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1. ANTECEDENTES
1.1 Especies de Opuntia

Las especies de Opuntia fueron uno de los alimentos basicos de la dieta de los mexicanos en los
tiempos pre-agriculturales. México es el principal productor de Opuntia contando con por lo
menos 104 de las 200 especies reportadas en el mundo. Mas de 50 de estas especies son usadas
como alimento y materia prima para elaborar medicinas; 20 especies son cultivadas para
produccion de frutas y produccion de insectos del género Dactylopius (Chavez-Moreno et al.,

2009, 2011).

Chavez-Moreno et al. (2009) sefalan que el género Opuntia (Cacteceae: Opuntioidae)
incluye 250 especies de acuerdo a Britton y Rose (1963), 181 segiin Anderson (2001) y 195
documentadas por Hunt y Taylor (2002), todas estas distribuidas en el continente americano. En
mexico se encuentran un total de 104 especies de Opuntia, de acuerdo a Bravo-Hollis y Sadnchez-
Mejorada (1978); pero segin Guzman et al. (2003) son soélo 83 y cerca de la mitad de estas

especies del género son endémicas (Britton y Rose 1963; Anderson, 2001).

En el estado de Michoacan se han registrado 20 especies de Opuntia ya sea silvestres y/o
cultivados (Segura et al., 2009; SIAP, 2009). Entre las silvestres se han identificado: O. atropes,
O. hyptiacantha, O. joconostle, O. streptacantha y O. tomentosa (Bravo-Hollis y Sanchez-
Mejorada, 1978), las cuales han sido poco estudiadas, pero representan un gran potencial para su
estudio y caracterizacion ya que podrian traer grandes beneficios tecnoldgicos, econdmicos,
sociales y culturales (Saenz ef al., 2006). Zavala-Mendoza (2012) localizé estas cinco especies en

poblaciones del estado de Michoacan las cuales se muestran en la Tabla 1:
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Tabla 1. Distribucion de cinco especies de Opuntia en Michoacan

Altitud Latitud Latitud
Especie Municipio Localidad (m. s. n. m.) Norte Oeste

Morelia  Camino hacia las 2224 19°42° 56> 101°16° 17
Flores
Morelia  Lado noreste del 2370 19°37° 50> 101°20° 00’
O. atropes Cerro del Aguila,
subiendo al poblado
de San Nicolas de
Obispo
Cuto del  Carretera Morelia- 1949 19°50° 18 101°9° 43>
porvenir  Cuto del porvenir
Cuto del  Carretera Morelia- 1949 19°50° 18 101°9’ 43>
porvenir  Cuto del porvenir
Morelia  Morelia, Ciudad 2177 19°42° 57> 101° 15”51
O. streptacantha jardin
Cuto del  Carretera Morelia- 1949 19°50° 18 101°9°43”
porvenir  Cuto del porvenir
Morelia  Camino hacia las 2224 19°42° 56> 101°16° 17
Flores
O. tomentosa Morelia  Lado noroeste del 2315 19°38° 07 101°20° 18>
Cerro del Aguila
Tiripetio  Entrada a Tiripetio 2017 19°32° 36 101°20° 40

(Fuente: Zavala-Mendoza, 2012).

La identificacion de cada especie se realizd por caracteres cualitativos y cuantitativos
morfoldgicos de cladodios de 2 a 3 afios de edad, ademas de la forma y altura de la planta. Entre
los caracteres cualitativos estan: la forma del cladodio, forma y color del fruto, color de la flor, la
forma de las espinas y color de las gloquidas. Y los cuantitativos: caracteres morfométricos
basicos como: largo, ancho (inferior, medio, superior) y espesor del cladodio (Zavala-Mendoza,
2012), los cuales se muestran en la Tabla 2, donde se puede ver que el valor de lo largo de las
especies O. tomentosa (34.06 cm), O. hyptiacantha (34.14 cm) y O. streptacantha (34.7 cm) es
mayor (P<0.05) que las demas, mientras que el valor de O. joconostle (23.76 cm) es el menor en
cuanto al grosor En cuanto a lo ancho en la parte inferior y media de la penca, O. streptacantha
fue la mas ancha, y en la parte superior O. streptacantha, O. joconostle y O. atropes fueron las de
mayor (P<0.05) longitud. Por otra parte, no hubo efecto de especie en el grosor de la penca, ya

que lo valores fueron estadisticamente iguales (P<0.05) entre las cinco especies.
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Por su parte, los pardmetros morfoldgicos son los que se usan para la clasificacion
taxonomica de las especies del género Opuntia (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978). La
forma y altura de cada una de las cinco especies mencionadas se muestra en la Tabla 3. A
excepcion de O. atropes que es arbustiva, todas las especies estudiadas son arboreas y tienen de 3

a 5 m de altura.

Tabla 2. Valores medios de las variables morfométricas de especies de Opuntia

Ancho (cm)

Especie Largo Inferior Medio Superior Espesor
(cm) (mm)

O. tomentosa 34.06" 6.20° 9.70¢ 9.06" 9.86"
O. atropes 24.89° 9.80° 13.26° 11.11% 11.51%
O. hyptiacantha 34.14° 6.35° 13.06° 7.12° 9.1
O. streptacantha 34.7° 12.14° 18.54° 12.22% 12*
0. joconostle 23.76° 10.76° 15.77° 11.73% 11.43*

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa entre las medias de cada especie, Tukey-
Kramer HSD (P<0.05), Fuente: Zavala-Mendoza (2012).

Tabla 3. Forma y altura de la planta de diferentes especies de Opuntia

Especie Tipo de planta
Arbodrea 3 a 5 m de altura. Ramas abundantes formando copa amplia.

0. atropes Arbustiva de 1 a 3 m de alto. Muy ramificada.
Ol uizesinise . Arborea de hasta 4 m de altura. Muy ramificada.
OF sizaeesiiel | Arborea de hasta 5 m de altura. Ramas abundantes formando copa amplia.

0. joconostle Arborea de hasta 5 m de altura. Ramas abundantes formando copa amplia.
Fuente: Zavala-Mendoza (2012).

De las diferentes especies de Opuntia, una de las mas cultivada y estudiada en el mundo ha
sido O. ficus-indica (Ruiz y Guerrero, 2009); se ha reportado el uso del mucilago de esta especie
para la obtencion de peliculas comestibles (Abrajan, 2008), ademas de su empleo como aditivos
mejoradores de la textura en los alimentos (Alvarez et al., 2007; Ruiz y Guerrero, 2009) asi como

espesante, gelificante y emulsificante (Alvarez et al., 2007 y Rodriguez-Gonzalez, 2010).

W
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1.2 Mucilago de nopal (Opuntia)

1.2.1 Estructura quimica del mucilago

El mucilago excretado de la penca de nopal es un componente de la fibra dietética (FD) (Gibson y
Nobel, 1990), y constituye aproximadamente el 14% del cladodio en peso seco (Ginestra et al.,
2009). El mucilago del nopal es un polisacérido fibroso y acido (pH =4.5 a 5.7) (Chavez et al.,
2010), altamente ramificado con azucares. Cada molécula de mucilago de O. ficus-indica puede
contener mas de 30,000 subunidades de azucar, o residuos (Gibson y Nobel, 1990), y su peso
molecular es de 3x10° g/mol (Cardenas et al., 1997; Ruiz y Guerrero, 2009). Los azicares de 5 6 6
carbonos son los més abundantes, e incluyen arabinosa, galactosa, ramnosa, y xilosa. El mucilago
también contiene una considerable cantidad de acidos urdnicos, los cuales son azucares
carboxilados. La molécula de mucilago tiende a estar cargada negativamente, ya que los iones
hidrégeno pueden disociarse de la parte carboxilica, de las subunidades galacturdnicas (Gibson y

Nobel, 1990).

De acuerdo con Gibson y Nobel (1990) el mucilago contiene arabinosa (35-40%),
galactosa (20-25%), xilosa (20-25%), ramnosa (7-8%) y acido galacturénico (7-8%); estas
proporciones pueden variar de acuerdo a la especie de nopal, edad, condiciones ambientales y
método de extraccion del mucilago (Abrajan, 2008). Con base a la composiciéon de azucares
mencionada y la evidencia quimica disponible, McGarvie y Parolis (1981a) propusieron un
modelo hipotético de este polimero. En la Figura 1 se muestra que para una unidad repetida de
mucilago de O. ficus-indica las 20 cadenas de los lados (R;-Ry) contienen un total cerca de 15

residuos de xilosa y 25 residuos de arabinosa (Gibson y Nobel, 1990; McGarvie y Parolis, 1981a).

El esqueleto de la molécula de mucilago consiste de residuos alternados de ramnosa y
acido galacturonico. En cada residuo de ramnosa se encuentran unidas cadenas laterales
conteniendo tres residuos de galactosa. A su vez, en cada galactosa puede estar unido un residuo
de arabinosa (R1) y xilosa (R2); generalmente uno o dos residuos de arabinosa se unen a la
galactosa. Un residuo de xilosa se une ya sea a galactosa o a arabinosa. Algunas cadenas de
galactosa tienen unidas a los lados arabinosa pero no xilosa, y algunas tienen una xilosa con dos
residuos de arabinosa. Por lo tanto, el mucilago es un heteropolisacarido; es un

ramnogalaturonano unido a un arabinogalactano (Gibson y Nobel, 1990; McGarvie y Parolis,
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1981a). Esta estructura representa s6lo una pequefia porcion de molécula del mucilago, porque la
unidad representada en la Figura 1 es repetida 500 veces (Gibson y Nobel, 1990). El mucilago de

otras especies de Opuntia estd compuesto por los mismos residuos de azucares, pero en diferentes

porcentajes que O. ficus-indica (Gibson y Nobel, 1990).
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Figura 1. Presunta estructura del mucilago (O. ficus-indica)

Fuente: Gibson y Nobel (1990); McGarvie y Parolis (1981a).

1.2.2 Produccion y funcion del mucilago en la planta
Las células del nopal que contienen mucilago se encuentran tanto en el clorénquima, que
forma parte del interior de los cladodios y es donde se lleva a cabo la fotosintesis, como en el

parénquima medular blanco cuya funcion principal es el almacenamiento de agua (Sdenz et al.,
2004; Chavez et al., 2010).
La produccion de mucilago en la planta se ve influenciado por el manejo del cultivo, la

temperatura, el suelo, el riego y la lluvia. El contenido de mucilago de cladodios aumenta durante

la aclimatacion a bajas temperaturas. Sin embargo, también se ha observado que aumenta en su
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respuesta a la sequia, esto se puede atribuir a la propiedad protectora en la planta misma (Séenz et

al., 2004).

Por otra parte, Goycoolea y Cardenas (2003) reportaron que el mucilago es un tipo de
pectina de bajo grado de metoxilo, la cual se produce en la pared celular y puede ser extraido por

medio de un suave proceso alcalino ayudada con un agente quelante.

El grado de metilacion (GM) se define como el nimero de moles de metanol por cada 100
moles de acido galacturonico. Las pectinas son llamadas de alto metoxilo, cuando el valor de GM
es de 50 o maés alto. Mientras que cuando el GM es inferior a 50, la pectina es de bajo metoxilo. El
grado de acetilacion (GAC) se define como el porcentaje de residuos galacturonosil esterificados
con un grupo acetilo. Este valor es generalmente bajo en pectinas nativas, y oscila entre 3 y 15%.
El origen botadnico y el procedimiento de extraccion de las pectinas determina su contenido de
acido galacturdnico, el GM, y el GAC (los grupos carboxilicos pueden ser parcialmente
esterificados con metanol, y en ciertas pectinas los grupos hidroxilos pueden ser parcialmente

acetilados) (Goycoolea y Cardenas, 2003; Cardenas et al., 2007).

1.2.3 Viscosidad del mucilago en funcion de la cantidad de agua

La viscosidad del mucilago varia en funcion de la cantidad de agua que reciben las plantas.
La tierra que es extremadamente seca produce un jugo de Opuntia mas viscoso que el de una
tierra semi-arida. Por lo tanto, la viscosidad del jugo de Opuntia serd mayor en una planta que
crece en las zonas donde llueve poco en comparacion con otro cultivo de un area de lluvia normal.
Este es un factor importante del comportamiento a tener en cuenta para la obtencion del mucilago

usado en la industria tanto alimentaria como farmacéutica (Saenz ef al., 2006).

1.2.4 Viscosidad del mucilago en funcién del pH, iones Ca’*y grado de esterificacién

La viscosidad intrinseca del mucilago depende fuertemente del pH y de la concentracion
de cationes (Ca*"y Mg”") indicando que la molécula es un polielectrolito cargado negativamente.
El incremento del pH en la region 4cida del mucilago en solucion causa un aumento en la
viscosidad intrinseca, debido a que los grupos carboxilos de la cadena polimérica se ionizan y esto
provoca que haya repulsion entre las cargas negativas de la cadena, por lo tanto, ésta se expande,
por lo que ocupa mas espacio y se hace mas resistente a fluir a través de las moléculas del H,O

(Trachtenberg y Mayer, 1982a).
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Por otro parte, la alta viscosidad en H,0, sin la presencia de iones Ca>” puede ser atribuida
al hecho de que las cargas negativas de la cadena son expuestas causando una fuerte repulsion
intramolecular provocando la expansion de las moléculas e induciendo aparentemente rigidez.
Mientras que la presencia de cationes disminuye la viscosidad, y es mas pronunciado con cationes
divalentes que con monovalentes, principalmente Ca’" y Mg®", sin embargo, la molécula del
mucilago tiene una especial afinidad por el Ca®’, ya que la adicion de iones Ca*" neutraliza las
cargas negativas, reduciendo la repulsion y rigidez de las moléculas(Trachtenberg y Mayer,
1982a). De igual manera, Goycoolea y Cardenas (2003), observaron pérdida de la viscosidad de la
pectina de Opuntia en presencia de cationes divalentes (Ca®"). No obstante, también se sefiala que
esta interaccion conduce a un aumento masivo de la viscosidad y formacién de gel y no a una
reduccidn de la viscosidad tal como se mencion6 anteriormente (Goycoolea y Cardenas, 2003). Lo
anterior se debe a que la interaccién con Ca’" causa la formacién de pequefios volimenes
hidrodinamicos en solucion y geles fuertes con menos contenido de agua, mientras que la ausencia
de Ca*" aumenta los volimenes hidrodinamicos de las moléculas y forma geles de alto contenido
de agua y baja resistencia mecanica (Trachtenberg y Mayer, 1982a). El origen molecular de la
gelificacion de la pectina de nopal de bajo metoxilo con calcio es debido a las interacciones del
Ca’" con los grupos carboxilicos formando la llamada “caja de huevo”, en la cual cada dos grupos
carboxilicos presentes en dos cadenas poligalacturdnicas forman complejos de coordinacion con
iones Ca®". De esta forma, los complejos de coordinacion formados con estos cationes divalentes

coadyuvan a la gelificacion de la pectina (Goycoolea y Cardenas, 2003).

De acuerdo con Séenz et al. (2004) el mucilago es un polimero tipo pectina de bajo grado de
esterificacion, con capacidad para formar geles a pH neutro en presencia de calcio, mediante un
doble mecanismo que involucra el entrecruzamiento i6nico con Ca®* en ensamblados diméricos
tipo “caja de huevos” y una segunda red termorreversible gobernada por estructuras helicoidales

tipo 3. Y en ausencia de calcio pierde la capacidad para formar geles.

Cérdenas et al. (2008) reportaron que dependiendo del grado de esterificacion (GE)

(expresado convencionalmente como un porcentaje del contenido de unidades esterificadas en
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comparacion con el contenido de acidos uronicos totales), las pectinas pueden formar redes de gel
ya sea en un medio acido y en altas concentraciones de azucares (pectinas de alto GE, mas del
50%) o por interaccion con cationes divalentes, en particular Ca®" (pectinas de bajo GE, menos
del 50%); en estos geles las macromoléculas estdn unidas por iones calcio divalentes. En ambos
casos, la gelificacion y propiedades reoldgicas dependera de muchos factores, incluyendo el pH,

temperatura, GE, contenido de azucar, calcio y pectina.

