¢

T fcetiCod +———— Acido acético Acido furnico

FIGURA 13. MECANISMOS DE INHIBICION DEL
FURFURAL

5.6.3 Principales enzimas comerciales empleadas en procesos hidroliticos.
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Actualmente en el mercado, hay una creciente demanda por las enzimas lignocelulésicas, para
diversas aplicaciones, entre las que se destaca la bioconversion de material lignoceluldsico

para la produccién de etanol (Singhania et al. 2010).

A nivel industrial existe una amplia gama de enzimas hidroliticas; las cuales son selectivas y
actuan en forma compleja (pectinasas, celulasas, oxidoreductasas y hemicelulasas), muchas de
estas enzimas estdn disponibles en el mercado bajo diferentes nombres o marcas para
diferentes aplicaciones, algunas de ellas se presentan en la tabla 7. La actividad de estas
enzimas depende de factores medio ambientales como son la temperatura y pH, asi como de la
relacion enzima-sustrato, con los cuales la sacarificacion procede en condiciones Optimas,
permitiendo obtener altos rendimientos en la produccién de azlcares fermentables. En la tabla
8, se encuentran los parametros de operacion dptima de algunas de las enzimas comerciales

mas comunmente empleadas en procesos hidroliticos.

TABLA 7. PRINCIPALES ENZIMAS COMERCIALES USADAS EN LA HIDROLISIS DE
LIGNOCELULOSA.

Nombre comercial Tipo de enzima Material lignoceluldsico Referencia

Complejo de Pasto, madera, rastrojo de

Celluclast 1.5 L i N
celulasas maiz, bagazo de cafia

(Yoshida et al. 2008)

Rastrojo de maiz, paja de

Novozyme 188 - Glucosidasa arroz, heno, bagazo de cafia (Y Sun and Cheng 2005)
Vizcozyme L Endo-f-1, 4- Soya, bagazo de cafia, rastrojo (Rosset and Del Pino Beléia 2014)
Glucanasa de maiz
. . Pasto, rastrojo de maiz,
Cellic CTec2 B- Glucosidasa (Wang et al. 2012)
salvado
Cellubrix Celulasa Paja de arroz, cafia de azdcar, (Boonmee 2012)
melaza, y la yuca
Complejo de
FibreZyme LBL celulasas/hemicelulas Papel, madera, bagazo de (Prior and Day 2008)

cafia, pasto
as

TABLA 8. CONDICIONES DE OPERACION OPTIMA DE ALGUNAS ENZIMAS COMERCIALES

Enzima comercial Condiciones Referencia

23



FUNDAMENTACION

pH: 4.8, Temperatura: 50-

Celluclast 1.5 L 55°C , Carga: 20- 60 FPU/g

(Iberahim et al. 2013)

pH: 4.5- 5, Temperatura: 45-

50°C, Carga: 40-60 FPU/mL (Ceddes etal. 2010)

Novozyme 188

pH: 4.5-5, Temperatura:

50°C, Carga: 15-45 FBUG/g (Rosset, Acquaro, and Beléia 2014)

Vizcozyme L

pH: 5- 5.5, Temperatura: 45-

Cellic CTec2 50°C, Carga: 11.3- 60 FPU/g

(Wang et al. 2012)

En todos los casos es evidente, que el empleo de estas enzimas sobre diversos sustratos con
fines de producir azucares fermentables, requiere de la optimizacién de los procesos ya sea en
cuanto a las condiciones medio ambientales o en la relacion enzima sustrato. Con el fin de
conocer estas condiciones, en el presente trabajo se evallan los principales factores que
pueden influir sobre la eficiencia de produccion de azlcares fermentables, a partir de nopal

como sustrato y empleando enzimas comerciales usadas comunmente en estos procesos.
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6. PROCEDIMIENTOS

6.1. Materia prima

El material vegetal utilizado en esta investigacion fueron los cladodios frescos y secos de
Opuntia spp., los cuales se obtuvieron de una zona productora de nopal en Chapingo en el

estado de México.

6.2. Caracterizacion fisicoquimica y fitoquimica

6.2.1. Determinacién de humedad

La humedad se determind empleando una termo balanza digital (Analizador de humedad
Ohaus, MB45) de acuerdo al método establecido por la norma mexicana NMX-F-428-
1982(NMX-F-428-1982 1978), cuyo fundamento se basa en que la humedad es tomada
como la pérdida de peso durante el secado, el equipo emplea una balanza de torsion

sensible para pesar la muestra durante el secado por una lampara infrarroja.

6.2.2. Determinacién de cenizas

La determinacion de cenizas se realiz6 por el método de la AOAC 923.03, 1990
(International 1990), en el que se establece que la muestra seca se carboniza y
posteriormente se incinera a 600°C, por Gltimo se pesa en la balanza analitica cuando

alcanza temperatura ambiente, se calcula el % de cenizas utilizando la siguiente formula:

g de residuo fijo

(1) %Cenizas = ( )x 100

g muestra

VIl
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6.2.3. Determinacién de color

La determinacion del color de los cladodios frescos y la harina de nopal, se realizd con
ayuda de un colorimetro Mini-Scan, (marca Hunter Lab). EL valor del color se expreso
usando los parametros de L*(luminosidad), a* (+ rojo, - verde), b*(+ amarillo, -azul),

croma o saturacion (C*) de acuerdo a la formula 2 y hue (h°) de acuerdo a la férmula 3.

(2) C" =Va*2+ b *?

o b * ° b *
B)h = tan_la (cuando a* > 0); h = 180 + tan_la (cuando a* < 0)

6.2.4. Determinacién de minerales

Dentro de los principales minerales que se encuentran en las plantas tenemos: el calcio,
magnesio, sodio, potasio, hierro, cobre, manganeso, cobalto, zinc y molibdeno. Muchos de
ellos actian como cofactores de enzimas, para controlar la presion osmotica de fluidos
celulares y el pH, o como parte constitutiva de algunas macromoléculas. Su determinacion,
se llevé a cabo considerando los minerales importantes en procesos fermentativos como son

K, Mg, Ca y Na. Esta determinacion fue realizada por absorcion atomica.

6.2.5. Determinacion de pH

El pH es una magnitud que expresa el grado de acidez o alcalinidad presentes en un
sustrato. Este parametro se midié de acuerdo a la norma oficial mexicana NMX-F-317-S-
1978 (NMX-F-317-S-1978. 1978), este método se basa en la medicion de los iones

hidrogeno presentes en una muestra empleando un potenciémetro.
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6.2.6 Determinacion de proteina soluble

Se determino el contenido de proteinas de cada muestra, mediante el método Lowry (Lowry
et al. 1951). Elaborando una curva de calibracion y empleando un estandar de albumina
sérica bovina (BSA) en un rango de concentracion de 0 a 0.5 mg/mL. La medicion se

realiz6 en un espectrofotometro a 550 nm (Anexo 1).

6.2.7 Cuantificacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales se determind por espectrofotometria siguiendo la
metodologia propuesta por (Vasco, Ruales, and Kamal-eldin 2008) con algunas
modificaciones. Se tomaron 20 pL de muestra, se mezclaron con 250 pL del reactivo Folin-
Ciocalteu a temperatura ambiente durante 3 min, posteriormente 1250 pL de una solucion
de carbonato de sodio (Na,COj3) al 7.5% es adicionado, luego se realiz6 la
homogeneizacion de la mezcla para ser llevada a un volumen de 2 mL con agua destilada.
Esta la muestra se dejé en reposo durante 30 min a temperatura ambiente en condiciones de
oscuridad para su posterior andlisis. La absorbancia se midié a 760 nm contra una curva de
calibracion de concentraciones conocidas de acido galico en un rango de concentracion de
0.025-0.2 mg/ mL (Anexo 2). Lo anterior con el fin de expresar los resultados en términos

de equivalentes de acido galico (EAG)/g de muestra.

6.2.8 Determinacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales fue cuantificado siguiendo la metodologia del tricloruro
de aluminio propuesto por (Cruz Gallegos 2012) con algunas modificaciones. Se tomaron
500 pL de la muestra, se mezclaron con 500 pL de nitrito de sodio (NaNO,) al 1.5% (p/v) y
se agitaron durante 1 min en un vértex y se dejaron reposar por 5 min, luego se agregé 500
uL de AICI; al 3% (p/v), se agitaron nuevamente y se dejaron reposar por 6 min,
posteriormente se le afiadio 500 pL de hidréxido de sodio (NaOH 1 M), la mezcla se agito
y se dejo reposar durante 10 min, para finalmente medir la absorbancia a 490 nm, contra
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una curva de calibracion de Quercetina en un rango de concentracion de 20-80 mg/L
(Anexo 3).

6.3 Determinacion de azUcares

6.3.1 Determinacién de azUcares reductores libres

Para la determinacidn de azucares reductores se siguio el método de Miller, en el cual se
emplea el &cido dinitrosalicilico (DNS) para formar un complejo colorido con los azucares
reductores presentes en la muestra (Miller 1959). La curva de calibracion emplea un patron
de glucosa anhidra en un rango de concentracion de 0.1-1 g/L. El ensayo se realiz6 con la
siguiente modificacion: en tubos de ensayo se agrega 0.5 mL de la muestra o del estandar
de concentracion conocida, se afiade 1.5 mL de la solucion DNS, los tubos se colocan en un
bafio de agua a una temperatura de 100 °C durante 15 min. Transcurrido el tiempo de
reaccion los tubos se enfrian en agua helada y por ultim6 la reaccion se detiene
agregandoles 8 mL de agua destilada, se homogenizan y se mide la absorbancia a 550 nm
(Anexo 4).

6.3.2 Determinacion de carbohidratos totales

La cuantificacién de carbohidratos totales se realizd empleando el método de (Dubois,
1959). Para cuantificar la concentracion de azUcares totales presentes en las muestras se
preparara una curva de calibracion de sacarosa a un rango de 0.01-0.1 g/L, las muestras y la
curva de calibracion se miden en un espectrofotdbmetro a 492 nm. Para estimar la
concentracion se calcula mediante regresion lineal en comparacion con la concentracion de

la curva estandar de sacarosa (Anexo 5).

6.3.3 Determinacion de glucosa y sacarosa

Los azUcares liberados de las muestras hidrolizadas, fueron analizadas mediante un
analizador bioquimico (YSI modelo 2900D). Donde se emplean dos membranas selectivas

con enzimas inmovilizadas, la primera membrana YSI 2703, contiene glucosa oxidasa, B-
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fructosidasa y mutarotasa, la segunda membrana YSI 2365, con glucosa oxidasa de
Aspergillus niger, ambas membranas detectan glucosa, sin embargo la primera también
detecta sacarosa y melobiosa, este ultimo es un disacarido con enlaces B-glucosidicos entre
galactosa y glucosa. La determinacién se realizd empleando curvas estandar de
concentracion conocida de sacarosa Yy glucosa respectivamente en un rango de

concentracion.