Por otra parte, Trachtenberg y Mayer. (1982b) determinaron histologicamente la
localizacion subcelular del calcio soluble en las células parenquimatosas y en el mucilago de
nopal. En este estudio se analizaron los cristales de oxalato de calcio, el calcio soluble de las
células del mucilago de la especie Opuntia ficus-indica; observaron calcio soluble en las cdmaras
de cristal que contienen oxalato de calcio en la membrana de las vesiculas, calcio presente en la
membrana plasmatica, en plasmodesmos, en las paredes celulares, en las mitocondrias y en las
vacuolas, especialmente calcio soluble en vesiculas libres o condensado con el plasmalema, y
poco calcio libre en otros compartimentos de la célula. Finalmente, proponen que los idioblastos
podrian jugar un papel importante en la economia del calcio de los tejidos de la localizacion de
calcio soluble y el transporte de calcio y oxalato de calcio de las células de mucilago a las células
parenquimatosas y viceversa. La quelacion de calcio por el mucilago u oxalato, depende del pH,

fuerza idnica, etc. (Trachtenberg y Mayer 1982b).

1.2.5 Contenido de fibra dietética en nopal

El contenido de FD depende de algunos factores como la variedad y la edad de la planta en el
periodo de cosecha, el suelo y el clima (Ribeiro ef al., 2010). Zavala-Mendoza (2012) realiz6 un
analisis de fibra dietética (FD) de cinco especies de Opuntia, y encontré que O. hyptiacantha es la
especie con mayor porcentaje de FD total (69.36%) en comparacion con las otras cuatro especies,
sin embargo, O. fomentosa es la que tiene mayor cantidad de fibra soluble (FS) 17.61%) que es la
que corresponde al mucilago de nopal, y también presenta un alto contenido de FD (52.27%)
(Tabla 4). Al realizar Zavala-Mendoza (2012) la extraccion de mucilago de las cinco especies, se

observo mayor rendimiento de extraccion del mucilago en O. tomentosa (Tabla 5).
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Tabla 4. Composicion de FD total, soluble e insoluble (%) de cladodios secos de diferentes
especies de Opuntia.

16.41° 23.21° 39.62¢
14.20™ 55.15° 69.36"
6.36° 37.28" 43.64c°
11.48° 35.01° 46.49°
17.61° 34.66" 52.27°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa entre las medias de cada especie,
Tukey-Kramer HSD (P<0.05) (Tomado de Zavala-Mendoza, 2012).

Tabla 5. Rendimientos de mucilago de cinco especies de Opuntia de Michoacén.

(%)
24 08
2.1 0.703
s066 168
L31 0437
5,543 1848

(Fuente: Zavala-Mendoza, 2012).

1.2.6 Composicion quimica del mucilago de Opuntia

En la composicion quimica del mucilago de nopal en peso seco (O. ficus-indica) reportado por
Rodriguez-Gonzalez (2010) indica que el mucilago O. ficus-indica en polvo posee una humedad
de 9.31%, este valor es mayor que lo reportado por Septlveda et al. (2007) de 5.6%. Sin embargo,
los valores de cenizas (11.91%) reportados por Rodriguez-Gonzalez (2010) fueron menores que
los reportados por Sepulveda et al. (2007) de 37.3%. Por otra parte, el porcentaje de proteina es
muy similar en ambos estudios 6.69% y 7.3%. Finalmente, en Rodriguez-Gonzélez (2010) el
porcentaje de FD es mas del 57.83%, del cual el 56.80% corresponde a FS, el 2.51% equivale a
pectina, y solo el 1.03% es FI.

1.2.7 Propiedades funcionales del mucilago

El mucilago es un compuesto importante para la industria de alimentos (Sepulveda et al., 2007)
porque tiene la capacidad de formar redes moleculares y retener fuertemente grandes cantidades

de agua (Ruiz y Guerrero, 2009). De esta manera modifica las propiedades de viscosidad y

9
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elasticidad, es un buen gelificante, espesante y emulsificante (Alvarez et al., 2007). Ademas,
controla la cristalizacion, estabiliza las suspensiones, inhiben la sinéresis, puede usarse como
pelicula comestible, sustituto de grasas en diversos alimentos y agente ligante del sabor (Abrajan,
2008), o en la obtencion de aditivos mejoradores de la textura en los alimentos (Alvarez et al.,
2007; Ruiz y Guerrero, 2009). Debido a su conformacion polimérica y sus propiedades reologicas,
los mucilagos representan compuestos de gran interés para la investigacion y el desarrollo de

productos en el sector industrial de alimentos.

Ademas, es de gran interés para la investigacion médica, debido a sus propiedades
funcionales, ya que su mayor contenido es FS, por lo tanto, ayuda al buen funcionamiento del
intestino, asimila grasas, colesterol, glucosa y sustancias biliares, cumpliendo un papel en la
prevenciéon y tratamiento de enfermedades cronico degenerativas, como desérdenes
gastrointestinales, obesidad, enfermedad coronaria, diabetes y cancer de colon (Alvarez et al.,

2007).

1.3 Técnicas utilizadas para la caracterizacion quimica de mucilago de Opuntia

Las técnicas mas utilizadas para la caracterizacion quimica del mucilago de nopal son
cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) y la cromatografia de gases (CG), aunque se han
utilizado algunas otras como cromatografia de capa fina (CCF), cromatografia en columna de
intercambio 16nico o de exclusion de tamafio, espectroscopia de infrarrojo por transformadas de
Fourier (FTIR), microscopia electronica de barrido (MEB), espectroscopia de absorcion atomica,

espectroscopia UV/Vis., difraccion de rayos-X y resonancia magnética nuclear (RMN).

1.3.1 Cromatografia

La cromatografia es un método de separacion y caracterizacion de mezclas complejas. En todos
los tipos de cromatografia, la muestra se desplaza con una fase movil, que puede ser un gas, un
liquido o un fluido supercritico. Esta fase movil se hace pasar a través de una fase estacionaria con
la que es inmiscible, y que se fija a una columna o a una superficie solida. Aquellos componentes
que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase
movil; por el contrario, los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria se mueven
con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se

separan en bandas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente
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(Skoog et al., 1992). Esta separacion se puede realizar en funcion de sus cargas, masas, tamafos

moleculares, la polaridad de sus enlaces y sus potenciales redox (Bautista et al., 2010).

Debido a que los carbohidratos son moléculas hidrosolubles, fuertemente polares y no
volatiles, no son separados con facilidad por los métodos de rutina disponibles, ya que no son
cromoéforos y no logran ser detectados mediante la espectroscopia de absorcion. Por lo anterior, la
derivatizacion de los carbohidratos es un proceso que se utiliza para transformar el analito por una
reaccion quimica a un derivado mas facil de analizar. Si los carbohidratos seran analizados por
GC, éstos se derivan para hacerlos mas volatiles y no tener que usar temperaturas tan altas en el
puerto de inyeccion del cromatografo que pueda descomponerlos. Se han desarrollado diversas
técnicas de derivatizacion que incluyen: la formacion de alquil-éteres o alquil-ésteres, asi como
una trimetil-sililacion para obtener derivados volatiles estables. En el caso de un analisis por
CLAE acoplado a un detector de indice de refraccion, la muestra no es necesario derivatizarla y
por lo tanto se utiliza con mayor frecuencia. Por otra parte, los métodos cromatograficos
acoplados a espectrometro de masas son una buena alternativa para el analisis de carbohidratos,

debido a su alta sensibilidad y precision (Bachmann, 2007).

1.3.1.1 Cromatografia de capa fina

Para una cromatografia de capa delgada (CCF) se emplea una capa plana y relativamente delgada
de un material que a su vez es el soporte, o bien que recubre una superficie de vidrio, pléstico o
metalica. La fase mévil se mueve a través de la estacionaria por capilaridad, y los componentes
son separados debido a su PM y al proceso conocido como particion, de tal manera que unos

componentes se desplazan con mayor o menor factor de retardo (Rf) (Gémez et al., 2010).

1.3.1.2 Cromatografia de gases

En la cromatografia de gases (CG), la muestra se inyecta al puerto de inyeccién de un CG, donde
se volatiliza y entra a la cabeza de una columna cromatografica en forma gaseosa. La elucion se
produce por el flujo de una fase movil de un gas inerte. La fase movil no interacciona con las
moléculas del analito; su Unica funcién es la de transportar el analito a través de la columna
(Skoog et al., 1992). Los componentes de la muestra (analitos) son separados unos de otros en
base a sus presiones relativas de vapor, afinidades y solubilidades en la temperatura dada, con la

fase estacionaria (McNair y Miller, 1997).
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La CG es un sistema compuesto principalmente de gas portador, sistema de inyeccion de

muestra, columna, y detector (Fig. 2) (Skoog et al., 1992).

Existen dos tipos de cromatografia de gases (CG):

Cromatografia gas-s6lido (CGS): Se produce la retencion de los analitos en una fase estacionaria
solida como consecuencia de la adsorcion fisica.

Cromatografia gas-liquido (CGL): La cromatografia gas-liquido se basa en la distribucion del
analito entre una fase mévil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un

solido inerte. Esta es la que se usa mas ampliamente (Skoog et al., 1992).

La muestra es inyectada, y transportada a través de la columna por un gas inerte, donde es
retenido el material a diferentes tiempos, de acuerdo a la naturaleza de la muestra, los
componentes de la muestra son separados unos de otros en base a su PM, saliendo primero de la
columna los compuestos mas ligeros, entonces, estos son detectados y registrados a través de un

software (Fig. 2).

Medidor de pompas de jab6n e e
l

Jeringa

Detector Electrémetro

Regulador de —
presicn a Rotdgmetro | Divisor Inyector
de caudal

dos niveles

(convertidor i
analogico-digital)

Regulador
del caudal

Sistema de
adquisicion y
tratamiento de datos)

Bombaona de

“olumn:
gas portador Columna

Horno nara la columna

Figura 2. Representacion esquematica de un cromatografo de gases (Fuente: Skoog ef al., 1992).

1.3.1.3 Técnicas cromatograficas utilizadas para la caracterizacion quimica del
mucilago de Opuntia

La composicion de Opuntia dilleni fue reportada por Srivastava et al. (1974) en la cual solo se
identifico galactosa y arabinosa. Un afio después Saag et al. (1975) identificaron los azlcares
presentes en Opuntia sp. por cromatografia de papel donde encontraron la presencia de dos
azicares mas (ramnosa, y xilosa), ademas de unidades de acidos urdnicos, de igual manera,
Paulsen y Lund (1979) identificaron los mismos aztcares por CG y CGL. Posteriormente, en

1981(a) McGarvie y Parolis reportaron la misma composicion para Opuntia ficus-indica:
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galactosa con un 18.4%, arabinosa con 42.4%, xilosa con 24.5%, ramnosa con 6.4% y acidos
urdnicos con 8.4%.Trachtenberg y Mayer (1981) también encontraron la presencia de estos
azucares en la misma especie por cromatografia de capa fina (CCF) y cromatografia de gases
(CQ). El rango de los porcentajes de los azticares de acuerdo a los autores anteriores y a Nobel et
al. (1992) fue de: 21-40.1% de galactosa; 7-13.1% de ramnosa; 24.6-42% de arabinosa; 22-22.2%
de xilosa y 8-12.7% de acido galacturonico. McGarvie y Parolis (1981a y 1981b) también
encontraron estos componentes en O. ficus-indica, sin embargo, los mismos autores, en ese afo,
en un estudio diferente con la misma especie, reportaron la ausencia de ramnosa y dacidos
urénicos. Saenz et al. (1993) en Opuntia sp. no identificaron la presencia de xilosa. Por su parte,
Molina-Torres ef al. (2000) también identificaron la presencia de estos cinco azucares por CLAE:
galactosa (17.92%), arabinosa (46.68%), xilosa (23.45%),ramnosa (6.76%), y acidos urdnicos
(5.19%); de igual manera Goycolea y Cardenas (2003) reportaron la presencia de: galactosa
(20.99%), arabinosa (17.93%), xilosa (3.06%),ramnosa (1.75%)y acidos urénicos (11%), asi como
Arizmendi (2004) quien reportd galactosa (18%), ramnosa (7%), arabinosa (47%), xilosa (23%) y
acidos urdnicos (5%). Mas tarde, Matsuhiro et al. (2006, por CLAE y CGL) y Cardenas et al.
(2007, por CGL), reportaron un porcentaje de galactosa de 7% y arabinosa de 6% como los
principales azlcares predominantes de tipo neutros, con una menor presencia de ramnosa (0.6%) y
xilosa (1%), y un gran porcentaje de acidos urodnicos (85.4%). Finalmente, Magoloni (2007)
caracteriz6 quimicamente los azucares del mucilago de nopal por CCF y CG, con la finalidad de
observar si el mucilago de nopal estaba siendo utilizado como aglutinante organico en las pinturas
murales del Templo Rojo, en Cacaxtla (Tlaxcala, México). La cromatoplaca de la muestra de la
pintura mural fue igual a la de testigo, confirmando que el aglutinante contenido en las muestras
de pintura es un polisacarido similar al mucilago de nopal. Por otra parte, se analiz6 el extracto de
la pintura por cromatografia de gases y se utilizaron los cuatro azlcares que constituyen el
polisacarido del mucilago como testigos: galactosa, arabinosa, xilosa y ramnosa, y se obtuvo un
cromatograma que muestra la presencia de los mismos cuatro azicares caracteristicos de

mucilago.

Aparte de los cuatro azlcares mencionados anteriormente y de los acidos urodnicos,
también se han identificado glucosa, fructosa, fucosa y manosa; de acuerdo a la caracterizacion de
Zhong et al. (2010) por CLAE/CPG que ademas de arabinosa y ramnosa, también identifico la
presencia de glucosa. De igual manera Habibi (2004) identific6 por CLAE la presencia de
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galactosa (23.5%) y arabinosa (32.7%), y una proporcion menor de ramnosa (4.2%), xilosa
(4.5%), y acidos urdnicos (14.2%), ademas de glucosa (1.5%) en el mucilago extraido de la
cascara de la tuna. La presencia de residuos de acidos urdnicos en el extracto crudo, confiere a las
moléculas una carga idnica determinada. Esta carga es probable que interactie con un medio
i6nico, es por eso que Habibi (2004) purificd el mucilago por cromatografia de intercambio de
iones. Los resultados indicaron que el mucilago estd constituido principalmente de una fraccion
aparentemente neutra, que no fue retenida por el soporte. Esta fraccion, a la que llamé MP1, con
un peso de 55.2%, se purific6 mediante cromatografia de exclusion por tamafio en una columna
Biogel P6 para encontrar posibles oligosacaridos. Posteriormente, con el fin de apreciar la
homogeneidad de la fraccion MP1 recuperado, fue analizado por cromatografia de exclusion

estérico de alto rendimiento, el cual indica una buena homogeneidad del polisacarido.

Por otra parte, Ginestra et al. (2009) son los autores que mas azicares han reportado para
O. ficus-indica ya que ademas de los cuatro azlcares y acidos urdnicos reportados por otros
autores, también encontraron glucosa, fucosa y manosa. Ribeiro et al. (2010) encontraron ademas
glucosa y fructosa, pero reportaron la ausencia de ramnosa por medio de CLAE y CCF. Majdoub
et al. (2010) identificaron por CG ademas de galactosa (27.8%), ramnosa (10.2%), arabinosa
(25%), xilosa (25.3%) y acidos urdnicos (10.3%) también glucosa (1.3%) y manosa (0.1%) en O.
ficus-indica. Y para O. litoralis: galactosa (27.6%), ramnosa (10.3%), arabinosa (24.4%), xilosa
(29.7%), acidos uronicos (7.6%) y glucosa (0.4%), pero en esta especie no se encontrd presencia

de manosa (Tabla 6).
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Tabla 6. Composicion del mucilago de nopal (Opuntia) reportada por diferentes autores y técnicas utilizadas (%)

Autor Especie Peso Ara Xil Acidos | Glu | Fru [Fuc |Man | Técnica de analisis
dilleni
Opuntia sp. s 4 + A A Cromatografia de papel
Opuntia sp. i i 4 4 4 CG, CGL
0. ficus-indica 18.4 4.4 24.5 6.4 8.4
O. ficus-indica + + +
O. ficus-indica ~ 4.3x10 ¢ 40.1 246 222 13.1 12 CCF, CG
Opuntia sp. 21 42 22 7 8
Opuntia sp. + + + +
O. ficus-indica 3x10° CLAE y Cromatografia de
exclusion de tamafio
O. ficus-indica ~ 2.3x10* 17.92 46.68 23.45 6.76 5.19 CLAE
0. ficus-indica 20.99 17.93 3.06 1.75 11
0. ficus-indica 18 47 23 7 5
0. ficus-indica 23.5 327 45 4.2 14.2 1.5 CLAE, Cromatografia de
intercambio de iones y
cromatografia de exclusion
de tamafio
O. ficus-indica + + + + + CLAE, CGL
0. ficus-indica 7 6 1 0.6 85.4 CGL
O. ficus-indica + + + + CCFy CG
O. ficus-indica 4 4 + A + + A 4 CLAE
O. ficus-indica s A + 4 A A CCF y CLAE
2010 Majdoub et al. 0. ficus-indica 6.1 x 10° 27.8 25 253 10.2 10.3 1.3 0.1 CG
O. litoralis 2.0x10’ 27.6 24.4 29.7 10.3 7.6 0.4

Gal: Galactosa, Ram: Ramnosa, Ara: Arabinosa, Xil: Xilosa, Glu: Glucosa, Fru: Fructosa, Fuc: Fucosa y Man: Manosa.
CCF: Cromatografia de capa fina, CG: Cromatografia de gases, CLAE: Cromatografia liquida de alta eficacia, CGL: Cromatografia de gases-liquidos y CGP:
Cromatografia de premiacion en gel.
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1.3.2 Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia infrarroja (IR) se basa en el hecho de que los enlaces quimicos de las
sustancias tienen frecuencias de vibracion especificas, que corresponden a los niveles de
energia de la molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de la superficie de energia
potencial de la molécula, la geometria molecular, las masas atdmicas y, posiblemente, el

acoplamiento vibracional (Espectrometria.com).

Los espectros de adsorcion, emision y reflexion en el infrarrojo, de especies
moleculares, se pueden explicar asumiendo que todos son el resultado de los distintos
cambios energéticos producidos en las transiciones de las moléculas de unos estados de

energia vibracionales y rotacionales a otros (Skoog ef al., 1992).

Si la molécula recibe luz con la misma energia de esa vibracion, entonces la luz sera
absorbida si se dan ciertas condiciones. Para que una vibracion aparezca en el espectro
infrarrojo, la molécula debe someterse a un cambio en su momento dipolar durante la
vibracion. En particular, una aproximaciéon de Born-Oppenheimer y aproximaciones
armonicas; es decir, cuando el hamiltoniano molecular correspondiente al estado
electronico estdndar puede ser aproximado por un oscilador armonico cuantico en las
cercanias de la geometria molecular de equilibrio, las frecuencias vibracionales de
resonancia son determinadas por los modos normales correspondientes a la superficie de
energia potencial del estado electronico estandar. No obstante, las frecuencias de
resonancia pueden estar, en una primera aproximacion, en relacion con la longitud del
enlace y las masas de los atomos en cada extremo del mismo. Los enlaces pueden vibrar de
seis maneras: estiramiento simétrico, estiramiento asimétrico, tijeras, rotacion y giro

(Espectrometria.com).

Con el fin de hacer medidas en una muestra, se transmite un rayo monocromo de luz
infrarroja a través de la muestra, y se registra la cantidad de energia absorbida. Repitiendo
esta operacion en un rango de longitudes de onda de interés (por lo general, 4000-400 cm™)
se puede construir un grafico, y asi, obtener informacidon sobre la misma. Esta técnica
funciona casi exclusivamente en enlaces covalentes, y se usa mucho en quimica, en

especial en quimica orgédnica. Se pueden generar graficos bien resueltos con muestras de
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una sola sustancia de gran pureza. Sin embargo, la técnica se utiliza habitualmente para la

identificacion de mezclas complejas (Espectrometria.com).

1.3.2.1 Técnicas espectroscopicas de IR utilizadas para la caracterizacion
quimica del mucilago de Opuntia

Cérdenas et al. (2007) investigaron el grado de esterificacion de la pectina de
Opuntia ficus-indica mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

(FTIR) y lo compararon con una pectina comercial de un citrico.

La banda en 1749 cm’ es asignada a las vibraciones del C=0 de los grupos
carboxilicos no ionizados. Se ha propuesto para cuantificar el grado de esterificacién en una
pectina. La ionizacion (a través de la formacion de sales) conduce a la desaparicion de esta
banda y a la aparicion de dos nuevas bandas asociadas a vibraciones simétricas y
asimétricas del grupo COO™ centradas aproximadamente a 1600-1650 y 1400-1450 cm™,

respectivamente (Cardenas et al., 2007).

La inspeccion de la region espectral entre 1350 y 1750 cm™ de los resultados de un
analisis realizado por Cardenas et al. (2007) revela la ausencia total de una banda a los
1749 cm™ y la clara presencia de dos bandas con centro en 1625 y 1415 cm™. Este
resultado concuerda con la saponificacion completa de los grupos metil y la presencia de la
forma Na" de los grupos carboxilatos de la pectina. Por lo tanto, el alto contenido de grupos
carboxilicos libres es directamente relacionado con las condiciones alcalinas de extraccion.
De esta manera se puede concluir que la pectina de nopal es de bajo grado de esterificacion
ya que no se presentd la banda a 1749 cm™ caracteristica de grupos carboxilicos

esterificados.

Las pencas de nopal contienen 0.5-1% de proteina y 1-2% de cenizas en base de
peso fresco. El espectro FTIR de la pectina hace revelar la presencia de cierta cantidad
residual de proteinas ya que se presenta un pequefio hombro a 1550 cm™ que puede ser

asignado para amida II (Fig. 3).
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Figura 3. Espectro de absorbancia de espectroscopia de FTIR de la pectina de nopal y de
una pectina comercial de un citrico (Cardenas et al., 2007).

Al realizar el andlisis de espectroscopia de IR del mucilago extraido de la cascara de
la tuna Habibi (2004) encontrd la aparicion de varias bandas principalmente a 1730 cm™
que pertenece a la vibracion del enlace C=0 de acidos y ésteres, y a 3370 cm™ de OH de

los polisacéridos, entre otras sefiales como las indicadas en la Tabla 7.

Tabla 7. Atribucion de las principales bandas observadas en el espectro IR para los
polisacaridos de la pectina del mucilago de la cdscara de la tuna (Habibi, 2004)

_ Polisacéridos y agua de 3370
hidratacion
Polisacaridos 2918 y 2850
C=0 Acidos y ésteres 1730
de agua absorbida
Polisacaridos 1430-1200
Polisacaridos 1160-1000

Se infiere que la relacion del area de la banda a 1736 cm™ (correspondiente al
numero de grupos carboxilicos esterificados) sobre la suma de las areas del bandas a 1736 y
1613 cm” (correspondiente al nimero del total de grupos carboxilicos) debe ser

proporcional al grado de esterificacion (Majdoub et al. 2010).

Los polisacaridos extraidos de la pulpa de O. ficus-indica son de bajo grado de

metilacion (menor a 50%) segiin Majdoub et al. (2010).
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1.3.3 Compuestos de Calcio en Opuntia
El calcio (Ca) presente en el nopal entero no es totalmente biodisponible, debido a que la
biodisponibilidad de este mineral esta relacionada con la concentracion de oxalatos de Ca
presentes en el nopal (McConn y Nakata, 2004; Loubet, 2008; Contretas-Padilla et al.
2011; Ramirez-Moreno et al. 2011), la razon de esto, es porque el oxalato tiene el potencial
para combinarse con el Ca, y por lo tanto no permite que esté disponible (Contretas-Padilla

et al. 2012; Loubet, 2008; Ramirez-Moreno et al., 2011).

La biodisponibilidad del Ca, puede ser definida como la fraccion de Ca dietético
que es potencialmente absorbible por el intestino y que puede ser utilizado para las
funciones fisiologicas, particularmente mineralizacion del hueso o limitar su perdida. Entre
los factores fisiologicos y dietéticos que intervienen en la absorcion de Ca se encuentran el
aumento del pH, que favorece la absorcion al aumentar su solubilidad, la influencia
negativa de un alto contenido de fibra dietética, de fitatos, oxalatos y taninos que pueden
formar complejos insolubles con el Ca, provocando una reduccion en su absorcion (Loubet,
2008; Ramirez-Moreno et al., 2011), también compuestos ligeramente metoxilados como

las pectinas, inhiben fuertemente la absorcion del calcio y otros minerales (Loubet, 2008).

Rojas et al. (2010) identificaron la presencia de compuestos de Ca en O. ficus-
indica mediante la técnica de espectroscopia de dispersion de energia y dispersion de rayos-
X. Los resultados de la difraccion de rayos X revelaron la presencia de oxalato de Ca en la
fraccion pesada (fibra dietética insoluble). Por el contrario, no se detectd la presencia de
oxalato de Ca en la fraccion ligera (fibra dietética soluble/mucilago) de las pencas. Sin
embargo, los difractogramas obtenidos a partir de la fraccion ligera de las pencas de nopal
mostraron evidencia de la presencia de carbonato de Ca, el cual es un compuesto
biodisponible por el organismo humano. La separacion de la fraccion pesada y la fraccion
ligera se llevo a cabo mediante la extraccion del parénquima acuoso por medios mecanicos
y fisicos, separando la corteza y la médula, asi como una solubilizacién con alcohol etilico

al 95%.

Por otra parte, Trachtenberg y Mayer (1982b), afirmaron que las células

mucilagosas de O. ficus-indica poseen Ca soluble, debido a que el mucilago quela al Ca 'y
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no permite que se una al oxalato y forme compuestos insolubles, esta quelacion puede

depender del pH y fuerza ionica.

Contreras-Padilla et al. (2011) realizaron un estudio donde analizaron la cantidad de
Cay oxalatos de Ca en O. ficus-indica en diferentes etapas de maduracion (de 40 a 100 dias
de maduracion). Los resultados de difraccion de rayos-X, del nopal entero en polvo
muestran la presencia oxalato de Ca, ademas de otros componentes cristalinos como
celulosa, monoaluminato de Ca (CaAl,04), fosfuro de Fe (Fe,P), ion fosfato de K
(KH,PO,) y fosfato de Zn (Zn3PO,) (Fig. 8). Por otra parte, se observd que el contenido de
oxalatos depende parcialmente de la madurez del nopal (Fig. 5), pero pueden interferir
también otras variables como factores ambientales, condiciones climaticas, tipo de suelo,

necesidades de la planta y variedades, al igual que en el contenido de varios componentes

del nopal.
Figura 4. Difraccion de rayos-X de nopal Figura 5. Difraccion de rayos-X de nopal
en polvo (100 dias) y el estdndar de en polvo en diferentes etapas de
oxalato de Ca (Contreras-Padilla ef al., maduracion (Contreras-Padilla et al.,

2011). 2011).

1.3.4 Microscopia electronica de barrido

Cada vez se le da mas importancia al conocimiento detallado de la naturaleza fisica de las
superficies de las muestras a analizar. El método clasico para obtener tal informacion es la

microscopia Optica, una de las técnicas de este método es la microscopia electronica de
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barrido (MEB). Consiste en obtener una imagen de la superficie de la muestra, se barre
mediante un rastreo programado (raster pattern) con un haz de electrones muy fino
focalizado o con una sonda adecuada. Durante el proceso de barrido se recibe una sefial por
encima de la superficie y se almacena en un sistema computarizado donde posteriormente

se convierte en una imagen (Skoog et al., 1992).

1.3.4.1 Técnicas microscopicas (MEB) utilizadas para la caracterizacion quimica
del mucilago de Opuntia

Rojas et al. (2010) también identificaron la presencia de compuestos de Ca en O. ficus-
indica cuando realizaron una caracterizaron estructural y morfoldgica de los compuestos de
Ca por microscopia electronica de barrido (MEB); estos andlisis se realizaron tanto en la

fraccion pesada como en la fraccion ligera de la penca de nopal.

Las micrografias obtenidas a través del microscopio electronico de barrido
mostraron la presencia de cristales de oxalato de Ca que se caracterizan por agruparse en
forma de drusas ocluidos al interior de la matriz fibrosa de la fraccion insoluble, esto
coincide con lo reportado por Contreras-Padilla et al. (2011) quienes observaron los
cristales de oxalato de Ca en forma de drusas que corresponden a la tipica forma parecida a
una estrella con picos agudos en O. ficus-indica variedad redonda (Fig. 6). En tanto que los

cristales de carbonato de Ca se encontraron en forma de prismas (Rojas et al., 2010).

Figura 6. Imagen morfologica de drusa de oxalato de calcio de O. ficus-indica variedad
redonda (Contreras-Padilla et al., 2011).
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1.3.5 Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las técnicas mas potentes para la
elucidacion de estructuras de las especies quimicas. Se basa en la medida de la absorcion de
la radiacion electromagnética en la region de las radiofrecuencias aproximadamente de 5 a
900 MHz. El analito se coloca en un intenso campo magnético, con el fin de que aparezcan

los estados de energia de los nucleos que hagan posible la absorcion (Skoog et al., 1992).

1.3.5.1 Estudios de Opuntia por RMN *C

Matsuhiro et al. (2006) quienes caracterizaron quimicamente el mucilago de las frutas de
O. ficus-indica, encontraron en los resultados de RMN de '*C una sefial a 173.46 ppm la
cual fue asignada al carbono del carbonilo del grupo carboxilo, y otras nueve sefiales mas
fueron asignadas a una unidad de ramnogalacturonano. Las asignaciones de las sefiales del
espectro para cada carbono, de cada tipo de unidad, se presentan en la Tabla 8. El
desplazamiento del campo bajo de una sefial de C, (77.95 ppm) de residuos
deramnopiranosil puede indicar que esta ligado 1—2, como lo reporta McGarvie y Parolis,

(1981Db) en el mucilago de los tallos de O. ficus-indica.

Tabla 8. Asignaciones de las sefiales del espectro de la RMN *C del polisacarido de frutas
de O. ficus-indica parcialmente hidrolizado

Tipos de unidades Desplazamientos quimicos (6, ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

VRV ERETET O e g i tds - 10039 70.06 7096 78.90 71.95 173.46
99.16 77.95 70.96 73.28 7020 17.85

(Fuente: Matsuhiro et al., 2006).

Por otro lado, Cardenas et al. (2007) en su analisis del comportamiento de
gelificacion de la pectina de bajo metoxilo de nopal (O. ficus-indica), reporta los resultados
para RMN "°C, confirmando la presencia de dos tipos de compuestos en esta pectina de
nopal. Uno de los principales constituyentes de los carbohidratos dieron lugar a seis
principales sefiales de C incluyendo la sefial del -C=0 a 176.1 ppm caracteristica del 4cido
urdnico (Fig. 7), y un componente menor al cual también pueden ser asignadas seis sefiales

no bien definidas de carbono.
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Las integrales de las sefiales pequefias representan aproximadamente un 11% (w/w)
de las sefales grandes. Este valor estd muy relacionado con el obtenido para la proporcion
de azlcares neutros después de la hidrolisis completa. Por lo tanto, las sefiales de gran
tamafio puede ser atribuidos al acido poli-D-galacturénico, mientras que las senales

pequeiias pueden ser asignadas a varios azlcares neutros presentes.