6.3.4 Determinacion cualitativa de azGcares mediante la prueba de Fenilhidrazina

Los derivados de Fenilhidrazina condensan con aldehidos y cetonas, formando hidrazonas
que dan precipitados de color amarillo, estos compuestos forman cristales de osazona que
tienen forma y puntos de fusion caracteristicos, permitiendo la identificacion de los
azlcares. Esta reaccion es empleada, como ensayo analitico para identificar aldehidos y
cetonas en azucares. La prueba consiste en agregar 1 mL de la muestra en uno tubo de
ensayo con 250 pL del reactivo de fenilhidrazina (1:1:4, Fenilhidrazina-Acido acético
glacial-agua destilada), los tubos se colocan en un bafio de agua caliente a 100 °C, durante
10 min, posteriormente se enfrian y se dejan reposando durante 5 min. La formacion de los
cristales de osazonas se pueden observar con un microscopio 6ptico, para determinar la

morfologia. Algunas de las formas cristalinas de estos azUcares se presentan en el anexo 6.

6.3.5. Determinacion del porcentaje de sacarificacion

El porcentaje de sacarificacion se determind de acuerdo a la siguiente férmula:

L ., AzuUcares liberados
(4) % Sacarificacion = — x 100
Concentracion de sustrato

6.4. Determinacion de Furfural e Hidroximetilfurfural

Se realiz6 el anéalisis de los hidrolizados para la cuantificacion de furfural e

Hidroximetilfurfural, empleando un sistema ULPLC Acquity Hclass marca Waters. En este

29



PROCEDIMIENTOS

sistema se utilizd una columna Acquity UPLC HSSCyg de 130A, 1.8 pm, 2.1 x 50 mm. El
método fue llevado acabo usando un Fase A que contenia (agua: acido acético: metanol)
(80:2:18) y una fase B (agua: &cido acético: metanol) (8:2:90), siguiendo un sistema de

gradiente el cual se presenta a continuacion:

Tiempo min %Fase A %Fase B

Inicial 100 0
1.16 20 80
2.61 20 80
3.48 100 0
6.00 100 0

Se mantuvo un flujo de 0.2 mL/min y el volumen de inyeccion fue de 2 pl. El detector de
PDA fue operado con una resolucién de 4.8 nm, a una longitud de onda fijada a 280 nm.
Las muestras fueron previamente neutralizadas y filtradas antes de la inyeccion empleando
filtros PVDF MILLEX GV de 0.22 pm. Las concentraciones de furfural e
hidroximetilfurfural en las muestras se determinaron contra una curva de calibracion en un
rango de 1 a 50 mg/L, con una mezcla de estandares de grado cromatografico (Sigma-
Aldrich) que incluian ambos compuestos, estos se diluyeron con una solucion de
H20:MeOH (1:1), los cromatogramas de estos compuestos se muestran en el anexo 7.
Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

6.5. Pretratamiento de hidrolisis quimica en fresco y en harina de cladodios de nopal

Para la hidrdlisis quimica en fresco se planted un disefio factorial 2x3x3x3 tanto para el
pretratamiento &cido como el alcalino, en el que en total se evaluaran 4 factores: tipo de
compuesto hidrolizante con 2 niveles y la concentracién, tiempo, temperatura con 3 niveles
cada uno respectivamente, la variable de respuesta mas importante a evaluar fue la
concentracion de azucares obtenidos, asi como también el contenido de subproductos
(Furfural, HMF, etc.). El disefio experimental se presenta en la siguiente tabla, todos estos

experimentos fueron realizados por duplicado:
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TABLA 9. NIVELES ESTABLECIDOS PARA CADA FACTOR PARA EL DISENO FACTORIAL

2x2x3x3x3
Pretratamiento Tipo de compuesto | Concentracion de Tiempo de Temperatura
hidrolizante reactante pretratamiento (min) | (°C)
05N 45 30
Acido sulfdrico 0.75N 70 60
. 1IN 120 95
Acido
05N 45 30
Acido fosforico 0.75N 70 60
1N 120 95
05N 45 30
Hidréxido de sodio |0.75 N 70 60
1N 120 95
Alcalino
05N 45 30
HIdI’O_XIdO de 0.75 N 70 60
potasio
1N 120 95

Una vez establecido el disefio factorial, se realizaron las pruebas correspondientes en forma
aleatoria por duplicado. Se trituraron 25 g de nopal fresco (Moulinex Spirali DG2) y se
colocaron en frascos autoclavables, posteriormente se realizd la esterilizacién de las
muestras a 121°C durante 15 min y por ultimo se les agregé 25 mL de solucion

hidrolizante, manteniendo las concentraciones, tiempo y temperatura para cada tratamiento.

Este mismo disefio factorial se manejo para hidrolisis quimica de la harina de nopal, sin
embargo en este caso se tom6 2.02 g de harina de nopal y se coloc6 en frascos
autoclavables y para finalizar se les adiciono 30.6 mL de la solucién hidrolizante, En todos

los casos se mantuvo una relacion soluto/solvente de 0.06 g en base seca/mL.

Posteriormente se realizd el analisis estadistico con ayuda del programa Statgraphics
Centurion XVI.I mediante un andlisis de Varianza (ANOVA), en el que se evaluaron las

diferencias entre los tratamientos a un nivel de confianza de 0.05.
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6.6. Hidrolisis enzimatica en harina de cladodios de nopal

En esta etapa se plante6 un disefio factorial 2x3x3 en el cual se evaluaran los factores tipo
de enzima con dos niveles, relacion enzima-sustrato, medida en unidades de papel filtro y
unidades de carboximetilcelulosa por gramo de sustrato empleado y el tiempo con tres
niveles cada uno. Durante la sacarificacion se utilizaron como biomasa, la harina de nopal
previamente, tratadas con la mejores condiciones del pretratamiento quimico, dichas
biomasas fueron colocadas en frascos previamente esterilizados, donde se les adiciono 25
mL de buffer de citratos pH 4.8 y se les agrego 15, 25 y 30 UPF/g de harina de nopal para
el tratamiento con la enzima Celluclast, y 15, 30 y 60 UCMC/g de harina de nopal para el
tratamiento con la enzima Viscozyme, estos fueron incubados a 45 °C a 150 rpm, durante
24, 48 y 72 horas, todo esto se realizd por duplicado. Una vez terminadas las hidrolisis
enzimaticas se realizo el andlisis estadistico con ayuda del programa STATGRAPHICS
Centurion XVI donde se evaluaron los factores tipo de enzima, actividad enzimatica y

tiempo.

TABLA 10. NIVELES ESTABLECIDOS PARA CADA FACTOR PARA EL DISENO FACTORIAL 2x3x3

Pretratamiento Tipo de enzima Relacion enzima-sustrato Tiempo de pretratamiento (h)
15 24
°Viscozyme L 25 48
Enzimatico 30 72
15 24
*Celluclast 1.5 L 25 48
30 72

°CMC/g y *UPF/g de cladodios de nopal

6.7. Determinacion de actividad celulolitica

La actividad celulolitica de las enzimas comerciales, fue cuantificada y definida en
Unidades de Papel Filtro (UPF) de acuerdo al método establecido por Adney & Baker
(1996) que se encuentra dentro del reporte técnico de la National Renewable Energy
Laboratory (NREL) (Anexo 8) (Adney and Nrel 2008).
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6.8. Determinacion de actividad de endo-B-1, 4- Glucanasa por Carboximetil Celulosa

La enzima comercial Viscozyme es del tipo endo-B-1, 4-Glucanasa, por ello la
cuantificacion de su actividad se realizara de acuerdo a la técnica establecida por Ghose en
1987, esta se basa en la capacidad hidrolitica de esta enzima para degradar la Carboximetil

celulosa (CMC) a azUcares reductores (Anexo 9) (Ghose 1987).

6.9 Determinacién de alcohol

Para la determinacion de etanol se realiz6 con una solucién de dicromato de potasio
acidificada durante 10 min y se realiz6 la determinacion por espectrofotometria a una
longitud de onda de 585 nm. Para la curva de calibracion se utiliz6 etanol puro como

estandar, en concentracion de 0.5 a 16 g/L (Anexo 10).
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Materia prima

El material vegetal fue proporcionado por la Universidad Politécnica de Pachuca como
parte de las actividades que integra el proyecto de investigacion global. En la primera etapa,
se trabajo con cladodios de nopal de 6 y 12 meses de edad, colectados en mayo de 2015, se
evaluaron 6 variedades identificadas como: Copena VI, Larreyi, Goliat, Energy, Milpa Alta
y Atlixco, El nopal fresco se deshidraté en estufa de conveccion de aire a 70°C por 24 hrs 'y
se molié en molino de cuchillas (Pulvex), las harinas fueron tamizadas a una malla de 500

UM Yy reservadas para su caracterizacion.

De acuerdo a las caracteristicas en cuanto a contenido de carbohidratos, se determiné que
para este estudio especificamente se trabajaria con la variedad Atlixco de 6 y 12 meses de
edad, tanto en fresco como en seco. Por lo que este trabajo se realizé6 empleando 2 kg de
harina de cladodios de nopal de la variedad Atlixco, de 12 meses de edad (Figura 14A) y 35
kg de nopal fresco de la variedad Atlixco de 6 meses de edad (Figura 14B), los cladodios
tenian un peso promedio de 399.15 g, con un ancho de 15.84 cm, largo de 32.94 cm y
espesor de 13.53 mm, cabe mencionar que los cladodios frescos de nopal fueron cortados
en un procesador de alimentos Hobart a un tamafio de malla de 7/32 y fueron almacenados

en congelacidn para su posterior analisis.

FIGURA 14. A) HARINA DE CLADODIOS DE NOPAL DE 12
MESES DE EDAD Y B) CLADODIOS FRESCOS DE NOPAL DE 6
MESES. VARIEDAD ATLIXCO
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7.2. Caracterizacion fisicoquimica

A los cladodios de las 6 variedades de nopal se les midié color, se determiné el contenido
de minerales y carbohidratos, polifenoles y humedad. Estos resultados se presentan en la
tabla 11 y 12. Como podemos observar en ambas tablas las variedades Energy y Milpa Alta
de 6 meses asi como Copena VI, Energy y Milpa Alta de 12 meses muestran los mayores
valores de acidez (0.404, 0.382 0.444, 0.339 y 0.338 % respectivamente). Con relacion al
color, en la luminosidad o L* las variedades de harinas de cladodios de nopal no mostraron
grandes diferencias, todas estas presentaron una alta luminosidad; con respecto al
comportamiento del pardmetro croma o C*, en la tabla 11 podemos ver que solo la variedad
Copena VI de 6 meses muestra una menor intensidad, la cual es sobrepasada por las otras
variedades estudiadas y en la tabla 12 todas la variedades muestran una similitud en su
intensidad o saturacion de color que va de 19.39-22.44, y de acuerdo al angulo de tono o
H*, en el presente estudio las muestras se situaron en el tono amarillo, donde se presentaron
angulos mayores de 70° pero menor de 180°. Como podemos ver en la gréfica (Figura 15)
no se observa diferencia significativa entre las variedades evaluadas, en cuanto su
contenido de humedad y poli fenoles totales y carbohidratos, por lo que para el resto de los
ensayos se decidio que se realizaran empleando la variedad Atlixco, de la cual por estudios
previos se sabe que se tiene una mejor produccion y por lo tanto se tiene en mayor
disposicion.

En cuanto a los resultados de la caracterizacion del harina de la variedad Atlixco, se
presentan en la tabla 12, como se puede observar el porcentaje de acidez titulable fue de
0.221%, el rango de valores reportado por otros autores para acidez titulable suelen estar
entre 0.12-0.87% de acido citrico (Betancourt-Dominguez et al. 2006), por lo que tanto el
valor de pH que fue de 4.87, como la acidez, se encuentran dentro de los rangos
reportados. De acuerdo a la bibliografia el porcentaje de humedad en harina y liofilizados
de cladodios de nopal se encuentra entre 4-7% dependiendo de la variedad y la edad, esto
mismo sucede para las cenizas que van de 14-24% (Guevara-Figueroa et al. 2010;
Rodriguez-Garcia et al. 2007), en cuanto al contenido de minerales, este suele ser variable
ya que depende del tipo de riego, suelo y proceso de fertilizacion que se le aplique a los

cultivos de nopal, ademas de la variedad y la edad; aqui se presentan algunos porcentajes de
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minerales presentes en cladodios de nopal, calcio 1.3-5.64%, fésforo 0.15-0.38, sodio 0.12-
0.21%, potasio 2.35-6.84%, magnesio 0.19% (Feugang, Konarski, and Zou 2006; Guevara-
Figueroa et al. 2010), el contenido de carbohidratos totales en harina de nopal que suele
estar entre 25-60 % (Ramirez-Moreno et al. 2013). EI contenido de carbohidratos totales
determinado en la harina empleada en el presente trabajo fue del 30%, y el contenido de
calcio fue uno de los més bajos de las variedades evaluadas. EIl contenido de calcio esta
directamente relacionado con la fuerza de formacion de geles, por lo que un mayor

contenido de calcio complicaria la viscosidad de las muestras.
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FIGURA 15.CONTENIDO DE HUMEDAD, CARBOHIDRATOS TOTALES Y POLIFENOLES TOTALES DE 6
VARIEDADES DE NOPAL A 2 DIFERENTES EDADES
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TABLA 11. DETERMINACION FISICOQUIMICA DE HARINA DE CLADODIOS DE NOPAL DE 6

MESES
Determinacion Variedad
Copena VI Larreyi Goliat Energy Milpa Alta
Acidez titulable % 0.255 0.273 0.255 0.404 0.382
pH 5.3 5.21 5.1 5.02 4.94
Color
L* 67.52 73.31 70.34 68.71 74.5
C* 17.77 21.15 19.79 22.21 20.03
he 89.43 78.93 98.02 95.37 89.10
Minerales %
Calcio 5.00 2.79 4.76 3.98 3.24
Magnesio 1.42 0.89 1.38 1.44 1.06
Potasio 5.68 4.32 3.54 3.67 3.48
Sodio 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Fosforo 0.74 0.26 0.22 0.25 0.09
TABLA 12. DETERMINACION FISICOQUIMICA DE HARINA DE CLADODIOS DE NOPAL DE 12
MESES.
Determinacidn Variedad
Copena VI Larreyi Goliat Energy Milpa Alta Atlixco
Acidez titulable % 0.444 0.254 0.275 0.339 0.338 0.221
pH 4.93 4.97 4.98 4.81 4.85 4.93
Color
L* 74.03 74.91 73.76 77.134 79.69 77
Cc* 19.39 22.48 20.52 22.44 21.08 22.23
he 96.83 85.79 97.36 9251 89.32 91.95
Minerales %
Calcio 5.67 2.85 4.44 4.62 4.93 3.79
Magnesio 1.32 0.73 1.57 1.03 1.00 0.87
Potasio 4.72 2.43 3.15 2.26 2.61 2.57
Sodio 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01
Fosforo 0.74 0.36 0.26 0.27 0.11 0.13

En relacion a la viscosidad esta fue determinada en un viscosimetro marca Brokfield, como
puede verse en el Anexo 11 la concentraciéon de harina de nopal en agua al 10 % tuvo un
méaximo de (Pa) comparado con la concentracion de 20 % cuya viscosidad maxima fue de
(Pa). Cabe mencionar que la capacidad de hinchamiento que se determino es de 80%, por lo

que se decidio que la relacion harina: solucion hidrolizante, deberia no ser mayor al 10%.
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Los cladodios de nopal frescos y recién cortados fueron almacenados en bolsas de sellado

hermético (ziploc) y congelados a -20 °C, para su posterior analisis (Figura 16).

FIGURA 16. CORTE Y ALMACENAMIENTO DE LOS CLADODIOS DE NOPAL.
VARIEDAD ATLIXCO 6 MESES

La composiciéon quimica de los cladodios frescos de nopal se presenta en la tabla 13. El
porcentaje de acidez titulable fue de 0.107 y el pH fue de 4.81, como podemos observar,
con respectd a los valores obtenidos para la harina, existe una similitud. EI contenido de
humedad promedio obtenido fue de 93.39%, el cual es un valor semejante al reportado por
otros autores con respectd a las variedades Milpa Alta y Atlixco (Bensadén et al. 2010;
Ramirez-Moreno et al. 2013), este dato nos indica que el nopal posee un alto contenido de
agua. La concentracion de compuestos antioxidantes fue de 1.37 mg de polifenoles totales y
0.60 g flavonoides por g de cladodios de nopal fresco siendo mucho menor a la extraido en
la harina esto puede ser debido al contenido de humedad que posee la materia fresca,
ocasionando la perdida de los polifenoles al momento de que los cladodios son secados y

molidos.
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TABLA 13. COMPOSICION DE CLADODIOS DE NOPAL, VARIEDAD ATLIXCO

Determinacion Concentracion (peso seco) Concentracion (peso fresco)

Acidez titulable (%) 0.221 0.101

pH 4.87 4.81

Humedad (%) 7.29 95

Cenizas (%) 22.08

Calcio (%) 4.78

Magnesio (%) 0.98 ND

Potasio (%) 3.36

Sodio (%) 0.0061

Fésforo (%) 0.064

Fibra dietaria total (%) 25.255 44.89
Insoluble (%) 19.803 ND
Soluble (%) 5.452

Proteina soluble (mg/100 g) 11.5 4.039

Polifenoles totales (mg EAG/g) 3.95 1.37

Flavonoides (mg/g) 1.40 0.60

ND. No determinado
7.3 Hidrdlisis quimica en fresco

La hidrolisis se realiz6 siguiendo el disefio experimental descrito en la metodologia (Tabla
9), en la figura 17 se muestran los resultados obtenidos para este disefio. Las
concentraciones de azUcares obtenidas a partir del nopal fresco, como resultado de los
diferentes pre tratamientos quimicos, fueron mayores para los tratamientos con agentes
alcalinos, en este caso son los que liberan la mayor cantidad de glucosa, a diferencia de los
agentes acidos. Sin embargo, de acuerdo al anélisis estadistico ANOVA (tabla 14),
podemos observar que existe un efecto significativo de los efectos principales y de algunas
de sus interacciones (AC, AD, CD) sobre la cantidad de glucosa liberada, durante la
hidrolisis quimica del nopal fresco ya que el valor-P es menor al nivel de significancia o=
0.05 establecido.
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FIGURA 17. HIDROLISIS QUIMICA DE CLADODIOS FRESCOS DE NOPAL VARIEDAD ATLIXCO DE 12
MESES. LIBERACION DE GLUCOSA DURANTE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

TABLA 14. ANALISIS DE VARIANZA MULTIFACTORIAL DEL DISENO 2X2X3X3X3

PARA GLUCOSA
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Hidrolizante 1.25805 3 0.419349 23.57 0.0000
B:Concentracion 0.178958 2 0.0894792 5.03 0.0075
C:Temperatura 11.0853 2 5.54263 311.48 0.0000
D:Tiempo 0.641386 2 0.320693 18.02 0.0000
INTERACCIONES

AB 0.122442 6 0.0204069 1.15 0.3372
AC 10.0209 6 1.67015 93.86 0.0000
AD 1.27508 6 0.212513 11.94 0.0000
BC 0.119222 4 0.0298056 1.67 0.1578
BD 0.0259556 4 0.00648889 0.36 0.8336
CD 1.00454 4 0.251136 14.11 0.0000

RESIDUOS 3.13182 176 0.0177944

TOTAL (CORREGIDO) 28.8636 215
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Al realizar las pruebas de comparacién de rangos multiples (Tabla 15, 16, 17 y 18), poder
ver las diferencias entre medias de cada factor: hidrolizante, concentracién, temperatura y
tiempo. Como podemos observar en la tabla 14 se forman 2 grupos homogéneos cuando el
hidrolizante es: Hidroxido de potasio o Acido sulfirico e Hidroxido de sodio o Acido
fosférico, en la tabla 15 de igual manera, podemos ver 2 grupos homogéneos que
corresponden al efecto de la concentracion donde la concentracion de 0.5 0 0.75 N son un
grupo homogéneo, mientras el segundo grupo es para la concentracién 1 N. En la tabla 16 y
17 que corresponden a los factores temperatura y tiempo respectivamente, podemos notar
que no se forman grupos homogéneos es decir cada nivel es diferente entre si, siendo la
temperatura de 30 °C y el tiempo de 45 minutos los de mejor respuesta, en cuanto a la

concentracion de glucosa.