Es interesante senalar que estos autores no encontraron evidencia de la presencia de
ramnosa, es decir, ausencia de sefiales caracteristicas en la region anomérico y para el Cg
del grupo metilo en 99 y en 17.4 ppm, respectivamente. Ademas, no detectaron tampoco la
presencia de la sefial en 20.2-20.7 ppm para -CHj3, lo cual, revela que no hay presentes de

éster metilico ni residuos O-acetilados.

gt W intasad , l‘Wﬂ"J

00

60 ppm

Figura 7. Espectro de RMN °C de la pectina de O. ficus-indica en D,0 a 85 °C. El segundo
espectro corresponde a una amplificacion de la region 55-109 ppm (Cardenas et al., 2007).

Por otra parte, el analisis de RMN °C del mucilago extraido de la cascara de la tuna
por Habibi (2004), muestra las sefales asignadas a cada carbono de los diferentes residuos

glucosidicos como se muestra en la Tabla 9 y Fig. 8.
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de las sefiales del espectro de RMN *C del mucilago
de la cascara de la tuna

Residuos  Relacion Desplazamientos quimicos (ppm)
glucosidicos molar C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
1
5 105.26  72.86 74.30 78.49 7543  61.73
3 104.11  73.86 82.22 79.12 7543  61.73
2
1 108.36  81.01 77.86 84.95 69.70 -

110.40 81.34 77.39 85.26 62.44 -
(Habibi, 2004).

1. Galactopiranosa —4-B3-D-Galp-(1——3,4)-B-D-Galp-(1—
2. Arabinofuranosa —5)-o-L-Araf~(1— a-L-Araf~(1—

Al
|

R |
I Al

ﬂ,,,ﬂ il I i’ “”PMJ\W 'HW' WN«‘

10 100 ‘o5 "so’ i 80 Ces T 7ol 65 ‘so
oo

I
ﬂwl“ﬁ‘w" Ilf'\' fi-'JrnmJ )ﬂ; '“J ['ﬁ'ﬂ(,k.l“,u?'lluju’ﬂdl.'-'i Wy "ui ‘.P.J#!“ﬁm'

Figura 8. Espectro de RMN °C del mucilago de la cascara de la tuna (Habibi, 2004).

En una caracterizacion estructural de dos fracciones mayoritarias de polisacaridos
solubles en agua de cladodios de Opuntia monacantha realizada por Zhao et al. (2007), los
resultados de RMN "°C reportaron que las unidades de (1—2)-a-L-ramnosapiranosa fueron
caracterizadas por seis fuertes sefiales a 99.24, 77.52, 70.19, 71.33, 69.81 y 17.45 ppm, las
sefales identificadas a 103.73, 75.11, 76.79, 77.53, 76.13 y 62.26 ppm podrian ser
asignadas a los seis carbonos de B-D-glucosa. Lo cual indica la presencia de ramnosa y
glucosa principalmente, en las dos fracciones de polisacaridos. Y las sefiales a 108.57,
81.92, 83.14 y 68.29 ppm del espectro de "*C de la primer fraccion de polisacaridos
(POMC V) podrian estar relacionadas con los el C-1, C-2, C-4 y C-5 de a-L-arabinosa,
mientras que las sefiales a 102.16, 66.91 y 66.15 ppm del espectro de °C de la segunda

24



Sarahi Rodriguez Gonzalez UMSNH

fraccion de polisacaridos (POMC VI) podrian corresponder al C-1, C-4 y C-6 de a-D-
manosa. Y por ultimo, la sefial a 175.92 ppm corresponde al C-6 del B-d-glucurénico (Fig.

9).

POMC V

_J ‘ romc

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura 9. Espectro de RMN "°C de dos fracciones de polisacaridos solubles en agua de
cladodios de Opuntia monacantha (Zhao et al., 2007).
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2. JUSTIFICACION

Michoacan cuenta con varias especies de Opuntia, entre ellas O. tomentosa, O. joconostle, O.
hyptiacantha, O. streptacantha y O. atropes que han sido poco estudiadas y las cuales pueden
ser aprovechadas, ya que estan presentes en abundancia en el pais y generalmente son
consideradas producto de desecho. El mucilago es un compuesto que puede tener gran potencial
en la produccion rentable de aditivos para la industria de alimentos, por ello, es importante
caracterizar quimicamente el polisacarido del mucilago de estas especies, para determinar sus
componentes y la cantidad en la que estan presentes, a fin de establecer su posible
comportamiento reologico, y comparalo con O. ficus-indica para comprobar si es posible utilizar
el mucilago de estas especies silvestres en la produccién de hidrocoloides y aditivos. Ademas,
Meéxico ha dependido del exterior casi por completo en el ambito cientifico-tecnolégico y
comercial de los hidrocoloides industriales, y la produccién de estos compuestos naturales en la

industria de alimentos, podria impactar en la economia del pais.
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3. HIPOTESIS

El mucilago de las seis especies de Opuntia colectadas en municipios aledafios a la ciudad de

Morelia, Michoacan, presenta variaciones en su composicion quimica.

4. OBJETIVO

Caracterizar la composicion quimica del mucilago extraido de seis especies de Opuntia de

Morelia, Michoacdn y municipios.

4.1 Objetivos especificos

v

Establecer las condiciones de extraccion y purificacion del mucilago de seis
especies de Opuntia (O. atropes, O. hyptiacantha, O. joconostle, O. streptacantha
v O. tomentosa, O. ficus-indica) que permitan obtener la estructura nativa del

mucilago.

Determinar la composicion bromatologica del mucilago extraido de las seis de

especies Opuntia en estudio.

Determinar la composicion de carbohidratos del mucilago extraido de las seis

especies de Opuntia por cromatografia de gases y RMN.

Determinar la region de la huella dactilar para el mucilago extraido de las seis

especies de estudio a través de un analisis de los grupos funcionales presentes.

Estudiar las formas en que se encuentran presentes los compuestos de calcio asi

como el contenido de calcio en el mucilago de cada especie en estudio.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Material

Las especies estudiadas fueron: Opuntia atropes, O. hyptiacantha, O. joconostle, O.
streptacantha, O. tomentosa y O. ficus-indica. Esta tltima especie se us6 como patron de
comparacion (Fig. 10). Se seleccionaron plantas de dos o mas afios de edad y se cortaron
podarios de cladodios de dos afios de edad. Las especies de estudio fueron colectadas en la
ciudad de Morelia, Michoacan, México y municipios aledafios, en donde todos los sitios de
colecta tienen condiciones similares de suelo, altitud, longitud, vegetacién y precipitacion

pluvial.

O. atropes O. hyptiacantha O. joconostle

O. streptacantha O. tomentosa O. ficus-indica

FiguralO. Fotografias de las seis especies de Opuntia.
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5.2 Métodos

El procedimiento general de todo el estudio se muestra en la Fig. 11. La metodologia se
divide en analisis bromatoldgico y caracterizacion quimica del mucilago extraido de las seis
especies. En la caracterizacion quimica se consideraron las técnicas de cromatografia,
espectroscopia FTIR, microscopia electronica de barrido (MEB), difraccion de rayos X,

resonancia magnética nuclear (RMN) y las espectroscopias de Absorcion Atomica y UV/VIS.

El analisis bromatologico del mucilago de las seis especies de Opuntia consistio en las
siguientes determinaciones: humedad, cenizas, proteina método Kjeldahl y extracto etéreo por
los métodos 925.45, 945.18, 955.04, y 920.39 de la AOAC (2005), respectivamente. El analisis
de fibra dietética soluble, insoluble y total se realz6 pro la metodologia de Prosky et al. (1998) y
el contenido de carbohidratos totales se determind por diferencia porcentual utilizando la
siguiente formula, Carbohidratos totales: 100 - (valores de humedad + cenizas + proteina +

extracto etéreo + fibra dietética total).

Primero, se realizaron diferentes pruebas de extraccion del mucilago. El método de
extraccion de O. ficus-indica usado en estas pruebas es el reportado por Rodriguez-Gonzalez
(2010) quien se basod en las técnicas de Forni ef al. (1994), las sugerencias de Medina-Torres et
al. (2000) citado por Arizmendi en el 2004, y las modificaciones realizadas por Zavala-Mendoza
(2012) (Fig. 12). De esta manera se establecieron las condiciones de extraccion del mucilago, de

tal forma que no se afectara su estructura nativa.

El método desarrollado se usé para obtener el mucilago de una especie, O. hyptiacantha.
Las variables del proceso fueron: Proporcion de Opuntia:agua en la molienda, el tiempo y la
temperatura de extraccion. Posteriormente, para cada extraccion se realizd una cromatografia
liquida de capa fina (CCF) utilizando las condiciones reportadas por Ribeiro et al. (2010), con la
finalidad de corroborar que no hubiera presencia de monosacéridos libres en la extraccion. La
presencia de monosacaridos libres puede modificar el perfil cromatografico de los azlicares del
mucilago del nopal, y por lo tanto alterar el resultado de la caracterizacion quimica de este

polimero, ya que se podrian cuantificar azicares que no pertenecen al polisacarido del mucilago.

Una vez determinadas las condiciones de extraccion que permitieron tener el mucilago en

su forma nativa, el tercer paso fue la caracterizacion de azucares por cromatografia de gases el
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cual se realizoé con la modificacion de la metodologia desarrollada por Chéavez-Moreno (2011).
Esta metodologia se llevd a cabo a partir de las técnicas de Macias-Rodriguez et al. (2002),
Habibi et al. (2004), Cuello (2007) y Ribeiro et al. (2010), en el laboratorio del Instituto de

Investigaciones Quimico Bioldgicas de la UMSNH. El andlisis se efectud por triplicado.
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Colecta de cladodios de

Opuntia
l
| !
Caracterizacion Analisis
quimica bromatologico
' l
'y ¥ ¥ ¥ v ; . ; ; Y
Cromatografia Espectroscopia Especﬁmcgpia Microscopia I Difraccion I Resonancia ] Humedad Proteina Cenizas Fibra dietética Carbohidratos
IR-FT de absorcion (SEM) Rayos-X (RMN)

b atdmica y
$ ! l UV/Vis. h —;

\
Fibra Fibra
soluble insoluble
J

Cromatografia Cromatografia
de Capa fina de gases
(CCF) para

modificar el
método de
extraccion

v v v v v \ 4 v v

Analisis estadistico

v v
Anova (0=0.05) Prueba Tukey-Kramer
(p<0.05)

Figura 11. Metodologia para la caracterizacion quimica y andlisis bromatologico Opuntia spp.
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Limpieza del nopal

"

Pelado y eliminacion de espinas manual

-

Cortado en cuadros de 2 cm?

-

Molienda (1 min) con agua 1:8 (W/V)

-

Calentamiento a 83 °C por 2 h

-

Centrifugado a 3500 rpm por 15 min

-

Sobrenadante

-

Precipitacion con etanol al 96% relacion 1:4 (V/V)

-

Obtencion del precipitado

-

Deshidratacion solar (60 °C por 8 h)

-

Molienda (1 min)

-

Mucilago en polvo

Figura 12. Método de extraccion del mucilago de Opuntia (Método desarrollado por Rodriguez-
Gonzalez (2010) y modificado por Zavala-Mendoza (2012).
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5.2.1 Metodologia de cromatografia en capa fina

Se realizo el ensayo de cromatografia en capa fina (CCF) a los mucilagos obtenidos bajo
diferentes condiciones de extraccion, para corroborar la presencia o ausencia de monosacaridos
libres, producto de la desintegracion de la estructura del mucilago. De esta manera se realizaron
cuatro pruebas de CCF a los extractos obtenidos bajo diferentes condiciones de temperatura,
tiempo de extraccion, proporcion nopal/agua y tipo de disolvente. Al finalizar, se llevo a cabo la
CCF de los dos métodos que permiten recuperar al mucilago en su forma nativa, y se compard
con los otros dos métodos ya establecidos por Rodriguez-Gonzalez (2010) y Zavala-Mendoza
2012). La metodologia utilizada para la CCF fue la reportada por Ribeiro ef al. (2010). Este
método consistié en analizar los extractos colocando una muestra en una placa de silice y
aluminio, que se introdujo en una camara de CCF que contenia un sistema de elucion de
acetona/n-butanol/agua (80:10:10 v/v/v) para monosacaridos y cloroformo/metanol/acido
acético/agua (40:40:10:10:10 v/v/v/v) para azucares &cidos (acido glucurdnico y galacturénico).
Se utilizé un mismo sistema de revelado para ambos: 2% de difenilamina preparado en acetona,
2% de anilina preparado también en acetona y 85% de 4cido ortofosforico (5:5:1 v/v/v) (Fig. 13).
La CCF se realiz6 a cada producto obtenido bajo las distintas pruebas de extraccion que a

continuacion se describen.

5.2.1.1 Prueba de temperatura de extraccion

La primera prueba de extraccion que se llevd a cabo para determinar si habia
monosacaridos libres en el nopal antes de ser procesado y si la temperatura tiene algin efecto
sobre los carbohidratos presentes en el mucilago es la que se muestra en la Fig. 13. Antes de la
extraccion un lote del material fuelavado con H,O desionizada y otro lote no. La prueba de
temperatura se llevo a cabo a tres temperaturas: 65°C, 75°C y 83°C, con un tiempo de extraccion
de 2 h en todos los casos, usando una proporcion nopal/H,O (1:2, W/V) (Zavala-Mendoza,
2012), con y sin lavados previos del nopal en H,O desionizada. Durante la extraccion se
monitoreo la temperatura. Se realizo la CCF tanto de esta extraccion antes de precipitar el

mucilago con etanol al 96%, como de las aguas residuales de los lavados del nopal (Fig. 13).
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5.2.1.2 Prueba de tiempo de extraccion

En la segunda prueba se siguid el método de extraccion descrito en la Fig. 16,
modificando unicamente el tiempo de extraccion a tres niveles 0 min, 1 h y 2 h con el fin de
verificar si la variacion del tiempo de contacto de la muestra y el disolvente favorecia la
modificacion y desintegracion de la estructura del mucilago. El anélisis de CCF del mucilago de
cada extraccion se realizo antes de precipitar el polosacarido con etanol al 96% y del mucilago

precipitado en polvo (Fig. 13).

5.2.1.3 Prueba de proporcion nopal/agua

En la tercera pruebase realiz6 el método de extraccion que se muestra en la Fig. 16,
modificando solamente la proporcion de nopal:agua, teniendo tres niveles de variacion nopal/sin
H,0O, nopal/con H,O 1:1 y nopal/con H,O 1:2. De igual manera, para verificar que este
parametro no sea un factor que afecte a la estructura del mucilago, se llevo a cabo la CCF del

mucilago de cada prueba, antes de precipitar el polisacarido con etanol al 96% (Fig.13).

5.2.1.4 Prueba de disolvente

Para la prueba cuatro, se hicieron tres extracciones, partiendo del método de extraccion
que se muestra en la Fig. 16; se evalu6 el proceso a 20 °C y a 10 min de extraccion, usando
diferentes disolventes para la molienda:1) nopal:H,O (1:1), 2) nopal:etanol al 50% (1:1), 3)
nopal:etanol al 80% (1:1). Se realizaron las CCF del mucilago antes de precipitar el extracto con

etanol al 96% y del mucilago precipitado en polvo de cada extraccion (Fig. 13).