TABLA 15. PRUEBAS DE MULTIPLE RANGOS PARA GLUCOSA POR HIDROLIZANTE

Hidrolizante Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Hidréxido de K 54 0.647222 0.0181529 X

Acido sulfurico 54 0.647778 0.0181529 X

Hidréxido de Na 54 0.778889 0.0181529 X

Acido fosférico 54 0.816667 0.0181529 X

TABLA 16. PRUEBAS DE MULTIPLE RANGOS PARA GLUCOSA POR CONCENTRACION

Concentracion Casos  Media LS Sigma LS Grupos Homogeéneos
0.5 72 0.692778 0.0157208 X

0.75 72 0.713611 0.0157208 X

1 72 0.761528 0.0157208 X

TABLA 17. PRUEBAS DE MULTIPLE RANGOS PARA GLUCOSA POR TEMPERATURA

Temperatura Casos  Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
95 72 0.414167 0.0157208 X

60 72 0.801944 0.0157208 X

30 72 0.951806 0.0157208 X
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TABLA 18. PRUEBAS DE MULTIPLE RANGOS PARA GLUCOSA POR TIEMPO

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
120 72 0.655556  0.0157208 X

70 72 0.723333  0.0157208 X

45 72 0.789028 0.0157208 X

Este mismo resultado se puede corroborar mediante los gréficos de medias y diferencia

minima significativa, con una significancia de 0.05%. En la Figura 18 se muestran los

resultados para cada uno de los factores establecidos, en funcion de la respuesta

seleccionada; es decir, la concentracion de glucosa liberada.
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En la figura 19 se presentan las graficas de interacciones, donde es posible observar que en
la interaccion agente hidrolizante-temperatura (Figura 19a), el hidroxido de sodio libera
hasta 1.8% de glucosa a partir del nopal fresco a una temperatura de 30°C, en la interaccion
agente hidrolizante-tiempo (Figura 19b) podemos ver que el tiempo de 45 min tiene el
mayor efecto junto con el hidroxido de sodio liberandose hasta 1.5% de glucosa, en la
figura 18c que corresponde a la interaccion concentracion-temperatura, podemos notar que
la concentracion de 1 N tiene un efecto marcado sobre la liberacion de glucosa el cual se ve
aumentado con la temperatura de 30°C liberdndose aproximadamente hasta 1.5% de
glucosa a partir de nopal fresco y por tltimo de acuerdo a la interaccion temperatura-tiempo
(Figura 19d) la mejor condicion es manejar una temperatura de 30 °C sin importar el
tiempo de hidrélisis.
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Adicionalmente, se realizd un analisis de varianza ANOVA (Tabla 19) para la variable de
respuesta Hidroximetilfurfural (HMF), esto con la finalidad de poder determinar el efecto
que tienen los factores sobre la produccion de inhibidores de la fermentacion. Y de este
modo poder definir en conjunto con ambos resultados y establecer las mejores condiciones

de trabajo en cuanto a la hidrdlisis en fresco de cladodios de nopal.

TABLA 19. ANALISIS DE VARIANZA MULTIFACTORIAL DEL DISENO 2X2X3X3X3

PARA HMF
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Hidrolizante 40.5716 3 13.5239 13.74 0.0000
B:Concentracion 7.14501 2 3.5725 3.63 0.0285
C:Temperatura 28.3962 2 14.1981 14.43 0.0000
D:Tiempo 10.3024 2 5.15121 5.23 0.0062
INTERACCIONES
AB 18.0612 6 3.0102 3.06 0.0072
AC 38.7716 6 6.46194 6.57 0.0000
AD 20.6564 6 3.44274 3.50 0.0027
BC 7.32905 4 1.83226 1.86 0.1192
BD 476974 4 1.19243 1.21 0.3075
CD 23.2273 4 5.80683 5.90 0.0002
RESIDUOS 173.191 176 0.984041
TOTAL (CORREGIDO) 372.422 215

En este caso se puede observar que también existe un efecto significativo de los efectos
principales y de algunas de sus interacciones (AB, AC, AD y CD) sobre la cantidad de
HMF producido durante la hidrélisis en fresco (valor-P es menor al nivel de significancia
a= 0.05). En la Figura 20, podemos observar que en todas las interacciones, la hidrdlisis
béasica no presenta la formacion de Hidroximetilfurfural a diferencia de lo que sucede con la

hidrélisis &cida, en la cual se puede producir hasta 35 ppm.

De igual manera la hidrolisis alcalina, presento una mayor liberacion de azlcares esto pudo
deberse a que la biomasa de nopal sufrié una oxidacion parcial o completa de la lignina,
que permitié que la celulosa pudiera ser hidrolizada mas facilmente, algunos estudios
proponen una hidrolisis alcalina, ya que esta permite un incremento en el area de superficie
interna reduciendo el grado de polimerizacion y cristalinidad de la celulosa, causando la
separacién de las uniones estructurales entre la lignina y los carbohidratos (Cuervo, Folch,
and Quiroz 2009). En el estudio realizado por (Pérez-Martinez et al. 2013) donde evaluaron
diferentes pretratamientos para la extraccion de pectina de nopal el cual es un componente

importante de la pared celular del mismo que puede ser una barrera al momento de
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hidrolizar dicha biomasa, ellos observaron que los cladodios de Opuntia ficus indica
tratados con agentes alcalinos y soluciones quelantes logran desesterificar completamente
la pectina, lo que les permitié obtener una alto contenido de Acido galacturonico y
glucanos (Pérez-Martinez et al. 2013). De igual manera un estudio realizado por (Ferreira et
al. 2016) en el cual ellos realizaron una sacarificacion y fermentacién simultanea de
biomasa de nopal donde evaluaron diferentes pretratamientos, ellos notaron que con las

hidrdlisis alcalinas obtuvieron mayores porcentajes de recuperacion de celulosa (66-93%).
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Con todo ello podemos establecer que las mejores condiciones de hidrdlisis en cladodios
frescos de nopal, son: hidréxido de sodio como agente hidrolizante, a una concentracion 1
N, con una temperatura de 30 °C y un tiempo de 45 min, para obtener hasta 1.5 % de

glucosa liberada a partir de nopal fresco, sin la formacion de inhibidores como HMF y F.

7.9. Determinacién del tipo de azucar

Para poder estimar que otras azUcares se formaron durante el proceso de hidrdlisis, se
realizd la técnica de cualificacidn por la formacion de osazonas empleando fenilhidrazina
y estandares de diferentes azlcares y mezclas de estos, para formar los aductos de osazona
y poder comparar los cristales formados con los de nuestras muestras de hidrolizados. En la
figura 21, en la primera columna se muestran las micrografias de dicha prueba, tanto para el
estdndar de manosa, y sus mezclas con estandares de Glucosa, Fructosa y Xilosa. En la
segunda columna, de la misma figura, podemos observar la Muestra 1, correspondiente a
las mejores condiciones de hidrolisis de nopal fresco y su réplica (Muestra 2), de acuerdo a
lo que se corroboro mediante el anélisis de varianza ANOVA. Como podemos, observar la
formacion de cristales de osazona, que mayoritariamente se forman en las muestras, son
similares a la de los estandares combinados de fructosa-manosa y glucosa-manosa. Por lo
que se asume que los azucares que principalmente se liberan por esta hidrolisis son,
glucosa, fructosa y manosa.

. :
Glucosa-Manosa =~ * . Manosa s
7 :

FIGURA 21. CRISTALES DE ESTANDARES DE AZUCARES Y MUESTRAS DE LAS
MEJORES CONDICIONES (NAOH, 1 N, 30°C Y 45 MIN), VISTO A TRAVES DE UN 46
MICROSCOPIO A UNA RESOLUCION 100X.
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7.5. Hidrolisis quimica de harina de cladodios de nopal

Los diferentes tratamientos que se realizaron para la hidrolisis de harina de cladodios de
nopal, se presentan en la figura 22. Podemos ver que la cantidad de glucosa liberada por el
agente hidrolizante: acido sulfurico libera la mayor concentracion de glucosa, al determinar
la cantidad de azucares reductores totales liberados, en dichos tratamientos, también se ve

el mismo efecto (Figura 22).

7.5 —
7.0 - B Acido fosforico
65 ] I Acido sulfurico
] I Hidroxido de sodio
6.0 1 Hidroxido de potasio
5.5 -
5.0 -
4.5
<) E
X
S 4.0 S
8 354
o IS
[&] - II
= 30 -
(O] J
2.5 -
2.0 4
1.5 <
1.0 o
0.5 -
0.0 T T T T T "I "1 "1 1
£ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ ¢
E E E E E £E € € € £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ E g E E E €&
N O O 1NN O O 1 O O W O O 1N O O 1N O O 1 O O umW O O umw o O
< ~ NS~ AN S~ AN SN S~ AN S NN S~ N NN~
OO0 00 100 +00 00 00 +00 +00 +6 0 o+
S S 9SS PSS 9SS L PSP SE L P bwdPuddd
M M O M M O M M O © O© O O©W O© O O© O© O O O I, O O 1O o O w
2z 0220222022828z =z2=222z2=z2=z=z°2
LQLQZanZH\—uZLQLQmeZH\—uZLQLQZQmZ\—c‘—cZ

FIGURA 22. HIDROLISIS QUIMICA DE HARINA DE CLADODIOS DE NOPAL VARIEDAD ATLIXCO DE 12
MESES. LIBERACION DE GLUCOSA DURANTE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

47



RESULTADOS Y DISCUSIONES

Para la hidrolisis de harina de nopal, en general se observa que los agentes hidrolizantes
acidos, liberan la mayor cantidad de glucosa siendo de hasta un 5 % a diferencia de los
agentes alcalinos que solo liberan hasta un 3.5%, este resultado es similar a lo reportado por
(Ferreira et al. 2016), donde usan 3 diferentes pretratamientos: Alcalino con perdxido de
hidrogeno, alcalino usando hidroxido de sodio y acido usando &cido sulfurico sobre 2
especies de nopal (Opuntia ficus indica y Nopalea cochenillifera), ellos con el
procedimiento alcalino liberan 30% de azucares reductores totales, siendo una cantidad
mucho menor a la esperada, sin embargo al combinar este método con el tratamiento acido
logran duplicar la liberacion de azUcares reductores hasta alcanzar una liberacion de 60%,
esto es debido a que en la hidrolisis con acido diluido incrementa la velocidad de
solubilizacion de la hemicelulosa mientras que el pretratamiento alcalino, permite romper
los puentes entre la lignina y carbohidratos, modificando la estructura de la lignina
facilitando su liberacion (Conde-Mejia, Jiménez-Gutiérrez, and El-Halwagi 2012). Es por
ello que los pretratamientos quimicos, actualmente se han considerado de gran importancia

para desarrollar métodos para produccién de bioetanol a partir de residuos lignocelulésicos.

Para este estudio el analisis de varianza (ANOVA) que se muestra en la tabla 20, de la
hidrélisis quimica de la harina de cladodios de nopal, mostréd que existen interacciones
(AB, AC, AD, BC, CD, ABC Y ACD) que tienen un efecto estadisticamente significativo
sobre la cantidad de glucosa producida durante la hidrélisis en harina de nopal (p< 0.05); de
igual manera cabe mencionar que los factores principales: agente hidrolizante (A),
concentracion (B) y temperatura (C) tienen efecto sobre la variable de respuesta, ya que el

valor-P es menor al nivel de significancia a= 0.05 establecido.

En el figura 23 se presentan las diversas interacciones, donde es posible observar que en la
interaccion agente hidrolizante-concentracion (AB) (Figura 23a), el &cido fosforico libera
una concentracion aproximada de 4.3% de glucosa a partir de harina de nopal a una
concentracion de 0.5 N, en la interaccion agente hidrolizante-temperatura (AC) (Figura
23b) podemos ver que el acido sulfurico y la temperatura de 95 °C tienen el mayor efecto
con respecto a las otras soluciones hidrolizantes liberandose hasta 4.2g de glucosa/100 g de

harina de nopal en base seca, en la Figura 23c que corresponde a la interaccion agente
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hidrolizante-tiempo (AD), podemos notar que el acido sulfdrico tiene un efecto marcado
sobre la liberacion de glucosa el cual no se ve afectado por el tiempo de hidrolisis donde se
libera aproximadamente hasta 4.0 g de glucosa/100 de harina de nopal en base seca, la
interaccion temperatura-tiempo (BC) (Figura 23d) la mejor condicion es manejar una
temperatura de 30 °C con una concentracion de 0.5 N, por ultimo la interaccion
temperatura-tiempo (CD) (Figura 10e) para liberar hasta 3.2% de glucosa es adecuado
manejar una temperatura de 30°C y un tiempo de 45 min.