5.2.1.5 Comparacion de los cuatro métodos de extraccion

Por ultimo, se hizo6 el analisis de CCF del mucilago en polvo extraido por los cuatro
métodos descritos previamente para conocer cual de ellos permiti6 la extracion sin afectar la
estructura nativa del mucilago. Para este estudio se considerd que la ausencia de monosacaridos
libres corresponde a una estructura de mucilago nativa sin cambios estructurales debidos al

proceso de extraccion (Fig. 14).
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Cortar 1 penca de nopal
. |
| | 1 | |
Prueba de Prueba de tiempo de Prueba de proporcion Prueba de
temperratura _ extraccion nopal/agua disolvente
f : 2 (T ambiente 22 °C v sin H,O) (T ambiente 22 °C) |
I | ] | | | |
Moler 2g de muestra Cortar 2 g de L
con HiO2 d\e;;}g/nizada < muestraen mlll\gsotlrear (:30% (Iile o Molerll de Molerll g de Molerll gde mlolleesfcr; %(?If ?n/[:l)ég‘frell go(:le rll\’l/ll,fg:ti‘; cgo?le
(1:2, ) cuadros de 0.5 cm 2 muetta fin muestra con | | muestra con H,0 (1:1, | |etanol al 50% || etanol al 80%
I | i H.O H,0 (1:1, H,0 (1:2, W/V) (1:1 W/V) (1:1,W/V)
Colocar 1 ml en Lavar en H,0 Centrifugar ’ W/V) W/V) 1 T I
tubos de ensaye desionizadas (1:2) l Centrifugar a 3500 rpm/15 min.
3 lavados/15 m1n.| Tomar 1 ml del I Centrifugar a 3500 rpm/15 min. I [ 1 1
Calentar en BaMa centrifugado en un Recuperar 0.5 ml del| | Recuperar 1.5 ml del
2ha65°C tuvo sin tiempo de sobrenadante de c/u sobrenadante de c/u
75°C Julntar3 eil H2dO de extraccion (reposo Recuperar el 1
83 °C 08 2 “avados y agitacion) sobrenadante de c/u | Precipitar con etanol al 96% |

CCF

Secar y moler

[Diluir en H,0 (1:1, V/V) c/u

Figura 13. Pruebas de cromatografia liquida de capa fina (CCF), metodologia obtenida de Ribeiro ef al.(2010) realizada a muestras de
mucilago de O. hyptiacantha.
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Cortarl penca de nopal
1
1 1 1 1
Moler 1 g de Moler 1 g de Moler 1 g de muestra con Moler 1 g de
muestra con muestra con HZO (1 :8, W/V) a 83°C/2 h. muestra con HZO
etanol al 50% etanol al 80% (Zavala.Mendoza, 2012) (1:2, W/V) a 83°C/1
(1:1, W/V, 22°C)|  |(1:1, W/V, 22°C) h. (Rodriguez-

Gonzalez, 2010).

Centrifugar a 3500 rpm/15 min.

Precipitar con etanol al 96% (1:4, V/V)

Secar y moler

Diluir en agua (1:1, V/V)

CCF

Figura 14. Comparacion de cuatro métodos de extraccion del mucilago de O. hyptiacantha

usando la técnica de CCF de Ribeiro et al. (2010).
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5.2.2 Metodologia de cromatografia de gases

Para la caracterizacion quimica del mucilago mediante cromatografia de gases se
utilizaron seis especies de Opuntia: O. atropes, O. hyptiacantha, O. joconostle, O.

streptacantha y O. tomentosa 'y como control el O. ficus indica.

Para llevar a cabo la caracterizacion quimica del mucilago de Opuntia mediante
cromatografia de gases, fue necesario hacer una hidroélisis acida previa del polisacarido para

poder cuantificar sus azucares constituyentes (Fig. 15).

Posteriormente, se realizdé la derivatizacion de los carbohidratos, empleando
piridina, cloruro de hidroxilamina y anhidrido acético (reactivos grado cromatografia). La
piridina es una sustancia aromatica heterociclica que permite capturar todos los H'.
Mientras que el cloruro de hidroxilamina es un compuesto que se emplea para bloquear la
mutarotacion de los azlcares, sobre todo de los reductores, ya que al nitrilar los aziicares no
se permite que se ciclen y que se encuentren en su forma abierta. Ademads, se empled
anidrido acético que es un reactivo que se emplea para acetilar los OH de los azucares por
lo tanto los hace solubles en el cloroformo, el cual es volatil, y los convierte en compuestos
que pueden ser leidos en un cromatografo de gases. Se utilizd un cromatografo Agilent
6859 Series II equipado con un detector MS Agilent 5973, (Palo Alto, CA, EUA) (Fig 16 y
17) con una columna HP-5-MS (30 m—250 um) de 5% de dimetil siloxano. Con una rampa
de temperatura de 150 °C por 3 min elevandose 6 °C/min hasta 270 °C por 25 min. El gas
de arrastre utilizado fue Helio con un de flujo de 1ml/min. Se inyectdé 1 pl de muestra a
230°C. Se utilizo persitol como estandar interno. Al finalizar se efectud un analisis de
ANOVA (0=0.05) para la comparacion de medias del mucilago las seis especies para cada
azucar encontrado. Y se llevo a cabo la prueba de Tukey-Kramer (P<0.05) para ver posibles

diferencias significativas entre cada especie.

1 mg muestra Agregar 500 ul de BM a 100 °C/30
(Opuntia) HCI1 2N min.

Figura 15. Metodologia para hidrélisis del polisacarido del mucilago de Opuntia spp.
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Secar la muestra hidrolizada con N,

A

Agregar 100 pul de percitol

v

Adicionar 1.5 ml de cloruro de hidroxilamina en piridina (53 mg/3 ml)

-

Calentara 85°C /1 h.

-

Agitar en vortex por 30 seg.

-

Calentar a 85 °C/20 min.

-

Adicionar 1 ml de anhidrido acético

-

Agregar 500 pl de piridina

-

Agitar en vortex por 30 seg.

-

| Sonificar /30 min. |

-

| Enfriar a 30 °C aprox. |

-

| Pasar a tubos de ensaye +1 ml de cloroformo +1 ml de H,O |

2]

| Lavar 3 6 4 veces con 1 ml de H,O |

<:|

Agitar en vortex por 30 seg.

-

| Tomar la fase insoluble |

-

Pasar por columna de NaSO, anhidrido

Al

Secar con N,

v

Disolver en cloroformo

Inyectar al cromatografo 1 pl de muestra / 230 °C

Figura 16. Metodologia para cromatografia de gases del mucilago de Opuntia spp.
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Figura 17. Cromatégrafo de gases.

5.2.3 Metodologia para espectroscopia FTIR

Para realizar el analisis de espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR), se
obtuvo una mezcla de 3 mg de muestra de mucilago extraido en polvo de cada una de las
seis especies de Opuntia con Bromuro de potasio (KBr) de alta pureza. La mezcla obtenida
se comprimio a presiones entre 1200-3000 atm con el fin de formar una pastilla translucida.

Se utilizd un espectrofotometro FTIR marca BRUKER, modelo Tensor 27 (Fig. 18).

Figura 18. Espectrofotometro FTIR.

5.2.4 Metodologia para microscopia electronica de barrido

Las muestras de mucilago extraido de las seis especies utilizando O. ficus-indica
como control, fueron metalizadas con zinc (Zn) y cobre (Cu) para ser analizadas en un
microscopio electronico de barrido JEOL Mod. JIMS-6400 acoplado a un microanalizador
BRUKER AXS (Fig. 19). A través del analizador es posible identificar la presencia de

cristales de calcio en las diferentes especies de Opuntia.
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Figura 19. Microscopio electronico de barrido.

5.2.5 Metodologia para minerales

El andlisis de Ca, Mg, Cu, Zn y Fe se realizd por medio de espectroscopia de absorcion
atomica, mientras que el de Na y K se llevo a cabo por espectroscopia por emision atdmica
en un espectrofotdmetro de Absorcion Atdémica (AAS), modelo AAnalyst 200 y marca
PerkinElmer (EUA) (Fig. 20). La determinacion de P se hizo por espectrofotometria
UV/Vis modelo 6305, marca JENWAY (Inglaterra) (Fig. 22).

5.2.5.1 Espectroscopia de absorcion atomica
El método utilizado para la absorcion atémica fue el que indica el manual del equipo
PerkinElmer, que consiste en una digestion acida para posteriormente poder analizar las

muestras en el espectrofotometro.

Se pes6 1 g de mucilago en polvo de cada especie de Opuntia por triplicado y se
colocaron en tubos y vasos de digestion. Se adicionaron 8§ ml de HNO; concentrado y 2 ml
de H,0,. Se calentaron a temperatura baja en una placa hasta que termin6 la produccion de
vapores rojos de NO,. Se dejé que se evaporaran las soluciones hasta un pequefio volumen
(Fig. 21). Y posteriormente, se transfirieron las muestras a matraces de 25 ml, se aforaron
con agua desionizada y se diluyeron. En algunas muestras fue necesario diluir més la

muestra. Posteriormente se procedio a analizar las muestras
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Fig. 20. Espectrofotometro de absorcion atomica.  Fig. 21. Digestion de las muestras.

5.2.5.2 Espectroscopia UV-Vis

Este método se utiliz6 para determinar el contenido de P, consiste en la digestion acida de
la muestra haciéndola reaccionar con molibdo-vanadatopara su posterior analisis en el
espectrofotometro de UV-Vis.

La técnica consistié en pesar 1 g de muestra de cada especie e incinerar a 600 °C
por 4 h. Se dejaron enfriar las muestras, y se les adicionaron 10 ml de HCl y varias gotas de
HNOs concentrado, se calentaron hasta ebullicion. Se enfriaron y transfirieron a matraces
volumétricos de 100 ml y se aforaron con agua destilada (Fig. 23). Después se filtraron, se
tomo una alicuota de 10 ml, se agregaron 10 ml de solucion de molibdo-vanadato y se aford
a 100 ml y se homogenizo. Posteriormente se analizé a 400 nm, por Ultimo se calculd el

contenido de P usando la ecuacion de la linea recta de acuerdo a la curva patron.

Los resultados fueron analizados estadisticamente, mediante analisis de ANOVA (a
=0.05) para determinar si existen efectos de los efectos de variacion (especie) sobre los
promedios de cada mineral. Se utilizé la prueba de Tukey-Kramer (P<0.05) para ver la

diferencia significativa entre cada especie.

Figura 22. Espectrofotometro UV-Vis.
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Figura 23. Digestion y filtracion de las muestras.

, . - 13
5.2.6 Metodologia para resonancia magnética nuclear “C

Los espectros de RMN °C se registraron en un espectrometro modelo Varian, marca
Gemini de 200 MHz (EUA), utilizando frecuencias de 50 MHz para la deteccion de °C, a
20 °C (Fig. 24). Se pesaron 20 mg de mucilago en polvo de cada especie. Debido a la
elevada viscosidad del mucilago, se tuvo que diluir en agua D,0O (0.5 ml) e hidréxido de
sodio NaOD (0.2 ml) deurerados. Ya que, de acuerdo con Chévez et al. (2010) el
incremento de pH causa la ionizaciéon de los grupos carboxilos de la estructura del
mucilago, y como consecuencia hay un aumento en la solubilidad del mucilago. Para este
analisis, se corrieron dos espectros el primero diluyendo la muestra con D,0 y el segundo
preparando una mezcla de agua (DO, 0.5 ml) e hidroxido de sodio (NaOD, 0.2 ml)
deuterados, para hacer la comparacion con el mucilago de las seis especies de Opuntia.
También se compard el mucilago O. ficus-indica hidrolizado con dacido clorhidrico
deuterado (DCI) con el mucilago sin hidrolizar. Se utilizaron los azucares glucosa, xilosa,

ramnosa, arabinosa, galactosa, 4cido glucurdnico y galacturénico como estandares.

Figura 24. Espectrometro de resonancia magnética.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion quimica
6.1.1 Cromatografia de capa fina

El mucilago del nopal es soluble en agua debido a la presencia de monosacaridos que
contienen grupos hidroxilos, ademds de 4cidos uronicos, los cuales a menudo se encuentran
en su forma io6nica o cargada. Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar las
condiciones ideales de extraccion del mucilago, con las cuales se pudiera incrementar el
rendimiento sin afectar la integridad de la molécula. Los resultados de CCF de la primera
extraccion indican que hubo presencia de monosacaridos libres (mayoritariamente xilosa),
asi como de 4cidos urdnicos, y mucilago en menor cantidad, tanto en las corridas con
lavados como sin lavados previos a la extraccion, independientemente de las temperaturas
de extraccion usadas. Sin embrago, se observd que en la extraccion a temperatura ambiente
(22 °C) con y sin lavados, resultd con menor concentracion de monosacéridos y acidos
urdnicos, lo cual indica que la temperatura si afectd la estructura del mucilago, pudiéndose
haber liberado residuos de xilosa por efecto de la temperatura. En la CCF de los lavados del
nopal no hubo presencia de monosacaridos, polisacérido (mucilago), ni acidos urénicos, por
lo tanto, no hubo monosacéridos libres en el nopal antes de ser procesado que interfieran en
la cuantificacion de los azucares del mucilago, asi que no es necesario realizarle lavados al

nopal con agua antes de la extraccion (Fig. 25).

En los resultados de la CCF de la extraccion de modificaciéon de la relacion
nopal/H,O y tiempo de extraccion (Fig. 26) si hubo presencia de monosacaridos, ademas
del mucilago, aunque fue menos concentrada en la corrida del mucilago con extraccion
nopal/H,O 1:2 (W/V); lo anterior se pudo deber a que al haber mayor cantidad de H,O
hubo un efecto de dilucion de la concentracion de monosacaridos, asi que, esto no indica
que haya menos concentracion de monosacdridos en esta extraccion, debido a los
resultados, se decidio que la relacion nopal/H,O debe ser 1:1. Y en las placas de CCF en la
prueba de tiempo de extraccion, la corrida a 0 min fue menos concentrada que las otras dos,
esto indica que el tiempo de extraccion tambien puede afectar a la estructura del

polisacarido (Fig. 26).
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Cuando la extraccion se realizé con etanol al 50 y 80%, el mucilago se encontr6 en
mayor concentracion que los monosacaridos. En la extraccion con agua se observd mayor
concentracion de monosacaridos y menor contenido de mucilago. Esto fue observado
cuando el mucilago no habia sido atn precipitado con etanol al 96% (Fig. 27), pero al llevar
a cabo las CCF de estas con mucilago precipitado en polvo, en la extraccidon con etanol al
50 y 80% no hubo presencia de monosacaridos ni de acidos urdnicos, y si del mucilago

(Fig. 28 y 29).

En los métodos de Rodriguez-Gonzalez (2010) y Zavala-Mendoza (2012) se
observd que en el mucilago extraido por estos dos métodos si hubo presencia de
monosacaridos libres y dcidos urdnicos adémas del mucilago (Fig. 30) a diferencia del de
los CCF del precipitado de las extracciones con etanol al 50 y 80% donde no se observo su
presencia. Lo cual indica que es mas factible utilizar el método de extraccion con etanol al
50 6 80% (1:1 W/V), sin temperatura ni tiempo de extraccidn, y no es necesario realizarle

lavados al nopal previos a la extraccion.

La presencia de monosacéridos y acidos uronicos se debid a la temperatura y tiempo
de extraccion, asi como al solvente utilizado (etanol); este Gltimo es un factor importante ya
que disuelve a los monosacaridos y acidos uronicos libres, que al momento de precipitar
con etanol al 96% no permite que estos sean precipitados junto con el polisacarido, por lo

tanto, s6lo precipita el mucilago sin la presencia de estos.

En base a estos resultados, se obtuvo el mucilago del resto de las especies a
temperatura ambiente, sin tiempo de extraccion, la molienda fue con etanol al 50% (1:1,
W/V) y la precipitacion con etanol al 96% (1:4, V/V), se sec6 en un deshidratdor solar y se
obtuvo el mucilago en polvo de cada especie, el cual se empled para realizar la

caracterizacion quimica.
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liﬁz.ucares 'ac.ldos Azu’ca.res Azugares ) Estandares de
(acidos urodnicos) Monosacaridos con  Monosacaridos sin aziicares
con/sin lavados lavados lavados
—>
1 2 3 4

Figura 25. Placas de CCF para azulcares acidos (acs. urénicos) y monosacaridos de la
extraccion de mucilago de O. hyptiacantha a 65°, 75°, y 83 °C con y sin lavados, y CCF de

los lavados del nopal, y de los estandares de azucares.

Tabla 10. Rotulado de placas CCF azticares acidos (&cs. urdnicos) y monosacaridos de la
extraccion de mucilago de O. hyptiacantha a 65, 75,y 83°C con y sin lavados, y CCF de
los lavados del nopal, y de los estandares de azucares

1. Azucares acidos (acs. 2-3. Azucares
uronicos) con/sin lavados monosacaridos con/sin 4. Estandares de azucares
lavados
No.-Muestra No.-Muestra No.-Muestra
9-Lavados del nopal L- Lavados del nopal 1-Galactosa
10- Con lavados a 65°C 1-Con lavados a 65°C 2-Xilosa
11- CL a 75°C 2-CLa75°C 3-Arabinosa
12- CL a 83°C 3-CL a83°C 4-Ribosa
13- CL a T°C ambiente 4- CL a T°C ambiente 5-Glucosa
14- Sin lavados a 65°C 5- Sin lavados a 65°C 6-Manosa
15- SL a75°C 6- SL a 75°C 7-Sacarosa
16- SL a 83°C 7- SL a 83°C 8-Maltosa
17-SL a T°C ambiente 8-SL a T°C ambiente 9-Fructosa
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Azucares monosacaridos
No. Muestra
O 1 Relacion de nopal/agua
sin H,O
2 Relacion de nopal/agua
1:1 (W/V)
3 Relacion de nopal/agua
1:2 (W/V)
4 Tiempo de extraccion 0
min.
5 Tiempo de extraccion 1
h.
6 Tiempo de extraccion 2
h.

Figura 26. Placa de CCF para monosacaridos de la extraccion sin H,O, con H,O 1:1y 1:2,y
a 0 min. lh. y 2 h. de extraccion.

Azucares monosacaridos
No. Muestra

1 Extraccion con H,O

1:1 (W/V)

2 Extraccion con etanol
al 50%

1:1 (W/V)

3 Extraccion con etanol
al 80%

1:1 (W/V)

1 2 3

Figura 27. Placa de CCF para monosacaridos de la extraccion con H,O,
etanol al 50 y 80% antes de precipitar.
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Azucares
monosacaridos

No. Muestra

1 Extraccion con
etanol al 50%
1:1 (W/V)
precipitado

2 Extraccion con
etanol al 80%
1:1 (W/V)
precipitado.

Figura 28. Placa CCF para Figura 29. Placa CCF para
monosacaridos de la extraccion con acidos uroénicos de la extraccion
H,O0, etanol al 50 y 80% después con H,O, etanol al 50 y 80%

de precipitar. después de precipitar.

Azucares Monosacaridos

No. Muestra

1 Mucilago en polvo, extraccion con
etanol al 50% (1:1, W/V, 22°C).
2 Mucilago en polvo, extraccion con
etanol al 80% (1:1, W/V, 22°C).
3 Mucilago en polvo, extraccion con
H,O (1:8, W/V) a 83°C por 2 h.
(usando el método de Zavala-
Mendoza, 2012).
4 Mucilago en polvo, extraccion con
H,O (1:2, W/V) a 83°C por 1 h.
(usando el método de Rodriguez-
Gonzalez, 2010).

1 2 3 4

Figura 30. Placa CCF para monosacaridos de
la comparacion de extracciones con etanol al
50, 80%, y los 2 métodos de extraccion
después de precipitar.
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6.1.2 Cromatografia de gases

La funcionalidad de un hidrocoloide como goma, pectina o mucilago usado para una
aplicacion comercial estd controlada por su estructura y conformacion en soluciones
acuosas y la forma que estan influenciados por interacciones especificas o no especificas
con otros ingredientes. La concentracion, el grado de polimerizacion y tamafio (peso
molecular y dimensiones) son otros factores que determinan sus propiedades fisicas, ya que
cadenas ramificadas de cierto peso molecular son capaces de producir interacciones intra e
intermolecular en mas alto porcentaje entre las cadenas poliméricas que las cadenas
lineales, y por lo tanto, la viscosidad de las cadenas ramificadas sera mayor (Al-Assaf y
Phillips, 2009). De acuerdo con lo anterior, se decidid caracterizar el tipo de monosacérido

presente en el mucilago de cada especie de Opuntia mediante la CG-MS.

El andlisis de mucilago por CG indic6 la presencia de galactosa, arabinosa,
ramnosa, xilosa y acidos urdnicos, ademas de glucosa para las seis especies de Opuntia
analizadas (Fig. 31), lo cual concuerda con lo reportado por Habibi et al. (2004), Ginestra
et al. (2009), Ribeiro et al. (2010), y Majdoub et al. (2010) para O. ficus-indica.

Figura 31. Perfil cromatografico de los carbohidratos identificados en el mucilago de las
seis especies de Opuntia.
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Los resultados de la cuantificacion de azucares del mucilago de las seis especies de
Opuntia muestran que en general los azlcares mas abundantes fueron arabinosa (26.83-
35.36%) y galactosa (21.59-45.48%), siguiéndole xilosa (12.23-17.05%), acidos urénicos
(5.59-13.91%), glucosa (5.18-16.21%) y ramnosa (1.41-5.40%). Estos resultados tienen
gran similitud con los porcentajes de estos azicares reportados por Trachtenberg y Mayer
(1981) y Nobel et al. (1992), y hubo diferencias con lo reportado por McGarvie (1981a),
Medina-Torres (2000), Goycoolea y Cérdenas (2003), Arizmendi (2004), Habibi (2004) y
Majdoub et al. (2010) en mucilagos de Opuntia ficus-indica. Cabe mencionar que se
encontr6 una mayor diferencia con respecto a lo reportado por Cardenas et al. (2007). Estas
direfencias con respecto a los autores posiblemente se deban a la estructura del mucilago de
Opuntia, que es dependiente de la especie, la edad del nopal, las condiciones de extraccion,
la ubicacion (suelo) y otros factores ambientales como lo indican Goycoolea y Cérdenas

(2003), Ribeiro ef al. (2010), Cardenas et al. (2007) y Majdoub et al. (2010).

En los resultados del ANOVA (a =0.05) (Fig. 32-37) se obtuvo una P<0.0001 para
todos los azlcares, lo cual indica que el mucilago de al menos una de las especies es
diferente significativamente al resto en lo que respecta a los promedios de azlcares
presentes. Por lo tanto, se prosiguid a realizar la prueba de Tukey-Kramer (P<0.05) para

comprobar si es una o son mas las especies que son diferentes significativamente en sus

promedios (Tabla 12).
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las seis especies de Opuntia. las seis especies de Opuntia.
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Figura 32. Resultados de ramnosa para las

seis especies de Opuntia.

Figura 37. Resultados de acidos urdnicos

para las seis especies de Opuntia.

Los resultados del anélisis estadistico determinaron la existencia de efecto de especie

(P<0.0001) sobre la cantidad promedio de azlcares presentes. En cuanto a la galactosa, el

mucilago de O. joconostle present6 un mayor (P<0.05) contenido de este azucar (45.48%

+1.79) en comparacion con el resto de las especies evaluadas. Mientras que el mucilago de

O. tomentosa fue la especie con menor aporte (P<0.05) de galactosa (21.59% +0.18) (Tabla

11). Se podria creer que a mayor porcentaje de este azticar en una especie podria haber mas

sitios de unidén con los azlcares ramificantes, como xilosa y ramnosa y por lo tanto,

aumentaria el grado de polimerizacion, y como consecuencia podria tener mayor

viscosidad, sin embargo, si aumenta el porcentaje de este azucar, el porcentaje de los
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azucares ramificantes podria disminuir, por lo tanto, la viscosidad posiblemente se veria

afectada.

Tabla 11. Medias de la composicion quimica de las seis especies de Opuntia (%)

Especie Arabinosa | Galactosa | Xilosa Glucosa | Ramnosa Acs.
Opuntia Urénicos

35.36 27.26° 16.32° 5.18° 1.93¢ 13.91°
+0.72 +0.97 +0.08 +0.11 +0.09 +0.41
34.36° 26.75° 16.62° 9.05° 1.44° 11.76°
+1.44 +1.16 +0.36 +0.32 +0.03 +0.33
32.82% 30.83° 17.05° 6.03% 1.41¢ 11.84°
+0.31 +0.48 +0.11 +0.04 +0.09 +0.22
26.83° 45.48" 12.23° 7.13¢ 4.09° 5.594
+1.95 +1.79 +0.65 +0.40 +0.10 +0.14
30.43° 31.83° 14.04b 11.81° 5.40° 8.26°
+1.23 +1.75 +0.42 +1.03 +0.11 +0.60
33.50™ 21.59¢ 16.02° 16.21° 2.58¢ 11.80°
+1.08 +0.18 +0.46 +0.16 +0 +0.21
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa en las medias entre especies, Tukey-
Kramer (P<0.05).

En lo que corresponde al aporte (cantidad) de glucosa por especie, el mucilago de
O. tomentosa es la que presentd un promedio superior (P<0.05) de este azucar (16.21%
+0.16) en comparacion con el resto de las especies evaluadas; siendo el mucilago de O.
ficus-indica e O. hyptiacantha las especies que aportan menos (P<0.05) glucosa y cuyos
promedios fueron estadisticamente iguales (P>0.05): 5.18% =+0.11 y 6.03% =0.04,
respectivamente. A pesar de que Gibson y Nobel (990) y McGarvie y Parolis (1981a) no
reportan la glucosa en la estructura del mucilago, los resultados demuestran que si hay
presencia de este azucar, lo cual coincide con lo reportado por Habibi (2004) (1.5%),
Ginestra et al. 2007, Ribeiro et al. (2010), Majdoubd et al. (2010) (1.3% para O. ficus-
indica y 0.4% para O. litoralis), sin embargo, los valores de estos autores son menores a los

resultados de este estudio.

En la comparacion de medias para ramnosa, el mucilago de O. atropes y O.
hyptiacantha fueron los que obtuvieron menor cantidad (P<0.05) de este aztcar: 1.44%
+0.03 y 1.41% =£0.09, respectivamente, y O. streptacantha la mayor cantidad (P<0.05)
(5.40% £0.11). Debido a que este azucar forma parte del esqueleto principal del mucilago,

podria ser que entre mayor cantidad de este azlicar presente en alguna especie, podria ser

51



Sarahi Rodriguez Gonzalez UMSNH

menor el grado de polimerizacion ya que disminuiria la cantidad de los azucares de

ramificacion como xilosa y arabinosa, por lo tanto, la viscosidad posiblemente disminuiria.

Con los resultados obtenidos por CG-MS sobre la composicion de carbohidratos en
el mucilago de las diferentes especies de Opuntia, se puede inferir sobre su posible uso
como agente texturizante o espesante en la industria alimentaria. De acuerdo a la estructura
hipotética del mucilago de O. ficus-indica (Fuente: Gibson y Nobel, 1990; McGarvie y
Parolis, 1981a), las ramificaciones de la estructura del polisacarido estan conformadas por
tres unidades de galactosa que a su vez se unen a residuos de arabinosa y xilosa, por lo
tanto, los grupos funcionales de estos dos ultimos azicares son los mas disponibles para
interactuar, debido a su conformacion estructural es mas probable que las interacciones
sean intermoleculares, y que haya pocos grupos funcionales que interactiien con el agua, y
de esta manera su solubilidad puede ser més baja, pero la viscosidad puede aumentar, de
acuerdo a esto, se puede decir tedricamente que el mucilago de las especies que contienen
mayor porcentaje de arabinosa (O. ficus-indica sin diferencia significativa con O. atropes,
O. tomentosa y O. hyptiacantha) y xilosa (O. hyptiacantha sin diferencia significativa con
O. atropes, O. ficus-indica y O. tomentosa) generaran mayor viscosidad que las otras dos
especies, especialmente O. joconostle que es la que contiene menor porcentaje tanto de

arabinosa como de xilosa, seguida de O. streptacantha (Tabla 13).

Ademas de esto, el contenido de 4cidos urdnicos también influye en la viscosidad
del mucilago debido a las interacciones de sus grupos funcionales en forma idnicacon el
agua o conciertos cationes (Ca™), la especie con mayor porcentaje de estos compuestos se
presento en la especie control (O. ficus-indica), siguiéndole O. atropes, O. hyptiacantha y
O. tomentosa (estas tres ultimas especies sin diferencia significativa entre ellas), seguidas
de O. streptacantha y con menor valor nuevamente O. joconostle. Por lo tanto se podria
decir, que el mucilago de O. ficus-indica en solucion tiene mayor contenido de cargas
negativas que pueden ser repulsadas entre si, y por lo tanto, la cadena polimérica podria
expandirse ocupando mas espacio y haciéndose mas resistente a fluir entre las moléculas
del H,O, de tal forma que la viscosidad aumentaria. Sin embargo, también es importante
resaltar que las cargas negativas derivadas de los acidos urdnicos ionizados podrian ser

. . . 2+
neutralizadas con la presencia de iones de Ca”™ .
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De acuerdo a los resultados, es posible que aparte del mucilago de la especie
comercial (O. ficus-indica) que se utiliza como aditivo en la industria alimentaria, de igual
manera el mucilago de las especies silvestres O. atropes, O. tomentosa y O. hyptiacantha
puede ser utilizado como mejorador de textura y propiedades reoldgicas en alimentos. No
obstante, para poder confirmar la viscosidad hipotética mencionada en base a estos
resultados, es necesario realizar un andlisis reoldgico donde se estudie la viscosidad y
textura del mucilago de cada especie. Ademas, la viscosidad del mucilago también depende
de otros factores como la cantidad de Ca*" presente, el pH (Trachtenberg y Mayer, 1982a) y

grado de esterificacion (Cardenas et al., 2007).

6.1.3 Espectroscopia FTIR

En los resultados obtenidos por espectroscopia de FTIR se presentd6 homogeneidad en las
seis especies de Opuntia mostrando las mismas bandas en cada especie. Se observo
ausencia de bandas a los 1749 cm™, 1730 cm™ 6 1736 cm’, que corresponden a las
vibraciones del enlace C=0 de 4cidos y grupos carboxilicos esterificados segiin Cardenas et
al. (2007), Habibi (2004) y Majdoub et al. (2010). Pero, hay presencia de dos bandas en
1625.97y 1423.05 cm™ que pueden corresponder a las regiones 1600-1650 y 1400-1450
cm™ posiblemente debido a la ionizacién de las moléculas de acidos y grupos carboxilos no
esterificados (Cardenas et al., 2007, Habibi, 2004). Lo cual indica que la molécula de
mucilago de las seis especies de Opuntia son de bajo grado de esterificacion esto concuerda
con lo reportado por Sdenz ef al. (2004) y Cardenas et al. (2007). También se presenta una
banda a 3405.68 cm™ que puede corresponder a la banda a 3370 cm™ de las vibraciones del
OH del polisacarido como lo menciona Habibi (2004). Se encontrd otra banda a 2933.35
cm™ que puede pertenecer a las vibraciones de CH y CH, de los polisacaridos como hace
referencia Habibi (2004) para las bandas 2918 y 2850 cm™. Ademés, se pueden observar
también bandas en la region 1324.29-1252.34 cm™ que pueden ser de las vibraciones 5C-H,
O0CH; y 80-H de los polisacéaridos segin Habibi (2004) al igual que las bandas encontradas
en la region 1084.27-1046.47 cm™ que pueden atribuirse a las vibraciones de C-C y C-O de
lo polisacaridos (Fig. 38).
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Figura 33. Espectro de IR de las seis especies de Opuntia.