Con todo ello podemos establecer que de las condiciones de hidrolisis quimica probadas
sobre la harina de cladodios de nopal, en la que se obtiene méas glucosa son las siguientes:
acido sulfurico a 1 N y temperatura de 95 °C por un tiempo de 70 min, obteniendo una
concentracion de 4.2 + 0.20 g de glucosa por 100g de harina de nopal en base seca.

Al determinar el contenido de azucares reductores totales, se verificd que la mayoria de los
tratamientos con &cido sulfurico mostraron una buena liberacion de azucares reductores
(liberando 12-25%), como se presenta en la figura 24, podemos observar ademas que la

mejor produccidn de azucares reductores totales se logra a 1N, 95°C y 70 min.

TABLA 20. ANALISIS MULTIFACTORIAL DEL DISENO EXPERIMENTAL 2X2X3X3X3 PARA GLUCOSA

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Agente hidrolizante 29320.3 3 9773.42 370.86 0.0000
B:Concentracion 1067.97 2 533.987 20.26 0.0000
C:Temperatura 4228.2 2 2114.1 80.22 0.0000
D:Tiempo 94.4578 2 47.2289 1.79 0.1696

INTERACCIONES

AB 810.828 6 135.138 5.13 0.0001
AC 15637.8 6 2606.29 98.90 0.0000
AD 1322.09 6 220.348 8.36 0.0000
BC 183.578 4 45.8946 1.74 0.1429
BD 15.9331 4 3.98329 0.15 0.9623
CD 266.13 4 66.5324 2.52 0.0426
RESIDUOS 4638.23 176 26.3536
TOTAL (CORREGIDO) 57585.4 215
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FIGURA 23. GRAFICAS DE INTERACCIONES PARA AZUCARES REDUCTORES. A) AGENTE HIDROLIZANTE-
CONCENTRACION, B) AGENTE HIDROLIZANTE-TEMPERATURA, C) AGENTE HIDROLIZANTE-TIEMPO, D)
CONCENTRACION-TEMPERATURA Y E) TEMPERATURA-TIEMPO.
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FIGURA 24. LIBERACION DE AZUCARES REDUCTORES DURANTE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS
CON ACIDO SULFURICO

7.6. Determinacion de Furfural e Hidroximetilfurfural por Cromatografia liquida de

ultra alta presion (UPLC)

El anélisis por UPLC por sus siglas en inglés (Ultrahigh Pressure Liquid Chromatography)
se realiz6 para las muestras de hidrélisis con la mayor produccion de azucares reductores
totales, con el fin de evaluar si aquellos tratamientos formaron inhibidores de la
fermentacion como HMF y Furfural. A diferencia de los tratamientos en donde se utilizaron
agentes alcalinos; las muestras hidrolizadas con acido fosférico mostraron una formacién
de hidroximetilfurfural menor a 1 ppm, y no hubo presencia de furfural, Algunas de las
muestras que fueron pretratadas con acido sulfarico, presentaron una mayor concentracion
de hidroximetilfurfural y de igual manera tampoco hubo formaciéon de furfural. Sin
embargo algunos tratamientos con &cido sulfdrico si presentaron la formacion de
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hidroximetilfurfural estos se pueden observar en la figura 25. Las condiciones en las que se
obtuvo mayor cantidad de azucares reductores totales (1N, 95°C y 70 min), logra la
liberacion de hasta 4.28 g de glucosa y 23.61 g de azUcares fermentables por cada 100 g de

harina de cladodios de nopal, liberando tan solo 30 ppm de HMF.

1N, 95°C, 120 min | N
1N, 95°C, 70 min | w
0.75 N, 95°C, 120 min | \\}
0.75 N, 95°C, 70 min | N‘
1N, 60°C, 120 min W
N
0

1N, 30°C, 70 min

10 20 30 40 50 60 70 80

Hidroximetilfurfural (ppm)

FIGURA 25. FORMACION DE HIDROXIMETILFURFURAL (HMF), DURANTE EL PROCESO DE HIDROLISIS CON
ACIDO SULFURICO

Para el tratamiento con H,SO, de 0.75a 1 N realizados a 95 °C y 120 min se liberan de
70 a 80 ppm de HMF como méximo, esta concentracion de HMF resulta ser mucho menor
a la concentracion inhibitoria reportada por otros autores, los cuales utilizan a la cepa
Saccharomyces cerevisiae y establecen que el HMF afecta la produccion de etanol a partir
de 500 ppm ocurriendo una inhibicion completa a 4000 ppm (Tello and Vinicio 2013), asi
mismo (Gracida and Pérez 2014) reportan inhibicion de la fermentacion hasta 2000 ppm de
HMF provocando un 70% de inhibicion de Saccharomyces.
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7.7. Sacarificacion de harina

En la figura 26 y 27 se muestran los resultados de la sacarificacion de harina de nopal por
las 2 enzimas comerciales (Celluclast y Viscozyme). Las concentraciones de glucosa se
determinaron empleando un analizador bioquimico YSI. Como podemos observar en la
figura 26 durante los diferentes tratamientos con Celluclast se libera una cantidad de
glucosa semejante (8.4 %), sin importar el tiempo y concentracion de enzima utilizada.
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FIGURA 26. HIDROLISIS ENZIMATICA DE HARINA DE NOPAL EMPLEANDO LA ENZIMA COMERCIAL
CELLUCLAST PARA LA DETERMINACION DE GLUCOSA LIBERADA.

En la figura 27 podemos ver que al usar la enzima Viscozyme, se alcanza una liberacion
méaxima de 1.1% de glucosa a las 48 h con una carga enzimética de 30 UCMC/g de harina
de cladodios de nopal con la enzima Viscozyme. Sin embargo, esta concentracion es
mucho menor a lo obtenido con la enzima Celluclast, esto se atribuye a que cada enzima
posee diferente modo de accion, en este caso se considera que la endoglucanasa presente en

celluclast favorece la liberacién de azucares.
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FIGURA 27. HIDROLISIS ENZIMATICA DE HARINA DE NOPAL EMPLEANDO LA ENZIMA COMERCIAL
VISCOZYME PARA LA DETERMINACION DE GLUCOSA LIBERADA

Por ultimo, con la finalidad de expresar de una manera correcta la relacion existente entre la
concentracion de glucosa liberada y la cantidad de enzima empleada, se determiné la
produccion de glucosa con relacién a la actividad enzimatica especifica de cada enzima.

Adicionalmente se realiz6 el analisis estadistico de estos resultados, y de acuerdo a ello se
observo que el factor tipo de enzima fue el Unico que tuvo un efecto significativo sobre la
variable Glucosa (Figura 28), donde podemos ver que la enzima Celluclast libera
aproximadamente hasta un 6% de glucosa a partir de la harina de cladodios de nopal

pretratada quimicamente.
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Medias y 95.0% de Fisher LSD

KN

Glucosa (%)
I
I T T I T T I T T I T T I
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RN

Celluclast Viscozyme
Enzima

FIGURA 28. GRAFICAS DE MEDIAS PARA EL FACTOR TIPO DE
ENZIMA
Los demas factores no tuvieron un efecto, por lo que las mejores condiciones para la
liberacion de hasta 6% de glucosa fueron: Enzima comercial Celluclast, a 25 UPF/g de

harina por 48 h.

7.8. Proceso secuencial en harina de nopal

El proceso secuencial se realizé por duplicado, para ello se tomaron 2.02 g de harina de
nopal de la variedad Atlixco y se trataron con &cido sulfurico 1 N a 95°C durante 70 min,
luego se realizo6 el lavado y neutralizacion de las biomasas hidrolizadas, estas
posteriormente fueron hidrolizadas enzimaticamente empelando enzima comercial
Celluclast a 25 UPF/g durante 48 horas en buffer de citratos incubados a 45 °C con
agitacion a 150 rpm, por altimo las muestras fueron analizadas por HPLC para determinar

el perfil de azlcares liberados presente en la tabla 21.
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TABLA 21. PERFIL DE AZUCARES LIBERADOS DURANTE LA HIDROLISIS QUIMICA Y
ENZIMATICA DE HARINA DE NOPAL

Azlcares (%) y compuestos inhibidores

Etapa Glucosa Xilosa Fructosa Manosa Sacarosa HMF* ART
Inicial 2.93+0.01 n/d 7.1740.45 n/d 1.79+0.02  n/d 12.40+0.41
Hidrolisis
quimica 4.23+0.07 0.20£0.01 4.31+0.08 2.91+0.04 0.76+0.02  3.58+0.01 20.95+0.28

Lavados
Agua destilada | 0 56+0.05 n/d n/d n/d 0.29+0.01 n/d 3.15+0.01
Buffer 0.10+0.01 n/d n/d n/d 0.03+0.01  n/d 1.13+0.01
Sacarificacion |9 17+0.19 1.18+0.33 n/d n/d n/d n/d 11.53+0.13

Nota: n/d: no detectado; * mg/100 g de harina de nopal.

Como podemos observar se obtuvo una liberacion de hasta 32.48 % de azlcares
fermentables siendo similar a lo obtenido por (Kuloyo et al. 2014) siendo hasta un 32.9%
de azlcares fermentables, donde la glucosa represento el 18.2% siendo el azlcar
mayoritaria, similar a lo obtenido durante nuestro proceso liberdndose hasta 13.4% de
glucosa, la diferencia en la liberacién de dicha azlcar se debe a las condiciones que se
manejaron al realizar el proceso secuencial Kuloyo y colaboradores emplearon acido
sulfurico en una concentracién de 1.5% (P/P) con un tratamiento térmico a 120 °C durante
50 min. Asi mismo en la hidrolisis enzimatica emplearon una mezcla multienzimatica de
Celluclast 15 UPF/mL, Novozyme 15 Ul y Pectinex Ultra SP-L 100 U por gramo de
biomasa seca (Kuloyo et al. 2014).

El diagrama de flujo del proceso secuencial planteado en este trabajo de tesis se describe en
la figura 29, como podemos observar, en comparacién con los reportes para este mismo
sustrato, hemos logrado un buen rendimiento empleando tan solo un tipo de enzima. Este
proceso se replicoO en escala de 2 L, para poder verificar el proceso incluyendo la

fermentacion del producto de hidrolisis, los resultados se muestran en la siguiente seccion.
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Inicio de hidrélisis

100g de harina de nopal, 1.4
L 4cido sulfarico, pH 1.07,
viscosidad 10 cp.