(Pastilla 1: O. joconostle, pastilla 2: O. ficus-indica, pastilla 3: O. streptacantha, pastilla 4: O.

tomentosa, pastilla 5: O. atropes, pastilla: O. hyptiacantha).

6.1.4 Minerales

Los resultados revelan que los minerales mas abundantes en el mucilago de las seis

especies de Opuntia fueron el Mg, Ca y K, esto coincide para nopal entero de la especie O.

ficus-indica reportado por Loubet (2008), Ramirez-Moreno et al. (2011), Galizzi et al.

(2004) y McConn y Nakata (2004) que indican que los minerales mas abundantes son el K,

seguido del Ca y Mg, respectivamente. A la concentracion de estos minerales en el

mucilago de las seis especies estudiadas le siguen en orden decreciente las concentraciones

de P, Na, Fe, Zn y Cu.

Como se puede observar en la Tabla 12 el Mg es el mineral con la mayor

concentracion en el mucilago de las especies O. ficus-indica, O. joconostle, y O. tomentosa,

el Caen O. hyptiacantha y O. streptacantha y el K en O. atropes.
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Tabla 12. Resultados de los minerales (Ca, K, Mg, P, Na, Fe, Zn y Cu) y relacion Ca/P en
las seis especies de Opuntia

Mineral 0. (@) O (@) O (0]

(mg/100 ficus- Atropes | hyptiacantha | joconostle | streptacantha | tomentosa

g) indica

799.17° 1097.67° 2171.0° 2054.83% 2340.23* 890.83°

- +0.04867 +0.093 +0.129 +0.1853 +0.1227 +0.0635
K 1886.71° 3237.66" 1735.73¢ 2452 43%° 1931.95% 2935.96™
- £0.01623  +0.02524 +0.009 +0.02149 +0.01755 +0.01506
5996.67" 1690.0° 1610.0° 3296.67° 2063.33° 3506.67°
+0.028 +0.019 +0.017 +0.0182 +0.0095 +0.01067

226.66° 463.33° 186.66° 230° 300° 186.66¢
“ +5.7735 +15.2753 +11.5470 £30 £10 +11.5470
13.48° 13.76* 14.85° 14.11° 13.88° 14.60°
+0.0046 +0.00522 +0.0038 +0.0042 +0.00583 +0.00385

Fe 3.81¢ 7.18* 5.79* 4.41% 5.68% 3.55¢
- +0.0642 +0.0193 +0.1322 +0.02283 +0.0945 +0.0375

11.66 2.92¢ 437° 4.57° 4% 6.64°
+0.1277 +0.0793 +0.0662 +0.0958 +0.0735 +0.0593

0.79° 0.25% 0.015° 0.32° 0.17¢ 0.58°
+0.017 +0.0213 +0.00683 +0.03083 +0.015 +0.01417

3.52% 2.36° 11.63* 8.93° 7.80° 4.77°
+0.1440 +0.4579 +0.4242 +1.6684 +0.6193 +0.5145

Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa en las medias entre especies, Tukey-Kramer

(P<0.05).

6.1.4.1 Calcio

Los resultados en torno a Ca mostraron que streptacantha (2340.23 mg/100g), O.
hyptiacantha (2171 mg/100g) y O. joconostle (2054.84 mg/100g) fueron las que concentran
la mayor cantidad de este mineral (P<0.05), en comparacion con el resto de las especies
evaluadas, sin embargo, estas tres especies fueron estadisticamente iguales (P>0.05) en la
concentracion de Ca (Tabla 13). O. ficus-indica (799.17 mg/100g) la especie control fue la
que menor contenido de Ca presentd (P<0.05) en comparacion con las especies evaluadas.
Ademas, el valor de O. ficus-indica fue menor a lo reportado por Sepulveda (2007) 9.86%
(9860 mg/100g) y mayor al establecido por Trachtenber y Mayer (1981): contenido de Ca
de 0.022% (22 mg/100g) para el mucilago de O. ficus-indica. Posiblemente la diferencia de
la concentracion de Ca y de otros minerales en el mucilago, se deba al método de

extraccion del mucilago y a otros factores, tales como: a) estado de maduracion, a mayor

55



Sarahi Rodriguez Gonzalez UMSNH

grado de madurez mayor concentracion de Ca (Loubet, 2008; Rojas et al., 2011; Contreras-
Padilla et al., 2012; Rodriguez-Garcia et al., 2007; Rojas et al., 2011). b) pH del suelo,
entre mas alcalino sea el suelo, mayor sera la concentracion de Ca en la planta (Galizzi et

al.,2004) (Tabla 12 y Fig. 39).

Comparando el resultado de Ca en el mucilago de O. ficus-indica con los resultados
de Ramirez-Moreno et al. (2011), Contreras-Padilla et al. (2012), Rodriguez-Garcia et al.
(2007) y Loubet (2008), se observa que la concentracion de Ca es mayor en el nopal entero
que en el mucilago, esto sugiere que parte de la concentracion del Ca presente en el nopal
se pierde en la parte insoluble del nopal al momento de la extraccidon del mucilago. Por esta
razon, es posible que los demas minerales también puedan presentarse en menor

concentracion en el mucilago.

De acuerdo con Trachtenberg y Mayer (1982a) y (Goycoolea y Cardenas, 2003),
quienes reportan que la viscosidad del mucilago en solucion es afectada fuertemente por la
concentraciéon de cationes divalentes (Ca®" y Mg”"), principalmente Ca®’, puesto que la
molécula del mucilago tiene una especial afinidad por el Ca®", la interaccion de estos
cationes (Ca®") con la cadena polimérica del mucilago evita su ionizacidn, ya que neutraliza
las cargas negativas, reduciendo la repulsion intramolecular y expansion de la cadena
polimérica, y por lo tanto, evitando la rigidez de las moléculas. Sin embargo, Trachtenberg
y Mayer (1982a) indican que la interaccién con Ca’’causa la formaciéon de pequefios
volimenes hidrodinamicos en solucion y geles fuertes con menos contenido de agua,
mientras que la ausencia de Ca>" aumenta los volumenes hidrodinamicos de las moléculas y

forma geles de alto contenido de agua y baja resistencia mecanica.

Apartir de esta informacion y base a los resultados de la concentracion de Ca
obtenido en el mucilago de las seis especies estudiadas, se podria suponer que el mucilago
de O. streptacantha, O. hyptiacantha y O. joconostle presentara menor viscosidad en
solucion que el mucilago de las otras especies, ya que fue el mucilago de las especies con
mayor contenido de Ca. Mientras que el mucilago de O. ficus-indica, O. tomentosa y O.
atropes podrian presentar una solucion con mayor viscosidad, debido a su bajo contenido
de Ca, lo cual sugiere que la viscosidad del mucilago de O. ficus-indica, O. tomentosa 'y O.

atropes seria mas alta a la O. streptacantha, O. hyptiacantha y O. joconostle. Pero para
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poder confirmar esto, se tendria que realizar un analisis reoldgico donde se analicen todas

las caracteristicas que contribuyen a la viscosidad y la textura del mucilago.

Por otra parte, el grado de polimerizacion y tamafio (peso molecular y dimensiones)
del mucilago son otros factores que también determinan su viscosidad y propiedades fisicas

(Al-Assaf'y Phillips, 2009).

6.1.4.2 Calcio/Fésforo

Otro factor importante en la biodisponibilidad del Ca es la relacion Ca/P (Loubet, 2008).
Debido a que el fosforo presente en el nopal se encuentra principalmente en forma de
fitatos, estos compuestos tienen la propiedad de secuestrar el Ca de los alimentos
impidiendo su absorcion para la formacion de masa 6sea. Por lo tanto, es importante que la
relacion Ca/P en la dieta no sea menor a 1 para no interferir con la absorcion del Ca en el

organismo (Ramirez-Moreno et al,. 2011; Loubet, 2008; Anderson et al., 1972).

De acuerdo a los resultados obtenidos, el mucilago de la especie que presentdé menor
(P<0.05) relacion Ca:P fue O. atropes (2.36) y el mucilago con mayor (P<0.05) relacion
Ca:P fue O. hyptiacantha (11.63) (Tabla 12 y Fig. 40), esta relacion tan alta puede afectar
en la absorcion de Ca debido a la deficiencia de P (Loubet, 2008).

6.1.4.3 Foésforo

Los resultados obtenidos muestran que el mucilago de la especie que obtuvo mayor
concentracion de P (P<0.05) fue O. atropes (463.33 mg/100g), y por lo tanto, podria haber
mayor interaccion del P con el Ca en forma de fitatos de Ca, lo cual lo hace menos
biodisponible, y el mucilago de O. joconostle (230 mg/100g), O. ficus-indica (226.66
mg/100g), O. hyptiacantha (186.66 mg/100g) y O. tomentosa (186.66 mg/100g) presentan
menor contenido (P<0.05) (Tabla 12 y Fig. 41).

6.1.4.4 Potasio

En cuanto a los resultados del andlisis de K, resulté que el mucilago de O. atropes (3237.66
mg/100g), O. tomentosa (2935.96 mg/100g) y O. joconostle (2452.43 mg/100g), son los
que tienen mayor cantidad de K (P<0.05) y el mucilago de O. streptacantha (1931.95
mg/100g), O. ficus-indica (1886.71 mg/100g) y O. hyptiacantha (1735.73 mg/100g) tienen
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menor contenido (P<0.05). Todos estos valores son mayores a lo reportado por Sepulveda
(2007) para el mucilago de O. ficus-indica que indica que tienel.55% (1550 mg/100g)
(Tabla 12 y Fig. 42).

6.1.4.5 Magnesio

En cuanto al contenido de Mg el mucilago de la especie O. ficus-indica fue el que presento
mayor cantidad (P<0.05) de Mg (5996.67 mg/100g), y el mucilago de O. streptacantha
(2063.33 mg/100g), O. atropes (1690 mg/100g) y O. hyptiacantha (1610 mg/100g) fueron
los que presentaron menor cantidad (P<0.05). Sin embargo estos valores son mayores a lo
reportado por Trachtenber y Mayer (1982) quienes reportan 0.013% (13 mg/100g) para el
mucilago de O. ficus-indica (Tabla 12 y Fig. 43).

6.1.4.6 Sodio

No se encontr6 efecto de especie de nopal (P<0.05) sobre la cantidad de Na en mucilago
por lo tanto la cantidad de Na en el mucilago de las seis especies se encuentra entre 13.4 a

14.8 mg/100 g (Tabla 12 y Fig. 44).

6.1.4.7 Hierro

En cuanto a la cantidad de Fe presente en el mucilago de las seis especies, el mucilago con
mayor cantidad (P<0.05) fue O. atropes (7.18 mg/100 g), O. hyptiacantha (5.79 mg/100 g)
y O. streptacantha (5.68 mg/100 g)), y el mucilago de O. joconostle (4.41 mg/100 g), O.
ficus-indica (3.81 mg/100 g) y O. tomentosa (3.55 mg/100 g) presentaron la menor
cantidad (P<0.05) de este mineral (Tabla 12 y Fig. 45).

6.1.4.8 Zinc

El mucilago con mayor (P<0.05) contenido de Zn fue O. ficus-indica (11.66 mg/100 g) y el
mucilago con menor (P<0.05) cantidad fue O. atropes (2.92 mg/100 g) (Tabla 12 y Fig.
46).

6.1.4.9 Cobre

Y por ultimo, en cuanto al contenido de Cu, el mucilago de O. ficus-indica (0.79 mg/100 g)
es nuevamente el mayor (P<0.05), y O. hyptiacantha (0.015 mg/100 g) contiene la menor
(P<0.05) cantidad de Cu (Tabla 12 y Fig. 47).
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59




Sarahi Rodriguez Gonzalez UMSNH

9 14
P e O
= |
Se- . : N
5 o == O
o é . / o @@@ @
3 w 2 ©
H 23 £ % T % g Al g 2 g £ % é g Al Pairs
s g S g g s S Tukey-Kramer 8 g 3 8 5 8 §  TukeyKramer
S S8 o2 g2 of oo 3 = 2 o8 & o5
© 2 c % oz c &
Especie Opuntia Especie Opuntia
Figura 36. Anova y Tukey-Kramer de Figura 37. Anova y Tukey-Kramer de
Fe. Zn.
1
0s-] <> O

0.6+

b
O

Cu

0.4+

0.2+

o
R
<D

joconostlg

Al Pars_
Tukey-Kramer
005

0.atropes|
0O.ficus
indica
pliacanth.
0.
streptacanthd
0.
tomentosg

S
o £ S

Especie Opuntia

Figura 38. Anova y Tukey-Kramer de Cu.

6.1.5 Microscopia electronica de barrido

Los resultados de las seis especies de Opuntia muestran la presencia de diferentes sales de
Ca, la mayoria de ellos son amorfas como se muestra en O. atropes, O. hyptiacantha, O.
streptacantha, O. joconostle y O. ficus-indica (Fig. 50, 52, 51 y 53, respectivamente) y en
algunos se presenta la forma hexagonal, prisma, ctbica (O. atropes Fig. 48 y O. tomentosa,
Fig. 49), y esférica (O. tomentosa, Fig. 49 y O. hyptiacantha, Fig. 50). En el andlisis de
composicion centesimal se muestra un alto contenido de Ca y se asume que los cristales son
de carbonato de Ca debido a lo reportado en la literatura. En ninguna especie se observaron
cristales en forma de drusas que es la morfologia caracteristica del oxalato de Ca, esto

concuerda con lo reportado para O. ficus-indica por Rojas et al. (2010).

Por otra parte, el microanalisis también reporta la presencia de K y Mg en altas
proporciones aun mas que Ca en el mucilago de las seis especies. Lo cual podria indicar
que una proporcion de calcio presente en el nopal se quedo en el residuo que queda después

de obtener el mucilago.
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Elemento
Carbono
Oxigeno
Magnesio
Azufre
Potasio

Calcio

(%)
3,239782
80,05211
4,191089
1,057272
4,008453

7,449292

UMSNH

Figura 39. Cristales de calcio en O. atropes. Tabla 13. Microanalisis de O. atropes.

o g
0. TOMENTOSA
MAG: 3500 x HV: 15.0 KV WD: 26.0 mm

Figura 40. Cristales de Ca en O. tomentosa.

O;HYPTIACANTHA
SE MAG: 5000 x HV: 15.0 KV W1:26.0 mm

Figura 41. Cristales de Ca en O. hyptiacantha.

Elemento
Carbono

Oxigeno
Magnesio
Azufre
Potasio
Calcio

Manganeso
Aluminio

Fosforo

(o)
6,999356
78,30763
5,323836
0,895788
3,962391
3,780987

0,366361
0,067895
0,293759

Tabla 14. Microanalisis O.

Elemento

Carbono
Oxigeno
Magnesio
Azufre
Potasio

Calcio

(%0)
2,799418
82,6553
5,826433
1,450811
4,060422
3,205616

tfomentosa.

Tabla 15. Microanalisis O. hyptiacantha.
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Elemento (%)
Carbono 8.4487533
Oxigeno 76.321389
Magnesio 6.1212219

Azufre 1.9253268
Potasio 5.6614447
Calcio 1.2337113
Aluminio 0.0644702
Foésforo 0.1039643

0. JOCONOSTLE
SE MAG: 2000 x HV: 15.0 kV WOD: 26.0 mm

Figura 42. Cristales de Ca en O. joconostle.  Tabla 16. Microanalisis O. joconostle.

Elemento (%)
Calcio 6,874875
Potasio 5,362397
Carbono 2,590926
Oxigeno 57,7337
Sodio 7,081003
Magnesio 5,663976
Fosforo 0,640142
O STREPTACRNTHA ; g Azufie 1,270565
[ —"

SE MAG: 5000 x HV: 15.0 KV WI: 24.0 mm

Figura 43. Cristales de Ca en O. streptacantha. Tabla 17. Microanalisis O. streptacantha.

Elemento (%)
Carbono 9,733815
Oxigeno 79,43061
Magnesio 3,896503
Azufre 0,432754
Potasio 1,374016
Calcio 4,530702
Manganeso 0,569252
e T Aluminio 2A8E-14
Fosforo 0,03035

Figura 44. Cristales de Ca en O. ficus-indica. =~ Tabla 18. Microanalisis O. ficus-indica.
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6.1.6 Resonancia magnética nuclear °C

Los resultados de los espectros de RMN "*C de mucilago en solucion alcalina (NaOD) de
las seis especies de Opuntia se resumen en las Figuras 54, 55, 56 y 57 en donde se pueden
apreciar sefales a campo alto tipicas de grupos metilo y metileno entre 17-23 y 40-60 ppm
respectivamente, de alcoholes entre 60-75 ppm, sefiales en la region de carbonos
aromaticos y olefinicos entre 118 y 131 ppm y finalmente a campo bajo entre 170 y 185

ppm sefiales correspondientes a carbonilos tipicas de ésteres o acidos carboxilicos (Fig. 54).

En los espectros de RMN '°C se esperan sefiales tipicas de carbohidratos que han sido
reportados en este tipo de mucilagos. Asi por ejemplo, de acuerdo a los estudios en el
mucilago de O. ficus indica (Matsuhiro et al.,, 2006; Cardenas et al., 2007; Habibi, 2004;
Zhao et al. 2007), en este estudio hay evidencia de sefial en 173 ppm que corresponde al
carbonilo del grupo carboxilo de los 4cidos uronicos (Matsuhiro et al., 2006; Cardenas et
al., 2007; Zhao et al., 2007). Por otra parte, también hay presencia de una sefal a 17 ppm,
caracteristica del C¢ del grupo metilo de ramnosa; a 77 ppm la cual segin McGarvie y
Parolis (1981b) corresponde a residuos de ramnopiranosil que indica que pueden estar
ligados con enlaces 1—2 del C,, ademas de evidencia de la evidente sefial a 70 ppm que
podria corresponder al Cs de (1—2)-a-L-ramnosapiranosa, (Zhao et al., 2007 y Matsuhiro
et al., 2006); una sefial a 75 y a 57 ppm que podria corresponder al Csy al Cq de galactosa,
respectivamente (Habibi, 2004). Asi mismo, la presencia de una sefal a 81 ppm que es

indicativa de C, de arabinosa (Habibi, 2004 y por Zhao et al., 2007).

Sin embargo, pese a que los espectros se obtuvieron con cantidades relativamente altas
de mucilago y que algunas sefiales corresponden aparentemente con las reportadas para los
carbohidratos en ningun caso se aprecian sefiales significativas en la region de carbonos

acetalicos en 100 ppm caracteristica de carbohidratos (Fig. 54).

Asumiendo que la ausencia de dichas sefiales pudiese deberse a la alcalinidad del
medio, se procedido a la obtencion de los espectros en solucion acida utilizando &cido
clorhidrico deuterado del mucilago de la especie O. ficus-indica. Sin embargo, aunque
ciertamente se aprecid un desplazamiento de las sefiales no se observo senal alguna en 100
ppm (Fig. 55). Fue por este motivo que se obtuvo el espectro de RMN C de los

carbohidratos en las mismas condiciones alcalinas y en D>O y se compararon con los
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espectros de las diferentes especies de Opuntia estudiadas (Fig. 56 y 57). Algunas de las
sefales tipicas de carbohidratos en las referencias fueron observadas lo que corrobord que
no se trataba de una cuestion técnica, sino de la ausencia de unas de las sefiales de los
carbohidratos lo cual no es debido a la falta de estos (ya que fue demostrado por el anélisis
de cromatografia de gases), sino a su proporcion relativa con respecto a otros compuestos

no identificados.

Cabe resaltar que para la deteccion de los carbohidratos en las diferentes especies de
Opuntia analizadas en este trabajo llevadas a cabo por CG, las muestras fueron sometidas a
un tratamiento de aislamiento y purificacion de carbohidratos que implicaba incluso la
acetilacion para facilitar la solubilidad en disolventes organicos. Seguramente en este
proceso, se eliminan otros compuestos que por lo tanto, no pueden ser identificados por
CG, pero que por RMN °C es posible encontrarlos, sin embargo, no han sido identificados
hasta el momento por este tipo de estudios, ya que las sefiales encontradas del presente
estudio de estos compuestos (entre 118 y 131 ppm) no corresponden con los compuestos
descritos por Matsuhiro et al. (2006), Cardenas et al. (2007), Habibi (2004) y Zhao et al.
(2007), compuestos como: acidos fenolicos (acidos galico, cumarico, ferulico, salicilico y
3,4 dihydroxibenzoico y 4 hydroxybenzoico), flavonoides (iso-quercetina, nicotiflorina,
rutina, narcisina e isoramnetina-3-O-glucosido) (Guevara-Figueroa et al., 2010), ademas de
carotenoides como luteina, caroteno y cryptoxantina, compuestos que podrian estar
presentes en el mucilago ya que se pueden formar complejos entre los polisacaridos y estos
compuestos (Jaramillo-Fores et al., 2003). Sin embargo, las sefiales obtenidas son lo
suficientemente significativas para pensar en productos abundantes que es conveniente

identificar (Fig. 54).
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Figura 45. Espectro de de RMN °C del mucilago de las seis especies de Opuntia.
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Figura 46. Espectro de RMN "°C del mucilago de Opuntia ficus-indica (control) con D,O 'y
NaOD (condiciones en las que se analizaron los mucilagos de las seis especies de Opuntia,
en la parte de arriba) y mucilago hidrolizado con DCI (en la parte de abajo).
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Figura 47. Espectro de RMN 1C de los siete azucares pertenecientes a la estructura del
mucilago de Opuntia con D,O y NaOD (condiciones en las que se analizaron los mucilagos
de las seis especies de Opuntia).
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6.2 Analisis bromatoldégico

6.2.1 Humedad

Los resultados muestran que el mucilago de la especie con mayor (P<0.05) cantidad de
humedad es O. streptacantha 8.27%, esto es mayor a lo reportado por Sepulveda et al.
(2007) (5.6%) para el mucilago de O. ficus-indica, sin embargo, es menor a lo obtenido por
Rodriguez-Gonzalez (2010) (9.31%), pero estd dentro del porcentaje adecuado para la
estabilidad y evitar el desarrollo de microorganismos (menor a 10%) en el alimento
(Loubet, 2008). El mucilago de la especie con menor (P<0.05) porcentaje de humedad fue
O. hyptiacantha con 3.44%. Por lo tanto, se puede decir que el mucilago de las seis
especies puede ser almacenado por tiempo prolongado de forma segura (Tabla 19 y Fig.

58).

6.2.2 Cenizas
En este estudio, la especie con el mayor (P<0.05) contenido de cenizas, en el mucilago, fue
O. ficus-indica (15.13%). No obstante, Sepulveda et al. (2007) reportan un porcentaje
mayor para esta especie (37.3%) y Rodriguez-Gonzélez (2010) un valor menor (11.91%).
De esta manera, en el presente trabajo, de las seis especies estudiadas, la especie control O.
ficus-indica, contiene el mayor porcentaje de minerales y O. hyptiacantha aporta el menor
(P<0.05) contenido minerales (10.82%). Con el analisis bromatoldgico se corrobord que
por su contenido de mucilago, las seis especies de Opuntia estudiadas son una buena fuente
de minerales, sobre todo en cuanto a su contenido de Magnesio (Mg), Calcio (Ca) y Potasio

(K) (Tabla 19 y Fig. 59).

6.2.3 Proteina (nitrégeno total proteico)

En cuanto al contenido de proteina del mucilago de O. ficus-indica (peso seco), Sepulveda
et al. (2007) reportan un porcentaje de proteina de 7.3%, mientras que Rodriguez-Gonzalez
reporta 6.69%. Los resultados del presente estudio para el mucilago de las seis especies son
semejantes con estos valores, ya que se obtuvo un porcentaje de proteina de 8.26% a 4%.
Siendo el mucilago de O. streptacantha el que contiene mayor (P<0.05) porcentaje
(8.26%), y el mucilago de O. atropes con el menor (P<0.05) porcentaje (Tabla 19 y Fig.
60).
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6.2.4 Fibra dietética
En cuanto a fibra dietética (FD), las seis especies contienen un valor superior a 50%. El
mucilago de las especies con el mayor (P<0.05) porcentaje de FD fue O. hyptiacantha
(73%), O. tomentosa (68.43%), O. streptacantha (67.44%) y O. joconostle (65.2%) y el
mucilago con el menor (P<0.05) porcentaje fue el de las especies O. atropes (57.71%) y O.
ficus-indica (57.23%). Por lo tanto, las especies silvestres estudiadas a excepcion de O.
atropes aportan mayor (P<0.05) cantidad de FD que la especie control O. ficus-indica.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Rodriguez-Gonzélez (2010), quien obtuvo

un porcentaje similar para el mucilago de O. ficus-indica (57.83%) (Tabla 19 y Fig. 61).

La FD se compone de FS y FI. La mayor parte de la FD corresponde a FS en el
mucilago de las seis especies. El mucilago de la especie O. ficus-indica registr6 el menor
porcentaje (P<0.05) de FS (51.79%), valor menor al reportado por Rodriguez-Gonzalez
(2010) (56.8%). Por otra parte el mucilago de las especies con mayor porcentaje (P<0.05)
de FS fueron O. hyptiacantha (67.51%), O. joconostle (65.2%), O. tomentosa (64.4%), O.
streptacantha (61.07%) y O. atropes (57.69%) (Tabla 20 y Fig. 62).

El resto de FD del mucilago de las seis especies, corresponde a FI, el cual es un
valor bajo. Sin embargo los valores mayores (P<0.05) fueron obtenidos del mucilago de O.
streptacantha (6.37%), O. hyptiacantha (5.5%), O. ficus-indica (5.43%) y O. tomentosa
(4.03%), mientras que los menores (P<0.05) porcentajes se obtuvieron del mucilago de O.
joconostle (0.079%) y O. atropes (0.026%). Lo anterior sugiere que el mucilago de O.
atropes es mas puro, ya que casi todo el porcentaje de FD le corresponde a FS, la cual
corresponde al mucilago, y no presenta gran cantidad de impurezas (FI). Por su parte
Rodriguez-Gonzélez (2010) obtuvo un 1.03% de FI para el mucilago de O. ficus-indica, el
cual, tiene variacioén con los resultados obtenidos en el presente trabajo (Tabla 19 y Fig.

63).

6.2.5 Extracto etéreo (grasa)
En cuanto al contenido de extracto etéreo (grasa), los valores obtenidos para el mucilago de
las especies estudiadas fueron bajos: el porcentaje del mucilago de O. joconostle, O.
streptacantha y O. tomentosa (0.2, 0.19 y 0.162%, respectivamente) fueron los mayores

(P<0.05), y el mucilago de O. ficus-indica, O. hyptiacantha y O. atropes (0.09, 0.063 y
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0.061%, respectivamente) fueron los que presentaron menor (P<0.05) porcentaje. Sin
embargo, el resultado del mucilago de las seis especies fue mayor que el que obtuvo
Rodriguez-Gonzalez (2010) para el mucilago de O. ficus-indica (0.03%) (Tabla 19 y Fig.
67).

6.2.6 Carbohidratos
La cantidad de carbohidratos obtenida fue en orden decreciente, O. atropes 18.67%, O.
ficus-indica 14.67%, O. joconostle 9.82%, O. tomentosa 8.21%, O. hyptiacantha 6.25% y
O. streptacantha 1.62%. Mientras que Rodriguez-Gonzalez (2010) reporta un 13% de
carbohidratos presentes en el mucilago de O. ficus-indica (Tabla 19 y Fig. 68). Esta
cantidad de carbohidratos resultante puede ser debido a que en la extracciéon de FD, la
estructura de FS (mucilago) es dafiada por hidrdlisis por el acido y la temperatura como se
confirm6 en los resultados de CCF, como consecuencia, se rompe la cadena del
polisacarido y hay liberacion de los aztcares mas disponibles, de esta manera el contenido

de carbohidratos aumenta.

Tabla 19. Resultados del andlisis bromatoldgico del mucilago de las seis especies de
Opuntia (peso seco)

Opuntia (&) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
6.32£0.08°  11.26£0.04°  0.162+0.01° 68.43+3.31"  64.4£3.66"  4.03£0.95" 5.59+0.14°0  8.21+3.36™
5.39 £0.50° 14+0.01°  0.061£0.01°  57.71£1.95°  57.69+1.97 0.026+0.02°  4+0.53° 18.67+2.19°
3.4440.07°  10.8240.03°  0.063£0.02°  73+2.20° 67.51£1.52°  5.5+0.69°  6.38+0.36 = 6.25+2.21™
6.32+0.15°  11.7240.01°  0.240.02° 6524554  65.12+5.51* 0.079+0.07°  6.7+0.58" 9.82+5.49%°

8.27+0.04*°  14.19+0.14>  0.19+0.03*  67.44+0.79® 61.07<1.11®  6.37+0.57*°  8.26+0.31% 1.62+0.97°

7.6240.09°  15.1340.02*  0.090+0.02° 57.23+7.7*  51.7945.25" < 5.4342.49%  52440.09¢ = 14.67+7.74%

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa en las medias entre especies, Tukey-
Kramer (P<0.05).
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7. CONCLUSIONES

En cuanto a la extraccion del mucilago de Opuntia, es mas adecuado extraerlo a temperatura
ambiente, la molienda debe ser con etanol al 50 u 80% y la precipitacion con etanol al 96%.

La composicion quimica del mucilago de las cinco especies de Opuntia contiene los
mismos azucares, sin embargo, la poporcion varia en cuanto a la especie. Los azlcares que se
encontraron fueron: arabinosa (26.83-35.36%), galactosa (21.59-45.48%), xilosa (12.23-
17.05%), acidos urdnicos (5.59-13.91%), glucosa (5.18-16.21%) y ramnosa (1.41-5.40%). De
acuerdo a estos resultados se podria decir que aparte del mucilago de la especie comercial (O.
ficus-indica) que se utiliza como aditivo en la industria alimentaria, de igual manera el mucilago
de las especies silvestres estudiadas: O. atropes, O. tomentosa y O. hyptiacantha puede ser
utilizado la fabricacion de hidrocoloides y mejoradores de textura y propiedades reoldgicas en la
industria alimentaria en el estado de Michoacan. No obstante, para poder confirmar esto, es
necesario realizar un andlisis reoldgico donde se estudie la viscosidad y textura del mucilago de
cada especie y poder correlacionarlo con el contenido de azucares, por lo que se sugiere
continuar con dicho analisis.

Algo interesante de destacar es que el mucilago de las especies silvestres estudiadas (O.
atropes, O. tomentosa, O. hyptiacantha. O. streptacantha y O. joconostle) contienen mayor
contenido de FD y FS que la especie control (O. ficus-indica) esta es otra razon para aprovechar
el mucilago de las cinco especies al igual que el de O. ficus-indica para la produccion rentable de
aditivos en la industria alimentaria.

Por otra parte, aunque el andlisis d¢ RMN °C de mucilago de las seis especies de
Opuntia sdlo se realizd para complementar los resultados de CG, no fue posible determinar la
proporcion de carbohidratos en las diferentes especies de Opuntia estudiadas, la técnica mas
conveniente es la CG. Sin embargo, la RMN C permitié determinar otros compuestos
(aromaticos) no descritos en el mucilago de Opuntia, que es recomendable elucidar en un futuro
sobre todo considerando el gran interés que han tenido estos productos naturales, abundantes en,

en areas como las ciencias farmacéuticas.
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