Azlcares (%):
Glucosa: 2.93+0.009
Sacarosa: 1.79+ 0.019

Hidrolisis quimica

Liquido hidrolizado

1.16 L de sobrenadante, pH 0.71,
viscosidad similar al del agua.
Azulcares (%):

Glucosa: 4.23+0.070

Sacarosa: 0.76+0.020

Fructosa: 4.31+0.080

Xilosa: 0.20+0.001

Manosa: 2.91+0.040

Fructosa: 717+0.450
ART: 12.40+0.409

HMF (mg): 3.58+0.010
ART: 20.95+0.280

Primer lavado Biomasa Segundo lavado
114 L de agua Hidrolizada 1.14 L de buffer pH 7.
destilada. Sele
4_r realizaron2 | L » Azdcares (%).

AzUcares (%): lavados Glucosa..O.loJ_rO.OlO
Glucosa: 0.56+0.005 Sacafosa. 003+0.010
Sacarosa:0.29+0.010 ART:1.13+0.010
ART:3.15+0.010

Final Sacarificacion

1.10 L de sobrenadante, pH Biomasa hidrolizada, 45.6 mL de

4.95. enzima Celluclast a 25 UPF, 1.14 L

. de buffer de citratos pH 4.8,
Azlcares (%): temperatura 45°C, agitacion 150 rpm,
Glucosa: 9.174£0.190

Xilosa:1.18+0.330
ART:11.53+0.131

FIGURA 29. PROCESO SECUENCIAL (HIDROLISIS QUIMICA Y ENZIMATICA) Y PERFIL DE
AZUCARES

7.9. Fermentacién de harina de nopal

Durante esta etapa se repitid el proceso secuencial incluyendo la fermentacién del licor
hidrolizado (Figura 30), para ello se utilizaron 100 g de harina de cladodios de nopal de la
variedad Atlixco de 6 meses, la harina fue previamente esterilizada en seco, posteriormente
se le agregd 1.4 L de &cido sulfurico 1 N manteniendo una temperatura de 95 °C durante 70
min, después de este retratamiento se ajusto el pH a 4.8 con hidroxido de sodio 10 N y se
complet6 a un volumen de 2 L con buffer de citratos pH 4.8, posteriormente se adiciono la
enzima Celluclast a 25 UPF/g manteniendo una temperatura de 45 °C agitando a 150 rpm.

Durante 48 min. Al final de este tiempo se agregd el inoculo de cepa de levadura
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denominada HY1, cuyos pardmetros medioambientales de crecimiento y produccion fuero
determinados previamente en otro trabajo (Comunicacion personal, Gonzélez Tania). Cada
etapa de los procesos se monitoreo mediante la toma de muestras, a las cuales se les

determind la cantidad de glucosa, sacarosa, azucares reductores totales liberados y alcohol.

FIGURA 30. FERMENTACION DEL LICOR HIDROLIZADO

Durante la etapa de hidrolisis quimica se logré liberar hasta 4.81 £ 0.01 g de glucosa por
cada 100 g de harina de cladodios de nopal, similar a lo obtenido en los experimentos
anteriores, en cuanto a la liberacion de azlcares reductores se obtuvo 16.39 + 0.21 g, se
puede notar una menor liberacion de azlcares reductores esto puede ser debido a que la
materia prima es diferente en el contenido de compuestos lignocelulésicos con respecto a la
harina de nopal evaluada (Atlixco de 12 meses), sin embargo si hablamos de la liberacion
de glucosa, esta es similar a lo reportado por (Goncalvez et al. 2015) donde ellos obtienen
entre 2-4.7 g de glucosa por cada 100 g de nopal con un pretratamiento con acido sulfurico
al 4% a 121 °C durante 1 h.

En la etapa de sacarificacion se logra duplicar la cantidad de glucosa liberada siendo de
hasta 9.25 + 0.05 g y se alcanza una liberacion de 14 + 0.06 g de ART (figura 31). La

cantidad de glucosa liberada es ligeramente menor a la obtenida por Kuloyo y col., (2014)
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(Kuloyo et al. 2014) alcanzando hasta 12.80 g/ 100 g de harina de nopal. Sin embargo,
como mencionamos antes, esta variacion puede deberse a que ellos manejan una mezcla
multienzimatica (15 UPF/mL de Celluclast, 15 Ul de Novozyme y 100 U de Pectinex Ultra
SP-L) por gramo de biomasa seca, previamente tratada. Cabe mencionar que el uso de
enzimas comerciales en estos procesos es muy comun, pero dichas enzimas son costosas,
por ello uno de los principales objetivos de este trabajo era reducir los costos de produccion
de bioetanol, con la finalidad de desarrollar posteriormente una evaluacion de la
factibilidad técnico-financiera. Como otros autores reportan entre los que encontramos
podemos mencionar a Ferreira y col., (2016) en donde logran obtener una concentracion de
5442 y 62.14 g de azlcares reductores por 100 g de harina de Opuntia y Nopalea
respectivamente, usando un pretratamiento acido-alcalino combinado con éacido sulfdrico al
0.5% y peroxido de hidrogeno al 7.5%, para una carga de sélidos igual a la evaluada aqui
(10%) (Ferreira et al. 2016). En este caso con un proceso de hidrélisis similar la cantidad de

glucosa y azucares reductores liberados durante esta etapa de sacarificacion se muestran en
la figura 31.

: . : . : . — 145
L 14.0
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- 11.0

Azucares reductores totales (%)
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0 12 24 36 48
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FIGURA 31. SACARIFICACION: LIBERACION DE GLUCOSA Y AZUCARES REDUCTORES
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Para la etapa de fermentacion se utilizé un bioreactor de 3 L (Applikon Biotechnology) con
la finalidad de obtener la mayor produccion de alcohol se prepar6 un preindculo de la cepa
HY1, el cual fue cultivado en un tubo con 10 mL de YPD con pH 5.5 y se crecié por
duplicado durante 24 h a las condiciones de 35 °C y 200 rpm. Se realiz6 un segundo pase
agregando 1 mL de YPD con las células crecidas a un matraz de 250 mL con 50 mL de
YPD durante 24 h a las condiciones de 35 °C y 200 rpm.

Una vez crecido el microorganismo, se realizé una cuenta al microscopio para ajustar la
poblacién a 28 x 10° cel/mL para la cepa HY1 que se inoculo al inicio de la fermentacion.
Se realizd la toma de muestras por duplicado, para la determinacion de etanol se realiz6 una
reaccion con solucion de dicromato de potasio acidificada durante 10 min y se realizo la
determinacion espectrofotométrica.

En la figura 32, se presenta las curvas de consumo de azucares reductores y produccién de

alcohol a partir de harina de cladodios de nopal.
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FIGURA 32. CINETICA DE PRODUCCION DE ALCOHOL POR LA CEPA HY1 Y EL CONSUMO DE AZUCARES
REDUCTORES
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Con base a los datos obtenidos se calcularon los parametros cinéticos de produccién de
alcohol a partir de la fermentacion de los hidrolizados de harina de cladodios de nopal, en
dicha fermentacion, la maxima produccion de etanol fue de 3.08+0.021 g/L después de 24 h
a 40 °C, se obtuvo un rendimiento de fermentacion con base en la glucosa liberada del
65.16% y la productividad de etanol de 0.12 g/L, como podemos observar los rendimientos
y la produccion de alcohol fue mucho menor a lo que reporta Kuloyo y col., (2014), estos
autores realizaron una hidrolisis y fermentacion simultanea donde evaluaron dos cepas, con
la S. cerevisiae obtuvieron una concentracion de etanol de 20.6 g/L, con la cepa K.
marxianus produjeron hasta 19.3 g/L de etanol, con un rendimiento del 70 y 64%
respectivamente. De la misma manera que (Ferreira et al. 2016) llevaron a cabo una
hidrdlisis y fermentacion simultinea con S. cerevisiae, evaluando 2 variedades de nopal, el
rendimiento de produccion de etanol para N. cochenillifera fue de 70%, mientras que para

O. ficus indica obtuvo un valor maximo de 35.58%.
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8. CONCLUSIONES

El Nopal (Opuntia ficus indica) variedad Atlixco que se evaluo en este trabajo para llevar a
cabo los procesos de hidrolisis quimica y enzimatica, posee hasta 25.56% de contenido de
fibra total, la fraccion insoluble compuesta por celulosa y hemicelulosa es de 19.8%,
mientras que la fraccion de fibra soluble compuesta por mucilago y pectina comprende el
5.45%, por lo que concluimos que si logra una adecuada liberacion de azUcares

fermentables, este tipo de biomasa puede emplearse para la produccion de Bioetanol.

De acuerdo al analisis estadistico multifactorial realizado para evaluar la hidrolisis quimica
de los cladodios tanto en frescos como en harina, sabemos que todos los factores tienen
efecto significativo sobre la liberacion de azucares. Sin embargo, la produccién de furfural

e hidroximetilfurfural solo se da durante la hidrolisis acida.

La hidrolisis alcalina produce mayores efectos sobre el material fresco, mientras que la
hidrdlisis acida lo hace para la harina, liberando una mayor cantidad de azlcares. Este
efecto puede atribuirse principalmente a la fraccion de fibra soluble compuesta por
mucilago, ya sabemos que este hidrocoloide cambia su conformacion en funcién del pH y
la temperatura, por otro lado el efecto de secado para la elaboracion de la harina también
afecta a este hidrocoloide, permitiendo que los agentes acidos interactien mas facilmente

con los polisacaridos para liberar una mayor cantidad de azlcares fermentables.

Al realizar el andlisis factorial de la sacarificacion de la harina previamente hidrolizada en
medio acido, el unico factor que tuvo efecto sobre la liberacion de azucares fue el tipo de
enzima, donde se concluyd que la enzima comercial Celluclast tiene una mayor actividad

hidrolitica, esto debido a que es un complejo multienziméatico de enzimas celuloliticas.

Las mejores condiciones de la hidrolisis quimica y la sacarificacion, determinadas para la
harina de cladodios de nopal de la variedad Atlixco de 12 meses, permitieron obtener un
méaximo de 32 g de azucares fermentables por cada 100 g de harina. Siendo los principales
azucares obtenidos glucosa, manosa, fructosa y xilosa. Pero al realizar el procesos
secuencial a un volumen de 2 L para realizar la fermentacion solo se liber6é un maximo de
16 g de azucares reductores totales, y con todo ello se logré obtener una produccién de
etanol de 3 g/L.
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La baja cantidad de alcohol producido se atribuye a que la concentracion de azucares
fermentables que se liberaron solo fueron 50% de las que se habian logrado en el proceso
de pequefia escala, por lo que es necesario seguir evaluando las condiciones de pre
tratamiento y sacarificacion, a nivel de 2 L, a fin de verificar las condiciones para lograr
una mayor liberacion de azucares para su posterior fermentacion y lograr asi una alta

productividad de alcohol.
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9. RECOMENDACIONES

Seguir evaluando otras condiciones de pretratamiento basico sobre la biomasa fresca, para
lograr una mejor liberacion de azucares fermentables, esto con la finalidad de reducir los
costos por la aplicacion de operaciones unitarias para la produccion de harina como la

reduccién de tamafo, secado, etc.

También es necesario seguir trabajando en la etapa de hidrdlisis enzimatica para aumentar
el contenido de azucares fermentables, esto mediante el manejo de una mezcla de enzimas,

para que degraden la mayor cantidad de biomasa.

Se recomienda evaluar otros tipos de pretratamientos que sean mas amigables con el medio

ambiente, como los pretratamientos bioldgicos.

Evaluar las ventajas y desventajas de realizar una sacarificacion y fermentacion simultanea

sobre la harina de cladodios de nopal.

Para monitorear de una mejor manera la produccién de azucar y produccion de alcohol, se
sugiere utilizar técnicas como la cromatografia liquida de ultra eficiencia (UPLC) y la

cromatografia de gases (CG) en todas las etapas del proceso.
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ANEXOS 1

11. ANEXOS
11.1. Meétodo de Lowry

Preparar una curva de calibracion en un rango de concentraciéon 0.02 a 0.1 mg/mL utilizando
una solucion patrén de albdmina sérica bovina (BSA).

Para lo anterior, disolver calentando 1.25 g de BSA en agua destilada y posteriormente llevar a
un aforo en un matraz de 50 mL. Tomar una alicuota de 160 uL y disolver en 2 mL de agua
destilada en un tubo eppendorf para tener asi una solucion de trabajo de 2 mg/mL de la cual se
partira para la preparacion de los puntos de la curva de calibracion.

Pesar los siguientes reactivos:

e 4 gde hidroxido de sodio (NaOH)

e 2.5 g de sulfato de cobre (CuSO4.5H,0)

e 5 de tartrato de sodio y potasio (KNaC4H;0¢.4H,0)
e 10 g de carbonato de sodio (Na,CO3)

Disolver los 4 g de hidréxido de sodio en agua destilada y llevar a un aforo en un matraz de 1
L. Disolver el sulfato de cobre en agua destilada y llevar a un aforo en un matraz de 250 mL
para tener una solucion al 1%, nombrarla como (B).

Disolver el tartrato de sodio y potasio en agua destilada y llevar a un aforo en un matraz de
250 mL para tener una solucion al 2%, nombrarla como (C).

Disolver el carbonato de sodio en hidréxido de sodio 0.1 N y llevar a un aforo en un matraz de
500 mL para tener una solucion al 2%, nombrarla como (A).

Tomar los volumenes de la solucion estandar de trabajo correspondientes a cada uno de los
puntos de la curva de calibracion y adicionar en tubos de ensayo, posteriormente agregar a
cada tubo 1 mL de la mezcla de reactivos A-B-C en una proporcion 100:1:1, agitar y dejar
reaccionar por 10 minutos en obscuridad. Transcurrido el tiempo, adicionar 100 pL de
reactivo de Folin-Ciocalteu 1N, agitar y dejar reaccionar durante 30 minutos en obscuridad
para posteriormente leer la absorbancia a 540 nm. Realizar lo mismo para cada una de las

muestras asi como para los blancos.
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ANEXOS2Y 3

11.2. Curva de calibracion para la cuantificacion de polifenoles totales

\ Curva de calibracion de polifenoles totales \

Intercepto = -0.01209, Pendiente = 0.00145, R? = 0.9971
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11.3.Curva de calibracion para la cuantificacion de flavonoides totales

\ Curva de calibracion para flavonoides totales \

Intercepto = -0.01043, Pendiente = 0.00303, R* = 0.9907
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ANEXOS4Y5

11.4. Meétodo de Miller et al., 1959 (Acido dinitrosalicilico, DNS)

Preparar una curva de calibracion en un rango de concentracion de 0.1 a 1 g/L utilizando una
solucion patrén de glucosa.

Luego disolver 0.25 g de glucosa en agua destilada y llevar a un aforo en un matraz de 250
mL.

Pesar los siguientes reactivos:

e 10 g de hidréxido de sodio (NaOH)

e 10 g de &cido 3,5 dinitrosalicilico (C;H4N207)

e 200 g de tartrato de sodio y potasio (KNaC4H;0¢.4H,0)
e 2 g de fenol(CgHs0OH)

e 0.5 g de metabisulfito de sodio (Na,S;0s)

Disolver los reactivos en 500 mL de agua destilada poco a poco hasta lograr una completa
disolucion. Llevar a un aforo en un matraz de un litro y almacenar en un frasco &mbar.

Adicionar en tubos de ensayo 0.5 mL de las soluciones estandar correspondientes a cada uno
de los puntos de la curva de calibracién, afiadir 1.5 mL de la solucion de DNS, agitar y colocar
los tubos en bafio Maria en ebullicion durante 15 minutos. Transcurrido éste tiempo, enfriar en
un bafio con hielo, posteriormente agregar 8 mL de agua destilada, agitar y leer la absorbancia
a 550 nm. Realizar lo mismo para cada una de las muestras asi como para los blancos, si es

necesario realizar diluciones.

11.5. Método de Dubois et al., 1956 (Fenol-sulfurico)

Preparar una curva de calibracién en un rango de concentracién de 0.01 a 0.1 g/L utilizando
una solucion patron de sacarosa. Preparar una solucion de fenol al 5% pipeteando 5.1 mL de
fenol liquido, disolver en agua destilada, llevar a un aforo en un matraz de 100 mL y
almacenar en un frasco ambar.

Adicionar en tubos de ensayo 1 mL de las soluciones estandar correspondientes a cada uno de

los puntos de la curva de calibracion, afiadir 1 mL de la solucion de fenol al 5,
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ANEXOS 6

posteriormente afiadir 5 mL de &cido sulfdrico concentrado, agitar y dejar reaccionar por 5

minutos. Transcurrido el tiempo colocar los tubos en un bafio de agua fria durante 10 minutos.

Finalmente, retirar del agua y leer la absorbancia a 492 nm. Realizar lo mismo para cada una

de las muestras asi como para los blancos, si es necesario realizar diluciones.

11.6. Osazonas de algunas azucares

Glucosazona (Agujas o Galactosazonas
plumas) (Aplanadas)

Arabinosazona (Agujas Lactosazona (Agujas finas)
agrupadas en bolas)

e
i N

Maltosazona (Agujas Xilosazona (Agujas
aplanadas) alargadas y finas)

Figura 33. Apariencia cristalina de las osazonas como se observan en el microscopio a
baja potencia.
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ANEXOS 7

11.7. Cromatogramas de Hidroximetilfurfural y furfural por UPLC
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Cromatogramas de los compuestos Hidroximetilfurfural el cual presenta un tiempo de retencion de 1.158 y el furfural con un tiempo

de retencion de 1.65
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ANEXOS 8

11.8. Determinacion de unidades de papel filtro

Para la cuantificacion de las UPF, primero se cortan tiras de papel filtro Whatmam N° 1 con
un peso aproximado de 50 mg, posteriormente se prepara una solucion stock enzimatica de 3
mg/mL, de la cual se realizan varias diluciones que permitan la liberacion de = 2 mg de
glucosa, al mismo tiempo se construye una curva de calibracion de glucosa a un rango de 1-
3.35 mg/0.5 mL, todas las soluciones son preparadas con buffer citratos pH 4.8 en tubos de

ensayo, el procedimiento es el siguiente:

Muestra problema Patrones de glucosa Blanco de enzima Cero
(mL) (mL) (mL) (mL)
Buffer citrato pH
1 1 1 15
4.8
Sol. enzimatica 0.5 - 0.5 -
Glucosa - 0.5 - -
Tiras de papel 1 ) ) )
filtro

Una vez preparadas las muestras, estas se incuban durante 60 min a 50 °C en estufa, una vez
transcurrido el tiempo de reaccion, se afladen 3 mL del reactivo DNS a todos los tubos,
incluyendo muestras problemas. Después de agitar se introducen durante 5 min en un bafio
con agua hirviendo (100 °C) y se transfieren a un bafio de agua fria, luego se agregan 20 mL
de agua destilada a cada tubo, se agitan y se leen a 540 nm. Por Gltimo el célculo de las UPF
se realiza ajustando los valores de absorbancia obtenidos para los distintos patrones de glucosa
a una recta, posteriormente se calcula sobre la ecuacion de esa recta los valores de glucosa que
corresponderian a las absorbancias obtenidas paras las muestras problema y de ultimo se
representa graficamente los valores de glucosa obtenidos frente a las concentraciones de
solucion de enzima correspondiente, y se estima el valor de la concentracion que liberaria

exactamente 2 mg de azlcares reductores.
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Gréficos para célculo de UPF:

Concentracion de enzima (mg/0.5 mL)

Calculo de las UPF del grafico concentracion de enzima vs concentracion de glucosa.
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ANEXOS 9

11.9. Determinacion de actividad de endo-g-1, 4- Glucanasa por Carboximetil

Celulosa

Para la medicion de las unidades de CMC, primero se prepara una solucion de CMC al 2%,
la cual es previamente disuelta en buffer de citratos pH 4.8 a 50 mM, el procedimiento es
semejante a la determinacion de las unidades de papel filtro, ya que se realizan diluciones
de una solucidn stock enzimatica de concentracion conocida, con las cuales se deben liberar
+ 0.5 mg de azUcares reductores, luego se prepara una curva estandar de glucosa que va de
0.5 a 1 mg/0.5 mL, posteriormente las soluciones se mezclan en tubos de ensayo. En la
siguiente tabla, se detallan los voliumenes de reactivos que deben incorporarse en las

distintas muestras.

Muestra problema Patrones de glucosa Blanco de enzima Cero
(mL) (mL) (mL) (mL)
Buffer citrato pH
- 0.5 0.5 1
4.8
Sol. enzimética 0.5 - 0.5 -
Glucosa - 0.5 - -
CMC (2%) 0.5 - - -

Las muestras problema se incuban a 50 °C durante 30 min en una estufa. Transcurrido este
tiempo se afiaden 3 mL de DNS a todos los tubos, se agitan y se introducen en un bafio de
agua hirviendo durante 5 minutos, la reaccion es detenida agregando los tubos a un bafio de
agua helada y se les afiade 20 mL de agua destilada a cada tubo, se agitan nuevamente y se
lee la absorbancia de las muestras a 540 nm. Por ultimo el célculo de las unidades de CMC
se realiza ajustando los valores de absorbancia obtenidos para los distintos patrones de
glucosa a una recta, posteriormente se calcula sobre la ecuacion de esa recta los valores de
glucosa que corresponderian a las absorbancias obtenidas paras las muestras problema y de
ultimo se representa graficamente los valores de glucosa obtenidos frente a las
concentraciones de solucién de enzima correspondiente, y se estima el valor de la

concentracion que liberaria exactamente 0.5 mg de azUcares reductores.
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Gréficos para calculo de Unidades de CMC:
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11.10. Método de Bohrimnger et al., 1964 (Dicromato de potasio)

a) Reactivos utilizados:

e 33.768 g Dicromato de potasio (K2Cr,07).
e 323 mL de &cido sulfarico concentrado.
e 1000 mL de agua destilada.

b) Preparacion del reactivo:
Se diluyo el acido sulfarico en aproximadamente 400 mL de agua destilada, se dejé enfriar
y se agrego el dicromato de potasio diluido en aproximadamente 200 mL de agua destilada;

finalmente, se aforo con agua destilada a 1000 mL.

¢) Procedimiento:
A 1 mL de muestra se agregaron 2 mL de solucién de dicromato, se agitaron y se dejaron
reposar durante 10 min, después de ese tiempo, se adicionaron 5 mL de agua destilada, se

agitaron nuevamente y por ultimo se determiné la absorbancia a 585 nm.

d) Curva de calibracion para la determinacién de alcohol.
De acuerdo con la densidad y el porcentaje de pureza del etanol, se calcularon los mililitros
necesarios a adicionar a 1 L de agua destilada para obtener la solucion patrén de 20 g/L.
Para realizar la curva de calibracion, el rango de andlisis de regresion lineal fue de 0.5-16
g/L de etanol, se obtuvo entonces, una ecuacion, y con ella se cuantifico la cantidad de

alcohol presente en las muestras, a partir de la absorbancia dada.

e) Preparacion de la muestra
A 2 mL de muestra, se le agregaron 10 mL de agua destilada, esto se destilo en un
microdestilador de vidrio, cuidando la temperatura. Los destilados fueron colocados en
tubos de 15 mL forrados con aluminio y fueron congelados a -20 °C hasta su posterior

analisis.
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11.11 Graficas de viscosidad de nopal
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11.12.Presentaciones en congresos
11.12.1. Presentacion en 3° Congreso de la Facultad de Ingenieria Quimica,

2015.

3" Congreso de la Facultad de Ingenieria Quimica
Innovando el Futuro

ONFIQ = 3 para el Desarrollo de la Sociedad y la Industria

g‘;) IV Junta del Consejo Nacional Estudiantil del IMIQ

Mérida, Yuc., 13 al 17 de Mayo de 2015

La Facultad de Ingenieria Quimica
de la Universidad Autonoma de Yucatan

otorga el presente

a
J. V. Géngora Cauich, N. A. Pacheco Lopez, |. Rodriguez Buenfil, T. Gonzalez Flores, A.

Sanchez Contreras

Por su participacion del trabajo “Establecimiento de un proceso de hidrolisis a partir de cladodios frescos
de nopal (Opuntia spp) para la obtencion de azucares fermentables” en la modalidad oral realizado dentro
del marco de las actividades del Tercer Congreso de la Facultad de Ingenieria Quimica (CONFIQ-3)

Mérnida, Yucatan, a 13 de mayo de 2015

:: ) \ || i
7 N /[ - ’ \/
/ /| d{t{,&) Mt 40 /b 4 In
~N— —_— el i1
Dra. Marcela Zgmudio Maya Dr. Cristign CAtrers Figueiras
Directora Jofe de la Unidasdo bS0rgo e Investgacon
Facutad de Ingenierta Quimica Facullad do Ingbrverid Quimica
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11.12.2. Reconocimiento de 2° lugar en presentaciones orales del CONFIQ-3,
2015.

3" Congreso de la Facultad de Ingenieria Quimica ,;1.,,
W M

N7

14

Innovando el Futuro u

para el Desarrollo de la Socledad y la Industria

IV Junta del Consejo Nacional Estudiantil del IMIQ

Mérida, Yuc,, 13 al 17 de Mayo de 2015

La Facultad de Ingenieria Quimica
de la Universidad Autonoma de Yucatan

otorga el presente

a
José Vicente Gongora Cauich

Por haber obtenido el 2do lugar de las presentaciones orales con el trabajo: “Establecimiento de un
proceso de hidrélisis a partir de cladodios frescos de nopal (Opuntia spp.) Para la obtencion de
az(icares fermentables” en el marco de las actividades del Tercer Congreso de la Facultad de Ingenieria

Quimica (CONFIQ-3),
Mérida, Yucatan, a 14 de mayo de 2015
\'. |
o b X
/ " I R e, A7
Dra, Marcela Zamudio Maya ’ Dr. Cristian Catrora Figuelras
Direciorn Jole de ln UnidighGe Pokgrndo @ Investigacion

Facultad de Ingensera Quimica Facultad do Ingenieria Quimica
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11.12.3 Seminario Nacional de los Estudiantes del PICYT, 2015.

/. / y i
4D )
COM:MSA / Dr.)/elipe/(r?‘tura Reyes Valdés
@ |Coordinador de Estudios de Posgrado
/
CIATEC
CINTEJ

c CIATEQ CiDESi

XVIII Seminario Nacional PICYT ‘

Se extiende el presente

RECONOCIMIENTO

d

José Vicente Géngora Cauich

instalaciones de COMIMSA Saltillo, los dias 23 y,24/de juli¢/de 2015.

/ /

%r. Q/ejandro Garza Gémez
Director de Transferencia de Tecnologia
€10

cideteq

oo
CONACYT

Por su destacada participacion en XVIII Seminario Nacional PICYT; llevado a cabo en las
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11.12.4. Simposio internacional del carbono en México, 2016.

PMC LAH
Programa Mexicano del Carbono ¥

Universcad Aukbeoma cel Eslaco de

(CONSTANCIA

chuca, Hidalgo 2034 < i >
Sim io & José Vicente Gongora Cauich; Neith Pacheco Lépez; Tania
Internacional Gonzalez Flores; Gonzalo Yam Ucan; Teodoro Espinosa

det Carbono Solares y Angeles Sanchez Contreras
por su participacion como
en México PONENTE

En el VIl Simposio Internacional del Carbono en México, celebrado en las instalaciones del
Area de Seminarios del Centro de Extensién Universitaria (CEUNI), de La Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.
Pachuca, Hidalgo del 18 al 20 de mayo de 2016

PMG AH

Programa Mesicano del Carbong b ]

Temcocn, Estado de Mexica, a 01 septiembre de 2014,

Esfimados:

Géngors-Canich José; Pachecs-Lopez Meith; Conzdlez-Flores Tania; Yam-
Ucan Gonzale; Espinesa-Selares Teodoro v Sanchez-Contreras Angeles

e bmam M ooloo 20T,
Simposio
Internacional
4= (2 arbono
en México Tengo el agrado de cormmicarles que su trabajo intiulada:

Hidrolisis de Opnntiz spp. para la obtencion de azacares fermentables

Ha side aceptado para que forme parte de la poblicacion “Estado Actual del
Conocimisnto del Ciclo Carbomo v sus Interacciones en Méwico: Sinesis a
016", que contard con ISEN asiznade por el INDAUTOR. Esta obra reime las
contribucionss arbifradas y presentadas en el VII Somposio Intermacional del
Carbono en Méwico, que s realize del 18 al 20 de mayo de 2015 en I ciudad de
Pachuca, en las mstalaciones del Centro de Extension Universitaria (CEUNI) de
Ia Universidad Nacional Autonoma del Estade de Hidalzo.

Aprovecho [a ocasion para enviarles un cordial saludo.

ATENTAMENTE

rLEA-
Dr. Farnando Paz Pellat
Coardinador General
Programa Mexicano del Carbono
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11.12.5. Food and Biotechnology International Congress, 2016.

SEP

uFFIM HRALgO .
El Comité Organizador del Food e
& Biotechnology International = 3
Congress 2016 Aanie

(torga la Presente Constancia a:
Gongora-Cauich J., Pacheco-Lopez N., Gonzalez-Flores T., Ortiz-Salazar F., Espinosa-
Solares T., Sanchez-Contreras A.

Por su participacion con el trabajo:

“Produccion de Bioetanol a Partir de Cladodios de Nopal (Opuntia spp.)”

Del 19 al 21 de Octubre de 2016, en la Ciudad de Pachuca, Hidalgo, México.

A =

Or, Alejandro Téllez Jurado MC. Luis Diaz Batalla Dr. Carlos Alberto Gomez Aldapa
Universidad Politécnica de Pachuca Universidad Politéenica de Francisco | Madero Universidad Autdnoma del Estado de Hidalgo
Comité Organizador - FEBIC2018 Comité Organizadaor - F&BIC2016 Comité Organizador - FEBIC2016
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11.12.6. Food and Biotechnology International Congress, 2016. Participacion en
el trabajo.

?!#‘5 [H] (ﬁ-‘,’r

LIFFIM i—hﬁ H__I"I:LI.FLOO

El Comite Organizador del Food “’m, i
& Biotechnology International ,;3 7
Congress 2016 “HRontel

Otorga la Presente Constancia a:
GONZALEZ-FLORES T., GONGORA—(&AUICH J.V., PACHECO-LOPEZ N. A.,
AYORA-TALAVERAT. R., SANCHEZ-CONTRERAS M. A.

Por su participacion con el trabajo:

“La Manzana del Maranon (Anacardium occidentale L.) Como
Materia Prima para la Obtencion de Bioetanol.”

Del 19 al 21 de Octubre de 2016. en la Ciudad de Pachuca. Hidalgo, México.

] —=
Dr. Alejandro Téllez Jurado MC. Luis Diaz Batalla Dr. Carlos Alberto Gomez Aldapa
Universidad Politécnica de Pachuca Universidad Politécnica de Francisco | Madero Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo
Comité Organizador - F&BIC2016 Comité Organizador - F&BIC2016 Comité Organizador - F&BIC2016

88



ANEXO 12

11.12.7. Food and Biotechnology International Congress, 2016. Participacion en
el trabajo.

HIDALGO o

El Comite Organizador del Food e 2
& Biotechnology International § Fivcinis &
B

Congress 2016

Otorga la Presente Constancia a:

ORTIZ-SALAZAR F.,, GONGORA-CAUICH J., EACHECO-LOPEZ N,
GONZALEZ-FLORES T., ESPINOSA-SOLARES T., SANCHEZ-CONTRERAS

Por su participacion con el trabajo:

“Aprovechamiento de las Propiedades Biotecnologicas, Antioxidantes y
Nutraceuticas del Nopal (Opuntia ficus-indica).”

Del 19 al 21 de Octubre de 2016. en la Ciudad de Pachuca. Hidalgo. Meéxico.

_/ﬂ: : » 4 &

Dr. Alejandro Téllez Jurado MC. Luis Diaz Batalla Dr. Carlos Alberto Gomez Aldapz
Universidad Politécnica de Pachuca Universidad Politécnica de Francisco | Madero Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo
Comité Organizador - F&BIC2016 Comité Organizador - F&BIC2016 Comité Organizador - F&BIC2016
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